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DESCRIPCION
Composicion farmacéutica para el tratamiento y la prevencion de una infeccién por rinovirus

La presente invencion se refiere a una composicion farmacéutica para el tratamiento y la prevencion de una
infeccion por rinovirus.

Los rinovirus son virus sin envoltura que contienen un genoma de ARN monocatenario dentro de una capside
icosahédrica. Los rinovirus pertenecen a la familia de Picornaviridae, que incluye los géneros Enterovirus (poliovirus,
grupos A y B del virus de Coxsackie, ecovirus, enterovirus numerados, parecovirus) y Hepatovirus (virus de la
hepatitis A). Se han identificado mas de 110 serotipos.

Los rinovirus se trasmiten habitualmente mediante aerosol o contacto directo. El sitio primario de inoculacion es la
mucosa nasal, aunque la conjuntiva puede estar implicada en menor grado. El rinovirus se une al epitelio respiratorio
y se propaga localmente, en el que el receptor de rinovirus humano principal es la molécula de adhesion intercelular
1 (ICAM-1). La respuesta natural del sistema de defensa humano frente a lesion implica ICAM-1, lo que respalda la
union entre células endoteliales y leucocitos. El rinovirus se aprovecha de la ICAM-1 usandola como receptor para la
union.

Una respuesta inflamatoria local frente al virus en las vias respiratorias puede conducir a descarga nasal, congestion
nasal, estornudos e irritacion de garganta. No se produce dafio al epitelio nasal, y la inflamacion esta mediada por la
produccion de citocinas y otros mediadores.

Las concentraciones de histamina en las secreciones nasales no aumentan. A los dias 3-5 de la enfermedad, la
descarga nasal puede volverse mucopurulenta a causa de leucocitos polimorfonucleares que han migrado hasta el
sitio de infeccion en respuesta a quimiotaxinas, tales como interleucina-8. El transporte mucociliar nasal se reduce
notablemente durante la enfermedad y puede verse afectado durante semanas. Tanto la inmunoglobulina A
secretora y los anticuerpos de suero estan implicados en resolver la enfermedad y proteger contra la reinfeccion.

Los resfriados comunes provocados por infeccién por rinovirus son mas frecuentes desde septiembre hasta abril en
climas templados. Las infecciones por rinovirus, que estan presentes en todo el afio, justifican el aumento inicial de
la incidencia de frio durante el otofio y un segundo pico de incidencias al final de la estacién de primavera. Varios
estudios demuestran que la incidencia del resfriado comun es la mas alta en nifios con edades de preescolar y
primaria. Se observa un promedio de 3-8 resfriados al afio en este grupo de edad, con una incidencia incluso mayor
en nifios que asisten a guarderia y educacion infantil. Debido a los numerosos agentes virales implicados y los
numerosos serotipos de rinovirus, no es inusual que nifilos mas pequefios tengan nuevos resfriados cada mes
durante la estacion de invierno. Los adultos y adolescentes tienen normalmente 2-4 resfriados al afio.

La manifestacion mas comun de rinovirus, el resfriado comun, es leve y autolimitada. Sin embargo, en raras
ocasiones puede producirse enfermedad respiratoria grave, incluyendo bronquiolitis y neumonia.

Puesto que los primeros intentos de prevenir infecciones por rinovirus mediante vacunacion no han tenido éxito (Mc
Cray et al. Nature 329: 736-738 (1987); Brown et al. Vaccine 9: 595-601 (1991); Francis et al. PNAS EE.UU. 87:
2545-2549 (1990)), el actual tratamiento contra rinovirus esta limitado a un tratamiento sintomatico con analgésicos,
descongestionantes, antihistaminas y antitusivos. Debido a la diversidad de los serotipos de rinovirus y la carencia
de proteccion cruzada durante reinfeccion con serotipos heterdélogos, se considera imposible una prevencion exitosa
mediante vacunacion (Bardin PG, Intern. Med. J. 34 (2004): 358-360). Por tanto, el desarrollo de compuestos
farmacéuticos respectivos se centra principalmente en el desarrollo de moléculas antivirales, tales como interferones
y compuestos anti-rinovirus sintéticos, que podrian usarse terapéuticamente asi como profilacticamente.

El documento WO 2008/057158 se refiere a vacunas que comprenden péptidos inmundgenos que neutralizan los
rinovirus, derivados de la regién C-terminal de la proteina de la capside VP1 de rinovirus humano. Sin embargo,
algunos de los péptidos dados a conocer en el mismo pueden inducir la formacién de anticuerpos dirigidos a un
amplio miembro de serotipos de rinovirus.

Katpally U et al. (J Virol 83(2009):7040-7048) describen que el extremo N-terminal de VP4 de la cepa de rinovirus
humana 14 puede unirse a anticuerpos dirigidos a proteinas de la capside de otras cepas de rinovirus. Segun los
autores de esta publicacion, el extremo N-terminal de VP4 esta altamente conservado entre todas las cepas de
rinovirus.

En el documento EP 0 358 48, se da a conocer un epitopo de células T que contiene péptidos de la proteina de la
capside VP2 del serotipo 2 de rinovirus que tienen menos de 40 residuos de aminoacido.

Los rinovirus humanos (HRV) son la causa principal de enfermedad de las vias respiratorias aguda (ARTI) e
infecciones de las vias respiratorias altas (URT), generalmente conocidas como resfriado comun. Sin embargo, este
virus también puede replicarse en las vias respiratorias bajas contribuyendo a disfunciones mas graves de las vias
aéreas. Un conjunto de pruebas significativa y en aumento demuestra que HRV es responsable del ~50% de las
exacerbaciones de asma y es uno de los factores que pueden dirigir un sistema inmunitario de lactante hacia un
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fenotipo asmatico. Pruebas adicionales de la implicacion de HRV en asma se basan en la estacionalidad de las
exacerbaciones. Las infecciones por HRV se producen en todo el afio pero habitualmente con picos en la primavera
y el otofio. También se han encontrado fuertes correlaciones entre patrones estacionales de las infecciones
respiratorias de las vias altas y admisiones hospitalarias por asma.

No hay un patrén obvio para los sintomas de las infecciones por HRV, por lo que se remite al laboratorio de
diagnéstico solamente con el fin de confirmar la presencia de HRV. De manera decepcionante, el examen de rutina
para detectar cepas de HRV se produce de manera infrecuente porque las pruebas no estan siempre disponibles o
la infeccion por HRV se considera inofensiva. Actualmente, el diagnéstico de infecciones por rinovirus se realiza
principalmente mediante deteccién directa de virus mediante métodos basados en PCR pero rara vez se
caracterizan resultados positivos mas alla del nivel de género y se notifican habitualmente como “picornavirus
respiratorios”. El serodiagnostico usado cominmente basado en la neutralizacion especifica de la cepa de la
infeccion tampoco es practico para estudios de grandes poblaciones. Por tanto, existe la necesidad de mejorar las
técnicas seroldgicas para el diagnostico de infecciones por HRV y para determinar si los rinovirus humanos han
desencadenado otras enfermedades respiratorias tales como asma.

Por tanto, la presente invencion se refiere a un método para diagnosticar in vitro una infeccién por rinovirus
provocada por cepas de rinovirus que muestran reactividad cruzada con la cepa de rinovirus 89 6 14 en un mamifero
que comprende las etapas de:

- proporcionar un anticuerpo que comprende una muestra de un mamifero,

- poner en contacto dicha muestra con al menos un péptido que consiste en un minimo de 8 y un maximo de 50
residuos de aminoacido que comprenden los residuos de aminoacido 1 a 8 de una proteina de la capside de
rinovirus VP1 de la cepa de rinovirus 89 o cepa de rinovirus 14,

- diagnosticar una infeccién por rinovirus cuando se detecta la union de anticuerpos a dicho al menos un polipéptido.

En el presente documento, se da a conocer por primera vez una formulaciéon farmacéutica que va a usarse como
vacuna para el tratamiento o la prevencién de infecciones por rinovirus.

Dicha composicion farmacéutica puede comprender al menos un péptido que consiste en un minimo de 8 y un
maximo de 50 residuos de aminoacido que comprenden los residuos de aminoacido 1 a 8 de una proteina de la
capside de rinovirus seleccionada del grupo que consiste en VP1, VP2, VP3 y VP4.

Resulté que los péptidos derivados de proteinas de la capside de rinovirus VP1, VP2, VP3 y VP4 que comprenden
los 8 primeros residuos de aminoacido N-terminales de dichas proteinas de la capside pueden inducir la formacion in
vivo de anticuerpos dirigidos a particulas de rinovirus. El al menos un péptido puede comprender en total 8, 9, 10,
11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41,
42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49 6 50 residuos de aminoacido. Por tanto, el al menos un péptido comprende los
residuos de aminoacido 1 a 8, preferiblemente 1a9,1a10,1a11,1a12,1a13,1a14,1a15,1a16,1a17,1a
18,1a19,1a20,1a21,1a22,1a23,1a24,1a25,1a26,1a27,1a28,1a29,1a30,1a31,1a32,1a33,
1a34,1a35,1a36,1a37,1a38,1a39,1a40,1a41,1a42,1a43,1a44,1a45,1a46,1a47,1a48,1a
49 6 1 a 50 de proteinas de la capside de rinovirus VP1, VP2, VP3 o VP4.

Estos péptidos pueden usarse en una composicion respectiva en la prevencion y/o el tratamiento de una infeccion
por rinovirus.

Una composicion farmacéutica puede comprender al menos un polipéptido (proteina) que comprende una secuencia
de aminoacidos que consiste en un tramo de al menos 80 residuos de aminoacido consecutivos de al menos una
proteina de la capside de longitud completa de un rinovirus para prevenir y/o tratar una infeccion por rinovirus.

Resulté sorprendentemente que la administracion de al menos un polipéptido que comprende una secuencia de
aminoacidos que consiste en un tramo de al menos 80 residuos de aminoacido consecutivos de al menos una
proteina de la capside de longitud completa de un rinovirus induce en un individuo la formacion de anticuerpos
dirigidos a rinovirus, en particular a las proteinas de la capside de rinovirus.

Los polipéptidos y péptidos de la composicion dada a conocer en el presente documento inducen, tal como se
mencion6 anteriormente, la formacién de anticuerpos, en particular, la formacion de IgA. IgA desempefia un papel
importante en la inmunidad de la mucosa. Se produce mas IgA en los revestimientos de la mucosa que todos los
demas tipos de anticuerpo combinados. En su forma secretora, IgA es la principal inmunoglobulina encontrada en
secreciones mucosas, incluyendo lagrimas, saliva, jugo intestinal y secreciones del epitelio respiratorio. También se
encuentra en pequefas cantidades en la sangre. Se encontrd sorprendentemente que los anticuerpos de la clase de
IgA se forman de manera predominante (en comparacion con otras clases de anticuerpo) cuando los péptidos segun
la presente invencién se administran a un individuo. Esto muestra que los péptidos dados a conocer en el presente
documento permiten una proteccién superior contra infecciones por rinovirus puesto que la via de infeccién primaria
de rinovirus son las vias respiratorias, en particular las membranas mucosas de las mismas, y se sabe que IgA
desempeia un papel critico en la inmunidad de la mucosa. El tramo de residuos de aminoacido consecutivos puede
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consistir preferiblemente en al menos 90, 100, 110, 120, 150, 200, 250, 260, 270, 280, 290, o incluso todos los
residuos de aminoacido de la al menos una proteina de la capside de longitud completa. El tramo de residuos de
aminoacido consecutivos puede comprender al menos 90, en particular 100, residuos de aminoacido.

Los rinovirus estan compuestos por una capside que contiene cuatro proteinas virales VP1, VP2, VP3 y VP4. VP1,
VP2 y VP3 forman la mayor parte de la capside de proteina. Por tanto, la proteina de la capside preferida es VP1,
VP2 o VP3.

En una realizacién particular preferida, la proteina de la capside de rinovirus es VP1, preferiblemente VP1 de
rinovirus humano 89. Un polipéptido particular preferido que va a usarse en la presente invencién consiste en o
comprende la siguiente secuencia de aminoacidos: MNPVENYIDSVLNEVLVVPNIQPSTSVSSHA
APALDAAETGHTSSVQPEDMIETRYVITDQTRDETSIESFLGRSGCIAMIEFNTSS
DKTEHDKIGKG F K (residuos de aminoacido 1 a 100 de VP1 de rinovirus humano 89) .

Las proteinas de la capside a modo de ejemplo incluyen proteinas VP1 de cepas de rinovirus 1 humanas, en
particular 1A y IB, 2, 3, 6, 14, 15, 16, 18, 23, 25, 29, 35, 37, 44, 54, 72, 83, 86, 89, 92 y C. Las respectivas
secuencias de aminoacidos se identifican en la siguiente tabla:

Tabla A.

