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DESCRIPCION
Vacuna con vector del herpesvirus de pavo contra la gripe aviar en aves de corral

La presente solicitud se aplica al campo de las vacunas veterinarias, en particular de vacunas para aves de corral
contra la gripe aviar. La vacuna se basa en un vector virico recombinante que expresa la proteina hemaglutinina de
un virus de gripe aviar, en el que el vector es herpesvirus de pavo (HVT) y el gen de la hemaglutinina esta conducido
por un promotor génico de glucoproteina B de un herpesvirus de mamifero. Puede usarse una vacuna que
comprende este vector de HVT+HA para inducir una respuesta inmunitaria protectora contra gripe aviar en aves de
corral, y para reducir la propagacion de VGA. La invencion también se refiere a métodos, usos y vacunas que
implican el vector de HVT+HA.

El herpesvirus de pavo (HVT) se describié alrededor de 1970 como un herpesvirus que infecta pavos y que tiene
elementos antigénicos en comun con el virus de la enfermedad de Marek (VEM). Mientras que VEM es altamente
patégeno para pollos, HVT es apatégeno para pollos y podria usarse para vacunacion eficaz contra infeccion y
enfermedad provocada por VEM (Okazaki et al., 1970, Avian Diseases, vol. 14, p. 413-429). Desde entonces, la
vacunacion de pollos contra VEM usando HVT se ha convertido en parte del programa de vacunacién convencional
de miles de millones de pollos producidos en todo el mundo cada afio. Fue muy util a este respecto el hallazgo de
que el HVT, a diferencia del VEM, puede purificarse a partir de las células hospedadoras en las que se produjo, por
ejemplo por ultrasonidos, y puede comercializarse como una vacuna estable y liofilizada.

El HVT se replica en los linfocitos de aves, en particular en los linfocitos de sangre periférica (PBL), por lo tanto es
un virus sistémico. Induce una respuesta inmunitaria de larga duracién, que se dirige principalmente al sistema
inmunitario celular, no al humoral.

Las vacunas de HVT pueden aplicarse a pollos en una edad temprana, que es un resultado combinado de la
naturaleza apatégena del HVT, asi como su insensibilidad relativa a anticuerpos derivados por via materna contra
VEM o HVT. En consecuencia, las vacunas de HVT pueden inocularse en polluelos el dia de la eclosién del huevo
(dia uno), o incluso antes de la eclosion, cuando ain estan en el huevo. Este ultimo enfoque, vacunacion en el
huevo, se aplica habitualmente el dia 18 del desarrollo embrionario (DE), que es aproximadamente 3 dias antes de
la eclosion.

El HVT se clasifica en la actualidad en la subfamilia de alphaherpesvirinae, y también se conoce como: herpesvirus
meleagrido 1, herpesvirus de pavo o virus de enfermedad de Marek de serotipo 3.

El virién del HVT tiene todos los elementos de un herpesvirus tipico, y es de aproximadamente 160 nm de tamafio
en su forma con envoltura. Dentro de la capsida comprende un genoma grande de ADN bicatenario lineal. La
secuencia completa de genoma virico de aproximadamente 159 kb se conoce desde 2001 (numero de referencia de
Genbank AF291866).

Sin embargo, mucho antes de esto, se habia estudiado y manipulado el genoma del HVT, particularmente sus
propiedades apatégenas han conducido a investigacién sobre el uso del HVT como un vector virico para expresion y
suministro de diversas proteinas a un pollo hospedador que se ha inoculado con el HVT recombinante. Son
ejemplos la expresion de genes que codifican antigenos de otros patégenos de aves de corral tales como: virus de
bursitis infecciosa (VBI) (Darteil et al., 1995, Virology, vol. 211, p. 481-490) y virus de la enfermedad de Newcastle
(VEN) (Sondermeijer et al., 1993, Vaccine, vol. 11, p. 349-358). Sin embargo también se ha descrito la expresion de
un antigeno parasitario (Cronenberg et al., 1999, Acta Virol., vol. 43, p. 192-197), o de una citocina, para manipular
la respuesta inmunitaria del pollo (documento WO 2009/156.367; Tarpey et al., 2007, Vaccine, vol. 25, p. 8529-
8535).

Se han investigado muchas localizaciones para insercion del gen heterélogo en el genoma del HVT en loci no
esenciales adecuados, por ejemplo, en la region corta Unica del genoma del HVT (documento EP 431.668); o en la
region larga Unica (documento EP 794.257).

Se han descrito varios métodos para insertar acidos nucleicos heterélogos en HVT: uso de recombinaciéon homoéloga
(Sondermeijer et al., mencionado anteriormente), regeneracién de césmidos (documento US 5.961.982) o bacmidos
(cromosomas artificiales bacterianos) (Baigent et al., 2006, J. of Gen. Virol., vol. 87, p. 769-776).

Para producciéon a gran escala se produce habitualmente HVT in vitro, en cultivos de células fibroblasticas de
embrién de pollo (FEP). Estas son células primarias preparadas por tripsinizacién de embriones de pollo. Los FEP
se siembran en monocapas y se infectan con el HVT. Este se replica después en estas células fibroblasticas, incluso
aunque HVT in vivo se replica en células linfoides.

En la actualidad estan disponibles varios productos de vacunas comerciales que comprenden un vector de HVT que
expresa un antigeno heterdlogo. Por ejemplo: el antigeno F de VEN: Innovax®-ND-SB (MSD Animal Health) y
Vectormune® HVT-VEN (Ceva); el antigeno VP2 de VBI: Vaxxitek® HVT+IBD (Merial) y Vectormune® HVT-IBD
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(Ceva); o antigenos de virus de laringotraqueitis infecciosa: Innovax®-ILT (MSD Animal Health).

La aplicacién de dichas vacunas de vectores de HVT a aves de corral generara una respuesta inmunitaria contra el
gen heterélogo expresado, asi como contra HVT/VEM. Debido a la virulencia del VEM las cepas de campo han
aumentado a lo largo del tiempo, una vacunacion tipica contra VEM en la actualidad incorpora un componente de
vacuna de MVD adicional ademas del virus o vector de HVT, tal como una cepa de vacuna de VEM de serotipo 1 o
2, por ejemplo una cepa de VEM Rispens o VEM SB1 respectivamente.

El virus de la gripe (VG) es un ortomixovirus que es infeccioso para muchas especies de hospedadores. A partir de
la particula gripal en si misma no es totalmente posible determinar qué tipo de hospedador se ha infectado, o se
infectara en el futuro. Por lo tanto, en la practica, un virus de la gripe que puede infectar y replicarse en una cierta
especie se indica habitualmente como perteneciente a esa especie, aunque se producen regularmente infecciones
cruzadas con otras especies, por ejemplo: de aves acudticas a pollos; de pollos a cerdos, a gatos o a seres
humanos; de seres humanos a caballos, etc. En consecuencia, el virus de gripe aviar (VGA) se refiere al virus que
puede infectar aves. El VGA puede provocar la enfermedad: gripe aviar (GA), que también se conoce como “peste
aviar” o “gripe de las aves” y es una enfermedad de notificacién obligatoria en muchos paises. Dependiendo del
patotipo del VGA infeccioso y el estado inmunitario de las aves infectadas, la enfermedad puede variar de un
resultado subclinico, a uno respiratorio leve, a uno altamente letal.

La gripe aviar en aves de corral comerciales se contrarresta habitualmente por vacunacién en las areas del mundo
en las que el VGA es endémico, por ejemplo en Asia y Oriente Medio. En otras areas, tales como Europa y
Norteamérica, la vacunacion estd regulada por el gobierno y solamente se permite en casos de brotes, y en
combinacion con medidas de cuarentena y erradicacion.

Son especialmente preocupantes los virus de VGA de tipo denominado altamente patégeno (AP), ya que presentan
importantes riesgos zoonéticos de propagacion de aves a otras especies, incluyendo seres humanos. El VGA AP
posee una proteina HA que contiene un nimero de aminodacidos basicos en el sitio de escision de las partes HALl y
HA2 de la proteina HA. La presencia de estos aminoacidos basicos hace que la activaciéon de la proteina HA por
escision pueda realizarse por una proteasa que aparece también en 6rganos distintos del tracto respiratorio donde
se replican VGA patégenos bajos. Esto da como resultado la viremia mas sistémica y la gravedad de infeccion por
VGA AP.

Un viridon de gripe de tipo A, tal como VGA, comprende un genoma que consiste en ADN monocatenario de
polaridad negativa, dividido en 8 segmentos, que codifica 10 proteinas. Las proteinas viricas mas relevantes para
fines inmunoldgicos son la hemaglutinina (HA) y neuraminidasa (N). La HA es el principal antigeno, que puede
inducir una respuesta inmunitaria humoral protectora. Los VGA se clasifican por la variante de serotipo de sus
proteinas HA 'y N: H1 - H16 y N1 - N9 se han descrito hasta la fecha. Los VGA AP son siempre del subtipo H5 o H7.

Incluso aunque una particula gripal no esta limitada a infeccion de una especie especifica, si parece haber una
prevalencia de ciertos serotipos de VG en ciertas especies: serotipos de VG H1 y H3 en cerdos; H3 y H7 en
caballos; H3 en perros; H5 en gatos; H7 y H9 en pavos; y H5, H7 y H9 en pollos.

Debido a que una respuesta inmunitaria contra la gripe es especifica de serotipo, las vacunas contra la gripe
generalmente coinciden con el subtipo inmunoldgico del VG en circulacion en el campo. Las vacunas de GA
comerciales comprenden VGA inactivado completo en una emulsion con aceite como adyuvante, o una cepa de
vacuna de VGA atenuada viva.

No obstante, se producen cambios en el virus de campo VG a lo largo del tiempo, conocidos como “deriva genética”.
En la practica, una cepa de VG que difiera de cepas existentes en mas del 90 % en la identidad de secuencia de
aminoacidos de su proteina HA se designara como una nueva clase antigénica, y obtendra un nuevo ndmero de
“clado”. Este fendmeno puede enfrentar a una poblacién diana con un VG que ha cambiado mas o menos su perfil
inmunolégico desde la Ultima infeccion o vacunacion. Esto puede hacer a las vacunas existentes, incluso cuando
son del subtipo correcto, menos eficaces a lo largo del tiempo, lo que requiere por lo tanto una actualizacién del virus
de vacuna. Entre otras razones, se han desarrollado vacunas de la gripe basadas en técnicas de ADN recombinante
para facilitar dicha actualizacion. Por ejemplo una vacuna de una subunidad VG-HA que se expresa mediante el
sistema de vector de expresion de baculovirus. Por medio de técnicas biolégicas moleculares rutinarias, el gen de
HA H5 expresado puede cambiarse por uno mas reciente, cuando se requiera.

De forma similar, se han desarrollado vacunas de vectores para GA que expresan una proteina HA en el contexto de
un microorganismo transportador vivo. Son ejemplos de dichos vectores virus tales como: virus de laringotraqueitis
infecciosa (VLTI) (Lischow et al., 2001, Vaccine, vol. 19, p. 4249-59); virus de la peste bovina (Walsh et al., 2000, J.
Virol., vol. 74, p. 10165-10175); virus de la estomatitis vesicular (Roberts et al., 1998, J. Virol., vol. 247, p. 4704-
4711); virus de la viruela aviar (Swayne et al., 2000, Vaccine, vol. 18, p. 1088-1095); adenovirus (Toro et al., 2010,
Avian Diseases, vol. 54, p. 224-231) y VEN (Veits et al., 2006, PNAS USA, vol. 103, p. 8197-8202).

De estos, la vacuna de VHA-H5 Trovac® basada en el vector de viruela aviar (Merial), esta disponible en el
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mercado.

Se pretende por supuesto que una vacuna de GA para aves de corral proteja al animal vacunado contra sintomas de
la gripe aviar, y contra la reinfeccion en el futuro. Sin embargo, es casi igualmente relevante para una enfermedad
virica con potencial zoonético y pandémico como VGA la capacidad de la vacuna para reducir la propagacion del
virus de tipo silvestre en el ambiente, por ejemplo a otros rebafios, a aves silvestres migratorias o indigenas o a
otras especies animales. Puede obtenerse reduccién de la propagacion virica induciendo una respuesta inmunitaria
muy eficaz en el ave vacunada.

Las vacunas de GA que son vacunas de subunidades o de vector tienen la ventaja de que pueden aplicarse en un
enfoque de DIVA: "diferenciacion de animales infectados y vacunados", también conocido como: ’'vacunas
marcadoras”. Esto se aplica porque las vacunas recombinantes solamente inducen anticuerpos contra la proteina
virica expresada, no para otras proteinas viricas como apareceria en el caso de infeccién con un virus completo.
DIVA es importante para los paises o sectores econémicos que desean mantener y certificar un estado libre de
VGA, por ejemplo para fines de exportacion.

Las vacunas actuales que se basan en VGA inactivado completo en una emulsion de aceite con adyuvante no
permiten la distincién por DIVA. En el peor de los casos, las aves de corral vacunadas con dichas vacunas portaran
un amplio espectro de anticuerpos contra VGA, pero si estos no son completamente protectores, las aves aln
podrian ser portadores de VGA infeccioso vivo, aunque no se observaria.

Un vector virico recombinante vivo para la expresion y suministro de un antigeno heterélogo debe ser capaz de
superar varias tensiones biolégicas sobre su estabilidad y eficacia: en primer lugar la capacidad de generar
descendencia después de la transfeccion. Esto indica que el virus recombinante es viable. A continuacion, la
capacidad de replicarse in vitro en una linea celular hospedadora durante muchos ciclos manteniendo al mismo
tiempo la expresion del gen heterdlogo. Esto indica que el recombinante no se vio atenuado por la insercién, y el
inserto se replica y expresa de forma estable. Después, la replicacién y expresiéon in vivo. Esto indica que el
recombinante puede superar la presion de seleccion significativa en un animal vivo, tal como la que presenta el
sistema inmunitario. En general, la pérdida de expresion del gen ajeno favorece una replicacion mas rapida en el
animal; dichos “mutantes de escape” tienen mutaciones adquiridas, o supresiones importantes en el gen ajeno, y
crecen mas que los vectores intactos. Finalmente, la replicaciéon en el animal necesita poder generar tal respuesta
inmunitaria eficaz que el animal inoculado esté protegido.

Es especialmente importante con respecto a la eficacia in vivo, el comportamiento de la vacuna de vector virico en
animales que ya poseen anticuerpos; contra el vector y/o el gen heterélogo que expresa. Para animales jévenes
estos anticuerpos derivan principalmente de sus madres que se han vacunado exhaustivamente contra patégenos
habituales; de ahi su designacién como anticuerpos derivados por via materna (ADM). Dichos anticuerpos pueden
alterar la replicacion del vector y/o la expresién del gen ajeno, porque pueden estimular el sistema inmunitario de los
animales para la eliminacion (no pretendida) de la vacuna del vector.