N.° | Rinovirus GenBank Secuencia de aminoacidos
humano
(HRV)
1 HRV_1A AAQ19855.1 NPVENYIDEV LNEVLVVPNI KESHHTTSNS

APLLDAAETG HTSNVQPEDA IETRYVITSQ
TRDEMSIESF LGRSGCVHIS RIKVDYTDYN
GQDINFTKWK ITLQEMAQIR RKFELFTYVR
FDSEITLVPC IAGRGDDIGH iVMQYMYVPP
GAPIPSKRND FSWQSGTNMS IFWQHGQPFP
RFSLPFLSIA SAYYMFYDGY DGDNTSSKYG
SVVTNDMGT! CSRIVTEKQK HSVVITTHIY
HKAKHTKAWC PRPPRAVPYT HSHVTNYMPE

TGDVTTAIVR RNTITTA
2 | HRV_1B AAQ19856.1 NPVENYIDEV LNEVLVVPNI KESHHTTSNS

APLLDAAETG HTSNVQPEDA IETRYVMTSQ
TRDEMSIESF LGRSGCVHIS RIKVDYNDYN
GVNKNFTTWK ITLQEMAQIR RKFELFTYVR
FDSEVTLVPC IAGRGDDIGH VWMQYMYVPP GAPIP-
KTRND FSWQSGTNMS IFWQHGQPFP
RFSLPFLSIA SAYYMFYDGY DGDNSSSKYG
SIVINDMGTI CSRIVTEKQE HPVVITTHIY
HKAKHTKAWC PRPPRAVPYT HSRVTNYVPK

TGDVTTAIVP RASMKTV
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HRV_2

AAQ19857.1 NPVENYIDEV LNEVLVVPNI NSSNPTTSNS APAL-
DAAETG HTSSVQPEDV IETRYVQTSQ
TRDEMSLESF LGRSGCIHES KLEVTLANYN
KENFTVWAIN IQEMAQIRRK FELFTYTRFD
SEITLVPCIS ALSQDIGHIT MQYMYVPPGA
PVPNSRDDYA WQSGTNASVF WQHGQAYPRF
SLPFLSVASA YYMFYDGYDE QDQNYGTAST
NNMGSLCSRI VTEKHIHKVH IMTRIYHKAK
HVKAWCPRPP RALEYTRAHR TNFKIEDRSI
QTAIVTRPII TTA

HRV_3

AAQ19858.1 GLSDELEEVI VEKTKQTLAS VSSGPKHTQS VPALTA-
NETG ATLPTRPSDN VETRTTYMHF

NGSETDVESF LGRAACVHVT EIKNKNAAGL
DNHRKEGLFN DWKINLSSLY QLRKKLELFT
YVRFDSEYTI LATASQPEAS SYSSNLTVQA MYVPP-
GAPNP KEWDDYTWQS ASNPSVFFKV

GETSRFSVPF VGIASAYNCF YDGYSHDDPD
TPYGITVLNH MGSMAFRVVN EHDVHTTIVK

IRVYHRAKHV EAWIPRAPRA LPYVSIGRTN
YPRDSKTIIK KRTNIKTY

HRV_6

AAQ19861.1
GLGDELEEVI VEKTKQTLAS VSSGPKHTQS VPILTA-

NETG ATMPTNPSDN VETRTTYMHF
NGSETDVESF LGRAACVHIT EIENKNPADI
QNQKEEKLFN DWKINFSSLV QLRKKLELFT
YIRFDSEYTI LATASQPKSN YASNLVVQAM YVPP-
GAPNPE KWDDFTWQSA SNPSVFFKVG
DTSRFSVPFV GLASAYNCFY DGYSHDDKDT
PYGITVLNHM GSIAFRVVNE HDAHKTLVKI
RVYHRAKHVE AWIPRAPRAL PYETIGRTNY
PKKNKIVPVI KKRENITTY

HRV_14

AAQ19869.1 GLGDELEEVI VEKTKQTVAS ISSGPKHTQK VPILTA-
NETG ATMPVLPSDS IETRTTYMHF

NGSETDVECF LGRAACVHVT EIQNKDATGI
DNHREAKLFN DWKINLSSLV QLRKKLELFT
YVRFDSEYTI LATASQPDSA NYSSNLVVQA MYVPP-
GAPNP KEWDDYTWQS ASNPSVFFKV
GDTSRFSVPY VGLASAYNCF YDGYSHDDAE
TQYGITVLNH MGSMAFRIVN EHDEHKTLVK
IRVYHRAKHY EAWIPRAPRA LPYTSIGRTN YP-

KNTEPVIK KRKGDIKSY
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HRV_15

AAQ19870.1 NPVENYIDEV LNEVLVVPN! KESHSSTSNS APAL-
DAAETG HTSSVQPEDM IETRYVQTSQ
TRDEMSIESF LGRSGCVHIS DLKIHYEDYN
KDGKNFTKWQ INLKEMAQIR RKFELFTYVR
FDSEITLVPC IAAKSDNIGH VWMQYMYVPP
GAPLPNKRND YTWQSGTNAS VFWQHGQPYP
RFSLPFLSIA SAYYMFYDGY DGDSTESHYG
TVVTNDMGTL CSRIVTEEHG TRVEITTRVY
HKAKHVKAWC PRPPRAVEYT HTHVTNYKPQ
DGDVTTVIPT RENVRAIVNV

HRV_16

AAQ19871.1 NPVERYVDEV LNEVLVVPNI NESHPTTSNA
APVLDAAETG HTNKIQPEDT IETRYVQSSQ
TLDEMSVESF LGRSGCIHES VLDIVDNYND
QSFTKWKINL QEMAQIRRKF EMFTYARFDS
EITMVPSVAA KDGHIGHIVM QYMYVPPGAP IPTTRN-

DYAW QSGTNASVFW QHGQPFPRFS
LPFLSIASAY YMFYDGYDGD TYKSRYGTWV

TNDMGTLCSR IVTSEQLHKYV KVVTRIYHKA
KHTKAWCPRP PRAVQYSHTH TTNYKLSSEV
HNDVAIRPRT NLTTV

HRV_18

ACK3T3T41 | PVE NYIDEVLNEV LVWPNVNESH AITSNSAPAL

DAAETGHTSN VQPEDMIETR YVQTSQTRDE
MSIESFLGRS GCIHISKLVV HYEDYNAETR
NFVKWQINLQ EMAQIRRKFE MFTYVRFDSE
ITLVPSVAAK GDDIGHIVMQ YMYVPPGAPI
PKTRDDFAWQ SGTNASIFWQ HGQTYPRFSL
PFLSIASAYY MFYDGYDGDQ TSSRYGTVAT
NDMGTLCSRI VIDKHKNEVE ITTRIYHKAK HVKAW-
CPRPP RAVEYTHTHV TNYKPKEGRE

KTAIVPRARI TMA

10

HRV 23

AAQ19878.1 NPIENYVDEV LNEVLVVPNI NSSHPTTSNS APAL-
DAAETG HTSNVQPEDV IETRYVQTSQ
TRDEMSLESF LGRSGCIHES KLKVEIGNYD
ENNFNTWNIN LQEMAQIRRK FELFTYTRFD
SEITLVPCIS ALSQDIGHIT MQYMYVPPGA PIPESRN-
DYA WQSGTNASIF WQHGQTYPRF

SLPFLSVASA YYMFYDGYNE KGTHYGTVST
NNMGTLCSRV VTEKHIHDMR IMTRVYHKAK
HVKAWCPRPP RALEYTRAHR TNFKIEGENV
KSRVAHRPAV ITA
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11

HRV 25

ACK37379.1 NPIENYV DQVLNEVLVV PNIKESHPST
SNSAPILDAA ETGHTSNVQP EDTIETRYVQ TTQTR-
DEMSI ESFLGRSGCV HTSTIETKLK

HDERFKTWNI NLQEMAQIRR KFEMFTYVRF
DSEITLVPSI AGRGADIGHI VMQYMYVPPG
APLPTDRKHF AWQSSTNASI FWQHGQPFPR
FSLPFLSVAS AYYMFYDGYN GDDHTARYGT
TVVNRMGALC MRIVTNKQVH DVEVTTNIYH KAKHV-
KAWCP RPPRAVPYKY VOFNNYAASD
NVDIFIQPRN SLKTA

12

HRV_29

ACK37381.1 NPVENYV DEVLNEVLVV PNIRESHPST
SNSAPILDAA ETGHTSNVQP EDTIETRYVQ TSHTR-
DEMSI ESFLGRSGCI HVSTIKANQA
HDAKFDKWNV NLQEMAQIRR KFEMFTYVRF

DSEITLVPCI AGRGNDIGHI VMQYMYVPPG
APVPNDRNHF AWQSGTNASI FWQHGQPFPR

FSLPFLSVAS AYYMFYDGYN GGDHTATYGT
TVVNRMGTLC VRIVIGKQAH DVQVTTSIYH KAKHV-
KAWCP RPPRVVPYKY VGLTNYTLKE
EDTVVESRPS LMTA

13

HRV_35

ACK37443.1 GLGEELEEV IVEKTKQTVA SIASGSKHTQ
SVPTLTANET GASMPVXPSD SVETRLTYMH FKGS-
ETDVES FLGRAACVHM TEIVNKNPAX
STNQKQDKLF NDWRINLSSL VQFRKKLELF
TYVRFDSEYT ILATASQPDN SKYSSNLTVQ
AMYVPPGAPN PEAWNDYTWQ SASNPSVFFK
VGDTSRFSVP FVGLASAYNC FYDGYSHDDE
NTPYGITVLN HMGSMAFRIV NDHDVHTTLV
KIRVYHRAKH VQAWIPRAPR ALPYVSIGRS
NYDKSAKPVI KRREQITKY

14

HRV_37

AA .
Q19892.1 GLGDELEEVI VEKTKQTLAS ISSGPKHTQS VPTLTA-

NETG ATMPTNPSDN VETRTTYMHF

NGSETDIESF LGRAACVHIT EIENKNSTGS VNHKS-
DKLFN DWKINLSSLV QLRKKLELFT

YVRFDSEYTI LATASQPSKS NYASNLVVQA MYVPP-
GAPNP KEWNDFTWQS ASNPSVFFKV
GDTARFSVPF VGLASAYNCF YDGYSHDDEN
TPYGITVLNH MGSMAFRVVN EHDAHTTLVK
IRVYHRAKHV EAWIPRAPRA LPYEAIGKTN YPKMIT-

PVIK KRDNITTY

7
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15

HRV_44

AAQ19899.1 NPVENYVDEV LNEVLVVPNI RESHPSISNS
APILDAAETG HTSNVQPEDT IETRYVQTSQ
TRDEMSIESF LGRSGCIHVS TIKTNQAHNT
KFDKWNINLQ EMAQIRRKFE MFTYVRFDSE
ITLVPCIAGR GDDIGHIVMQ YMYVPPGAPV PDDRI-
HFAWQ SGNNASIFWQ HGQPFPRFSL
PFLSVASAYY MFYDGYNGGD HTATYGTTVV
NRMGTLCVRI VTGKQAHDVQ VTTSIYHKAK
HVKAWCPRPP RVVPYKYVGL TNYTLKETDT VVE-
PRHSIMT A

16

HRV_54

ACK37394.1 NPVERYVD EVLNEVLVVP NIRESHPATS
NSAPALDAAE TGHTSGIQPE DTIETRFVQT SQTR-
DEMSIE SFLGRAGCIH ESTITIQNDV

EYNDHHFKKW DITLQEMAQI RRKFEFFTYV
RFDSEITLVP CIAGKGVDIG HIVMQFMYVP

PGAPKPEKRN DYTWESSTNP SIFWQHGQAY
PRFSLPFLSI ASAYYMFYDG YDGDAPGSRY
GTSVTNHMGT LCSRVVTGKQ KHPVEITTRV
YHKAKHIRAW CPRAPRAVPY THTRSTNYMP
REGDPTIFLK HRTNLVTA

17

HRV_72

ACK37409.1 LN DELEEVIVEK TKQTLASISS GPKYTQSVPT
LTANETGATM PTLPSDNVET RTTYMHFNGS
ETDIECFLGR AACVHVTEIE NKNPNGISNH
'KAEKLFNDWK ISLSSLVQLR KKLELFTYVR
FDSEYTILAT ASQPDTANYS SNLVVQAMYV
PPGAPNPVEW DDYTWAQSASN PSVFFKVGDT
SRFSVPYVGL ASAYNCIEYDG YSHDDAETQY
GISVLNHMGS MAFRIVNEHD THRTLVKIRV
YHRAKHIEAW VPRAPRALPY TSIGRTNYPK
NPKPVIKKRE GDIKTY

18

HRV_83

ACK37417 1 GLNDELEEV IVEKTRQTLA SVASGPKHTQ
SVPILTANET GATMPTQPSD NVETRTTYMH FNGS-
ETDIES FLGRAACVHM VEIVNKNPLN

IKNQKREKLF NEWRINLSSL VQLRKKLELF TYARFD-
SEYT ILATASQPTN SSYSSDLTVQ

AMYVPPGAPN PTKWDDYTWQ SASNPSVFFK
VGDTARFSVP FVGLASAYNC FYDGYSHDDE
DTPYGITVLN HMGSMAFRVV NEHDAHTTEV
KIRVYHRAKH VQVWVPRAPR ALPYVSIGRT

NYERQNIKPV [EKRTSIKQY
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19

HRV_86

ACK37420.1

LG DELEEVIVEK TKQTLASVAT GSKYTQKVPS
LSANETGATM PTVPSDNIET RTTYMNFTGS
ETDVECFLGR AACVHITEIE NKDPTDIENQ
KEAKLFNDWAK INLSSLVQLR KKLELFTYVR
FDSEYTILAT ASQPTQSSYS SNLTVQAMYV
PPGAPNPKTW NDYTWQSASN PSVFFKVGDT
ARFSVPFVGL ASAYSCFYDG YSHDNEDTPY
GITVLNHMGS IAFRVVNDHD LHKTVVKIRV
YHRAKHIQTW IPRAPRALPY ETIGRTNFPR
NPPKIKKRD TINTY