Se han descrito construcciones de vectores viricos recombinantes de un vector de HVT con un inserto génico de
VGA-HA: la compafiia CEVA ha anunciado un producto "VECTORMUNE HVT-AL1" en un sitio web (http://www.ce-
va.com/en/Responsibility/Contributions), pero no estan ain disponibles detalles.

Lan et al. (2009, Acta Microbiologica Sinica, vol. 49, p. 78-84) describen un vector de HVT con un inserto génico de
VGA-HA H5, generado usando una técnica mejorada de recombinacién de bacmidos. A partir de una traduccion de
este articulo (que esta en chino) asi como de un articulo correspondiente sobre la tecnologia de recombinacion que
se uso6 para VEM (Cui et al., 2009, J. of Virol. Meth., vol. 156, p. 66-72), resulta evidente que Lan et al. construyeron
su HVT recombinante por insercidon de un casete de expresion en el gen Us2 de HVT; el casete de expresion
contenia un gen de H5 HA de VGA bajo el control del promotor de gen temprano inmediato de citomegalovirus
humano (IE-hCMV). El casete contiene elementos adicionales necesarios para el proceso de clonacién y seleccion.
El articulo de Lan et al. solamente describe la clonacion y el rescate de un recombinante de HVT+H5; no se indica
ningun ensayo animal, ni ningun dato de eficacia o estabilidad a partir de ensayos in vitro o in vivo.

Como alternativa, Zhou et al. (2010, Vaccine, vol. 28, p. 3990-3996) menciona el uso de un promotor de gB para la
expresion de VP2 de VBI, a partir del locus Us10 de MDV1. Notablemente este elemento se menciona brevemente
en el resumen, pero el resto del articulo describe la construccién y el uso de un vector de MDV1 que expresa lacZ y
VP2 conducido por el promotor hCMV-IE a partir del locus Us2.

Sonoda et al. (2000, J. of Virol., vol. 74, p. 3217-3226) describen el uso de un promotor génico de gB de MDV1 para
conducir la expresién de un gen F de VEN, a partir del locus Us10 de MDV1.

Takekoshi et al. (1998, Tokai J. Exp. Clin. Med., vol. 23, p. 39-44) describen el uso de un promotor génico de gB a
partir de hCMV para la expresion de genes heter6logos en hCMV.

El documento US2008/0241188 describe el uso del promotor génico de IE de CMV para conducir un gen de HA de
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VGA en un vector de HVT.

El documento W02007/022151 describe el uso de un promotor génico temprano de hCMV para conducir un gen de
HA de VGA en un vector de adenovirus humano.

El documento W001/05988 describe el uso del promotor génico de IE de mCMV y el promotor de SV40 para
conducir genes de virus de leucosis aviar en un vector de HVT.

Sonoda et al. (J. of Virol., vol. 74, p. 3217) describen el uso del promotor génico de gB de MDV1 para conducir el
gen de F de VEN en un vector de MDV1.

El documento W02010/119112 describe (en los ejemplos 23-25) el uso de un promotor génico de IE de CMV para
conducir la expresién de un gen de HA de tipo H5 de VGA en el contexto de un vector de HVT.

Es un objetivo de la presente invencién generar una vacuna de GA basada en un vector de HVT; la vacuna de vector
deberia inducir una proteccion inmunitaria eficaz contra infeccién y enfermedad provocada por VGA en aves de
corral.

El principal requisito de dicho producto de vacuna de vector inmunolégica y econdmicamente factible es que sea
estable, tanto en replicacién del vector como en la expresion del gen heterdlogo insertado. Esta combinacién permite
los ciclos extensivos de replicacién in vitro que son necesarios para produccion a gran escala, asi como la expresion
y presentacion continuada al sistema inmunitario del hospedador del gen ajeno insertado, cuando la vacuna de
vector se replica en un animal hospedador inoculado. Ademas, la estabilidad permitira que la vacuna del vector
cumpla los estandares muy altos de seguridad y estabilidad biolégica que debe cumplir un virus recombinante que
se va a introducir en el campo, para obtener una autorizacion de comercializacion de autoridades gubernamentales
nacionales.

Los inventores se sorprendieron al descubrir que los promotores que se habian usado en la técnica anterior para
conducir la expresion de genes heterélogos en HVT, no podian usarse para la expresion de un vector de HA de VGA
en el contexto de un vector de HVT.

Se ensayaron varios promotores: un promotor de repeticion terminal larga del virus de sarcoma de Rous (LTR de
VSR) (como se describe en el documento EP 431.668: pRSVcat derivado (Gorman et al., 1982, PNAS USA, vol. 79,
p. 6777-6781)); y un promotor génico de IE de hCMV (derivado de pl17: Cox et al., 2002, Scand. J. Immunol., vol.
55, p. 14-23), para conducir la expresion de un gen de HA H5 de VGA, en el locus Us10 del genoma de HVT. El
vector con el promotor de IE de hCMV produjo placas después de la transfeccion, sin embargo estas no pudieron
amplificarse durante varios ciclos; el vector de HVT con promotor de LTR produjo placas que pudieron amplificarse,
sin embargo estas solamente mostraron expresion de HA muy débil, y cuando se ensayaron en animales como virus
recombinante HVP142, no proporcionaron un efecto protector significativo en un periodo de 2-3 (véanse los
Ejemplos).

En esta situacion, era totalmente inesperado que un promotor génico de gB de un herpesvirus de mamifero, que no
se habia descrito antes para la conduccion de expresion de genes heter6logos en HVT, ni para la expresion de un
gen de HA de VGA, podria usarse para construir una vacuna de vector de HVT que expresara un inserto génico de
HA de VGA, que mostraba provechosamente estabilidad en replicacion de vector y eficacia inmunolégica en la
expresion de genes ajenos.

Sin desear quedar ligado a la teoria, los inventores especulan que el promotor génico de gB de un herpesvirus de
mamifero, cuando se usa para la expresién de un gen de HA de VGA en el contexto de un vector de HVT,
proporciona el equilibrio justo entre la fuerza de expresion del gen heterdlogo y la tensiéon que esto pone en la
capacidad replicativa del HVT recombinante.

Por lo tanto, la invencion se refiere a un vector de HVT que comprende un &cido nucleico heterélogo que comprende
una secuencia de nucleétidos que codifica una proteina HA de VGA, caracterizada porque dicha secuencia de
nucleétidos estda unida operativamente a un promotor génico de glucoproteina B (gB) de un herpesvirus de
mamifero.

El vector de HVT de acuerdo con la invencién es estable en replicacion, y proporciona una expresion sostenida del
gen de HA de VGA insertado, tanto in vitro como in vivo. El vector de HVT+HA cuando se usa en una vacuna para
aves de corral indujo una respuesta inmunitaria fuerte que podria proteger a las aves contra la enfermedad
provocada por una infeccion de exposicion a VGA grave, y podria reducir significativamente la propagacion del virus
de exposicién al ambiente.

Un “vector” para la invencién es un microorganismo vehiculo recombinante vivo, en el presente documento un HVT.

Un “acido nucleico heterélogo” para la invencién es un acido nucleico que no aparecia en el HVT parental que se
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uso para generar el vector de HVT recombinante de acuerdo con la invencion.

Una “proteina” para la invencién es una cadena molecular de aminoéacidos. La proteina puede modificarse, si se
requiere, in vivo o in vitro, mediante, por ejemplo, glucosilacién, amidacion, carboxidacion, fosforilacion, pegilaciéon o
cambios en el plegamiento espacial. Una proteina puede ser de origen bioldgico o sintético. La proteina puede ser
una proteina nativa o madura, una pre o proproteina, o un fragmento funcional de una proteina. Entre otros, se
incluyen dentro de la definiciéon de proteina péptidos, oligopéptidos y polipéptidos inmunolégicamente activos.

Se sabe bien que un “promotor” es una regién funcional en el genoma de un organismo que dirige la transcripcion de
una regioén codificante cadena abajo. Un promotor es por lo tanto un fragmento de ADN que se sitla cadena arriba,
es decir hacia el lado 5’, de una fase abierta de lectura, normalmente un gen.

Como se sabe bien, un promotor inicia la sintesis de ARNm del gen que controla, partiendo del “sitio de inicio de la
transcripcion” (SIT). El ARNm producido se traduce a su vez en proteina partiendo del codén de inicio del gen, que
es la primera secuencia de ATG en la fase abierta de lectura (el primer AUG en el ARNm). Normalmente el SIT se
localiza a 30-40 nucle6tidos cadena arriba del codén de inicio. Un SIT puede determinarse secuenciando el extremo
5’ del ARNm de un gen, por ejemplo por la técnica de RACE.

Un promotor no tiene una longitud especifica, sin embargo en promotores generales esta comprendido a una
distancia de 1.000 nucle6tidos cadena arriba de la posicién de la A del codon de inicio, que generalmente se indica
como A+1; la mayoria de los promotores se sitdan entre -500 y A+1, normalmente entre los nucleotidos -250 y A+1.

Ademas, los promotores no tienen una secuencia de nucleétidos fija, pero si contienen varios elementos de
secuencia conservados, reconocibles; estos elementos estan implicados en la unién a factores de transcripcion, y la
direccién de la ARN polimerasa, pero también en la regulacion del tiempo, la duracion, las condiciones y el nivel de
transcripcién a continuacion. De este modo el promotor es sensible a sefiales de elementos reguladores tales como
potenciadores, o a factores de uniébn a ADN tales como farmacos, hormonas, metabolitos, etc. Un elemento
promotor conservado bien conocido es la caja TATA, normalmente situada dentro de los 50 nucledtidos cadena
arriba del SIT, habitualmente aproximadamente de 30 nt cadena arriba del SIT. Otros ejemplos de elementos
promotores conservados son la caja CAAT, normalmente a aproximadamente 75 nt cadena arriba del SIT, y la caja
GC normalmente a aproximadamente 90 nt cadena arriba del SIT.

La localizacion y el tamafio de un promotor pueden determinarse convenientemente usando ensayos
convencionales, tales como la expresion de un gen marcador mediante secciones mayores o menores subclonadas
de un promotor sospechado. De una manera similar, ensayando la expresién de un gen marcador (detectando ARN
o produccién de proteinas), la fuerza relativa de promotores diferentes puede determinarse y compararse.

En la practica un promotor puede simplemente seleccionarse por subclonacion de la regién entre dos genes
consecutivos, por ejemplo de la sefial de poli A del gen cadena arriba al SIT del gen cadena abajo, seguido del
recorte del area clonada cuando sea apropiado.

Debido a que un promotor esta adyacente al gen del que controla la expresion en el contexto nativo, el conocimiento
de la localizacion de un gen, o el inicio de la transcripcién de su ARNm, desvela inherentemente la posicién de su
promotor adjunto. Esto se aplica también en la invencién, donde el “promotor génico de gB de un herpesvirus de
mamifero” se refiere al promotor que conduce la expresién de un gen de gB de herpesvirus, y se sitla
inmediatamente cadena arriba de ese gen de gB. La proteina de gB en replicacion de herpesvirus normal esta
implicada en la entrada en células y la propagacion celular. Debido a que el gen de gB es un gen tan bien
documentado y claramente reconocible, y debido a que los genomas de muchos herpesvirideae se han secuenciado
(completamente o en parte), el experto en la materia puede identificar facilmente y obtener dicho promotor por
técnicas rutinarias.

Se presentd una revision de proteinas gB de herpesvirus en Perreira (1994, Infect. Agents Dis., vol. 3, p. 9-28). El
promotor del gen de gB de VHS1 se estudié en detalle en Pederson et al. (1992, J. of Virol., vol. 66, p. 6226-6232).
Ninguno de estos, sin embargo, describe o sugiere el uso de un promotor de gB de herpesvirus para conducir la
expresion de gen heterodlogo, ni en HVT ni en ningln otro sistema de vector de expresion.

Para la invencion, es necesario que el promotor génico de gB de un herpesvirus de mamifero sea capaz de conducir
la expresion del gen de HA. Esto se indica habitualmente como que el promotor esta “unido operativamente” al gen o
que el gen esta “bajo el control del” promotor. Esto significa habitualmente que en la construccion de vector de HVT
final el promotor génico de gB y el gen de HA estan conectados en el mismo ADN, en proximidad efectiva, y sin
sefiales 0 secuencias entre ellos que interferirian con una transcripcion y traduccion eficaz.

En las construcciones de vector de la invencién, el gen de HA proporciona el codén de partida. Ademas las
construcciones de vector preparadas fueron tan limpias como fue posible, lo que indica que excepto por algunos
sitios de enzimas de restriccion, no hubo ningln elemento ajeno sustancial en la construccion de vector
recombinante tal como un casete de expresién con elementos heterélogos requeridos para clonacién o seleccién de
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recombinantes.

Aunque no es estrictamente necesario, en una realizacion preferida el gen de HA se construye para contener una
sefial de poliA cadena abajo, por ejemplo de SV40. Dicha sefial puede proporcionar una terminacion de la
transcripcion mas completa y poliadenilacion del transcrito para traduccion.

La generacion de la construccion del vector de HVT+HA puede realizarse por técnicas biolégicas moleculares bien
conocidas, que implican clonacién, transfeccion, recombinacion, seleccion y amplificacion.

Un “herpesvirus de mamifero” para la invencién se refiere a un herpesvirus que infecta habitualmente y se replica en
una especie de mamifero. Preferentemente estas son de la subfamilia taxonémica de Alphaherpesvirinae. Por
ejemplo: herpesvirus 1 humano (virus del herpes simple 1), herpesvirus bovino 1, herpesvirus felino 1, herpesvirus
equino 1 (HVE) o virus de pseudorrabia (VPR, también conocido como herpesvirus suid 1).

Los promotores génicos de gB de dichos herpesvirus de mamifero se usan provechosamente para la invencion.

Por lo tanto, en una realizacion preferida el promotor génico de gB de un herpesvirus de mamifero para la invencion
es de VPR o HVE.

Se ha demostrado que los vectores de HVT que comprenden estos promotores génicos de gB son suficientemente
estables tanto in vitro como in vivo, y cuando se usan en una vacuna para aves de corral fueron inmunolégicamente
muy eficaces en la proteccion de aves de corral de GA y reduccién de la propagacion del VGA.

Dichos promotores pueden obtenerse convenientemente de la técnica anterior, tal como de Genbank, por ejemplo
para:

- VPR, de n.° de referencia de Genbank: BK001744, region 20139 - 19596 (el gen de gB VPR es Ul 27 o gll), o
- HVE de n.° de referencia de Genbank: AY665713, region 60709 - 61570 (el gen de gB de HVE1 es ORF 33).

Ademas, el n.° de referencia de Genbank pfam00606 representa convenientemente un grupo de proteinas gB de
herpesvirus.

La construccion del vector HYP311 como se describe en los ejemplos contenia el promotor génico gB de HVE (SEQ
ID NO: 1) y demostré estabilidad in vitro e in vivo. Cuando se usé como una vacuna, esta construccidon mostré una
buena proteccion inmunitaria y reduccién de la propagacion del virus, véanse los Ejemplos.

Para mejorar la eficacia del promotor génico de gB de un herpesvirus de mamifero para la invenciéon ain mas,
manteniendo al mismo tiempo su estabilidad, se adapté el promotor. La adaptacion fue una elongaciéon de la
secuencia promotora, de modo que ahora no terminaba antes de A+1, sino que se extendia cadena abajo de A+1
del cododn de inicio del gen de gB, a la region codificante del gen de gB que normalmente se traduce en proteina.

Un resultado fue que el promotor extendido comprendia ahora uno o mas codones ATG, concretamente el codén de
inicio original y posiblemente otros tripletes codificantes de metionina. Dichos codones ATG, en esta posicion
cadena abajo de la caja TATA en el promotor podrian interpretarse por la maquinaria de transcripciéon celular como
un codon de inicio, lo que conduce a inicio prematuro indeseado de la traduccion. Por lo tanto los codones ATG
cadena abajo de la caja TATA del promotor génico de gB, que estaban comprendidos ahora en la secuencia
promotora extendida se modificaron por mutacién para hacer a dichos ATG no funcionales como un codon de inicio
potencial. Esto permitié que el promotor de gB para la invencion incorporara nucleétidos que abarcaban el codén de
inicio de gB nativo y se extienden a la regién traducida del gen de gB, sin embargo estos nucleétidos adicionales no
se estan traduciendo, sino que actian como la secuencia lider extendida.

En consecuencia, se construyeron secuencias promotoras que contenian nucleétidos de la regién codificante de gB
cadena abajo del A+1 original.

Por lo tanto, en una realizacion mas preferida el promotor génico de gB de un herpesvirus de mamifero comprende
secuencias de nucleotidos de la region traducida de dicho gen de gB, en el que cualquier secuencia de nucleétidos
ATG se habia cambiado.

El “cambio” de la secuencia de nucledtidos ATG en el promotor extendido para la invencion, se realiza
preferentemente por mutacién. La secuencia de nucleétidos ATG puede cambiarse en principio a cualquier otro
triplete, siempre que esto no reduzca la estabilidad de la replicacion, o la expresion de la construccién del vector.

Preferentemente el cambio es por un Gnico nucleétido, preferentemente de ATG a TTG.

El nimero de nucleétidos cadena abajo de ATG que estan comprendidos en un promotor de gB extendido para la
invencion es de al menos 10, preferentemente de al menos 20, 30, 50, 75 o0 100, en ese orden de preferencia. En la
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practica, el nimero de nucleétidos cadena abajo de A+l que se incorporan en el promotor extendido para la
invencién pueden tomarse convenientemente como la secuencia de A+1 hasta, pero sin incluir, el siguiente codén
ATG cadena abajo. En ese caso solamente es necesario cambiar por mutacion una secuencia ATG (la del codén de
inicio).

La construccion del vector HYP310 como se describe en los ejemplos contiene un promotor génico de gB de VPR
extendido en 129 nt mas alla de A+1. La Unica secuencia ATG comprendida en la secuencia extendida fue del codén
de inicio original, esta se cambi6 a TTG por mutacion. Este vector mostro una eficacia y estabilidad in vitro similares
al promotor génico de gB de HVE inadaptado, sin embargo con una eficacia muy mejorada in vivo, véanse los
Ejemplos.

El promotor génico de gB de VPR extendido es como se presenta en: SEQ ID NO: 2.

Por lo tanto en una realizacién preferida adicional del promotor génico de gB de un herpesvirus de mamifero de
acuerdo con la invencion, el promotor tiene una secuencia de nucleétidos como en SEQ ID NO: 2, o su equivalente.

El gen de HA que esta comprendido en un vector de HVT de acuerdo con la invencién, puede en principio ser
cualquier gen de HA de virus de la gripe aviar, por lo tanto en principio de cualquier VGA, y de cualquier serotipo H1
- H16, o genes de HA similares descritos en el futuro.

Para eficacia 6ptima de la vacuna para aves de corral contra GA que se basa en el vector de HVT de la invencion, el
gen de HA insertado es preferentemente un gen de HA de tipo altamente patégeno (AP), que comprende por lo tanto
los aminoéacidos basicos en el sitio de escision HA1-HA2. La expresion de un gen HA AP proporciona la posibilidad
de vacunar aves de corral eficazmente contra una infeccién con un VGA de tipo AP, y reducir la propagacion
adicional al ambiente.

Por lo tanto, en una realizacion adicional preferida del vector de HVT de acuerdo con la invencién, la secuencia de
nucleétidos que codifica una proteina HA de VGA derivé de un VGA AP.

Se conoce bien en la técnica que VGA se clasifica como AP, y estan publicamente disponibles muchas secuencias.
Ademas, pueden obtenerse facilmente genes de HA AP en la invencién a partir de aislados de campo de VGA AP,
de diferentes especies de hospedadores, usando técnicas de biologia molecular rutinarias tales como RT-PCR.

Preferentemente, la HA de tipo AP para la invencion se obtiene a partir de un VGA AP.

NB: El trabajo con aislados de VGA AP vivos requerird instalaciones de laboratorio de un nivel de contencion
apropiado.

Para mejorar adicionalmente la eficacia de una vacuna para aves de corral que comprende el vector de HVT de
acuerdo con la invencion, el gen de HA comprendido en este vector se sometid a optimizaciéon de codones. El
proceso de optimizacién de codones se conoce bien en la técnica, e implica la adaptacion de una secuencia de
nucleétidos que codifica una proteina para codificar los mismos aminoacidos que la secuencia codificante original,
aunque sea con otros nucleoétidos, es decir las mutaciones son esencialmente silenciosas. Esto mejora el nivel al
que se expresa la secuencia codificante en un contexto que difiere del origen del gen expresado. Por ejemplo
cuando se expresa un cierto gen en el nuevo contexto de un sistema de expresion recombinante, el uso de codén
adaptado se ajusta después a la preferencia codénica del nuevo sistema. En la practica esto significara que aunque
la mayoria de aminoacidos permaneceran iguales, la secuencia de nucledtidos codificante puede diferir
considerablemente (hasta el 25 % de identidad) de la secuencia original.

Para la invencion, la secuencia codificante del ADNc del gen de HA de VGA usado en la invencion se optimizé para
expresion en un vector virico eucariota, tal como HVT.

Son ejemplos de secuencias génicas de HA de VGA de tipo AP, cuyos codones se han optimizado para la invencién:
SEQ ID NO: 3y 3, de los genes de HA H5 y H7 respectivamente, y las proteinas HA codificadas correspondientes
en SEQ ID NO: 4 y 6. Como se conoce bien, se considera habitualmente que las proteinas HA que estan en un 90 %
de identidad de secuencia de aminoacidos de estos genes son de la misma clase antigénica.

Por lo tanto, en una realizacion mas preferida de la secuencia de nucleétidos que codifica la proteina HA de VGA
para el vector de HVT de acuerdo con la invencion, la proteina HA de VGA codificada tiene al menos 90 % de
identidad de secuencia de aminoéacidos con la secuencia de aminoacidos como en SEQ ID NO 4 o 6. AUn mas
preferentemente 95, 96, 97, 98, 99 o0 100 %, en ese orden de preferencia.

En una realizacion preferida adicional, la secuencia de nucledtidos que codifica la proteina HA de VGA de la
invencion tiene una secuencia de nucledtidos que tiene al menos el 90 % de identidad de secuencia de nucleétidos
con la secuencia de nucleétidos como en SEQ ID NO: 3 0 5, aun mas preferentemente 95, 96, 97, 98, 99, 0 100 %,
en ese orden de preferencia.
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El vector de HVT mas preferido de acuerdo con la invencién comprende un acido nucleico heterélogo que
comprende un promotor génico de gB extendido, de VPR (por ejemplo, SEQ ID NO: 2) y un gen de HA de VGA con
codones optimizados, de un tipo H5 (por ejemplo, SEQ ID NO: 3), por lo que este acido nucleico heterélogo se
inserta en el genoma de HVT en el locus Us2.

Un ejemplo de dicho virus de vector de HVT+HA se representa por la construccion de vector HVP310 (véase
Ejemplos), que proporciond la mayor eficacia de inmunizacion y reduccién de propagacion virica medida.

La secuencia de nucledtidos de un acido nucleico heterélogo que puede usarse para ensamblar dicho virus de
vector de HVT+HA recombinante por técnicas rutinarias es como se presenta en SEQ ID NO: 7. La secuencia puede
convenientemente incorporarse en un plasmido vehiculo convencional tal como esta disponible en el mercado de la
serie pUC. El plasmido resultante se denomina entonces habitualmente “vector de transferencia”, y es adecuado
para uso en protocolos de transfeccion.

Como se ha descrito, en la construcciéon de vector de HVT+HA de acuerdo con la invencién puede generarse por
técnicas convencionales bien conocidas en este campo. Es central para estas técnicas la integracion en el genoma
de un HVT, de un &cido nucleico heter6logo que comprende un promotor génico de gB de un herpesvirus de
mamifero y un gen HA de VGA, ambos de acuerdo con la invencion.

Por lo tanto un aspecto adicional de la invencion se refiere a un método para la preparacion del vector de HVT de
acuerdo con la invencién, que comprende la integracién en el genoma de un HVT de un acido nucleico heterélogo
gue comprende una secuencia de nucleétidos que codifica una proteina HA de VGA, en el que dicha secuencia de
nucleétidos esta unida operativamente a un promotor génico de gB de un herpesvirus de mamifero.

El uso ventajoso del vector de HVT +HA de acuerdo con la invencién es en una vacuna para aves de corral contra
GA; proteger las aves y su entorno de la infecciéon y enfermedad provocada por VGA.

Por lo tanto, en un aspecto adicional la invencion se refiere al vector de HVT de acuerdo con la invencion, o al vector
de HVT como puede obtenerse por el método de la invencidon, para su uso en la vacunacion de aves de corral contra
GA.

Dicho uso en la vacunacion de acuerdo con la invencion se realiza provechosamente usando una composicion de
vacuna que comprende el vector de HVT de acuerdo con la invencién.

Por lo tanto, en un aspecto adicional la invencidn se refiere al vector de HVT de acuerdo con la invencion, o al vector
de HVT como puede obtenerse por el método de la invencién, para uso en una vacuna contra GA en aves de corral.

Dicho uso del vector de acuerdo con la invencion se realiza en una vacuna para aves de corral.

Por lo tanto en un aspecto adicional la invencion se refiere a una vacuna contra GA en aves de corral, que
comprende el vector de HVT de acuerdo con la invencién, o0 como puede obtenerse por el método de la invencién, y
un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Se sabe bien que una vacuna es una composicion que comprende un compuesto inmunolégicamente activo en un
vehiculo farmacéuticamente aceptable. El “compuesto inmunolégicamente activo” o “antigeno” es una molécula que
es reconocida por el sistema inmunitario de la diana e induce una respuesta inmunoldgica. La respuesta puede
originarse del sistema inmunitario innato o el adquirido, y puede ser del tipo celular y/o humoral. Para la presente
invencion, el antigeno es una proteina.

En general una vacuna induce una respuesta inmunitaria que ayuda a prevenir, aliviar, reducir la sensibilidad a, o el
tratamiento de una enfermedad o un trastorno resultante de infeccion con un microorganismo. La proteccion se
consigue como resultado de administrar al menos un antigeno derivado de ese microorganismo. Esto provocara que
el animal diana muestre una reduccién en el namero, o en la intensidad de sefiales clinicas provocadas por el
microorganismo. Esto puede ser el resultado de una invasion, colonizacién o tasa de infeccién por el
microorganismo reducida, lo que conduce a una reduccién del nimero o la gravedad de lesiones y efectos que estan
provocados por el microorganismo o por la respuesta de la diana al mismo.

Se pretende que el “vehiculo farmacéuticamente aceptable” ayude a la administracion eficaz de un compuesto, sin
provocar efectos adversos (graves) para la salud del animal al que se administra. Dicho vehiculo puede ser por
ejemplo agua estéril o una solucién salina fisiolégica estéril. En una forma mas compleja el vehiculo puede ser, por
ejemplo, un tampo6n, que puede comprender aditivos adicionales, tales como estabilizadores o conservantes. Se
describen, por ejemplo, detalles y ejemplos en manuales bien conocidos tales como: "Remington: the science and
practice of pharmacy" (2000, Lippincot, Estados Unidos, ISBN: 683306472) y "Veterinary vaccinology" (P. Pastoret et
al. ed., 1997, Elsevier, Amsterdam, ISBN 0444819681).

La vacuna de acuerdo con la invencién se prepara a partir de particulas de vectores viricos HVT+HA vivos de
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acuerdo con la invencion por métodos descritos en el presente documento, que son facilmente aplicables por un
experto habitual en la materia. Por ejemplo, el vector de HVT+HA de acuerdo con la invenciéon se construye por
transfecciéon y recombinacion y el vector de HVT recombinante deseado se selecciona como se describe en el
presente documento. A continuacion los virus de vector de HVT se producen industrialmente en volimenes mayores
0 menores. Aunque es posible la produccién en animales hospedadores, se prefiere la proliferacion en cultivos in
vitro, por ejemplo en FEP. Después de recoger una suspension que comprende el virus, bien células completas o un
producto celular de ultrasonidos, esta suspension se formula en una vacuna y se envasa el producto final. Después
de ensayos extensivos con respecto a calidad, cantidad y esterilidad dichos productos de vacuna se publican para
su venta.

Se conocen bien en este campo técnicas generales y consideraciones que se aplican a vacunologia y se describen
por ejemplo en regulaciones gubernamentales (farmacopea) y en manuales tales como: "Veterinary vaccinology" y
"Remington" (ambos mencionados anteriormente).

La vacuna de vector de HVT+HA de acuerdo con la presente invencién en principio puede proporcionarse a aves de
corral diana por diferentes vias de aplicacién, y en diferentes puntos en su tiempo de vida, siempre que el virus de
vector de HVT+HA inoculado pueda establecer una infeccion protectora.