20

HRV_89

AAQ19944 .1

NPVENYIDSV LNEVLVVPNI QPSTSVSSHA APAL-
DAAETG HTSSVQPEDM IETRYVITDQ

TRDETSIESF LGRSGCIAMI EFNTSSDKTE
HOKIGKGFKT WKVSLQEMAQ IRRKYELFTY

TRFDSEITIV TAAAAQGNDS GHIVLQFMYV
PPGAPVPEKR DDYTWQSGTN ASVFWQEGQP
YPRFTIPFMS IASAYYMFYD GYDGDSAASK
YGSVVTNDMG TICVRIVTSN QKHDLNIVCR
IYHKAKHIKA WCPRPPRAVA YQHTHSTNY!
PSNGEATTQ! KTRPDVFTVT NV

21

HRV_92

ACK37425.1

GLNDELEEV IVEKTKQTLA SITSGPKHTQ
SVPTLTANET GATMPTQPSD NVETRTTYMH FNGS-
ETDVEN FLGRAACVHM VEIVNKNPEG
LENQKEHKLF NDWRINLSSL VQLRKKLELF TYVRFD-
SEYT ILATASQPTS SKYSSSLTVQ

AMYVPPGAPN PTKWDDYTWQ SASNPSVFFK
VGDTARFSVP FVGLASAYNC FYDGYSHDDE
DTPYGITVLN HMGSMAFRIV NEHDAHTTEV
KIRVYHRAKH VEAWIPRAPR ALPYVSIGRT
NYNKQAIVPV IKKRSLITNY

22

HRV_C

ACN94256.1

NPVEQFVDNV LEEVLVVPNT QPSGPIHTTK PTAL-
SAMEIG ASSDVKPEDM IETRYVVNSR
TNDEATIENF LGRSALWANY NMTDGYATWS
ITYQGNAQIR KKLELFTYVR FDLEITITS
SSDOLIQIMYV PPGANTPRSN NATEWNTASN
PSIFFQPGNG FPRFTIPFTG LGSAYYMFYD
GYDIVSHENG IYGISTTNDM GSLCFRTPNN
SSGTEIIRVF GKPKHTRAWI PRPPRATG
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15
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23 | HRV_C | YP_001552435.1 | NPVEDYIDKVVDTVLQVPNTQPSGPQHSIQPSAL-
GAMEIGASSTTIPGDLIETRYVINSNTNSEALIEN-
FMGRSALWAKIQVANGFAKWDINFQEHAQVRK-
KFEMFTYARFDMEVTVVTNNTGLVQIM-
FVPPGIDAPDSIDSRL-
WDSASNPSVFYQPKSGFPRFTIPFTGLGSAYYMFYD-
GYDVPRNKSNAVYGIT-
STNDMGTLCFRAMEDTNEHSIRVFVKPKHTIAWIPRP-
PRATQYTHKFSTNYHVKKPDDTTGLLIQKH-
FINHRTDIKTA

Las proteinas de la capside mas preferidas se derivan de rinovirus humano 89.

Segun una realizacion preferida de la presente invencion, el rinovirus es una cepa de rinovirus seleccionada del
grupo que consiste en la cepa de rinovirus 89 y cepa de rinovirus 14.

Por supuesto, con el fin de potenciar adicionalmente la reactividad cruzada de la vacuna, pueden usarse una o mas
de otras proteinas de la capside de uno o mas de otros serotipos de rinovirus en dicha vacuna (por ejemplo VP1 de
rinovirus humano 89 en combinacién con VP1 de rinovirus humano 14).

Las proteinas de la capside de la cepa de rinovirus 89 y cepa de rinovirus 14 muestran reactividad cruzada con la
mayoria de las aproximadamente 100 cepas de rinovirus conocidas. La administracion de un polipéptido derivado de
una de dichas cepas de rinovirus induce la formacién de anticuerpos, en particular de IgA, dirigidos contra la mayoria
de serotipos humanos de rinovirus. Por tanto, se prefiere especialmente usar polipéptidos derivados de las proteinas
de la capside de dichas cepas de rinovirus.

Segun una realizacién particular preferida, la proteina de la capside es de rinovirus humano 89 y comprende la
siguiente secuencia de acidos nucleicos y aminoacidos:

VP1 de rinovirus humano 89:

10



CT1G

AGC

GAT

CcCG

GAT

CTG

AAC

GGC

GAA

ATG

AAC

ACC

GCG

GAA

CAG

GGC

ACC

ABA,

ATG

AAC

GAA

AGC

GCG

GAT

ACC

CGT

AGC

GGC

GCG

CCG

GTG

GTG

GAA

ATG

CcGT

AGC

AGC

TTY

CAG

GTG

CTG

AGC

ACC

ATT

GAT

GGC

GAT

ARA

ATT
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GAA

GTG

AGC

GGC

GAA,

GAA

TGC

ABA

ACC

CGT

GTG

CAT

CAT

ACC

ACC

ATT

ACC

TGG

CGT

11

TAT

CCG

GCG

ACC

CGT

AGC

GCG

GAA

AAA

AAA

ATT

AAC

GCG

AGC

TAT

ATT

ATG

CAT

ATT

TAT

GAT

ATT

CCG

AGC

GTG

GAA

ATT

GAT

AGC

GAA

AGC

CAG

GCG

GTG

ATT

AGC

GAA

AARA

CT6

CTG

GTG

CCG

cTG

CAG

ACC

7T

T

ATT

CAG

177



ACC TAT ACC CGT

T Y T R
ACC GCG GCG GCG
T A A A
ATT GTG CTG CAG
| A L Q
CCG GTG CCG GAA
P \ P E
AGC GGC ACC AAC
S G T N
CAG CCG TAT CCG
Q P Y P

ATT GCG AGC GCG

I A S A
GAT GGC GAT AGC
D G D S
GTG ACC AAC  GAT
\ T N D

GTG ACC AGC AAC

TGC CGT ATT TAT

C R | Y
TGG TGC CCG CGT
w C P R
CAT ACC CAT AGC
H T H S
GAA GCG ACC ACC
E A T T
1T ACC GGC ACC
F T G T

TAA
terminacion

VP2 de rinovirus humano 89:
> ATG AGC
S

GAC CGT CTG
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TIT  GAT
F D
GCG  CAG
A Q
TIT  ATG
F M
AAA  CGT
K R
GCG  AGC
A S
CGT  TIT
R F
TAT  TAT
Y Y
GCG  GCG
A A
ATG  GGC
M G
CAG  AAA
Q K
CAT  AAA
H K
CCG  CCG
P P
ACC  AAC
T N
CAG  ATT
Q |
AAC  GTG
N v

CCA ACC
P T
ATC  CAG
| Q

GTG

ATT

12

ACC

GAA

ACC

ATT

GAT

CCG

TAT

TGG

CCG

TAT

TAT

TGC

CTG

CAT

GTG

CCG

CGT

GCG

CGT

ACC
AGC
CCG
ACC

CAG

GAT
GGC
GTG
AAC
ATT
GCG
AGC

CCG

TGC

GGT

ATT

GGC

GGC

TGG

GAA

ATG

GGC

AGC

CGT

ATT

AAA

TAT

AAC

GAT

GGT

GAC

GTG
CAT
| GCG
CAG
GGC
AGC
TAT
GTG
ATT
GTG
GCG
CAG
GGC

GTG

TAC

AGT

AGC

ACT
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ATT ACT TCT  CAG GAT ACG GCG AAC GCG GTT GTT GCA

[ T s Q D T A N A v v A
TAC GGT GTT TGG CCG AGC TAT CTG ACG CCG  GAT  GAT
Y G \ w P s Y L T P D D
GCT ACT GCA ATT GAT AAA CCT ACC CAG CCT  GAT  ACT
A T A [ D K P T Q 2 D T
AGC AGC AAC CGT TIC TAT ACC CTG GAC TCT CGC AGC
s s N R F Y T L D s R s
TGG ACG AGT GCC AGC AGC GGG TGG TGG TGG AAA  CTG
w T s A s s G w w w K L
CCA GAC GCA CTG AAG AAT ATG GGT ATC  TTT  GGT  GAA
P D AL K N ™ G [ F G E
AAT ATG TTT TAT CAT TIT CTG GGT CGT TCT GGC  TAT
N M F Y H F L G R s G Y
ACG ATC CAC GTA GCAG TGC AAT AGC AGC AAA  TTT  CAT
T | H v Q c N s s K F H
CAG GGC CTG CTG ATC GIG GCG GCT ATT  CCG GAG  CAT
Q G L L [ v A A | P E H
CAG CTG GCC AGC GCT ACC AGC GGT AAT GTA AGC GTG
Q L A s A T s G N v s v
GGT TAC AAT CAT ACA CAT CCA GGT GAA CAG GGC CGC
G Y N H T H P G E Q G R

GAG GTA GTG CCG TCT CGC ACC AGT AGT GAT AAC AAG

E A \Y P S R T S S D N K
CGT CCG TCT GAT GAT TCT TGG CTG AAT TTT GAT GGC
R P S D D S w L N F D G

ACG CTG CTG GGC AAC CTG CCA ATT TAC CCG CAC CAG

TAT ATC AAT CTG CGC ACC AAC AAC AGC GCC ACA CTG

Y | N L R T N N S A T L
ATC CTG CCT TAT GTC AAC GCC GTG CCT ATG GAC TCT
| L P Y A N A \Y P m D S
ATG CTG CGC CAC AAC AAT TGG TCT C7G GTG ATT ATC
M L R H N N w S L Vv | |
CCG ATT TGT CCG CTG CAA GTT CAA CCA GGT GGC ACA
P | c P L Q \ Q P G G T
CAA TCT ATT CCG ATC ACC GTT TCT ATT AGT CCG ATG
Q S ! P | T A S | S P M
TTC AGT GAG TTC AGT GGC CCA CGT AGT AAG GTC GTC
F S E F S G p R S K \% A

13
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TTC AGT  ACA ACC CAA
F S T T Q
TAA

terminacion

VP3 de rinovirus humano 89:

> ATG GGC CTG CCA GTG ATG CTG ACA CCG GGG AGT
G L P Y M L T P G S
GGT CAG TTC CTiG ACG ACA GAC GAT ACC CAA AGC CCG
G Q F L T T D D T Q S P
AGT GCA TTC  CCG TAT TTT CAT CCA ACA AAG GAA ATC
S A F P Y F H P T K E |
TIT ATT CCG GGG CAG GTT CGT AAC CTG ATT GAG ATG
F I P G Q A R N L | E M
TGT CAA GTA GAC ACT CTG ATC CCG GTG AAC AAC ACT
C Q v D T L | P V' N N T
CAG GAA AAC GTG CGC AGC GTG AAT ATG TAC ACG GTC
Q E N \ R S \Y N M Y T A
GAT C1G CGC ACT CAG GTA GAC CTG GCA AAG GAG GTG
D L R T Q A D L A K E A

TTC TCT ATC CCG GTG GAT ATT GCG AGC CAA CCA CT1G
GCG ACG ACC CTG ATC GGC GAA CiG GCG AGC TAT TAC
ACT CAT TGG ACG . GGT AGT CTG CGT 7T AGT TT7C ATG

TTT TGT GGC TCT GCA AGT AGC ACT CTG AAA CTG CTG

F o G S A S S T L K L L
ATT GCG TAC ACC CCG CCG GGT GTC GGT AAA CCA AAG
| A Y T P P G Vv G K P K

AGC CGC CGC  GAA GCT ATG CiG GGT ACG CAT CTG GTG

S R R E A M L G T H L \
TGG GAT GTA GGC CTG CAA AGT ACG GCT TCT CTG GTA
w D Vv G L Q S T A S L \
GTC CCT TGG  GTC TCT GCG AGC CAC T CGT T7C ACC
\Y P w Vv S A S H F R F T

ACA CCG GAC ACC TAT TCT TCT GCC GGC TAT ATT ACC

TGT T1GG TAT CAG ACC AAT 17T GTG GTT CCT GAT AGC

14
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c w Y Q T N F v v P D s
ACC CCT GAT  AAT GCC ABA ATG GTT TGC ATG GTT AGC
T P D N A K M v C M v s
G6CC  TGC AAA  GAT TIC TGC CTG CGT CIG GCC CGT GAC
A c K D F c L R L A R D
ACC AAT CTG CAC ACA CAG GAA GGC GTT CTG ACC CAA
T N L H T Q E G v L T Q

TAA
terminacion

VP4 de rinovirus humano 89:

AT AT GGC GCC CAG GTG TCT cGT CAG AAC GTC GGC
Ndel G A Q v 8 R v
ACG CAT AGGC ACG CAG AAC AGT GTG TCC AAC GGC TCG

T H S T Q N 5 \' S N G s
TCG CTG AAC TAC T1C AAC ATC AAC TAT T AAA GAT
S L N Y F N ! N Y F K D
GCA GCC AGC TCT GGT GCG AGC CGT CT1G GAT  TTT AGT
A A S s G A s R L D F S
CAG GAC CCG TCC AAA TTC ACC GAC CCG GYC ABA GAT
Q D P s K F T D P v K D
GTC CTG GAA AAA GGT ATC CCG ACC CTG CAA CAC CAC
v L E K G { P T L G H H

CAC CAC CAC CAC TAA cTC CAG
H H H H stop Xhol 3

Segun una realizacion preferida de la presente invencion, los residuos de aminoacido 1 a 8 de la proteina de la
capside de rinovirus VP1 tienen la secuencia de aminoacidos NPVENYID.

La informacion de secuencia dada en el presente documento y conocida en la técnica anterior permite determinar los
péptidos preferiblemente usados en la presente invencidon. Se mencionan anteriormente los respectivos rangos de
aminoacido

Segun una realizacion particularmente preferida de la presente invencion, el al menos un péptido se selecciona del
grupo que consiste en NPVENYIDSVLNEVLVVPNIQPSTSVSSHAA y NPVENYIDSVLNEVLVVPNIQ.

El péptido puede fusionarse o acoplarse a un portador.