Sin embargo, debido a que una infeccién con VGA puede establecerse ya a una edad muy temprana, es ventajoso
aplicar la vacuna de acuerdo con la invencién tan pronto como sea posible. Por lo tanto, la vacuna de acuerdo con la
invencion se aplica preferentemente en el dia de la eclosion ("dia 1") o en el huevo, por ejemplo a los 18 dias DE.
Ademas, la aplicacion es preferentemente por un método de vacunacion masiva. Esto proporciona la proteccién mas
temprana posible, minimizando al mismo tiempo el coste de trabajo.

Son métodos bien conocidos para dichas vias de aplicacién en masa aplicables a edad temprana: por pulverizacién
gruesa el dia 1, o por inyeccion automatica en el huevo. Esta disponible en el mercado equipamiento adecuado para
aplicacion a escala industrial.

Por lo tanto, en una realizacion preferida adicional, la vacuna de acuerdo con la invencion puede aplicarse en el
huevo.

Se conocen diferentes vias de inoculacién en el huevo, tales como en el saco vitelino, el embrién o la cavidad del
liquido alantoideo; estos pueden optimizarse segun se requiera. Preferentemente la inoculacion es en la cavidad de
liquido alantoideo.

Como alternativa, cuando la vacuna de acuerdo con la invencién va a combinarse con un componente antigénico
adicional, puede requerirse una aplicacién parenteral, por ejemplo, mediante inyeccién en o a través de la piel: por
ejemplo, intramuscular, intraperitoneal, subcutanea, etc.

Son formulaciones de la vacuna de acuerdo con la invencion por ejemplo una suspension, solucién, dispersién o
emulsion.

Cuando se aplica por vacunacion de pulverizacion, el tamafio de las gotas usado es importante; en general se aplica
una pulverizacién gruesa (tamafio de gota de mas de 50 ym), que es en efecto una aplicacién por via oral, nasal y/u
ocular.

Dependiendo de la via de aplicacion de la vacuna de acuerdo con la invencién, puede ser necesario adaptar la
composicion de vacuna. Esto esta dentro de las capacidades de un experto en la materia, y generalmente implica el
ajuste de la eficacia o la seguridad de la vacuna. Esto puede realizarse adaptando la dosis, cantidad, frecuencia, via
de vacuna, usando la vacuna en otra forma o formulacién o adaptando los otros constituyentes de la vacuna (por
ejemplo un estabilizador o un adyuvante).

Por ejemplo, para que sea adecuada para aplicacion en el huevo, se requiere que la composicién de vacuna sea
muy suave, para no reducir la capacidad de eclosion de los huevos. Puede ser aceptable algo de reduccion de la
capacidad de eclosion, por ejemplo en 10 %, mas preferentemente 5, 4, 3, 2, 1 0 0 % en ese orden de preferencia.

En general la seguridad de la vacuna de acuerdo con la invencién se proporciona por el empleo como virus de HVT
parental para la construccion de vector de acuerdo con la invencién, una cepa de vacuna de HVT segura
establecida, tal como una cepa de HVT PB1 o FC126. Estos estan en general disponibles y se sabe que son
adecuados para inoculacion en el huevo. La incorporacion de un acido nucleico heterélogo probablemente no
aumente su virulencia o patogenicidad (por el contrario), y no es aplicable un retorno a la virulencia.

La cantidad exacta de virus de vector de HVT de acuerdo con la invencién en una dosis de vacuna no es tan critica
como seria para una vacuna de tipo emulsion inactivada, porque el virus de vector de HVT se replicara y por lo tanto
multiplicara en el hospedador hasta un nivel de viremia que es biolégicamente sostenible. Solo es necesario que la
dosis de vacuna sea suficiente para generar dicha infeccion productora. Una dosis de in6culo mayor apenas acorta
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el tiempo que se tarda en alcanzar la viremia éptima en el hospedador; dosis muy altas no son eficaces porque la
viremia que establecen no puede ser mayor que el 6ptimo natural, ademas dicha dosis de inéculo muy alto no es
atractiva por razones econémicas.

Una dosis de in6culo preferida es por lo tanto entre 1x10° y 1x10° unidades formadoras de placas (ufp) de virus de
vector de HVT por dosis de animal, mas preferentemente entre 1x10* y 1x° ufp/dosis, alin mas preferentemente
entre 1x10? y 1x10* ufp/ dosis; mas preferentemente entre 500 y 5.000 ufp/dosis.

La determinacién de la cantidad inmunolégicamente eficaz de la vacuna de acuerdo con la invencion esta dentro del
alcance del experto en la materia, por ejemplo supervisando la respuesta inmunolégica después de vacunacion, o
después de una infeccion de exposicion, por ejemplo volviendo a aislar el patégeno o supervisando las sefiales
clinicas de enfermedad de las dianas, o parametros serolégicos, y comparando estas con respuestas vistas en
animales no vacunados.

El esquema de dosis para aplicar la vacuna de acuerdo con la invencion a un organismo diana puede ser en una o
multiples dosis, que pueden proporcionarse al mismo tiempo o secuencialmente, de una manera compatible con la
formulacion de la vacuna, y en una cantidad tal que sea inmunol6gicamente eficaz.

La vacuna de acuerdo con la invencion puede usarse para tratamiento tanto profilactico como terapéutico, y por lo
tanto interfiere con el establecimiento y/o con la progresién de una infeccién o sus sintomas clinicos de enfermedad.

La vacuna de acuerdo con la invencion puede actuar eficazmente como una vacunacion de sensibilizacién, que
después puede seguirse y amplificarse por una vacunacion de refuerzo, por ejemplo con un virus inactivado
completo clasico, virus con adyuvante.

El protocolo para la administracion de la vacuna de acuerdo con la invencién esta integrado idealmente en
programas de vacunacion existentes de otras vacunas.

Preferentemente la vacuna de acuerdo con la invencion se aplica solamente una vez, en el momento de la eclosion,
o en el huevo.

El volumen por dosis de animal de la vacuna del vector de HVT+HA de acuerdo con la invencion puede optimizarse
de acuerdo con la via pretendida de aplicacion: se aplica habitualmente inoculacién en el huevo con un volumen de
entre 0,05y 0,5 ml/huevo, y se realiza habitualmente inyeccion parenteral con un volumen de entre 0,1 y 1 ml/ave.

La determinacion y la optimizaciéon del volumen de dosificacion estan dentro de las capacidades del experto en la
materia.

Es altamente eficaz formular la vacuna de acuerdo con la invencion como una vacuna de combinacién, ya que de
esta manera pueden administrarse multiples agentes inmunolédgicos a la vez, proporcionando reduccién de costes
de tiempo y trabajo, asi como reduccion de la incomodidad para los animales diana vacunados. Una vacuna de
combinacién comprende ademas de la vacuna de acuerdo con la invencion, otro compuesto antigénico. En principio
esto puede ser cualquier microorganismo vivo o muerto o producto de subunidades, siempre que esto no reduzca la
estabilidad en replicacion o la expresion de la construcciéon de vector de HVT+HA. El componente o los
componentes inmunoactivos adicionales pueden ser un antigeno, una sustancia potenciadora inmunitaria, una
citocina y/o una vacuna.

Como alternativa, la vacuna de acuerdo con la invencion puede afiadirse en si misma a una vacuna.

Por lo tanto, en una realizacion preferida adicional, la vacuna de acuerdo con la invencidon se caracteriza porque la
vacuna comprende uno 0 mas componentes inmunoactivos adicionales.

En una realizacion mas preferida la vacuna de acuerdo con la invencién es una vacuna de combinacion, que
comprende al menos un antigeno adicional de un microorganismo que es patdégeno para aves de corral.

Preferentemente el antigeno adicional de un microorganismo que es patdgeno para aves de corral se selecciona de
los grupos que consisten en:

- virus: virus de la bronquitis infecciosa, virus de la enfermedad de Newcastle, adenovirus, virus del sindrome de
caida del huevo, virus de bursitis infecciosa (es decir gumborovirus), virus de anemia de pollo, virus de
encefalomielitis aviar, virus de viruela aviar, virus de rinotraqueitis de pavo, virus de peste de los patos (enteritis
virica de pato), virus de viruela de paloma, VEM, virus de leucosis aviar, VLTI, pneumovirus aviar y reovirus;

- bacterias: Escherichia coli, Salmonella spec., Ornitobacterium rhinotracheale, Haemophilis paragallinarum,
Pasteurella multocida, Erysipelothrix rhusiopathiae, Erysipelas spec., Mycoplasma spec. y Clostridium spec.;

- parasitos: Eimeria spec.;y

- hongos: por ejemplo Aspergillus spec.
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Se prefieren mas VEM, VLTI, VBl y VEN.

Los animales diana de aves de corral preferidos para aplicacién de la vacuna de acuerdo con la invencién son
pollos. Dichos pollos pueden ser ponedores, reproductores, razas de combinacion o lineas parentales de cualquiera
de dichas razas de pollos.

La edad, el peso, el sexo, el estado inmunoldgico y otros parametros del ave de corral para vacunar no son criticos,
aunque es evidentemente favorable vacunar a dianas sanas, y vacunar tan pronto como sea posible para evitar
cualquier infeccién de campo.

La vacuna de acuerdo con la invenciéon se usa provechosamente en un enfoque de DIVA, como una “vacuna
marcadora”. Una vacuna marcadora se conoce como una vacuna que permite la diferenciacion entre sujetos
vacunados e infectados en campo. Esto puede detectarse convenientemente por un ensayo seroldgico tal como un
ensayo ELISA o de inmunofluorescencia.

Por lo tanto, en una realizacién preferida, la vacuna de acuerdo con la invencién es una vacuna marcadora.

Como se describe, hay varios modos en que la vacuna de acuerdo con la invencién puede componerse y
formularse, dependiendo de la via deseada de aplicaciéon, combinacion antigénica, etc.

Por lo tanto, en un aspecto adicional la invencién se refiere al uso del vector de HVT de acuerdo con la invencion o
al vector de HVT como puede obtenerse por el método de la invencién, para la fabricacion de una vacuna contra GA
en aves de corral.

Como alternativa, en un aspecto adicional la invencion se refiere a un método para la preparacion de la vacuna de
acuerdo con la invencién, comprendiendo el método la mezcla del vector de HVT de acuerdo con la invencién o con
el vector de HVT como se puede obtener por el método de la invencion y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Debido a las propiedades ventajosas de HVT, la vacuna fabricada de acuerdo con el uso o el método de la invencion
puede presentarse en diferentes formas, en particular en forma sin células o asociada a células. Para obtener la
forma asociada a células, el virus del vector de HVT+HA se recoge junto con sus células hospedadoras en las que
se produjo, por ejemplo FEP. En la forma sin células, las células de produccion hospedadoras se someten a
ultrasonidos en una solucion estabilizadora, y el HVT sin células se recoge como sobrenadante del producto de
ultrasonidos.

La vacuna de acuerdo con la invencion puede fabricarse para contener uno o0 mas componentes que ayudan a la
viabilidad y calidad del vector de HVT de acuerdo con la invencion, promoviendo de este modo la replicacion
productiva y el establecimiento de una infeccion protectora en aves de corral diana.

Por lo tanto, en una realizacion preferida, la vacuna fabricada de acuerdo con el uso o el método de la invencion
comprende un estabilizador.

Los estabilizantes son compuestos que estabilizan la cantidad y la calidad del vector de HVT de acuerdo con la
invencion durante el almacenamiento, la manipulacién y la inoculacién, tal como por inyeccién o ingestion. En
general estas son moléculas grandes de alto peso molecular, tales como lipidos, carbohidratos o proteinas; por
ejemplo leche en polvo, gelatina, albumina de suero, sorbitol, trehalosa, espermidina, dextrano o polivinilpirrolidona.

También pueden afadirse conservantes, tales como timerosal, mertiolato, compuestos fendlicos o gentamicina.

En una realizacion preferida, los compuestos usados para la fabricacién de la composiciéon de vacuna de acuerdo
con la invencion son sin suero (es decir sin suero animal); sin proteinas (sin proteina animal, pero pueden contener
otros componentes derivados de animales); sin compuestos animales (SCA; que no contiene ningln componente
derivado de un animal); o incluso “quimicamente definidos”, en ese orden de preferencia.

Resulta evidente que la mezcla de otros compuestos, tales como vehiculos, diluyentes, emulsiones y similares con
vacunas de acuerdo con la invencién también estan dentro del alcance de la invencién. Dichos aditivos se describen
en manuales bien conocidos tales como: “Remington” y “Veterinary Vaccinology” (ambos mencionados
anteriormente).

Por razones de estabilidad o economia, una vacuna de acuerdo con la invencion puede fabricarse en forma
liofilizada. En general esto permitira almacenamiento prolongado a temperaturas por encima de cero °C, por ejemplo
a 4°C. Los expertos en la materia conocen procedimientos para liofilizacién, y esta disponible en el mercado
equipamiento para liofilizacion a diferentes escalas.

Por lo tanto, en una realizacion preferida adicional, la vacuna fabricada de acuerdo con el uso o con el método de la
invencion esté en forma liofilizada.
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Para reconstituir una composicién de vacuna liofilizada, se suspende habitualmente en un diluyente fisiolégicamente
aceptable. Dicho diluyente puede ser, por ejemplo, tan sencillo como agua estéril, 0 una solucioén salina fisioldgica,
por ejemplo soluciéon salina tamponada con fosfato (PBS); como alternativa el diluyente puede contener un
compuesto adyuvante, tal como tocoferol, como se describe en el documento EP 382.271. En una forma mas
compleja la vacuna liofilizada puede suspenderse en una emulsién por ejemplo como se describe en el documento
EP 1.140.152.

Como se ha descrito, la vacuna de acuerdo con la invencion puede aplicarse provechosamente a aves de corral por
un método de vacunacion tal como por pulverizacion, inoculacion o aplicacion en huevo.

Por lo tanto, en un aspecto adicional la invencion se refiere a un método de vacunacién de aves de corral contra la
gripe aviar, que comprende la etapa de inocular dichas aves de corral con una vacuna de acuerdo con la invencion.

Ejemplos

1. Ensamblaje de construcciones de vector

1.1. HVP142

Los virus de vector de HVT de HVP142 portan como un inserto heterélogo un gen de VGA H5, conducido por el
promotor de LTR de VSR. El casete de transfeccién se insert6 en el locus US10 de la cepa de HVT PB1, usando la
técnica de recombinacion homoéloga. El gen de H5 se obtuvo de un aislado de VGA H5N2 de 1998.

Los métodos para transfeccion, recombinacion, seleccion y amplificacion fueron esencialmente como se describe en
Sondermeijer et al., 2003 (mencionado anteriormente) y documento EP 431.668.

El antisuero usado para seleccion de placas de expresion de HA fue un antisuero de pollo policlonal contra una cepa
de VGA de tipo H5N6.

1.2. HVP310

Los virus de vector de HVP310 comprendian un gen de H5 con codones optimizados (SEQ ID NO: 3), que se
condujo por un promotor génico de gB de VPR que se habia extendido cadena abajo del codén de inicio ATG del
gen de gB (SEQ ID NO: 2). La construccion heteréloga se inserté en el locus Us2 del genoma de HVT de la cepa
FC126, usando una técnica de regeneracién de clon de césmido. La construccién de expresion total fue como se
representa en la SEQ ID NO: 7.

El gen de H5 se origind a partir de un aislado de H5N1 AP tomado de un gato asiatico de 2005. Este se habia
corregido mediante optimizacion de uso coddnico para expresion en un sistema de vector de expresion virica.

Los métodos para transfeccion, recombinacion, seleccion y amplificacion fueron esencialmente como se describe en
el documento US 5.961.982. Se sembraron células FEP transfectadas después de recombinacion en placas de
cultivo tisular de 10 cm; después de aproximadamente una semana las placas se volvieron claramente visibles. Las
placas se tifieron con colorante de contraste con azul de Evans, y las placas pudieron seleccionarse directamente de
las placas de siembra. Se comprobé rutinariamente el ADN de virus de vectores de HVT recombinantes con
respecto a correccion de recombinacion e insercién del gen de HA y promotor por analisis de enzimas de restriccion.

Se realizd expresion del gen de HA integrado por ensayos de inmunofluorescencia en placas de microtitulacion,
usando antisuero policlonal de pollo H5N6.

1.3. HVP311

Los virus de vector de HVP311 comprendian un gen de H5 con codones optimizados, que se condujo por un
promotor génico de gB de HVE (SEQ ID NO: 1). La construccién, recombinacién y seleccion fue similar a la del virus
HVP310. Ademas, se us6 el mismo inserto de gen de HA H5 con codones optimizados.

1.4. Ensayos de estabilidad in vitro

Para determinar la estabilidad in vitro, se pasaron virus de vector de HVT recombinantes HVP142, 310 y 311 al
menos 15 veces en monocapas de FEP. Después de seleccionarse una placa, esta se amplificé durante 15 ciclos.

Finalmente, las placas de 10 cm se inocularon y después de la incubacion, se tifieron con antisuero HSN6 de pollo
para un ensayo de inmunofluorescencia (EIF). Se conté el nimero de placas que mostraban inmunofluorescencia
positiva por ndmero total de placas. Se descubrié que todos los recombinantes ensayados eran completamente
estables en cultivos in vitro ya que el 100 % de las placas presentaban fluorescencia positiva. Esto significd que en
primer lugar el inserto de HA se habia replicado correctamente a través de los mas de 15 pases de cultivo celular, y
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en segundo lugar, que el gen de HA aln estaba intacto y se estaba expresando correctamente.

2. Ensayo animal en pollos SPE

2.1. Preparacion del ensayo animal

El experimento animal se prepar6 para determinar la eficacia de recombinantes HVT+HA después de vacunacion de
polluelos de engorde de un dia de edad sin patdgenos especificos (SPE). Se evalud la eficacia protectora por
exposicion-infeccion con un virus HPAI H5N1 a las dos o tres semanas después de la vacunacion (p.v.). Se
observaron los polluelos diariamente con respecto a la aparicion de sefiales clinicas de infeccion por gripe aviar o
mortalidad. Ademas, se recogieron hisopos traqueales y cloacales para evaluar la excrecion de virus de exposicion
por PCR.

Se colocaron grupos de 10 polluelos de engorde SPE en aislantes de presion negativa en las instalaciones de alta
contencion del instituto veterinario central (Lelystad, NL). Se tomaron muestras de sangre semanalmente durante el
transcurso de la prueba.

Las vacunas ensayadas fueron los virus de vector de HVT recombinantes HVP142, 310 y 311, junto a una vacuna
de emulsion inactivada convencional de tipo H5, y un grupo vacunado de forma simulada que recibié solamente
PBS. Las vacunas de HVT recombinantes se habian preparado como preparaciones asociadas a células a
aproximadamente 5x10° ufp/ml, que se almacenaron en nitrégeno liquido hasta su uso.

Los pollos se colocaron, se marcaron individualmente y se vacunaron; se administr6 HVT por via intramuscular, con
0,2 ml/dosis a 2000 ufp/polluelo.

Después de dos o tres semanas los polluelos se expusieron a 10°° DIH50 por polluelo de virus de exposicion VGA
H5N1 AP (H5N1 Pavo/Pavo/01/05 Clado 2.2), con 0,1 ml mediante la via nasal y 0,1 ml mediante la via
intratraqueal.

Después de exposicion los pollos se observaron diariamente con respecto a sefiales de GA. Las puntuaciones
clinicas se clasificaron variando de 0 a 3 (ninguna - grave) para sintomas de GA tipicos tales como depresion,
descarga oronasal, dificultad respiratoria, sefiales neuroldgicas, diarrea, etc. Los polluelos gravemente enfermos se
sacrificaron. Los polluelos muertos se ensayaron por histopatologia con respecto a la causa de la muerte.

Las muestras de suero de antes de la exposicion y desde 14 dias después de la exposicion se determinaron por
ensayo de inhibicién de hemaglutinacion (IH) usando principalmente el virus de exposicién de tipo H5 HPAL.

Para evaluacion de propagacion del virus de exposicion, se tomaron hisopos de la traquea y la cloaca de cada pollo
alos 2, 3, 4, 7 y 14 dias después de la exposicion. Los hisopos se examinaron individualmente por Q-PCR en el gen
de proteina de matriz de VGA, para comparar si, y cuanto (valor Ct) del virus de exposicion se desprendié por los
pollos vacunados y de control.

2.2. Resultados

Los resultados de los ensayos en pollos SPE se presentan en las Tablas 1-3.

Con respecto a la “proteccion de sefiales clinicas” como se presenta en la Tabla 2, solamente se puntuaron los
animales que no mostraron ninguna sefial clinica de GA como protegidos.

En la Tabla 3, el “positivo en reaislamiento virico” indica de qué animales fue posible reaislar el virus; solamente si
un animal fue positivo durante dos dias consecutivos se list6 como positivo en reaislamiento de virus. Como ninguna
de las muestras de hisopo de cloaca fue positiva, solamente se presentan resultados de hisopo de traquea.

Tabla 1: titulos de IH antes de la exposicién, en SPE vacunados i.m. a un dia de edad

Vacuna n.° de animales IH (log2, ag. H5N1 AP)
Exp. a las 2 semanas p.v. Exp. a las 3 semanas p.v.
HVP142 20 <4 <4
HVP310 20 5,9 8,6
HVP311 20 4,2 8,1
H5 inac 20 <4 %) <4 %)
diluyente 10 <4 <4
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*) Cuando se ensaya en un ensayo de IH con otro antigeno de tipo H5, hubo una prueba clara de seroconversion,
con titulos de IH de 6,7 y 8,6, a las 2 y 3 semanas p.v. respectivamente.
Tabla 2: proteccion contra sefiales clinicas de GA, en SPE, vacunados i.m. a un dia de edad, después de exposicion
letal (<48 h) con H5N1 de VGA AP.
Vacuna n.° de animales Proteccion contra sefiales clinicas
Exp. a las 2 semanas p.v. | Exp. a las 3 semanas p.v.

HVP142 20 0/10 1/10

HVP310 19 10/10 9/9

HVP311 20 10/10 10/10

H5 inac 20 3/10 8/10

diluyente 10 0/5 0/5

Tabla 3: proteccion contra reaislamiento de virus, en SPE, vacunados i.m. a un dia de edad, después de exposicion
letal (<48 h) con VGA HSN1 AP.

Vacuna n.° de animales Positivo en reaislamiento de virus (traquea)
Exp. a las 2 semanas p.v. | Exp. a las 3 semanas p.v.

HVP142 20 10/10 10/10

HVP310 20 6/10 1/10

HVP311 20 6/10 2/10

H5 inac 20 10/10 10/10

diluyente *) 0 -- -

*) No se pudieron tomar hisopos de animales en el grupo de diluyente ya que todos murieron en un periodo de 48
horas después de la exposicion

3. Ensayo animal en pollos MDA+

3.1. Preparacion de ensayo animal

La disposicion del ensayo animal en polluelos de engorde MDA+ fue en general la misma que para el ensayo de
pollos SPE excepto que no se incluyé vacuna de vector HVP142. Los polluelos de engorde MDA+ derivaron de
progenitores que se habian vacunado dos veces con una vacuna de emulsién H5N2 inactivada convencional; los

polluelos tuvieron titulos de IH de H5 de partida entre 5y 6.

3.2. Resultados

Los resultados de los ensayos en pollos MDA+ se presentan en las Tablas 4-6.

Para las Tablas 5 y 6 se aplican las mismas observaciones que para las Tablas 2 y 3 anteriores.

Tabla 4: titulos de IH el dia de la exposicion, en MDA+ vacunados i.m. a un dia de edad

Vacuna n.° de animales IH (log2, ag. H5N1 AP)
Exp. alas 2 Exp. alas 3
semanas p.v. semanas p.v.
HVP310 20 <4 54
HVP311 20 <4 4.4
H5 inac 20 <4 <4
diluyente 10 <4 <4
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Tabla 5: proteccion contra sefiales clinicas de GA en MDA+, vacunados i.m. a un dia de edad, después de
exposicion letal (<120 h) con VGA H5N1 AP.

Vacuna n.° de animales Proteccion contra sefiales clinicas
Exp. a las 2 semanas p.v. | Exp. a las 3 semanas p.v.
HVP310 20 1/10 9/10
HVP311 19 0/10 4/9
H5 inac 18 0/9 0/9
diluyente 20 0/10 0/10

Tabla 6: proteccion contra reaislamiento de virus, en MDA+, vacunados i.m. a un dia de edad, después de
exposicion letal (<120 h) con VGA H5N1 AP.

Vacuna n.° de animales Positivo en reaislamiento de virus (traquea)
Exp. a las 2 semanas p.v. | Exp. a las 3 semanas p.v.
HVP310 20 10/10 7/10
HVP311 19 10/10 9/9
H5 inac 18 9/9 9/9
diluyente 20 10/10 10/10

3.3. Cuantificacion por Q-PCR

En el ensayo animal en el que se expusieron pollos MDA+, se obtuvieron muestras de reaislamiento de virus
tomando hisopos de la traquea el dia 2 y 3 después de la exposicién. A continuacion se extrajeron acidos nucleicos,
y se realizaron ensayos de RT-PCR en tiempo real como se describe en Maas et al. (2007, Emerging Infectious
Diseases, vol. 13, p. 1219-1221). Los valores umbral (Ct) se expresaron en numeros de copias relativos y se
compararon con el valor medido en aves que no se vacunaron (control) o se vacunaron con una vacuna de
emulsién. El nUmero de copias correspondiente al menor valor de Ct en este grupo se establecié arbitrariamente en
1000.

La Figura 1 presenta los resultados: una reduccion de replicacion del virus de exposicion de aproximadamente 250
veces con la cepa HVP310.

4, Conclusiones de los resultados de ensayos animales

4.1. General:

- HVP142 carecia de eficacia en ensayo de SPE y no se incluy6 en el ensayo de MDA+.

- Los virus de vectores de HVP310 y 311 se replicaron bien, en polluelos tanto SPE como MDA+, lo que indica su
constitucion estable, viable. La expresién del gen de HA insertado fue igualmente estable y eficaz, como se
demuestra por la respuesta inmunitaria altamente eficaz que se genero.

- Lainfeccion de exposicion aplicada resultd ser extremadamente pesada, considerando que todos los controles y
muchas de las vacunas con vacuna de emulsidon convencional murieron. Sin embargo, esto permitié que las
vacunas de vector de HVT+HA demostraran sus capacidades protectoras en las condiciones mas rigurosas.

4.2. Ensayo de SPE:

- La proteccion clinica inducida en polluelos SPE fue muy espectacular: los polluelos SPE vacunados con HVP310
y 311 se protegieron completamente contra todas y cada una de las sefiales clinicas de GA, ya a las 2 semanas
después de la vacunacién, mientras que la vacuna de emulsién proporcioné solamente proteccion parcial, y los
polluelos no vacunados murieron en un periodo de 48 horas.

- Los polluelos SPE también se protegieron completamente de la propagacién del virus de exposicion, como se
demostré por los resultados de reaislamiento del virus; se alcanzé reduccién del aislamiento del virus del 80 y
90 % para HVP 311 y 310 respectivamente, mientras que no pudo alcanzarse ninguna reduccién de la
propagacion del virus por la vacuna de emulsion.

- La eficacia de los vectores HVP310 y 311 en polluelos SPE difirié por tanto solamente de forma minima.
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4.3. Ensayo MDA+:

- La proteccion de polluelos MDA+ de sefiales clinicas de GA después de exposicion fue mucho mejor a las 3
semanas p.v. que a las 2 semanas p.v. HVP 310 pudo proteger al 90 % de los polluelos MDA+ de la aparicion de
ninguna sefial clinica; HVP311 alcanzé solamente 45 % de proteccion, mientras que la vacuna de emulsion no
proporciond proteccion. Todos los polluelos MDA+ no vacunados murieron en un periodo de 120 horas.

- En las condiciones duras del ensayo, la vacuna de vector HYP310 aun pudo conseguir reducir la propagacion
virica en polluelos MDA+ en un 30 % a las 3 semanas después de la vacunaciéon, mientras que no pudo
alcanzarse ninguna reduccion de la propagacion del virus por las vacunas de HVP311 o emulsion.

- La reducciéon de la supresion virica inducida por el vector de vacuna HVP310, en relacién con las aves
vacunadas con emulsion y vacunadas con control, fue un factor 250 el dia 2 después de la exposicién.

5. Ensayo de estabilidad de virus de vacuna reaislado:

Se volveran a aislar vacunas de vector HYP310 y HVP311 de pollos a las 2 y 3 semanas después de la vacunacion.
El virus se sembrara en placas de 10 cm de FEP, y se dejaran infectar. A los 5-7 dias, las placas se tefiiran por EIF
con antisuero H5N6 de pollo, como se ha descrito. EI numero de placas frente al nimero de placas positivas
fluorescentes indicara si todos los virus aun contienen y expresan el gen de HA insertado.

6. Sequridad de uso para vacunacién en huevo:

Para sellar la seguridad para uso en huevo de la vacuna del vector de HVT HVP310 y 311, estas se usaran en el
huevo.