Los portadores adecuados incluyen pero no se limitan a hemocianina de Limulus polyphemus (LPH), hemocianina
de Tachypleus tridentatus (TTH) y albumina de suero bovino (BSA), toxoide tetanico y toxina diftérica, DHBCcAg,
polirribitol ribosil fosfato (PRP), PncPDII, proteinas de unién a maltosa (MBP) y formulaciones de nanoparticulas. En
una realizacion, una proteina de portador inmunogénico adecuado es hemocianina de lapa californiana (KLH).

Con el fin de estimular el sistema inmunitario y aumentar la respuesta a una vacuna, la composicién puede
comprender al menos un excipiente y/o adyuvante farmacéutico.

El adyuvante puede ser alumbre, preferiblemente fosfato de aluminio o hidréxido de aluminio, o particulas a base de
hidratos de carbono (CBP).

Con el fin de aumentar la eficacia de la formulacion, pueden usarse todos los tipos de adyuvantes. Adyuvantes
preferidos son, sin embargo, compuestos a base de aluminio. Otros adyuvantes que pueden usarse incluyen
compuestos que contienen lipidos o micobacterias inactivadas. Se conocen PBC, por ejemplo, a partir del
documento EP 1 356 826.

El alumbre se conoce como un adyuvante de conduccion de Th2 que da como resultado la formacion de moléculas
de IgG. Sin embargo, se encontré sorprendentemente que el uso de alumbre en combinacion con el al menos un
polipéptido de la presente invencién da como resultado una induccién de IgA en vez de IgG. La induccién de IgA es
particularmente ventajosa, porque IgA es una inmunoglobulina secretora encontrada en las secreciones mucosas y
es, por tanto, una primera linea de defensa contra un virus entrante.
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Generalmente, los adyuvantes pueden ser de formas diferentes, siempre que sean adecuados para la
administracion a seres humanos. Ejemplos adicionales de tales adyuvantes son emulsiones de aceite de origen
mineral o vegetal, compuestos minerales, tales como hidroxido o fosfato de aluminio, o fosfato de calcio, productos y
derivados bacterianos, tales como P40 (derivado de la pared celular de Corynebacterium granulosum), monofosforil
lipido A (MPL, derivado de LPS) y derivados de péptido muramilo y conjugados del mismo (derivados de
componentes de micobacteria), alumbre, adyuvante de Freund incompleto, liposina, saponina, escualeno, etc.
(véase, por ejemplo, Gupta R. K. et al. (Vaccine 11:293-306 (1993)) y Johnson A. G. (Clin. Microbiol. Rev. 7:277-
289)).

La formulacién puede comprender de 10 ng a 1 g, preferiblemente de 100 ng a 10 mg, especialmente de 0,5 ug a
200 pg de dicho polipéptido. El polipéptido de la presente invencion se administra a un mamifero en estas
cantidades. Sin embargo, la cantidad de polipéptido aplicado depende de la constitucion del sujeto que va a tratarse
(por ejemplo, el peso). Ademas, la cantidad que va a aplicarse también depende de la via de administracion.

La composicién puede adaptare para administracion intradérmica, intramuscular, subcutanea, oral, rectal, vaginal o
epicutanea.

Los modos preferidos de administracion de la formulacién de la presente invencion incluyen todos los regimenes de
administracion convencionales descritos y sugeridos para la vacunacioén en general (oral, transdérmica, intravenosa,
intranasal, por via mucosa, rectal, etc). Sin embargo, se prefiere particularmente administrar las moléculas y
proteinas segun la presente invencion por via subcutanea o por via intramuscular.

El péptido de la presente invencion consiste en un minimo de 8 y un maximo de 50 residuos de aminoacido que
comprenden los residuos de aminoacido 1 a 8 de la proteina de la capside de rinovirus VP1.

El polipéptido o péptido tal como se definié anteriormente puede usarse para la fabricacién de un medicamento para
la prevencion y/o el tratamiento de una infeccidn por rinovirus.

El medicamento se administra preferiblemente por via intradérmica, por via intramuscular, por via subcutanea, por
via oral, por via rectal, por via vaginal o por via epicutanea aplicando, por ejemplo, parches.

Se da a conocer un método para diagnosticar in vitro una infeccion por rinovirus en un mamifero que comprende las
etapas de:

- proporcionar una muestra de un mamifero,

- poner en contacto dicha muestra con al menos un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que
consiste en un tramo de al menos 80 residuos de aminoacido consecutivos de proteina de la capside de longitud
completa de la cepa de rinovirus 89 y/o cepa de rinovirus 14,

- diagnosticar una infeccidon por rinovirus cuando se detecta la unién de inmunoglobulinas a dicho al menos un
polipéptido.

Los anticuerpos dirigidos a las proteinas de la capside (en particular a VP1) de cepas de rinovirus 89 y 14 también
pueden sorprendentemente unirse a proteinas de la capside de una amplia variedad de cepas de rinovirus. Este
hecho sorprendente se usa para diagnosticar una infeccién por rinovirus provocada por cualquier cepa de rinovirus
en un mamifero, preferiblemente en un ser humano. El método de la presente invencién permite diagnosticar una
infeccion por rinovirus provocada por cepas de rinovirus que muestran reactividad cruzada con la cepa de rinovirus
89 6 14. El al menos un polipéptido tiene las caracteristicas que se definieron anteriormente.

El al menos un polipéptido segun la presente invencion se inmoviliza preferiblemente sobre un soporte soélido. Esto
permite unir los anticuerpos que se unen a dicho al menos un polipéptido a un soporte sélido y detectar si la muestra
analizada comprende anticuerpos dirigidos a proteinas de la capside rinoviricas. La presencia de tales anticuerpos
permite el diagnostico de una infeccidn por rinovirus.

En el método segun la presente invencion, IgA, 1gG, IgM y/o IgE se miden preferiblemente.

Segun una realizacion preferida de la presente invencion, la muestra es una muestra de sangre, preferiblemente
suero o plasma, una muestra de esputo, muestra de fluido de lavado neural o muestra de lagrima.

Segun la presente invencion, la proteina de la capside es VP1.

Se da a conocer un método para diagnosticar in vitro una enfermedad respiratoria asociada con una infeccion por
rinovirus en un mamifero que comprende las etapas de:

- proporcionar un anticuerpo que comprende una muestra de un mamifero,
- poner en contacto dicha muestra con un polipéptido de VP1, VP2, VP3 y VP4 de un rinovirus o un fragmento del

mismo,
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- determinar la clase de los anticuerpos que se unen a dicho polipéptido, y
- diagnosticar

- bronquiolitis cuando se detectan anticuerpos IgG1 especificos de VP3 y especificos de VP4 y anticuerpos IgM
especificos de VPS,

- asma cuando se detectan los anticuerpos IgG1 especificos de VP4 y anticuerpos IgA especificos de VP1 y
VP2,

- laringitis aguda cuando se detectan anticuerpos IgG1 especificos de VP4,
- convulsiones cuando se detectan anticuerpos IgM especificos de VP1,
- doble infeccién viral (HRV/virus de la gripe) cuando se detectan IgA especificas de VP1, VP2, VP3 y VP4,

Se encontré que la presencia de anticuerpos de un isotipo/una clase especifico/a dirigidos a polipéptido de VP1,
VP2, VP3 y VP4 de rinovirus indica qué tipo de enfermedad respiratoria puede padecer un individuo. Por tanto, la
determinacion de la clase de anticuerpo y la especificidad de anticuerpo permite diagnosticar una enfermedad
respiratoria en un individuo. En la técnica se conocen medios y métodos para determinar la presencia de anticuerpos
que se unen a una diana especifica. Ademas, la determinacién del isotipo/la clase de un anticuerpo la conoce un
experto en la técnica.

Segun una realizacion preferida de la presente invencion, la muestra es una muestra de sangre, preferiblemente
suero o plasma, una muestra de esputo, muestra de fluido de lavado neural o muestra de lagrima.

El fragmento del polipéptido de VP1, VP2, VP3 y/o VP4 consiste preferiblemente en un minimo de 8 y un maximo de
50 residuos de aminoacido que comprenden los residuos de aminoacido 1 a 8 de una proteina de la capside de
rinovirus seleccionada del grupo que consiste en VP1, VP2, VP3 y VP4,

Segun otra realizacion preferida de la presente invencion, el rinovirus es la cepa de rinovirus 89 y la proteina de la
capside es VP1.

Los residuos de aminoacido 1 a 8 de la proteina de la capside de rinovirus tienen preferiblemente la secuencia de
aminoacidos NPVENYID.

El fragmento se selecciona preferiblemente del grupo que consiste en NPVENYIDSVLNEVLVVPNIQPSTSVSSHAA
y NPVENYIDSVLNEVLVVPNIQ.

La presente invencion se ilustra ademas mediante las siguientes figuras y ejemplos, pero sin limitarse a los mismos.

La figura 1 muestra la estacionalidad de la respuesta de IgA a VP1 en sueros humanos tomados a lo largo de un
periodo de un afo. Los sueros de 8 pacientes alérgicos y 6 no alérgicos se tomaron en invierno, primavera, verano y
otofio y se determinaron titulos de anticuerpos IgA especificos de VP1 mediante ELISA y se expresan como valor
optico (DO 405 nm) en el eje y. Los valores opticos corresponden al nivel de anticuerpo en los sueros humanos. Los
resultados se muestran en diagramas de cajas, donde el 50% de los valores estan dentro de las cajas y los
resultados no atipicos entre barras. La linea dentro de las cajas indica los valores medianos.

La figura 2 muestra los niveles de IgA especifica de VP1 en un individuo vacunado durante el periodo del estudio.
Los titulos de IgA especificas de VP1 se midieron mediante ELISA. El dia de la donacién de sangre se aplica en el
eje x, la densidad optica (DO) en el eje y. El valor éptico corresponde al nivel de anticuerpo IgA en sueros humanos.

La figura 3 muestra la respuesta de IgA especifica de VP1 en ratones. Se inmunizaron grupos de ratones con
antigeno de VP1. Los titulos de IgA especificas de VP1 se midieron mediante ELISA y se expresan como valor
optico (DO 405 nm) en el eje y. El valor 6ptico corresponde al nivel de anticuerpo IgA en sueros de raton.

La figura 4 muestra una prueba de neutralizacion con VP1 de serotipo de rinovirus humano 14.
La figura 5 muestra una prueba de neutralizacion con VP1 de serotipo de rinovirus humano 89.

La figura 6 muestra la purificacién de proteinas VP1 recombinantes. (A) 89VP1 y (B) 14VP1 se tifieron con azul de
Coomassie tras SDS-PAGE (izquierda) y con un anticuerpo anti-His6 (derecha) tras la transferencia sobre
nitrocelulosa. Los pesos moleculares en kDa se indican a la izquierda.

La figura 7 muestra respuestas inmunitarias especificas de VP1 de conejos y ratones inmunizados. (A) Respuestas
de IgG especificas de 89VP1 y 14VP1 en conejos. Los conejos se inmunizaron con 89VP1 o 14VP1. Se tomaron
muestras de suero el dia de la primera inmunizacién (suero preinmunitario) y después de la segunda y tercera
inyeccion en intervalos de 3-4 semanas (parte superior de la caja: suero inmunitario 1; suero inmunitario 2). Las
diluciones de los sueros (089VP1 de conejo; a14VP1 de conejo) se presentan en el eje x (10°-10¢ indicado como
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log). Las reactividades de 1gG a los inmunogenes (89VP1, 14VP1) se presentan como barras. (B) Se inmunizé un
grupo de cinco ratones con 89VP1. Se tomaron muestras de suero el dia de la primera inmunizacion (0) y en
intervalos de tres semanas (s3-s9) (eje x). Las reactividades de IgG1 se presentan para el grupo con diagrama de
cajas donde el 50% de los valores estan dentro de las cajas y los resultados no atipicos entre barras. Las lineas
dentro de las cajas indican los valores medianos. Los niveles de IgG1 especifica de 89VP1 se presentan como
valores de densidad optica (eje y).

La figura 8 muestra que el anticuerpo anti-VP1 producido contra VP1 recombinante reacciona con VP1 derivada de
rinovirus y virus completo. (A) Se incubaron extracto de proteina de HRV14 transferido con nitrocelulosa y 14VP1
recombinante con anticuerpos anti-14VP1 y el correspondiente suero preinmunitario (pre-1S). Los pesos moleculares
en kDa se indican a la izquierda. (B) Micrograficos electronicos de preparaciones de virus marcados tras tincion
negativa. Se incubé HRV89 inmovilizado con anticuerpos IgG anti-89VP1 y los sitios de unién se visualizaron
mediante una sonda de anticuerpo IgG secundario acoplada a particulas de oro coloidal con un diametro de 10 nm.
El micrografico de la izquierda proporciona un detalle de una particula de virus (VP) conectada con cuatro particulas
de oro (GP). El micrografico de la derecha muestra la preparacion de control usando la Ig preinmunitaria. Barras:
micrografico de la izquierda, 50 nm; micrografico de la derecha, 100 nm.

La figura 9 muestra la reactividad de antisueros de conejo producidos contra proteina 14VP1 recombinante o
péptidos derivados de 14VP1. Se inmunizaron los conejos con 14VP1, PVP1A, PVP1B o PVP3A recombinante
(parte superior de la caja) y los sueros se expusieron a 14VP1 (parte superior) o 89VP1 (parte inferior). Las
diluciones de los sueros se presentan en el eje x (10-3-10° indicado como log). Los niveles de IgG especifica de
14VP1 y 89VP1 corresponden a los valores de densidad optica (barras: eje y).