Tres dias antes del inicio del experimento (t = -3 dias) se inocularan tres grupos de 40 huevos de pollo embrionados
de 18 dias de edad con las vacunas de vector HYP310 y 311, de la siguiente manera:

antes de la vacunacion los huevos se examinaran al trasluz. El extremo romo de huevos embrionados de 18 dias
de edad se desinfectaran con etanol al 70 %. Se taladrara un orificio en la cascara del huevo usando un taladro
de huevo. Los huevos se vacunaran insertando una aguja (jeringas de 1 ml Becton & Dickinson Plastipak® y
agujas de 0,6x25, 23G, Microlance®) verticalmente en el huevo e inyectando 0,05 ml de las vacunas.
Posteriormente los orificios se sellaran con pegamento y los huevos se colocaran en incubadoras, en
condiciones apropiadas.

A continuacion los huevos eclosionaran en tres incubadoras en instalaciones animales. Después de su eclosién, se
anillaran 25 pollos por grupo y se colocaran en el grupo 1 a 3 (t = 1 dia), y se alojaran en tres aislantes
respectivamente, y se observaran durante otra semana.

Los numeros resultantes y la salud de los pollos nacidos se supervisaran para determinar si se produce cualquier
efecto en la capacidad de eclosién o salud por la inoculacién en el huevo de la vacuna de vector de HVT HVP310 y
311.

7. Diferencia de las propiedades de promotores génicos de gB derivados de herpesvirus aviares o de mamiferos,
cuando se usa en un vector de HVT

Cuando se ensayaron promotores diferentes con respecto a su idoneidad para conducir la expresion de un gen
heterdlogo en el contexto de un vector virico de HVT, el promotor génico de gB de MDV1 demostr6 ser ineficaz en
HVT. Por otra parte, el promotor génico de gB del herpesvirus equino (HVE) fue operativo en HVT.

Las construcciones usadas para este fin se ensamblaron esencialmente como se ha descrito en el Ejemplo 1, y
comprendian un gen de un parasito Eimeria tenella, el gen Etsc2. Este gen codifica un antigeno de
aproximadamente 37 kDa, que es el homoélogo del antigeno Easc2 de Eimeria acervulina que se describe por
ejemplo en el documento EP 775.746. Se prepararon construcciones de vector de transferencia que contenian el
gen de Etsc2 bajo el control del promotor génico de gB de HVE1 (en construccion de vector de transferencia
pVEC102), o de MDV1 (construccion pVEC103).

Se generaron HVT recombinantes por transfeccién y recombinacién homologa, y se sembraron en monocapas FEP
como se ha descrito. Se seleccionaron placas de HVT recombinantes, y estas se ensayaron con respecto a
expresion del antigeno Etsc2, por ensayo de inmunofluorescencia en placas de 96 pocillos con monocapas de
células FEP. A partir de ambas construcciones se ensayaron dos placas, y cada placa se ensay6 por duplicado. Se
us6 un antisuero de conejo anti Etsc2 como anticuerpo primario, seguido de un anticuerpo secundario conjugado
con FITC. Esta exploracion inicial revelé fluorescencia débilmente positiva para recombinantes de pVEC102, pero no
fluorescencia de recombinantes de pVEC103.

A continuacion se amplificaron las cuatro placas, y se repitio el IFA. Esta vez todas las placas de pVEC102 (usando
el promotor génico de gB de HVE) fueron claramente positivas para expresion de antigeno Etsc2; sin embargo, las
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placas recombinantes de pVEC103 permanecieron negativas para expresion de antigeno Etsc2, incluso aunque
fueron claramente visibles placas de HVT.

Se concluyd que el promotor génico de gB de MDV1 no es eficaz en el contexto de un virus de vector de HVT
recombinante, mientras que el promotor génico de gB de HVE si lo es.

Leyenda de las figuras

Figura 1:
Se vacunaron pollos MDA positivos a un dia de edad, y posteriormente se expusieron. Se descubrié que la
reduccion de supresion virica inducida por el vector de vacuna HVP310, en relacién con aves vacunadas con
emulsion y vacunadas con control era de un factor 250 el dia 2 después de la exposicion.
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val

Thr

Arg

Glu

485

Gly

Glu

Leu

Val

Lys
565

ES 2635019713

Arg

Arg

Gly

Asn

Ala

330

Asn

Arg

Trp

Leu

Leu

470

Phe

Thr

Glu

Ser

Ala

550

Ile

Leu

Arg

Gly

Glu

375

Ile

Thr

Ile

Thr

Asp

455

Gln

Tyr

Tyr

Ile

Ile

535

Gly

Cys

Val

Lys

Trp

360

Gln

Asp

Gln

Glu

Tyr

440

Phe

Leu

His

Asp

Ser

520

Tyr

Leun

Ile

24

Leu

Lys

345

Gln

Gly

Gly

Phe

Asn

425

Asn

His

Arg

Arg

Tyr

505

Gly

Ser

Ser

Ala

330

Arg

Gly

Ser

Val

Glu

410

Leu

Ala

Asp

Asp

Cys

490

Pro

val

Thr

Leu

Thr

Gly

Met

Gly

Thr

395

Ala

Asn

Glu

Ser

Asn

475

Asp

Gln

Arg

val

Trp
555

Gly

Leu

val

Tyr

380

Asn

val

Lys

Leu

Asn

460

Ala

Asn

Tyr

Leu

Ala

540

Met

Leu

Phe

Asp

365

Ala

Lys

Gly

Lys

Leu

445

Val

Lys

Glu

Ser

Glu

525

Ser

Cys

Arg

Gly

350

Gly

Ala

val

Arg

Met

430

val

Lys

Glu

Cys

Glu

510

Ser

Ser

Ser

Agn

335

Ala

Trp

Asp

Asn

Glu

415

Glu

Leu

Asn

Leu

Met

495

Glu

Ile

Leu

Agn

Ser

Ile

Tyr

Lys

Ser

400

Phe

Asp

Met

Leu

Gly

480

Glu

Ala

Gly

Ala

Gly
560
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<211> 1683
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Gen de HA H7 de VGA AP con codones optimizados

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(1680)

<400> 5
atg aac act cag atc ctg gta ttc gct ctg
Met Asn Thr Gln Ile Leu Val Phe Ala Leu
1 5 10

aac goc gac aag ate tge ctg gga cac cac
Asn Ala Asp Lys Ile Cys Leu Gly His His
20 25

aag gtc aac acc ttg act gag cgt ggc gtg
Lys Val Asn Thr Leu Thr Glu Arg Gly Val

35 40

gag acc gtg gag cgc act aac gtc ccc cgt
Glu Thr val Glu Arg Thr Asn Val Pro Arg

50 55

cgt acce gtg gac cte ggt cag tge gge ctg
Arg Thr Val Asp Leu Gly Gln Cys Gly Leu
65 70

ccc cec cag tge gac cag ttc ctg gag ttc
Pro Pro Gln Cys Asp Gln Phe Leu Glu Phe

gag cgt cgc gag ggt tcc gac gtc tge tac
Glu Arg Arg Glu Gly Ser Asp Val Cys Tyr
100 105

gag gag got ctg egt cag ate cte ege gag
Glu Glu Ala Leu Arg Gln Ile Leu Arg Glu
115 120

gag acc atg ggc ttc acc tac agc ggt atc
Glu Thr Met Gly Phe Thr Tyr Ser Gly Ile
130 135

tee get tge cge cgt toce ggbt tet tec tte
Ser Ala Cys Arg Arg Ser Gly Ser Ser Phe
145 150

cte ctg tee age act gac aac got get tte
Leu Leu Ser Ser Thr Asp Asn Ala Ala Phe
165 170

tac aag aac acc cgc aag gac cct get ctg
Tyr Lys Asn Thr Arg Lys Asp Pro Ala Leu
180 185

cac tcc ggt tcc acc act gag cag acc aag
His Ser Gly Ser Thr Thr Glu Gln Thr Lys
195 200