La figura 10 muestra que HRV14 se neutraliza mediante anticuerpos anti-14VP1. Se preincubdé HRV14 a 100 TCIDso
con diluciones en serie de antisuero tal como se indica durante 2 h a 37°C y la mezcla se afiadié a células HelLa
subconfluyentes en placas de 24 pocillos. Tras 4 dias a 34°C, las células restantes se tifieron con violeta cristal. Se
us6 suero preinmunitario pre-1S como control.

La figura 11 muestra (A) el arbol filogenético las secuencias de VP1 de los HRV investigados. Las secuencias de
VP1 se recuperaron del banco de datos y se analizé su similitud con ClustalW. (B) Inhibicion de infecciones por HRV
por los respectivos anticuerpos especificos de VP1. Se preincubaron HRV a 100 TCIDsp con diluciones en serie de
dos veces de los respectivos antisueros a de 1:2 (a) a 1:16 (d) durante 3 horas a 37°C y las mezclas se aplicaron a
células Hela subconfluyentes en placas de 96 pocillos. Tras la incubacion durante 3 dias a 34°C, las células se
tiferon con violeta cristal, se lavaron, se disolvio el tinte, y se leyé la DO a 560 nm. Se muestra la media + error
estandar de cuatro experimentos independientes.

La figura 12 muestra geles SDS-PAGE al 12,5% tefiidos con azul de Coomassie que contienen proteinas con
etiqueta his VP1, VP2, VP3 y VP4 purificadas (carril 1: 5 ul de marcador molecular; carril 2: 10 pl de VP1; 10 pl de
VP2; 10 ul de VP3; 10 pul de VP4, respectivamente).

La figura 13 muestra las respuestas de IgA, IgM, 19G+ e IgG2 a VP1, VP2, VP3 y VP4 detectadas en sangre humana
de pacientes con resultados de prueba de PCR especifica de HRV positivos. Los sueros de cincuenta y siete
pacientes se sometieron a prueba para determinar la presencia de cuatro anticuerpos especificos de proteinas de la
capside derivadas de rinovirus. Los titulos se midieron mediante ELISA y se expresan como valor 6ptico (DO
405 nm) en el eje y. Los valores 6pticos corresponden a los niveles de anticuerpos en los sueros humanos. Los
resultados se muestran en diagramas de cajas, donde el 50% de los valores estan dentro de las cajas y los
resultados no atipicos entre barras. La linea dentro de las cajas indica los valores medianos.

La figura 14A muestra la alineaciéon multiple de las secuencias de aminoacidos de VP1 de cepas prototipo de HRV.
Se recuperaron las secuencias de la base de datos de proteinas y se alinearon con GeneDoc seguido por edicion
manual. Representan serotipos de HRV que pertenecen a diferentes especies y diferente grupo receptor: HRV37 y
89 son el género A de grupo principal, HRV3, 14 y 72 son el género B de grupo principal, HRV1A, 18 y 54 son los
tipos Ky HRV1A, HRV29 y 44 son el género A de grupo minoritario. Los cuadrados negros denotan tres epitopos
derivados de VP1 de la cepa HRV89.

La figura 14B muestra las respuestas de IgA, IgM, IgG1, IgG2, IgG3 e IgG4 a Ep_1, Ep_2 y Ep_3 detectados en
sangre humana de pacientes con resultados de prueba de PCR especifica de HRV positivos. Los sueros de
cincuenta y siete pacientes se sometieron a prueba para determinar seis anticuerpos especificos de epitopos
derivados de VP1. Los titulos se midieron mediante ELISA y se expresan como valor éptico (DO 405 nm) en el gje y.
Los valores Opticos corresponden al nivel de anticuerpo en la sangre humana. Los resultados se muestran en
diagramas de cajas, donde el 50% de los valores estan dentro de las cajas y los resultados no atipicos entre barras.
La linea dentro de las cajas indica los valores medianos.

La figura 15 muestra la reactividad cruzada de IgG de cobaya frente a epitopos derivados de VP1, VP2, VP3 y VP1
recombinantes. Sin embargo, esto solo se refiere al reconocimiento de los antigenos (que van a usarse para
diagndstico). No es una prueba de la neutralizacién de cada virus pero indica protecciéon cruzada. La neutralizacion
de diferentes cepas de HRV se muestra en la figura 11B. Puesto que los datos se correlacionan, podria asumirse
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que los anticuerpos contra VP1 o fragmento N-terminal derivado de VP1 de HRV89 también neutralizaran otras
cepas cuando se someten a prueba mediante pruebas de neutralizacion.

La figura 16 muestra el mapeo de epitopos de la principal proteina de la capside VP1.

La figura 17 muestra la respuesta inmunitaria de 1IgG1 frente a péptidos sintéticos derivados del epitopo N-terminal
de VP1 en comparacion con péptidos descritos previamente (Mc Cray et al., Nature 329 (1987): 736-738) detectada
en sangre humana de pacientes con resultados de prueba de PCR especifica de HRV positivos.

La figura 18 muestra una curva ROC para los valores de anticuerpo en pacientes con doble infeccién viral por
HRV/virus de la gripe.

La figura 19 muestra respuestas de IgG1 a péptidos derivados de P1, comprendiendo cada uno aproximadamente 30
(figura 19A) o 20 (figura 19B) aminoacidos, o péptidos derivados de P1A (B), comprendiendo cada uno 20
aminoacidos, detectadas en sangre humana de cincuenta y siete pacientes con resultados de prueba de PCR
especifica de HRV positivos. Las reactividades de 1gG1 se midieron mediante ELISA y se expresan como valor
optico (DO 405 nm) en el eje y. Los valores opticos corresponden a los niveles de anticuerpos en los sueros
humanos. Los resultados se muestran en diagramas de cajas, donde el 50% de los valores estan dentro de las cajas
y los resultados no atipicos entre barras. La linea dentro de las cajas indica los valores medianos.

La figura 20 muestra la inhibicion de infecciones por HRV mediante anticuerpos anti-VP1, anti-VP2, anti-VP3, anti-
VP4. Se preincubaron HRV a 10 TCIDso (A), 100 TCIDso (B) 0 1000 TCIDsg (C) con diluciones en serie de dos veces
de los respectivos antisueros de 1:2 a 1:1:128 durante 3 horas a 37°C y la mezcla se aplico a células Hela
subconfluyentes en placas de 96 pocillos. Tras la incubacion durante 3 dias a 34°C, las células se tifieron con violeta
cristal, se lavaron, se disolvio el tinte y la DO se ley6 a 560 nm.

La figura 21 muestra la reactividad de anticuerpos anti-89VP1 y anti-14VP1 de conejo con 14VP1, 89VP1 y tres
fragmentos de 89VP1 recombinantes. Se diluyeron los sueros de conejo 1:5000 y Asgo correspondiente a
anticuerpos IgG unidos se muestra en €l gje y.

Ejemplos:

Ejemplo 1: Respuesta de anticuerpo IgA especifica de VP1 de tres pacientes alérgicos determinada en diferentes
estaciones.

Se tomaron muestras de sangre en el invierno de 2006 (inv06), la primavera de 2007 (prim), el verano de 2007 (ver),
el otofio de 2007 (ot) y el invierno de 2007 (inv07). Se midio el titulo de anticuerpo mediante experimentos de ELISA.
Se recubrieron placas para ELISA (Nunc Maxisorb, Dinamarca) con 5 ug/ml de VP1 (de la cepa de rinovirus 89) y se
incubaron con sueros de raton diluidos 1:50. Se realizaron todos los experimentos en dobletes y se calcularon las
DO medias. Se detectaron anticuerpos unidos con anticuerpos monoclonales de ratén anti-lgA humana (BD
Pharmingen, San Diego, CA, EE.UU.) diluidos 1:1000, y luego con anticuerpos de rata acoplados a POX anti-IgG de
ratéon (Amersham Bioscience) diluidos 1:2000. Se midié la DO a 405 nm y 490 nm en un lector de ELISA (Dynatech,
Alemania).

El titulo de anticuerpo varia entre las estaciones y entre pacientes. Esto conduce a la conclusion de que la
exposicion a rinovirus puede determinarse mediante VP1 (figura 1).

Ejemplo 2: La proteina rinovirica VP1 induce una fuerte respuesta de IgA en un voluntario sano

Se vacuné un voluntario sano con una formulacién que contenia la molécula de VP1 completa, una proteina
rinovirica, adsorbida a Al(OH)s (20 ug/inyeccion). Se inyecto esta vacuna por via subcutanea en la parte superior del
brazo del sujeto tres veces (dia 0, 21, 42). Antes de la primera vacunacioén y en los dias 65, 79, 91, 98 y 119 se
extrajo sangre para analizar el desarrollo de la respuesta inmunitaria especifica de antigeno.

En la figura 2, se demuestra el aumento de anticuerpos IgA especificos de VP1 mediante mediciones de ELISA. El
eje x muestra las fechas del muestreo de sangre y el eje y los valores de densidad éptica (DO) correspondientes. La
cantidad maxima de anticuerpos IgA especificos de VP1 se alcanza en el dia 65 (DO= 0,551) en el que, en
comparacion con el suero preinmunitario (dia 0), podia medirse un aumento de tres veces de anticuerpos IgA
especificos de VP1. Tras el dia 65, pudo detectarse una lenta disminucion del nivel de IgA. Pero en el dia 119, el
nivel de anticuerpos IgA especificos de VP1 (DO= 0,372) era casi el doble que en el dia 0 (DO= 0,195).

Ejemplo 3: Respuesta de IgA especifica de VP1 de ratones inmunizados.

Con el fin de determinar la respuesta de IgA especifica de VP1, se inmunizé un grupo de cinco ratones por via
subcutanea con 5 pg de antigeno de VP1 adsorbido a hidréxido de aluminio en intervalos de tres semanas. Se
tomaron muestras de suero de las venas de la cola el dia anterior a la primera inmunizacion (0) y después de la
segunda inmunizacion (6s). Se determinaron los niveles de anticuerpos IgA especificos de VP1 mediante ELISA. Se
recubrieron las placas con 5 ug/ml de la proteina VP1 y se incubaron durante la noche con suero de raton diluido
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1:500. Se detectd IgA unida con anticuerpos de rata anti-IgA de ratdon monoclonales diluidos 1:1000 y posteriormente
con anticuerpos de cabra acoplados a POX anti-lgG de ratén diluidos 1:2000, respectivamente. Se midié la DO a
405 nm y 490 nm. Se realizaron todos los experimentos de ELISA por duplicado, y se calcularon los valores medios.

Aunque la inmunizacion con proteina VP1 recombinante indujo una respuesta de IgA especifica de VP1 en ratones,
el aumento del nivel de anticuerpos tras 6 semanas no fue significativo (figura 3).

Ejemplo 4: VP1 derivada de rinovirus recombinante para vacunacion contra infecciones por resfriado comun

Materiales y métodos

Construccioén de vectores de expresion que contienen el ADNc de VP1 de HRV14 o HRV89

Se uso el plasmido que contenia el genoma completo de HRV14 (33) como molde para la amplificacion de 14VP1
(VP1 de HRV14) mediante PCR. Se usaron los siguientes cebadores:

5" CGGAATTCCCATGGGCTTAGGTGATGAATTAGAAGAAGTCATCGTTGAGA 3’
5’ GATGGAATTCTCAGTGGTGGTGGTGGTGGTGATAGGATTTAATGTCAC 3’

Los sitios de restriccion (Ncol, EcoRlI) se subrayan. Se inserté el ADNc que codificaba para la region codificante de
14VP1 (n.° de base de datos AY355195) en los sitios Ncol y EcoRI del plasmido pET23d (Novagen, Merck
Bioscience, Alemania).

Se obtuvieron reservas de virus de la cepa 89 de la coleccion del Instituto de Virologia, Universidad Médica de
Viena. Se prepard ARN viral a partir de sobrenadantes de cultivo celular usando el kit de ARN viral QlAamp (Qiagen,
Alemania) y se afadié inhibidor de ARNasa (Boehringer GmbH, Alemania) hasta una concentracion final de 0,01
U/pl. Se amplificé el ADNc de 89VP1 (VP1 de HRV89) mediante RT-PCR usando un kit de RT-PCR de una etapa
SuperScript de Invitrogen (EE.UU.) usando los siguientes cebadores:

5’ CGGAATTCATTAATATGAACCCAGTTGAARAATTATATAGATAGTGTATTA 3’
5" CGATTAATTCAGTGGTGGTGGTGGTGGTGGACGTTTGTAACGGTAA 3’

Los sitios de restriccion (EcoRI, Asel) se subrayan. Se subcloné el ADNc que codifica para la region codificante de
89VP1 completa (n.° de base de datos AY355270) en el sitio Ndel y EcoRI de un vector pET17b (Novagen, Merck
Bioscience, Darmstadt, Alemania).

Expresion y purificacion de 89VP1 y 14VP1 recombinantes

Se expresaron 89VP1 y 14VP1 recombinantes en E. coli BL21(DE3) (Stratagene, EE.UU.). Se indujo la sintesis de
proteinas durante 5 horas a 37°C con IPTG 1 mM y se purificaron las proteinas recombinantes de la fraccion del
cuerpo de inclusion tras solubilizacién en clorhidrato de guanidinio 6 M, NaH2PO,4 100 mM, Tris 10 mM, pH 8 usando
una matriz de afinidad Ni-NTA (Qiagen, Hilden, Alemania). Se lavaron las proteinas con tampoén de lavado (NaH2PO.4
100 mM, Tris-HCI10 mM, urea 8 M pH 5,9) y se eluyeron con el mismo tampon a pH 3,5. Se dializaron preparaciones
de proteinas contra tampones con concentracion de urea decreciente y finalmente contra H,Odd. Se comprobaron la
pureza y concentracion de proteinas mediante SDS-PAGE vy tincion con azul de Coomassie.

Péptidos sintéticos y conjugados de péptido

Se sintetizaron péptidos derivados de HRV14 (PVP1A, PVP1B y PVP3A) en el sintetizador de péptidos de Applied
Biosystems (EE.UU.), modelo 433A usando una estrategia de Fmoc (9-fluorenil-metoxicarbonilo) con activacion de
HBTU [hexafluorofosfato de 2-(1H-benzotriazol-1-il)1,1,3,3 tetrametiluronio]. Se purificaron los siguientes péptidos
hasta >90% de pureza mediante HPLC preparativa y su identidad se verificé6 mediante espectrometria de masas:

PVP1A: VWQAMYVPPGAPNPKEC aminoacidos 147-162 de VP1 (10);

PVP1B: CRAPRALPYTSIGRTNYPKNTEPVIKKRKGDIKSY aminoacidos 256-289 de VP1 (véase el documento WO
2008/057158);

PVP3A: KLILAYTPPGARGPQDC aminoéacidos 126-141 de VP3 (10).

Se acoplaron péptidos purificados a KLH usando un kit de conjugacion de inmundégeno activado con maleimida
Imject (Pierce, EE.UU.) segun las instrucciones del fabricante.

Inmunizacién de ratones y conejos

Se obtuvieron anticuerpos de conejo contra 14VP1, 89VP1, PVP1A, PVP1B o PVP3A inmunizando conejos (Charles
River, Kisslegg, Alemania). También se inmunizaron grupos de cinco ratones por via subcutanea con 5 ug de 89VP1
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adsorbidos a alumbre en intervalos de tres semanas y a los que se les extrajo sangre de las venas de la cola.
Experimentos de ELISA

Se recubrieron 5 ug/ml de 89VP1 o 14VP1 a placas para ELISA. Se diluyeron los sueros de raton 1:500 y los sueros
de conejo 1:103-1:10%. Se detectaron anticuerpos IgG1 de raton especificos de antigeno con anticuerpos de raton
anti-lgG1 de ratdon monoclonales acoplados a fosfatasa alcalina diluidos 1:1000 (Pharmingen). Se desarrollaron
anticuerpos IgG de raton especificos de antigeno con una 1:2000 diluciéon de anticuerpos de burro anti-lgG de
conejo acoplados a peroxidasa (Amersham Bioscience). Se midieron las DO correspondientes a anticuerpos unidos
a 405 nm y 490 nm para anticuerpos de conejo y a 405 nm y 450 nm para anticuerpos de ratones en un lector de
ELISA (Dynatech, Alemania).

Reactividad de anticuerpos anti-VP1 con extracto de rinovirus transferido y rinovirus

Se centrifugaron sobrenadantes de cultivo celular de células Hela infectadas por HRV en una centrifuga de mesa
(15.000 rpm, 10 min, 20°C) para retirar particulas insolubles. Entonces, se afiadieron 0,5 ml de PEG (polietilenglicol
6000 al 40% v/v, NaCl al 2,4% p/v, pH 7,2) a 2 ml de sobrenadante que contenia el virus. Se incubd la disolucion a
4°C durante la noche y después se centrifugd a 2.300 x rpm durante 45 minutos en una centrifuga de mesa a TA. Se
resuspendid el sedimento en 100 pl de PBS y se lis6 en 50 pl de tampon de muestra SDS. Se separaron 10 ul de
este extracto de proteina HRV14 y 0,5 ng de 14VP1 purificado mediante SDS PAGE al 12% y se transfirieron sobre
membranas de nitrocelulosa. Se incubaron transferencias preparadas de manera idéntica con diluciones 1:500 de
anticuerpos de conejo anti-14VP1 o la correspondiente Ig preinmunitaria. Se detectaron anticuerpos unidos con anti-
IgG de conejo de burro marcada con 1251 y se visualizaron mediante autorradiografia.

Para la microscopia electronica con oro inmunitario, se pipetearon 4,2 ul de alicuotas del precipitado viral
resuspendido sobre rejillas de cobre limpias de plasma, recubiertas con carbono y secadas al aire. Tras 5 minutos,
se retiro el liquido restante con un trozo de papel de filtro. Entonces se incubaron las rejillas boca abajo (camara de
humedad a temperatura ambiente) en los siguientes tampones: en primer lugar, PBS que contiene BSA al 1% (p/v) a
pH 7,4 y después tampodn Tris que contiene BSA al 1% (p/v) a pH 8,2.

Después, se realizaron las siguientes etapas de incubacion: (a) BSA al 5%, 5 min; (b) Ig anti-VP1 purificada con
proteina G o Ig preinmunitaria ajustada hasta una DO 280 nm de 0,6, 45 min; (c) 6 x tampdn PBS, 5 segundos cada
uno; (d) 6 x tampdn Tris, 5 segundos cada uno; (e) Ig de cabra anti-conejo acoplada a particulas de oro coloidal con
un diametro de 10 nm (Plano, Wetzlar, Alemania), diluida 1:20 en tampoén Tris, 30 min; (f) 6 x tampdn Tris, 5
segundos cada uno; (g) 6 x agua destilada, 5 segundos cada uno. Tras el marcaje, se realizé tincion negativa
pipeteando una disolucién saturada de acetato de uranilo sobre las rejillas. Tras 1 minuto, se retiré tinte negativo en
exceso con un papel de filtro humedo. Entonces se secaron al aire las rejillas y se observaron en un microscopio
electrénico de transmisién EM 410 de Philips equipado con una camara CCD de alta resolucion. Se tomaron
micrograficos a una ampliacion de 165.000 x o 240.000 x.

Prueba de neutralizacion de HRV

Se usaron reservas de rinovirus y la cepa “Ohio” sensible a HRV de células HelLa (Stott EJ y Tyrrell DA, Arch.
Gesamte Virusforsch. 1968; 23:236-244.). Se sembraron células HelLa en placas de 24 pocillos y se hicieron crecer
hasta aproximadamente el 90% de confluencia. En un primer conjunto de experimentos, se incubaron 300 pl de
alicuotas de HRV14 (100 TCIDsp) en medio durante 2 h a 37°C con 300 pl de anti-sueros de conejo (anti-14VP1,
anti-PVPIA, anti-PVPIB o PVP3A) o los correspondientes sueros preinmunitarios (sin diluir o diluidos 1:2-1:32) y se
afadieron a las células. Se us6 medio MEM-Eagle (Invitrogen, EE.UU.) que contenia FCS al 1% y MgCl, 40 mM
como diluyente en los experimentos. Se incubaron las placas a 34°C en una atmosfera del 5% de CO, humidificada
y se tifieron células viables con violeta cristal después de tres dias. Se llevaron a cabo pruebas de neutralizacion
cruzada en placas de 96 pocillos; se sembraron células HeLa en medio esencial minimo (MEM) que contenia suero
bovino fetal al 2%, MgCl> 30 mM y glutamina 1 mM (medio de infeccidn) y se hicieron crecer durante la noche a 37°C
hasta aproximadamente el 70% de confluencia. Se mezclaron HRV (100 TCIDso en 100 pl de medio de infeccion)
con 100 pl del respectivo antisuero no diluido y diluciones en serie de dos veces del mismo en el mismo medio.
Después de incubacion durante 3 h a 37°C, se cubrieron las células con estas disoluciones y se continué la
incubacion a 34°C durante 3 dias. Se retird el medio y se tifieron las células con violeta cristal (0,1% en agua)
durante 10 min. Después de lavar con agua, se seco la placa, se disolvio el tinte en 30 ul de SDS al 1% con
agitacion durante 1 hora y se cuantifico la proteccion celular como DO a 560 nm en un lector de placas.

Resultados
Expresion y purificacion de proteinas VP1 recombinantes de HRV89 y HRV14

Se expresaron VP1 recombinante de HRV89 (89VP1; la figura 6A) y HRV14 (14VP1; la figura 6B) en E. coli con una
etiqueta His6 en sus extremos C-terminales y se purificaron a partir de cuerpos de inclusién solubilizados mediante
cromatografia de afinidad de niquel de una Unica etapa. Las bandas de proteina purificadas aparecen tras la tincion
con azul de Coomassie en aproximadamente 34 kDa en SDS-PAGE. Las proteinas recombinantes 89VP1 y 14VP1
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reaccionaron especificamente con el anticuerpo anti-etiqueta His debido a su etiqueta hexa-histidina C-terminal
(carriles derechos; figura 6).

89VP1 y 14VP1 inducen una respuesta inmunitaria especifica de VP1 en animales. La inmunizacion de conejos con
89VP1 y 14VP1 recombinantes indujo respuestas de IgG especificas de VP1 (figura 7A). La respuesta inmunitaria a
89VP1 fue mas fuerte que la de 14VP1 con anticuerpos detectados hasta una dilucion de suero de 107 tras la
segunda inmunizacién y hasta una dilucion de 10 tras la tercera inmunizacion. La respuesta de IgG especifica de
14VP1 fue detectable hasta una dilucion de suero de 107 tras la segunda inmunizacion y hasta una dilucion de 10
tras la tercera inmunizacion (figura 7A). También se obtuvieron respuestas de anticuerpo especificas de VP1 en
ratones inmunizados con proteinas VP1 adsorbidas a alumbre. Se detectaron anticuerpos IgG1 especificos de
89VP1 ya después de la primera inmunizacion y continuaron aumentando a la segunda y tercera inmunizacion
(figura 7B).

Reactividad de anticuerpos producidos contra proteinas VP1 recombinantes con respecto a VP1derivada de virus y
viriones completos

Se estudio la reactividad de anticuerpos inducidos por inmunizacién con proteinas VP1 recombinantes con VP1
natural, derivada de virus y virus completo mediante inmunotransferencia y microscopia electronica,
respectivamente. Como ejemplo representativo, la uniéon de anticuerpos de conejo anti-14VP1 y de Ig preinmunitaria
a proteinas HRV14 transferidas en nitrocelulosa y 14VP1 se muestra la figura 8A. Los anticuerpos producidos contra
14VP1 recombinante, pero no la Ig preinmunitaria, reaccionaron con 14VP1 natural y recombinante a
aproximadamente 34 kDa (figura 8A). Se visualizé la unién especifica de anticuerpos anti-89VP1 a HRV89 usando el
método de microscopia electrénica con oro inmunitario. Cuando se expusieron viriones inmovilizados a anticuerpos
anti-89VP1 y anticuerpos secundarios conjugados con oro, aproximadamente el 10% de las particulas de virus
aparecieron recubiertas con de una hasta cinco particulas de oro coloidal (figura 8B). No se encontr6 unién de oro a
los viriones en las preparaciones de control con la Ig preinmunitaria; estaban presentes pocas particulas de oro pero
no estaban asociadas con particulas de virus (figura 8B; panel derecho).

La inmunizacion de conejos con 14VP1 recombinante da mayores titulos de anticuerpo especifico de 14VP1 y
89VP1 que la inmunizacién con péptidos derivados de HRV14 acoplados a KLH

Se produjeron antisueros contra péptidos acoplados a KLH que se han descrito anteriormente como posibles
candidatos de vacuna. Los antisueros anti-péptido contenian titulos altos de anticuerpos especificos de péptido
(PVP1A:10%; PVP1B:10% PVP3A:10). Sin embargo, en comparacion con antisueros producidos contra 14VP1
recombinante, reaccionaron solo débilmente con la proteina 14VP1 y mostraron reactividad cruzada débil con 89VP1
(figura 9). Lo mas notablemente, el antisuero producido contra 14VP1 recombinante mostré6 una reactividad
comparable con 14VP1 y 89VP1. El antisuero contra la proteina VP1 reaccioné con ambas proteinas virales al
menos diez veces mas fuerte que los antisueros de péptido (figura 9).

Anticuerpos especificos de 14VP1 inhiben la infeccion por HRV de células HelLa mejor que los anticuerpos
especificos de péptido

A continuacion, se investigod si anticuerpos IgG de conejo producidos contra la proteina 14VP1 recombinante pueden
inhibir la infeccion por HRV de células Hela. Los resultados de un conjunto de experimentos de proteccion celular
realizados con HRV14 se muestran en la figura 10. La presencia de anticuerpos 14VP1 evit6 la muerte celular al
exponerse a HRV14 a 100 TCIDsp hasta una dilucién 1:32 del antisuero.

Ademas, se analizé la capacidad de anticuerpos producidos contra 14VP1 completa con anticuerpos producidos
contra péptidos derivados de 14VP1 para la proteccién de las células frente a infeccion viral. Se incubaron diluciones
en serie (sin diluir o diluidas 1:2-1:32) de antisueros anti-14VP1, - PVP1A, -PVP1B o -PVP3A junto con HRV14 y se
afiadieron a células HelLa. La capacidad para inhibir la infecciéon celular de los tres antisueros anti-péptido fue
comparable entre si. Se observé una clara reduccion de CPE a una dilucion de 1:8 con anti-PVP1A y anti-PVPIB y a
una dilucién de 1:4 con anti-PVP3A. Se obtuvo un grado similar de inhibicion de infeccion (es decir, CPE parcial) con
el antisuero anti-14VP1 hasta una diluciéon de 1:32. Esto sugiere que el ultimo antisuero era aproximadamente 8
veces mas potente en la inhibicion de infecciones virales (tabla 1).