25

gtg
val

gee
Ala

gaqg
Glu

atc
Ile

ety
Leu
75

tct
Ser

cct
Pro

tee
Ser

cgc
Arg

tac
Tyr
155

[=lafa)
Pro

atc
Ile

ctg
Leu

gcg
ala

gte
Val

gtg
Val

tgc
Cys
60

ggt
Gly

gcc
Ala

ggc
Gly

gge
Gly

act
Thr
140

goc
Ala

cag
Gln

atc
Ile

tac
Tyr

atc
Ile

tee
Ser

gtc
Val
45

tac
Ser

act
Thr

gac
Asp

aaqg
Lys

ggt
Gly
125

aac
Asn

gag
Glu

atg
Met

tgg
Trp

ggc
Gly
205

atc
Ile

aac
Asn
30

aac
Asn

aaa
Lys

atc
Ile

ctg
Leu

ttc
Phe
110

atc
Ile

ggc
Gly

atg
Met

act
Thr

ggc
Gly
130

tcc
Ser

cca
Pro
15

gga
Gly

gct
Ala

ggt
Gly

act
Thr

atc
Ile
95

atg
val

gac
Asp

gac
Ala

aaqg
Lys

aag
Lys
175

atc

Ile

ggt
Gly

acc
Thr

act
Thr

act
Thr

aaqg
Lys

gge
Gly
80

atc
Ile

aac
Asn

aaqg
Lys

acc
Thr

tgg
Trp
160

tee
Ser

cac
His

aac
Asn

43

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528

376

624



aag
Lys

tct
Ser
225

ttc
Phe

aac
Asn

tot
Ser

gac
Asp

aac
Asn
305

gag
Glu

aag
Lys

tgg
Trp

cag
Gln

gac
Asp
385

cag

Gln

ggc
Gly

tac
Tyr

ctg
Leu

ctc
Leu
210

ccc
Pro

cac
His

ggt
Gly

atg
Met

tgc
Cys
290

ate
Ile

too
Ser

ggc
Gly

gag
Glu

ggt
Gly
370

cag
Gln

tte
Phe

aag
Asn

aac
Asn

gct
Ala
450

ate
Ile

ggt
Gly

tagg
Trp

gee
Ala

ggt
Gly
275

tac
I'yr

aac
Asn

ctg
Leu

cgt
Arg

ggt
Gly
355

gag
Glu

atc
Ile

gag
Glu

gtg
Val

get
Ala
435

gac
Asp

acc
Thr

goo
Ala

ctg
Leu

tte
Phe
260

ate
Ile

cac
His

agc
Ser

atg
Met

ggc
Gly
340

ctg
Leu

ggc
Gly

acc
Thr

cto
Leu

ate
Ile
4290

gag
Glu

tee
Ser

gtec
Val

cge
Arg

atc
Ile
245

ate
Ile

cag
Gln

tect
Ser

cge
Arg

ctg
Leu
325

ctg
Leu

atec
Ile

act
Thr

ggt
Gly

ate
Ile
405

aac
Asn

cte
Leu

gag
Glu

ggc
Gly

cct
Bro
230

ctyg
Leu

get
Ala

too
Ser

ggc
Gly

gcc
Ala
310

got
Ala

ttc
Phe

gac
Asp

gct
ala

aag
Lys
390

gac

Asp

tag
Trp

ctc
Leu

atg
Met

ES 2635019713

tct
Ser
215

cag
Gln

aac
Asn

cct
Pro

agt
Gly

ggt
Gly
295

gte
Val

act
Thr

ggc
Gly

ggc
Gly

gct
Ala
375

ctyg
Leu

aac
Asn

ace
Thr

gtc
Val

aac
Asn
455

tet
Ser

gtg
Val

jalalel
Pro

gac
Asp

gte
Val
280

aca
Thr

ggec
Gly

ggt
Cly

gct
Ala

tgg

360

gac
Asp

aac
Asn

gag
Glu

agyg
Arg

gce
Ala
440

aag
Lys

aac
Asn

aac
Asn

aac
Asn

cgt
Arg
265

cag
Gln

atec
Ile

aag
Lys

atg
Met

atec
Ile
345

tac

Tyr

tac
Tyr

cgt

tte
Phe

gac
Asp
425

atg
Met

cte
Leu

tac
Tyr

ggc
Gly

gac
Asp
250

gct
Ala

gtg
Val

atc
Ile

tgc
Cys

aaqg
Lys
330

gcc
Ala

ggc
Gly

aag
Lys

cte
Len

act
Thr
410

teo

Ser

gag
Glu

tac
Tyr

26

cag
Gln

cagq
Gln
235

act
Thr

agoc
Ser

gac
Asp

agec
Ser

cct
Pro
315

aac
Asn

ggt
Gly

tte
Phe

agc
Ser

ate
Ile
385

gaqg
Glu

atg
Met

aac
Asn

gag
Glu

cag
Gln
220

tct
Ser

atc
Ile

tte
Phe

goc
Ala

aac
Asn
300

cgc
Arg

gtg
Val

tte
Phe

agg

acc
Thr
380

gag
Glu

gte
val

act
Thr

cag
Gln

cgt
Arg
460

tcc
Ser

ggc
Gly

act
Thr

ctyg
Leu

aac
Asn
285

ctyg
Leu

tac
Tyr

cCcC
Pro

atc
Ile

cac
His
365

cag
Gln

aag
Lys

gag
Glu

gag
Glu

cac
His
445

gtg
val

tte
Phe

cgc
Arg

ttec
Phe

cgt
Arg
270

tgo
Cys

cce
Pro

gtc
val

gag
Glu

gag
Glu
350

cag
Gln

tce
Ser

act
Thr

aag
Lys

gtg
vVal

430
acc

Thr

agg
Arg

ate
Ile

atc
Ile

tece
Ser
255

gac
Gly

gag
Glu

tte
Phe

aag
Lys

atao
Ile
335

aac
Asn

aac
Asn

gce
Ala

aac
Asn

cag
Gln
415

tgg
Trp

ate
Ile

agg
Arg

cce
Pro

gac
Asp
240

tte
Phe

aaq
Lys

ggt
Gly

cag
Gln

cag
Gln
320

cct
Pro

ggt
Gly

gco
Ala

atc
Ile

cag
Gln
400

ate
Ile

too
Ser

gac
Asp

cag
Gln

672

720

768

8le

B64

912

960

1008

1058

1104

1152

1200

1248

1294

1344

1392
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ety
Leu
465

cac

His

gac
Aszp

gac
Asp

agc
Ser

gtc
Val
545
taa

<210> 6

cge
Arg

aag
lys

cac
His

cce
Pro

ttec
Phe
530

ttc
Phe

<211> 560
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

gag
Glu

tgc
Cys

agc
Ser

gte
Val
515

gge
Gly

atc
Ile

aac
Asn

gac
Asp

aag
Lys
500

aag
Lys

gct
Ala

tgc
Cys

get
Ala

gac
Asp
485

tac

Tyr

ety
Leu

tce
Ser

gtyg
Val

<223> Construccion sintética

<400> 6

Met

Asn

Lys

Glu

Arg

65

Pro

Glu

Asn

Ala

Val

Thr

50

Thr

Pro

Arg

Thr

Asp

Asn

35

val

val

Gln

Arg

Gln

Lys

20

Thr

Glu

Asp

Cys

Glu

gag
Glu
470

gac
Asp

agg
Arg

age
Ser

tgc
Cys

aag
Lys
550

100

Ile

Ile

Leu

Arg

Leu

Asp

85

Gly

ES 2635019713

gag
Glu

tge
Cys

gag
Glu

age
Ser

ttc
Phe
535

aac
Azn

Leu

Cys

Thr

Thr

Gly

70

Gln

Ser

gac
Asp

atg
Met

gag
Glu

ggc
Gly
520

atc

Ile

ggt
Gly

Val

Leu

Glu

Asn

55

Gln

Phe

Asp

ggt
Gly

gcao
Ala

gco
Ala
505

tac

Tyr

cte
Leu

aac
Azn

Phe

Gly

Arg

40

Val

Cys

Leu

Val

act
Thr

tcao
Ser
430

atg
Met

aaqg
Lys

ctg
Leu

atg
Met

Ala

His

25

Gly

Pro

Gly

Glu

Cys

ggt
Gly
475

atc
Ile

cag
Gln

gac
Asp

gcc
Ala

agyg
Arg

555

105

27

Leu

10

His

Val

Arg

Leu

Phe

30

Tyr

tge
Cys

cgt
Arg

aac
Aszn

gtg
Val

atc
Ile
540

tge
Cys

tte gag
Fhe Glu

aac aac
Asn Asn

agg atc
Arg Ile

atec tte
Ile Fhe

480

acc tac
Thr Tyr

495

510

ate ctg
Ile Leu

525

gcc atg
Ala Met

act atc
Thr Ile

val Ala

Ala val

Glu Val

Tle Cys

60

Leu Gly
75

Ser Ala

Pro Gly

Ile

Ser

Val

45

Ser

Thr

Asp

Lys

cag atc
Gln Ile

tgg tte
Trp Phe

gge ctg
Gly Leu

tge ate
Cys Ile

560

Ile Pro
15

Asn Gly
30

Asn Ala

Lys Gly

Ile Thr

Leu Ile

935

Phe Val
11Q

Thr

Thr

Thr

Lys

Gly

80

Ile

Asn

1440

1488

1536

1584

1632

1680

1683



Glu

Glu

Ser

145

Leu

Tyr

His

Lys

Ser

225

Phe

Asgn

Ser

Asp

Asn

305

Glu

Lys

Trp

Gln

Glu

Thr

130

Ala

Leu

Lys

Ser

Leu

210

Pro

His

Gly

Met

Cys

230

Ile

Ser

Gly

Glu

Gly

Ala

115

Met

Cys

Ser

Agn

Gly

135

Ile

Gly

Trp

Ala

Gly

275

Tyr

Asn

Leu

Arg

Gly

355

Glu

Leu

Gly

Arg

Ser

Thr

180

Ser

Thr

Ala

Leu

Phe

280

Ile

His

Ser

Met

Gly

340

Leu

Gly

Arg

Phe

Arg

Thr

165

Arg

Thr

val

Arg

Ile

245

Ile

Gln

Ser

Arg

Leu

325

Leu

Ile

Thr

ES 2635019713

Gln

Thr

Ser

150

Asp

Lys

Thr

Gly

Fro

230

Leu

Ala

Ser

Gly

Ala

310

Ala

Phe

Asp

Ala

Ile

Tyr

135

Gly

AsSn

Asp

Glu

Ser

215

Gln

Asn

Pro

Gly

Gly

235

val

Thr

Gly

Gly

Ala

Leu

120

Ser

Ser

Ala

Pro

Gln

200

Ser

Val

Pro

Asp

Val

280

Thr

Gly

Gly

Ala

Trp

360

Asp

28

Arg

Gly

Ser

Ala

Ala

185

Thr

Asn

ASn

Asn

Arg

265

Gln

Ile

Lys

Met

Ile

345

Tyr

Tyr

Glu

Ile

Phe

Phe

170

Leu

Lys

Tyr

Gly

Asp

250

Ala

Val

Ile

Cys

Lys

330

Ala

Gly

Lys

Ser

Arg

Tyr

155

Fro

Ile

Leu

Gln

Gln

235

Thr

Ser

Asp

Ser

Fro

315

Agn

Gly

Phe

Ser

Gly

Thr

140

Ala

Gln

Ile

Tyr

Gln

220

Ser

Ile

Phe

Ala

Asn

300

Arg

Val

Phe

Arg

Thr

Gly

125

Agn

Glu

Met

Trp

Gly

205

Ser

Gly

Thr

Leu

Asn

285

Leu

Tyr

Pro

Ile

His

365

Gln

Ile

Gly

Met

Thr

Gly

130

Ser

Phe

Arg

Phe

Arg

270

Cys

Prao

val

Glu

Glu

350

Gln

Ser

Asp

Ala

Lys

Lys

175

Ile

Gly

Ila

Ile

Ser

255

Gly

Glu

Phe

Lys

Ile

335

Agn

Asn

Ala

Lys

Thr

Trp

160

Ser

His

Agn

Pro

Asp

240

Phe

Lys

Gly

Gln

Gln

320

Pro

Gly

Ala

Ile
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370

Asp Gln Ile Thr Gly Lys
385 390

Gln Phe Glu Leu Ile Asp
405

Gly Asn Val Ile Asn Trp
420

Tyr Asn Ala Glu Leu Leu
435

Leu Ala Asp Ser Glu Met
450

Leu Arg Glu Asn Ala Glu
465 470

Hig Lys Cys Asp Asp Asp
485

Asp His Ber Lys Tyr Arg
500

Asp Pro Val Lys Leu Ser
515

Ser Phe Gly Ala Ser Cys
530

Val Phe Ile Cys Val Lys
545 550

<210>7

<211> 9792

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Inserto EcoR-EcoRI HVP310

<220>

<221> misc_feature

<222>(1)..(3661)

<223> Area Us2 cadena arriba de HVT

<220>

<221> misc_feature

<222> (3683)..(4357)

<223> Promotor de gB de PRV, extendido

375

Leu

Asn

Thr

Val

Asgn

435

Glu

Cys

Glu

Ser

Phe

535

Asn

Aszn

Glu

Arg

Ala

440

Lys

Asp

Met

Glu

Gly

520

Tle

Gly

29

Arg

Fhe

Asp

425

Met

Leu

Gly

Ala

Ala

505

Tyr

Leu

Asn

Leu

Thr

410

Ser

Glu

Tyr

Thr

Ser

490

Met

lys

Leu

Met

Ile

395

Glu

Met

Asgn

Glu

Gly

475

Ile

Gln

Asp

Ala

Arg
555

380

Glu

val

Thr

Gln

Arg

460

Cys

Arg

Asn

Val

Tle

540

Cys

Lys

Glu

Glu

His

445

Val

Phe

Asn

Arg

Ile

525

Ala

Thr

Thr

Lys

val

430

Thr

Arg

Glu

Asn

Ile

510

Leu

Met

Ile

Asn

Gln

415

Ile

Arg

Ile

Thr

495

Gln

Trp

Gly

Cys

Gln

400

Ile

Ser

Asp

Gln

Phe

480

Tyr

Ile

Phe

Leu

Ile
560
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<220>

<221> misc_feature

<222> (4361)..(6096)

<223> Gen de HA H5 con codones optimizados

<220>

<221> misc_feature

<222> (6139)..(9787)

<223> Area cadena abajo Us2 de HVT

<400>7

30



gaattccaga
cgtgtececcg
aacataaatg
ccettacgge
gcacggatga
gcattgattg
agaagacaac
tgagecattga
cgacttatat
aatgaagact
ttcatgtcce
taccgatgta
tctttgtttg
gagactatta
gtggagcgta
tcgagggcac
taactacatt
acacegtgac
cggcaacata
cacggagggyg
cagctcgecg
tcgacgtacec
gtgcgcccat
gcegggagge
tteegtgace
gagacagtte

cttatgaaca

ctaaatgcecce
gcattaaaca
tttgtacaaa
ggatcgaaac
aattaggcag
gecagtttatg
gacgatatat
gagacatagg
actcgagcgg
gtgatgaaaa
cgcaatgggt
tggttteccaa
atatgtatat
tgecatetgte
gaattatccc
ttccgacaga
aatcgagcgt
atttgacaga
cataatgtge
tagecatctac
atcatatgge
atctgattta
tggcgoggat
cgecatcage
acgagccetac
tacagaataa

ttatgtactyg

ES 2635019713

cggcccaatt
ggaaagcgtt
caggtaacag
gacattaggc
gaatgcggtt
aatgtcttca
ttagagagaa
tatcggtatg
tgatactact
tgtgaccatc
cccaaatcta
cagactcaat
gcetaggtegy
accaacgceaa
atctaacagt
tacgaattta
catgacggcyg
cctggaattg
atgcgaaacce
atacaatata
taactcgect
caacaccagt
cgttgtgaat
aggagtttgg
tgecgacattt
tgaagagece

gtgttgcttyg

tgtcaagtgt
aaagtttttg
gtacaaacat
atactecgggt
tatattatge
tgttgggcgt
aaagctaccc
gatgggaaaa
gagcaagaat
gatggaattg
catcgecttga
tattttecet
ttggggegte
agteggegte
tatatacgeca
aagatggatg
tceccgtgaaa
ttatteotgat
actttttceag
tgttgattaa
tcgtctatat
aatgaacatg
gocgecgaaa
cgagaggtgt
aatgetgeaa
ccgeggacge

ggacacgcag

31

gcagtcacgg
aatgttaggt
aaatgceceg
accattttge
ggecattggac
aaacggatte
agcataggat
ctacacacgt
gcactgecatc
gagaagaata
gcgaggatac
attatgagge
gacttaageg
tacatagaac
catcgggeca
aataattaaa
atgggaattt
atatagtggg
tgtacgetga
tgattggaga
ggcggaccec
tcgecatcect
cacttcaggt
ttgatagaat
atcocattag
atgetgaaat

gacaatgctce

aggcgtcgac
cacaggtaca
gcataaatgt
attccgatca
aaacgatatg
ctattggttc
aaacacacat
gaacaccaaa
tgagccactg
tgcgcagttc
caaaaaggta
gtteaggegy
atctgactgg
tttaagattt
cgttcogect
ttggaaagaq
tctactcgaa
tgtgtetgge
cattgtgcaa
aaaaactatyg
gogggaaaaa
gcccagatcet
cggtatgaga
gatgacagec
aaaaatggtce

gggtaatege

gatatggcaqg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

200

260

1920

1080

1140

1200

1260

1329

1380

1440

1500

1560

1620



ttgtacgaga
aatccctttt
gggacctcat
ttgatataac
aggttgttaa
catattaaat
aagagtctgg
cocttacttgg
atateccecgeco
caatcgggga
atatttattyg
aggatcgetyg
tctggcacag
tctatatteg
tataataacg
atatccttta
caaggcgggce
cgtgeaattyg
acttttaatt
tatttgacac
cactagggca
ggttagcaag
tectgggaata
gtagcataaa
gtaacgcata
gattatgtac
tgggtttate
atattgcecat
tegteoatgta
gtggactoga
tatacgcacg

ggttoccaag

cgaatcagge
geaccctoga
cgcttgttga
ataggcacgce
taaaggttta
actttctecaa
ataattttac
aatcgtgaaa
ctggtaccge
ccaacaacgc
cocgetegtta
cacatttgat
cacaacttta
catattggga
tttttaaagyg
ctageogocga
aagagtgtte
attgcaaaat
gaaaaactac
cacatatctt
attcgectege
gtccagtagt
teccaagttgt
gacgcaggta
ttagcacecat
aacataatgg
tactattgaa
catgtacgtt
ttggacggea
taccaagcce
ccatattact

tggacgtgag
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cattttaagt
gcaatactgg
ggatgccaaa
tctgatgtta
ttctatgtaa
gttcetatta
tgtttgceag
atttgaaacyg
teggatacet
gtgggtccac
cgagtecgttg
ctatacattg
tggecatttcc
tggtaaggac
atggatttct
ttgagagcat
caaacatttt
tggcacttcc
gttctagtgt
tttgtatgte
gogactcocat
tgaagtcatt
cgaatatgat
tcataggggt
gtatgggcta
gacaacatat
ttttecocta
tttatctact
acataggcag
ctgoagotgy
gtecgttgaag

aagtgtttgt

ttattagatg
aagccattat
gtggccgagt
cagaccacaa
gactacaata
cataaaatqgg
cttcgatctt
tccattattt
tgccegtatg
actcattegg
gacatatctg
gocaggatgt
gatgtaatcyg
aatagcagat
cataaaaatc
cgtegtcocaa
cattttogge
gttcacgttt
ggaaagaaac
aaactgacca
acattgaata
tatttttecee
cgeaccgget
aatatttttt
tcaattgaca
ggcaagtaga
tetgtgatac
gtcttaacge
caacacaaat
ggaacgtctg
tacgccttat

atcteacatyg
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aagtggttat

geaccogcaat
acctggttag
taccgcatac
ctttcgacat
gatctatecat
ggaacgtact
ggatatctte
gattegtatt
aaatttteeg
taatacattt
tcaagtctca
tcoggoagec
cteograacot
tgtogcaaat
ttttectaaat
gaatctotea
gtatctccaa
ctataggecaqg
tgatcgtatg
attccacacy
cgcggctgge
ctggtcatgyg
tattcactea
tttgcgtage
tgcaatttce
acttgggage
ccatgggaac
tgegtttagyg
gtggagagcee
cttctatgtt

gaatggooca

cggcacaaca
cgocaacaag
catgcgcaaa
atttattgta
tgettgtata
tacattegtt
gtggatagtg
cggttgtece
gacagtcgeg
atgattctga
cttettetga
gatgttgcat
ctgggggagt
ccagggagge
tacactgaga
ggaaagaaaa
aatccocatgg
actctaagac
accatagaac
ttgetgaatg
tcagcteatc
caaatctace
tgaaggaact
catactaaaa
actacatcac
tcacactagt
ctctacaage
ggaggcgtog
tggggtgcat
gataatttga
ttcaaattta

aggcattoca
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gcccaggtge
gceagttotge
gceaagettgg
cgcgcacgge
gagacgggct
gacgcogoge
ttegegeacy
gagaacgtgg
gattggtgcg
acccagcggc
tecgtettec
gggcetgtace
cgecgggeate
caccacgetqg
gagaagatog
ggctaccacg
gtcactcacyg
ggegtcaage
atgtgegacyg
gccaacgace
tcecgtatca
gaggcttcta
aacgtegtgt
aacactaacc
gagcagacte
aaccagaggc
atggagttect
aacttecatcg
aagtctgage
aactcctcta
gtcaagtecta
cgtegtaaga