Tabla 1. Inhibicion de infeccién por HRV14 con antisueros producidos contra péptidos derivados de 14VP1y HRV14

sin diluir | 1:2 1:4 |18 1:16 | 1:32 1:64
o 14VP1 | +++ +++ | ++ ++ + + -
o PVP1A | +++ +++ | + + +/- +/- -
o PVP1B | +++ +++ | + + +/- +/- -
o PVP3A | +++ +++ + +/- +/- +/- -

En la tabla 1 se muestra la neutralizaciéon de infeccion mediante anticuerpos producidos contra péptidos derivados
de 14VP1 y HRV14. Se preincubé una dilucion de anticuerpos anti-14VP1, anti-PVPIA, anti-PVPIB o anti-PVP3A (sin
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diluir o diluidos 1:2-1:32) con 100 TCIDsg HRV14 y se afnadié a células HelLa. Las neutralizaciones de virus y los
efectos citopaticos (CPE) observados se indican: +++: neutralizaciéon completa; ++: CPE minimos; +: CPE parciales;
+/-: CPE casi completos; - CPE completos.

Anticuerpos producidos contra proteinas VP1 recombinantes muestran proteccioén cruzada contra cepas de HRV
poco relacionadas entre si.

La figura 11A muestra la relacion evolutiva de los tipos de rinovirus usados para los experimentos de proteccion
cruzada. Se seleccionaron para pertenecer a diferentes especies y diferentes grupos de receptor: HRV37 y 89 son el
género A de grupo principal, HRV3, 14 y 72 son el género B de grupo principal, HRV1A, 18 y 54 son tipos K (es
decir, HRV de grupo principal que poseen una lisina en el bucle HI de VP1) y HRV29 y 44 son el género A de grupo
minoritario. Ambos, los anticuerpos anti-89VP1 y anti-14VP1 inhibieron la infeccion de células HelLa por la mitad de
los serotipos de HRV de manera dependiente de la concentracion independiente de su relacion evolutiva (figura
11B). De manera interesante, anticuerpos anti-14VP1 inhibieron la infeccion por HRV89 mas fuertemente que los
anticuerpos anti-89VP1 mientras que los anticuerpos anti-89VP1 soélo inhibieron débilmente la infeccion por HRV14
(figura 11B). De manera notable, ambos antisueros mostraron una amplia reaccién cruzada con HRV escasamente
relacionados (comparar con la figura 11A).

Conclusiones:

Una vacuna que protege contra infecciones por rinovirus puede ser util para reducir exacerbaciones de asma
inducidas por rinovirus. Se investigd la proteina de la capside VP1 derivada de HRV como posible antigeno de
vacuna por varios motivos. El trabajo de Rossmann ef al., que elucida la estructura cristalina de HRV14, demuestra
que VP1 esta implicada criticamente en la union de HRV a su receptor en células epiteliales humanas. Se encontré
que cinco copias de VP1 forman una depresion, denominada cafién y que el receptor de ICAM-1 se une en la parte
central de este cafion. Ademas, estudios de mutaciones espontaneas en la cubierta viral condujeron a la
identificacion de cuatro sitios inmunogénicos neutralizantes (NIm) sobre la superficie de HRV14. Investigaciones
adicionales revelaron que anticuerpos que se dirigieron a dos de los cuatro sitios antigénicos que se sitdan en la
proteina VP1 bloguearon la unién celular.

Las proteinas VP1 completas de HRV89 y HRV14, que pertenecen a las especies filogenéticamente distantes HRV-
Ay HRV-B, respectivamente, se expresaron en E. coliy se purificaron después. Usando el programa ClustalW para
alineacioén (http://www.ebi.ac.uk/clustalw) so6lo pudo encontrarse el 45% de identidad de nucledtidos y el 41% de
identidad de aminoacidos entre 89VP1 y 14VP1. Se purificaron 14VP1 y 89VP1 recombinantes por medio de una
etiqueta His C-terminal mediante cromatografia de afinidad de niquel en un procedimiento de una Unica etapa. La
inmunizacion de ratones y conejos con 14VP1 recombinante asi como proteinas 89VP1 condujo al desarrollo de
respuestas de anticuerpo especificas de VP1 que reconocen VP1 natural del virus e incluso virus intacto tal como se
demuestra mediante microscopia electrénica con oro inmunitario.

Las respuestas de anticuerpo obtenidas con las proteinas VP1 se compararon con las inducidas por péptidos
derivados de VP1 y VP3 de HRV14 que se habian descrito anteriormente como candidatos de vacuna y con las
obtenidas con un péptido PVP1B ubicado en el extremo C-terminal de la proteina VP1, siendo parte del sitio de
unién de ICAM-1 en HRV14. Se encontré que los antisueros de VP1 anti-HRV14 reaccionaron mucho mas fuerte
con VP1 que los antisueros anti-péptido y presentaron un mayor titulo de neutralizaciéon. La mayor capacidad de
neutralizacion de los anticuerpos producidos contra las proteinas completas se debe probablemente al hecho de que
el antisuero producido contra la proteina completa reconoce varios epitopos diferentes en la proteina VP1 y, por
tanto, puede presente una mayor avidez que los anticuerpos especificos de péptido.

Existe un grado relativamente bajo de identidad de secuencia del 45% en el nivel de nucleétido y del 41% en el nivel
de aminoacido entre 89VP1 y 14VP1. Sin embargo, se encontré que anticuerpos producidos contra las proteinas
VP1 recombinantes de cada de una de estas cepas inhibieron la infecciéon de células HelLa cultivadas por una
variedad de diferentes cepas de rinovirus que pertenecen al grupo principal y minoritario. El tltimo hallazgo puede
ser importante porque indica que puede ser posible generar por ingenieria genética una vacuna de amplia proteccion
cruzada y eficaz contra HRV combinando proteinas VP1 de unas pocas cepas de rinovirus. La eficacia de una
vacuna de este tipo también puede mejorarse mediante la adicién de otras proteinas de la capside tales como VP2,
VP3 y/o VP4. La ultima ha recibido atencion recientemente puesto que también tiene proteccion cruzada inducida.

Las principales ventajas de una vacuna basada en proteinas de la capside de rinovirus recombinantes son que los
antigenos de la vacuna pueden producirse facilmente en condiciones controladas mediante expresiéon recombinante
a gran escala en huéspedes foraneos, tales como E. coli a costes razonables. Una vacuna contra HRV de amplia
proteccion cruzada puede ser especialmente Util para la vacunacién de pacientes que padecen ataques de asma
inducidos por rinovirus y puede, por tanto, reducir exacerbaciones de asma.

Ejemplo 5: Construccién de vectores que contienen los ADNc de VP1, VP2, VP3 y VP4 de HRV89

Se optimizaron los codones de los ADNc que codifican para VP1, VP2, VP3 y VP4 de HRV89 para Escherichia coli 'y
se sintetizaron de manera sintética con la adicién de seis residuos de histidina en el extremo 3’. Los genes
completos se insertaron en el fragmento Ndel/Xhol de sitios de clonacidon multiples de pET-27b (ATG Biosynthetics,
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Alemania). Los constructos resultantes se denominan vectores p89VP1, p89VP2, p89VP3 y p89VP4 y productos
génicos VP1, VP2, VP3 y VP4. Las secuencias de ADN de VP1, VP2, VP3 y VP4 se confirmaron mediante
secuenciacion de nucledtidos y digestion doble y se muestran en la figura 11.

Ejemplo 6: Expresion y purificacion de VP1, VP2, VP3 y VP4 recombinantes

Con el fin de lograr la expresion de proteinas de la capside recombinantes, se transformaron las cepas Escherichia
coli BL21 (DE3) con p89VP1, p89VP2, p89VP3 o p89VP4, respectivamente, y se sembraron en placas LB que
contenian kanamicina 100 pug/ml. Se us6 una unica colonia para inocular 250 ml de medio LB que contenia
kanamicina 100 mg/l. Se hizo crecer este cultivo hasta una densidad o6ptica (600 nm) de 0,6 y se indujo la expresion
de proteinas afiadiendo IPTG hasta una concentracion final de 1 mM. Se recogieron las células mediante
centrifugacion a 3500 rpm a 40C durante 10 min. Se realiz6 purificacion con el protocolo Qiagen usando Ni-NTA. Se
resuspendid el sedimento celular en condiciones desnaturalizantes en 10 ml de clorhidrato de guanidina 6 M durante
4 horas. Tras la centrifugacion (20 min, 18 000 rpm) se incub6 el sobrenadante con 2 ml de Ni-NTA durante 2 horas
adicionales. Entonces se cargo la suspension en una columna, se lavo dos veces con 10 ml de tampén de lavado
(urea 8 M, NaH2PO4 100 mM, Tris-HCI 10 mM pH 6,1) y después se eluyé con 12 ml de tampdn de elucion (urea 8
M, NaH>PO4 100 mM, Tris-HCI 10 mM pH 3,5. Se logro renaturalizacion tras la dialisis con molaridad decreciente de
urea.

Se analizaron la pureza y el tamafio de las proteinas recombinantes mediante SDS-PAGE tal como se muestra en la
figura 12. Las bandas de proteina se correlacionaron con los tamafos de proteina calculados de 33,6 kDa para VP1,
30,8 kDa para VP2, 27,8 kDa para VP3 y 8,3 kDa para VP4. Los tamafios de proteina también se confirmaron
mediante analisis MALDI-TOF.

Ejemplo 7: Clonacioén de constructos que expresan proteinas de fusion de epitopos MBP-VP1

Se us6 el ADNc que codificaba para VP1 como molde para la amplificacién de epitopos derivados de VP1 mediante
PCR (tabla I). Se usaron los sitios de restriccion EcoRI y BamHI (subrayados en la tabla 1) del vector pMalc4X para
la insercion de productos de PCR aguas abajo del gen malE de E. coli, que codifica para proteina de union a
maltosa (MBP), dando como resultado la expresion de proteinas de fusién de MBP (New England BiolLabs). Se
confirmo la insercion de ADNc para epitopos derivados de VP1 mediante secuenciacién de nucledtidos y los
productos génicos se denominan Ep_1, Ep_2 y Ep_3 (figura 14A).

Tabla I. Cebadores usados para la clonacion de fragmentos de PCR (5" a 3’).

Cebadores SEQ ID No.

Ep_1 directo CG GAATTC ATG AAC CCA GTT GAA AAT TAT |1
ATA GAT

Ep_tlinverso | CG GGATCC TTA TTT GAA TCC TTT ACC AAT |2
TTT ATC

Ep_2directo | CG GAATTC ACA TGG AAG GTT AGT CTT CAA |3
GAA ATG

Ep_2inverso | CG GGATCC TTA ATA AAA CAT GTA ATA GGC | 4
TGA TGC

Ep_3directo | CG GAATTC GAT GGT TAT GAT GGT GAT AGT |5
GCA GCA TC

Ep_3inverso | CG GGATCC TTA GAC GTT TGT AAC GGT AAA |6
AAC ATC AG

Secuencias de aminoacidos del epitopo N-terminal (epitopo 1):

Ep 1aMNPVENYIDSVLNEVLVVPNIQPSTSVSSHAA
Ep_ 1b: PALDAAETGHTSSVQPEDMIETRYVITDQTRDET
Ep 1ccSIESFLGRSGCIAMIEFNTSSDKTEHDKIGKGFK
Ejemplo 8: Expresion y purificacion de proteinas de fusién de MBP

Se expresaron proteinas de fusion recombinantes (Ep_1, Ep_2, Ep_3) en la cepa de E. coli BL21 (DE3) tal como se
describié en el ejemplo 6. Se realiz6 la purificacion usando la afinidad de MBP por maltosa. Se solubilizo la fraccion
del cuerpo de inclusion con urea 8 M, NaH,PO4 100 mM, Tris-HCI 10 mM y se dializé contra el tampon de columna
(Tris 20 mM, NaCl 200 mM, EDTA 1 mM pH=7,4). Se cargd el lisado transparente en una columna de afinidad de
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resina amilosa equilibrada, se lavé dos veces con 60 ml de tampdn de columna y se eluyd con 20 ml de tampdn de
columna que contenia maltosa 10 mM.

Se confirmd la identidad de las proteinas de fusion mediante analisis de inmunotransferencia de tipo Western
usando antisuero de conejo anti-VP1.

Ejemplo 9: Deteccion de anticuerpos especificos de VP1, VP2, VP3 y VP4 en sangre de pacientes con resultados de
prueba de PCR especifica de HRV positivos

Para investigar la aparicion de anticuerpos especificos de VP1, VP2, VP3 y VP4 en sangre humana, se realizd
ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA). Se recubrieron placas para ELISA (Nunc) con 5 ug/ml de
proteinas de la capside derivadas de rinovirus recombinantes (VP1, VP2, VP3, VP4) y se us6 albumina sérica
humana (HSA) como control. Se diluy6 la sangre completa de 57 pacientes positivos para HRV 1:50. Se detectaron
IgA, IgM, 1gG+ e IgG2 humanas unidas (BD Pharmingen) 1:1000 con anticuerpos de oveja anti-raton acoplados a
peroxidasa (Amersham Bioscience) 1:2000. Se presenta el valor éptico (DO 405 nm) en el eje y y corresponde al
nivel de anticuerpos especificos de VP1, VP2, VP3 y VP4 en sangre humana (figura 13). Se encontraron buenas
especificidades interesantes de respuestas inmunitarias especificas del isotipo y la subclase en pacientes positivos
para HRV. De las cuatro proteinas virales de la capside, VP1 y VP2 se reconocieron predominantemente por IgG e
IgA, mientras que VP3 y VP4 reaccionaron principalmente con IgM. Estos resultados muestran que los pacientes
infectados por HRV reconocen diferentes proteinas derivadas de rinovirus (VP1, VP2, VP3 y VP4) preferiblemente
mediante anticuerpos I1gG1 y IgA y que aquellas proteinas pueden usarse para el diagnéstico y la monitorizacion de
infecciones por rinovirus en general y en particular para la identificacion de pacientes que padecen exacerbaciones
de enfermedades respiratorias inducidas por rinovirus.