ggcatggtgg

ctggtacttt
agatatctge
cgegoeggat
gegegttetg
gcttegacge
teceteoceoccgge
acacgcacgc
gcecteoctgee
tcagtgagtt
aggcctggeg
actgegggga
tgacctacga
ggcccgggcea
ctgetgogeg
tcectoctgot
ccaacaactc
cccaggacat
ctctgatect
agtteoctcaa
tgtgctacce
accacttega
goggtgtgte
ggctgatcaa
aggaggacct
gtctectacca
tggtgcocaa
tctggactat
ctecctgagaa
tggagtacgy
tgeccttteca
accgtctggt
agaggggcet

acggctggta
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aatggcaaac
agccoegagt
ctegotgetyg
cgaggecgod
gcacagctte
gctecacgeac
cttoegeccag
gcacctgaag
ccgeggette
atatatecege
cgtegaggtc
ggcgtettge
ccacggeggt
gggegecgtce
ggctatogte
taccgageag
cctegagaag
gcgtgactge
cgtgecegag
tggcaactte
gaagatccag
cagegettge
gaaggacaac
gctggtgetyg
gaaccctact
gatcegetace
cctgaageoc
cgectacaag
taactgeaac
caacatccac
cctggectact

ctteggtgec

cggttacecac

aaacgttttyg
atccacaggc
cacacgtacyg
gegegegegy
atgaaggcca
aagttctteg
tcececccaaca
gaggagctgg
taccgettcee
gagctggtge
cteoegegegy
cecgetggtyg
gctggecteg
gegetagaga
tccctggtoa
gtggacacca
actcacaacy
tcegtggetg
tggtectaca
aacgactacg
atcatccecca
ccetaccagyg
gcttacccaa
tggggeatcec
agctacatct
aggtocaagqg
aacgacgeta
atcgtcaaga
accaagtgeoc
coccctgacea
ggactgcgta
ategetgget

cacagcaacg
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gtagaggtat
tatacgatac
tggeggtgge
gcaccgtegt
cggtgcagcg
agctegtcaa
cggegeteta
cgegekbtcat
agacggccgg
tggeggttge
atcgettege
geggtotttg
gacgtctttyg
tccaagatat
agagcgacca
tcatggagaa
gaaagctctg
gttggetcet
tegtegagaa
aggagctcaa
agtccteoctg
gccgctecag
ctatcaageg
accaccctaa
cegtgggaac
tcaacggtca
tcaacttega
agggtgactc
agaccccetat
tcggtgagtg
actecteecea

tcatcegaggg

agcagggctc

tgattctatt
gttatoggag
cgocgggttc
ggacgagcge
ccaccecgtyg
cgggeegcte
ctttgeggtg
ggtggoccogce
cgtaaccgec
agtettecagg
cggacgegac
gegegggoecc
gectgeteeca
caaagocatg
gatctgeate
gaacgtgacc
cgacctegac
gggcaaccac
gatcaaceccc
geacctgete
gtcecgaccac
cttetteege
cagctacgcaac
cgacgoeget
ctctaccetyg
gtctggtagg
gtctaacggt
tactatcaty
cggtgocate
ccctaagtac
gggtgagcgce
tggatggcag

cggttacget
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gocgacaagy
atcgacaaga
cgtatcgaga
gcoegagetec
aagaacctct
ggttgetteg
acctacgact
gtgegectgg
tcocectegece
ctgcagtgea
tcgactctag
attcggtage
ctgcecaatcec
gatgccggeyg
ctaatatggg
tcecatagggt
aagtgacgag
ggaagatcgg
ccggacgegt
tggaagtaga
atatcgaaag
gcttcgataa
ctgctaatct
gaaagtgttc
ctcegggtte
aatgcatagt
aaaccatcte
tgtgtatgge
ctatgecect
tacatgaaag
acgaaaatgc

cgocacaaty

agtctaccea
tgaacaccca
acctgaacaa
tggtgetgat
acgacaaggt
agttctacca
acceacagta
agagecatcgg
tggctatcat
agatctgeat
gaagcttgec
gcaaccggcet
ggaaccggge
gggcaaaacyg
cacacccaca
ggaggcagcg
agttatcatg
aaacgtcttt
actatatatt
tgttgagtct
cggtacgacyg
cgaagactte
tgatcgtaty
gtgtecctacg
agagggtcat
gaaggcagte
acataaatca
aatgecgtgta
tcaacagatg
gggcatcatt
agttttgggt

ttacggttgy
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gaaggctate
gttcgagget
gaagatggag
ggagaacgag
cecgectcoceag
caggtgcgac
ctecgaggag
tacttaccag
ggtggctgge
ctaactggat
tcecgattcta
acatcttcaa
ataccacteec
aatgtggatt
tcattctteca
tcacgagate
cacacaccca
ttgactgeceyg
ttatatcate
tcgaaagtaa
gttgcagaac
egtgggectg
gqaatcttcgt
tetgececgtge
gtatatatat
gttggaggaa
attataaaat
tatcgttatg
atctatatte
caccgagacy
gqacttcggty

ageggaactg

gacggegtca
gtgggcaggy
gacggtttce
cgeaccctgg
ctccgecgaca
aacgagtgca
geecegtotca
atcctctcea
ctctecoctgt
atcaaggatce
gcattacata
acagtctcac
cgectgcecga
tggcaaaccyg
gatgctceat
gcccaggcaa
tgcccacgee
gtectegtact
caacgtccga
gtgccteogaa
cgtegatgte
aatacgatgt
gocgtgaaca
gcatgcaata
gtactagata
agaatcocgg
taatccatge
atcttttcac
aacgtggact
taaagacgga
ctgcatgcca

tggaaacaaa
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ccaacaaggt
agttcaacaa
tggacgtctg
acttecacga
acgctaagga
tggagtccgt
agagggagga
tctactccac
ggatgktgctc
tetegaggat
gceggtcagt
gataaatgca
tttaattcte
acacaggtct
geattgttet
tecgatcgeat
ttccgaataa
actttcgecac
aattacatac
tatgggtatt
gccagatact
ggagataaat
acgagegycy
cagtattctt
cggggacgcg
gagggaagtg
ctataaatgg
atatattgac
actagaggcg
gaatatattc
actaggagat

ttegooggaa

gaactccate
cctggagegt
gacttacaac
cteocaacgtg
gctgggtaac
gcgtaacgge
gatctcoggt
cgtcgccage
caacggcagc
atectgeoagg
agatcctgece
tetctegtte
acaattggge
gectgtacgga
atgagaaaga
tegtetagta
ctggagetgt
aggtgtatac
gtggcggcga
gtctgtgaaa
agtaacaata
accagaaaat
tgcgaactte
tecatectcteg
gaccaaaaaa
gatattttaa
aaaaatgttyg
ggagtcggec
ctageataca
ttggataatc
tgtatagata

ttatetgeae
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ttgatcegta
caattaaaaa
ccataatacg
tetgtaaaca
ttataagaaa
ttgaccagga
cgecgattaa
gegggtogtg
attaacctga
attagttaaa
actcatgteg
atagtocgeg
taaatctgtg
ttcatgatgt
aacaaagaaa
ccattatttg
tgtggctteg
ctaatgggaa
gccagattaa
tgttetatga
cgegacgaat
cgcgtagtag
gcatgtgcct
tttgccaatg
gaaagccatt
gagtctacca
totocagatg
agacctagtg
agtoctataa
aacaaaatac
gtagttttgg
ccecccagto

acctgtatca

ttgcacaaaa
tgtaccattg
gtgcatgcaa
tttcaaacaa
tggggggatg
gttcagacet
cctgettaat
gcgtcatcat
ttcattgaga
ttgectatgtt
aagttgacga
ggggcegtett
acactctttg
totggtgttt
atctgaagaa
tatcaacgga
ctgtactcaa
ggcgeaaata
tatatttgeg
gctcteoctgg
tacagctggt
ttgtcaacgg
tttcaaagac
caacattgca
taaaggaatg
tgtatcatge
attataagta
aagatttgga
aacaggtceg
aagctataat
tagtatggat
ctecgecggta

tatgtacacc
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acagatattt
tttagtaage
gtgcatgaac
tatgeggtte
ccaatggatyg
tctgetaagg
atcacacect
caccacttga
actgaaacgc
ctactgegag
atataaagta
ctogegtgag
tgtgatgatt
gtttggaatc
ttatatcacg
aaactcttat
tcctataagt
tgatgegacyg
cgaattttat
atggtgggac
ttttgcageg
ggactttact
tggaatagaa
caatttaace
ggtggcacgg
atccaatctg
taatcaccta
tgggaggctc
gtatgaagag
ttttttgata
tatacgcaga

tgtgtatace

gtcecctattce

ggagtgccgy
aggtgaaaag
tggagtttec
gtgtacgacce
ttgaatatgkt
aaatattgaa
ctgacagtgt
gaatttatat
catattggtt
taacatttga
cataacgtgt
taccaaatac
attgtcacca
gtaatagoge
gataagtcaa
cccacaaaac
gaccccaaat
gtegegtggt
aactgctega
aggegetacg
cegtoccgag
acggccgata
gatgatacat
atgattagat
agaggtggta
cctagaaatt
gatgggccat
gttcaccaaa
catcagtcac
gggttagget
tattgcaatg
aggctatgat

gtttatagec
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attggttcta
ttecgggatot
cogoaacgat
gccttatace
catttctaaa
tatgececta
ctaacggtat
tttgaattgt
tcttggatat
taagttgtaa
ttagaatace
tgagttgaac
cttcgaagat
ttgtttegte
ccaatattag
atgtaatcta
atgtcctttt
ttgttctegg
caaatgagce
tctcaaccag
aattagatgg
taatgtttaa
tatgcaaacc
cggtaactct
acgteccctge
tcagggattt
ctgtaatgot
gtgacatttt
atacaaagca
cgttcattgg
gagcgcggaqg
cacgtgtgaa

agtacgtgtt

tatgagatgg
cagctgagat
totaccaace
attcctcgag
atgcttacgt
tttactaagg
acaggcggga
tgattgataa
gtctacaaca
gagacgggcyg
cagaatccga
ttgaaaatge
ggcttcegaca
caagtctgac
aatacccacyg
cgatgaaaac
gagccagett
taaaatgtgt
ttttggecaca
tttcatttet
tttatatacg
tgttaaagtg
ctttcatttc
tegagegeac
agtgetactt
ctacataaag
catcactgac
tactactaca
gtatcctgta
aagcatatte
tgggggaacg

acttgggoegyg

atctgcacat
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agaggaacat
gtatcataat
accaategge
tettgtteat
aatggaatca
ctataatcag

acagcagaat

gtgtcatact
aaaaacacag
tcagattgca
gggagatcag
agctaaccge
ttetacggta

tc
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gggatcgcat
tgeatggtat
ttetttggea
tatttggagg
tgctatteta

ttcagaggat

gcatggtatg
atagaggatc
tcgatacegt
aaatatactce
ttgegeoatge

gececgggacgce
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tgtgactcta
gctggtaage
tgttaattta
tggaacgatg
aacatattac

cgttgtttat

atattattct
actacggtag
tatggcaaag
gaaatactca
gocgactgte

actaggccecc
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REIVINDICACIONES

1. Vector de herpesvirus de pavo (HVT) que comprende un acido nucleico heterélogo que comprende una secuencia
de nucledtidos que codifica una proteina hemaglutinina (HA) de virus de la gripe aviar (VGA), caracterizado por
gue dicha secuencia de nucleétidos esta unida operativamente a un promotor génico de glucoproteina B (gB) de un
herpesvirus de mamifero.

2. El vector de HVT de acuerdo con la reivindicacion 1, caracterizado por que el promotor génico de gB de un
herpesvirus de mamifero comprende secuencias de nucleétidos de la regién traducida de dicho gen de gB, en el que
se cambid cualquier secuencia de nucleétidos ATG.

3. El vector de HVT de acuerdo con la reivindicacion 2, caracterizado por que el promotor génico de gB de un
herpesvirus de mamifero tiene una secuencia de nucleétidos como en la SEQ ID NO: 2.

4. El vector de HVT de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, caracterizado por que la secuencia
de nucledtidos que codifica una proteina HA de VGA derivé de un VGA altamente patégeno.

5. El vector de HVT de acuerdo con la reivindicacion 4, caracterizado por que la secuencia de nucleétidos que
codifica la proteina HA de VGA codifica una proteina HA de VGA que tiene al menos 90 % de identidad de
secuencia de aminodcidos con la secuencia de aminoacidos como en las SEQ ID NO: 4 0 6.

6. El vector de HVT de acuerdo con las reivindicaciones 4 o 5, caracterizado por que la secuencia de nucleétidos
gue codifica la proteina HA de VGA tiene una secuencia de nucledtidos que tiene al menos 90 % de identidad de
secuencia de nucleétidos con la secuencia de nucleétidos como en las SEQ ID NO: 30 5.

7. Método para la preparacion del vector de HVT de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, que
comprende la integracién en el genoma de un HVT de un &acido nucleico heterélogo que comprende una secuencia
de nucledtidos que codifica una proteina HA de VGA, en el que dicha secuencia de nucleétidos esta unida
operativamente a un promotor génico de gB de un herpesvirus de mamifero.

8. El vector de HVT de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, 0 como puede obtenerse por el
método de la reivindicacion 7, para uso en la vacunacion de aves de corral contra la gripe aviar.

9. El vector de HVT de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, 0 como puede obtenerse por el
método de la reivindicacién 7, para uso en una vacuna contra la gripe aviar en aves de corral.

10. Vacuna contra la gripe aviar en aves de corral, que comprende el vector de HVT de acuerdo con una cualquiera
de las reivindicaciones 1-6 o como puede obtenerse por el método de la reivindicacion 7, y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable.

11. Vacuna de acuerdo con la reivindicacion 10, caracterizada por que la vacuna puede aplicarse en el huevo.

12. Uso del vector de HVT de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, 0 como puede obtenerse por
el método de la reivindicacion 7, para la fabricacién de una vacuna contra la gripe aviar en aves de corral.

13. Método para la preparacion de la vacuna de acuerdo con las reivindicaciones 10 u 11, comprendiendo dicho

método la mezcla del vector de HVT de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, o como puede
obtenerse por el método de la reivindicacion 7, y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

37



Figura 1

ES 2635019 T3

e

reduccion (escala logaritmica)

1000

100

10

Reduccién de la supresién de virus de exposicion

diluyente H5 inac HVP310 HVP311
vacunas

38




	Primera Página
	Descripción
	Lista de Secuencias

	Reivindicaciones
	Dibujos