Ejemplo 10: Reactividad de IgG de cobaya anti-HRV frente a epitopos derivados de VP1, VP2, VP3 y VP1

Con el fin de evaluar si las proteinas de la capside recombinantes de HRV89 y epitopos derivados de VP1
reaccionan de manera cruzada con una variedad de diferentes cepas de rinovirus, se recubrieron placas para ELISA
con 5 ug/ml de cada antigeno. Se diluyeron sueros de cobaya producidos contra veintisiete cepas de rinovirus, que
pertenecian a diferentes especies y diferentes grupos de receptor, 1:1000. Se detectaron IgG especificas de
antigeno con anticuerpos de cabra acoplados a peroxidasa anti-cobaya diluidos 1:2000 (Jackson ImmunoResearch).
Se midieron las DO correspondientes a anticuerpos unidos a 405 nm y 490 nm en un lector de ELISA. Se usaron
suero anti-HRV89 y suero anti-cobaya como controles (Sigma) (figura 15).

Pudo detectarse un alto titulo de IgG anti-VP1 en sueros producidos contra casi la mitad de las cepas sometidas a
pruebas y se encontré un titulo de IgG anti-Ep_1 potenciado en sueros con un alto nivel de anticuerpo anti-VP1.
Estos hallazgos tienen implicaciones importantes para el diagnostico de infecciones por HRV, especialmente en el
contexto de enfermedades de las vias aéreas, porque muestran que VP1 y sus epitopos ubicados en su mayoria
dentro del extremo N-terminal de toda la proteina se reconocen no sélo por sueros anti-cobaya producidos contra el
grupo principal sino por sueros producidos contra rinovirus del grupo minoritario.

Ejemplo 11: Comparacién de respuestas de anticuerpo especificas de HRV con diversos datos clinicos de los
pacientes

Con el fin de investigar si es posible encontrar una correlacion entre respuestas de anticuerpo especificas de VP1,
VP2, VP3 y VP4 y diferentes manifestaciones clinicas, se usé un analisis de Unica variante usando la prueba de
“Mann-Whitney” (valores de p < 0,05 se consideraron positivos). Se consideraron los siguientes datos clinicos:

* Fiebre

+ Convulsiones

* Sexo

* Laringitis aguda

* PCR de HRV y PCR de virus de la gripe
* Tiempo de gestacion

* Rinitis

* Tos

* Exposicion al humo

« Sibilancia

* Pitidos

25



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2 693 684 T3

+ Administracion de broncodilatadores

* Asma

* Bronquiolitis

Se encontré una conexion estadistica significativa entre:

* IgM especifica de VP1 y convulsiones

* IgG1 especifica de VP4 vy laringitis aguda

* IgA especifica de VP1, VP2, VP3 y VP4 y PCR de doble de HRV/virus de la gripe positiva
* IgG1 especifica de VP3 y VP4, IgM especifica de VP3 y bronquiolitis

* IgG1 especifica de VP4 e IgA especifica de VP1y VP2 y asma

* 1IgG2 especifica de VP1 e IgA especifica de VP3 y VP4 y exposicion al humo

A continuacién, se realizé un analisis de multiples variantes. Basicamente, en esta prueba, se agruparon datos
clinicos con diversos modos y se compararon entonces con los valores de anticuerpo como en las pruebas de Unica
variante. Los uUnicos 2 grupos que dieron una hipoétesis correcta (p < 0,05) fueron los siguientes:

Grupo 1:

Asma/bronquiolitis/convulsion/laringitis aguda

Grupo 2:

Asma, bronquiolitis, PCR positiva viral, convulsién, laringitis aguda

El grupo 2 produjo diversos resultados estadisticos significativos. Estos se vieron afectados principalmente por la
presencia del factor de infeccion viral doble que parecia ser muy importante en la totalidad de los analisis de Unica y
multiples variantes. Para IgM especifica de VP2, hubo una conexién entre la infeccion viral doble y la convulsion,
mientras que para IgA especifica de VP1, se encontrd una relacion entre la infeccion viral doble y el asma.

Ademas, se encontré que los niveles de anticuerpos podian usarse como marcador bioldgico para la doble infeccion
viral por HRV/virus de la gripe. La figura 20 muestra la curva ROC para los valores de Ig en pacientes con infeccion
doble. No sélo hay una significancia estadistica en la hipotesis (valores de |g como marcador biolégico) sino también
la posibilidad de establecer valores umbral para IgA especifica de VP1, VP2, VP3 y VP4.

Basandose en estos resultados, se supone que sera posible desarrollar pruebas serolégicas para el diagnostico de
infecciones por rinovirus y su asociacion con enfermedades respiratorias.

Ejemplo 12: Mapeo de los determinantes antigénicos de la principal proteina de la capside VP1

Se ha encontrado que VP1 recombinante de HRV89 es la proteina de superficie mas importante inmunolégicamente
en muestras de sangre humana (figura 13). Por tanto, se amplificaron tres fragmentos derivados de VP1 mediante
PCR usando ADNc que codificaba para VP1 como molde y se fusionaron al extremo C-terminal de la proteina de
union a maltosa (MBP). Las proteinas de fusion de MBP que contenian fragmentos derivados de VP1,
comprendiendo cada una aproximadamente 100 aminoacidos (figura 14A), se expresaron en E. coli. Se purificaron
las proteinas de fusién mediante cromatografia de afinidad y se analizaron mediante SDS-PAGE. Se confirmé la
integridad de las proteinas de fusion mediante inmunotransferencia con antisuero de conejo anti-MBP y anti-VP1
(datos no mostrados). Se usaron las proteinas de fusion de MBP purificadas para evaluar si pueden encontrarse
anticuerpos especificos de epitopos en sangre humana y qué subclases de anticuerpo pueden identificarse. Tal
como se muestra en la figura 14B, los principales epitopos de IgG: se ubicaron en el fragmento de VP1
recombinante N-terminal que comprende los 100 primeros aminoacidos de toda la proteina. Se detectd reactividad
potenciada para IgA, mientras que no se encontré reactividad para IgM, 1gG,, 1IgG3 e 1gG. (figura 14B). Para analizar
adicionalmente la especificidad de epitopo, se sintetizaron diferentes péptidos derivados del extremo N-terminal de
VP1, comprendiendo cada uno aproximadamente 30 (figura 19A) o 20 (figura 19B) aminoacidos. Entonces se usaron
los péptidos para investigar la aparicion de respuestas de anticuerpo en pacientes infectados por HRV. En ambos
experimentos, los principales epitopos de IgG+ se ubicaron dentro de los 32 (figura 19A) o incluso 15 (figura 19B)
primeros aminoacidos de la proteina VP1.

Las secuencias de aminoacidos a las que se hace referencia en este ejemplo y en la figura 19 son las siguientes

Residuos de aminoacido 1 a 100 de VP1 de HRV89 (denominados P 1)
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MNPVENYIDSVLNEVLVVPNIQPSTSVSSHAA
PALDAAETGHTSSVQPEDMIETRYVITDOQTRD
ETSIESFLGRSGCIAMIEFNTSSDKTEHRDE KTIG®G
K G F K

Péptidos derivados de P 1 de VP1 de 89HRV:

1.P1A, 32 aa

NPVENYIDSVLNEVLVVPNIQPSTSVSSHAA

2.P1B, 34 aa
PALDAAETGHTSSVQPEDMIETRYVITDOQTRD
E T

3.P1C, 34 aa

SITESFLGRSGCIAMIEFNTSSDKTEHDE KTIGEKSGEG
FK

Péptidos derivados de P1A de VP1 de 89HRV
1.P1a
NPVENYIDSVLNEVLVVPNIQ
2.P1b
VVPNIQPSTSVSSHAAPALD
3. P1c
APALDAAETGHTSSVQPEDM
4. P1d
QPEDMIETRYVITDQTRDET
5. P1e
TRDETSIESFLGRSGCIAMI
6. P1f
CIAMIEFNTSSDKTEHDKIG
7.P1g
HDKIGKGFKTWKISLQEMAQ

Ejemplo 13: Anticuerpos producidos contra proteinas de la capside recombinantes inhiben la infeccion por HRV de
células HelLa

Se investigo si los anticuerpos IgG de conejo producidos contra proteinas de la capside VP1, VP2, VP3 y VP4
recombinantes pueden inhibir la infeccion por HRV de células HelLa. Se muestran los resultados de un conjunto de
experimentos en la figura 19. Se incubaron diluciones en serie (1:2 a 1:128) de anti-VP1, anti-VP2, anti-VP3, anti-
VP4 junto con HRV89 a 10 TCIDsp, 100 TCIDso y 1000 TCIDsp y se afiadieron a las células HelLa. Los cuatro
antisueros mostraron la capacidad para inhibir la infeccion celular al exponerse a HRV89 a 10 TCIDsp. Cuando se
usaron mayores cantidades de virus, se obtuvo una reduccion significativa de CPE con anti-VP1, anti-VP2 y anti-
VP4.

Esto sugiere que no solo los anticuerpos producidos contra VP1, sino también contra VP2 y VP4, pueden proteger a
las células HelLa de infeccion por HRV (figura 20). Por tanto, puede suponerse que una vacuna que consiste en una
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mezcla de diferentes proteinas de la capside recombinantes puede mostrar una reaccion cruzada mas extensa con
otras cepas de HRV.

Ejemplo 14: Reactividad de anticuerpos de conejo anti-89VP1 y anti-14VP1 con 14VP1, 89VP1 y tres fragmentos de
89VP1 recombinantes.

Con el fin de confirmar la especificidad de los antisueros de conejo anti-HRV14VP1 y anti-HRV89VP1, se realizé un
experimento de ELISA usando proteinas VP1 purificadas recombinantes de HRV14 y 89 asi como tres fragmentos
recombinantes de VP1 derivada de HRV89. Se ha encontrado que los anticuerpos anti-HRV14VP1 reaccionaron de
manera cruzada con VP1 y tres fragmentos de VP1 que abarcaban los aa 1-100 (véase el ejemplo 12), aa 101-200 y
aa 201-293 tenian sin embargo un titulo mucho menor que los anticuerpos anti-HRV89VP1. En este contexto, cabe
destacar que los antisueros anti-VP1 obtenidos mediante inmunizaciéon con VP1 de HRV14 y HRV89 reaccionaron
de manera diferencial con estos fragmentos de 89VP1 recombinantes. Por tanto, parece que este ultimo antisuero
contiene IgG que reaccionan con muchos mas epitopos que el antisuero producido contra 14VP1. Ademas, confirma
el supuesto de que usando fragmentos derivados de VP1 es posible detectar anticuerpos dirigidos contra especies
de rinovirus poco relacionadas entre si.
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REIVINDICACIONES

Método para diagnosticar in vitro una infeccién por rinovirus provocada por cepas de rinovirus que muestran
reactividad cruzada con la cepa de rinovirus 89 6 14 en un mamifero que comprende las etapas de:

- proporcionar un anticuerpo que comprende una muestra de un mamifero,

- poner en contacto dicha muestra con al menos un péptido que consiste en un minimo de 8 y un maximo
de 50 residuos de aminoacido que comprenden los residuos de aminoacido 1 a 8 de una proteina de la
capside de rinovirus VP1 de la cepa de rinovirus 89 o cepa de rinovirus 14,

- diagnosticar una infeccion por rinovirus cuando se detecta la unién de anticuerpos a dicho al menos un
péptido.

Método segun la reivindicacion 1, caracterizado porque la muestra es una muestra de sangre,
preferiblemente suero o plasma, una muestra de esputo, muestra de fluido de lavado neural o muestra de
lagrima.

Método segun la reivindicacion 1 6 2, caracterizado porque el rinovirus es la cepa de rinovirus 89.

Método segun la reivindicacién 3, caracterizado porque los residuos de aminoacido 1 a 8 de la proteina de
la capside de rinovirus tienen la secuencia de aminoacidos NPVENYID.

Método segun las reivindicaciones 3 6 4, caracterizado porque el al menos un péptido se selecciona del
grupo que consiste en NPVENYIDSVLNEVLVVPNIQPSTSVSSHAA y NPVENYIDSVLNEVLVVPNIQ.
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Fig. 3
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Fig. 5
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Fig. 7A
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Fig. 8B

a 89VP1 pre IgG

34



ES 2 693 684 T3

DO

Fig. 9
HRV 14
‘ 14VPA1 PVP1iA PVP1B PVP3A
2,0 1 LT ;
i H
o9 “. | ] é
00 Jﬁﬁj O s b !
v 3 4 5 -6 -3 -4 5 -6 3 -4 -5 -6 -3 -4 -5 -8
Dilucién de suero {tog) Dilucién de suero(iog) Dilucién de suero(iog) Dilucién de suero{iog)
oo 14VRPL . PVP1A . PVPIB ___PVP3A
1,5 ] ‘
1,0 ‘ 1 g
0,3 M- - 1 |
0,0 .:g__ J e .Iﬁ.m .ﬁ_‘{_ﬁ}
3 -4 -5 - -3 4 5 6 3 -4 -5 6 3 -4 5 -
Dilucién de suero(log) Dilucién de suero(log) Dilucién de suero(log) Dilucién de suero(log)
Fig. 10

HRV14
1 1:2 1:4 1:8 1:16 1:32

a14VP1¥

pre-IS

Control de virus

i 100 TCIDy,

35

14VP1

89VP1



ES 2 693 684 T3

Fig. 11A
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Fig. 11B
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Fig. 15
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Fig. 20B
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Fig. 21
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