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Se describen péptidos sintéticos contra parvovirus auténomos capaces de inducir anticuerpos neutralizantes contra dichos virus. Estos
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PEPTIDOS Y VACUNAS SINTETICOS CONTRA PARVOVIRUS

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencién se refiere a péptidos virales,
sintetizados guimicamente, relacionados con el antigeno
mayoritario (VP2) de 1la cdédpsida de 1los Parvovirus
auténomos y a ensayos y a vacunas que utilizan dichos
péptidos. A modo de ejemplo, dichos péptidos pueden
inducir anticuerpos neutralizantes contra Parvovirus
canino (CPV), el virus de la enteritis de los visones
(MEV) y el Parvovirus porcino (PPV), por lo que pueden ser
formulados en vacunas y conferir proteccién total en
perros, visones y cerdos frente a CPV, MEV y PPV
respectivamente.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Los parvovirus forman una familia viral que posee ciertos
rasgos comunes (Cotmore et al., Adv. Virus Res. 33:91-174
(1987)). Son los virus DNA mds pequefios que se conocen. Su
genoma estd formado por una molécula de DNA lineal de unas
5.0 kb de 1longitud encerrado dentro de una cépsida
proteica, de simetria icosaédrica y de unos 25 nm,
aproximadamente, de tamafo. En el genoma viral se detectan
dos grandes fases de lectura abierta. La fase de 1la
izquierda codifica para las proteinas no estructurales
implicadas en la replicacién viral, mientras que la fase
de la derecha codifica para las proteinas estructurales
que forman la cdpsida viral, la cual estd constituida por
las proteinas VP1l, VP2 y VP3. El1 mRNA de ambas fases de
lectura es poliadenilado y 3’-coterminal. En la cdapsida
viral existen 60 copias de VP2 por, aproximadamente, 10
copias de VPl (Wobble et al., Biochemistry 23, 6565-6569,
1984), que ©pueden estar dispuestas como homo- y
heterodimeros (Paradiso, J. Virol. 46, 94-102, 1983). La
VP2 es la proteina que contiene todos los determinantes
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antigénicos implicados en la neutralizacién del virus
(Lépez de Turiso et al., J. Gen. Virol., 72, 2445-2456
(1991); Langeveld et al., J. Virol., Vol. 67, No. 2, 765-
772 (1993); Lépez de Turiso et al., J. Virol., Vol. 66,
No. 5, 2748-2753 (1991)).

Los parvovirus auténomos son los responsables de un
elevado numero de enfermedades que afectan tanto a 1los
seres humanos como a animales de interés y que pueden
llegar a ser fatales debido a la tendencia de 1los
parvovirus auténomos a replicarse en células proliferantes
del cerebelo, tejido 1linfoide, epitelio intestinal o
tejidos fetales. Entre estos parvovirus auténomos se
encuentran el CPV, el MEV, el PPV, el parvovirus bovino
(BPV), el parvovirus de los gansos (GPV), el virus de la
panleucopenia felina (FPLV) y el parvovirus B19 que afecta
a los seres humanos.

A modo de ejemplo, en esta descripcién se particularizard
en los parvovirus auténomos CPV y PPV. A continuacién se
resumen algunas de las principales caracteristicas de
ambos parvovirus. ‘
* Parvovirus canino (CPV)

El CPV es, dentro del género de los parvovirus auténomos,
un miembro del subgrupo de los parvovirus felinos. Los
otros miembros de este subgrupo, muy similares entre si,
son el virus de la panleucopenia felina (FPLV) y el MEV.

"E1 CPV causa enteritis severa en perros de todas las

edades y miocarditis en cachorros de menos de 12 semanas
de edad. E1 CPV se aislé por primera vez en 1978
(Burtonboy, G. et al., Arch. Virol. 61:1-11 (1979); Appel
et al., Vet. Rec. 105. 156-179 (1979)) y se cree gque ha
surgido como una variante natural del FPLV o del MEV.

Estudios sobre 1las secuencias de proteina y de DNA vy
estudios serolégicos muestran wuna gran homologia
antigénica y genética entre CPV, FPLV, MEV y el Parvovirus
de mapache (Tratschin et al., J. Gen. Virol. 61:33-41
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(1982); Carlsson et al., J. Virol., 55, 574-582 (1985);
Parrish et al., Arch. Virol. 72, 267-278 (1982); Reed et
al., J. Virol. 62:266-276 (1988)). A pesar de esta
homologia presentan una exquisita especificidad del
huésped "in vivo", aunque "in vitro" todos los virus se
replican en células de rinén de gato (Appel et al., Vet.
Rec. 105, 156-179 (1979); Trastschin, et al., J. Gen.
Virol., 61:33-41 (1982)). La capsida de CPV contiene dos
proteinas cuyas secuencias de aminodcidos se solapan
ampliamente, VPl (82-84 KDa) y VP2 (67-70 KDa) (Paradiso
et al., J. Gen. Virol. 39, 800-807 (1982); Surleraux et
al., Arch. Virol. 82, 233-240 (1984); J. Gen. Virol. 62,
113-125 (1982)). En capsidas llenas (conteniendo DNA), la
VP2 se rompe preferencialmente por digestién proteolitica
en VP3 de 63~67 KDa (Paradiso et al., J. Gen. Virol. 39,
800~-807 (1982); Surleraux et al. Arch. Virol., 82, 233-240
(1984)), después del ensamblaje de la cdpsida (Paradiso,
J. Virol. 39, 800-807 (1981)). Actualmente se conoce la
estructura tridimensional de la capsida del CPV (Tsao et
al., Science 251: 1456-1464 (1991)).

Nuestro laboratorio ha investigado la inmunogenicidad de
diferentes fragmentos de las proteinas que componen la
cdpsida viral del CPV, y como consecuencia de ello, se han
descrito nuevas vacunas de origen recombinante basadas en
la proteina VP2 y en fragmentos de VP2 y VPl. Estos
hallazgos se resumen en 1las patentes espafiolas n°®
P9002074, relacionada con la expresioén de dichos productos

en sistemas bacterianos de E.coli; y n¢ P9100844,

relacionada con la expresién de VP2 en un sistema de
baculovirus recombinante.

Se han podido identificar 10 sitios antigénicos en 1la
secuencia de la VP2 asi como su localizacién espacial
sobre la superficie de la cdpsida (J. Langeveld et al., J.
Virol. 67.No.2 (1993)).

Se han descrito en CPV cuatro sitios potenciales de



WO 94/17098 PCT/ES94/00006

10

15

20

25

30

35

4

neutralizacién. Dos de dichos sitios fueron mapeados con
péptidos sintéticos, y de ellos, uno se encuentra en el
extremo N-terminal y el otro en las posiciones 147-163 de
la VP2 (Rimmelzwaan et al., J. Gen. Virol., 71:2741-2745
(1990)). Los otros dos sitios se mapearon sobre y
alrededor de un gran dominio protuberante en el eje
ternario de simetria de la cdpsida viral (Parrish et al.,
Virology 166:293-307).

El papel del extremo amino terminal de 1la VP2 en
parvovirus es objeto de especulacién. Este dominio es
importante porque (a) se ha observado neutralizacién viral
"in vitro" cuando se utiliza un anticuerpo monoclonal
especifico de ese sitio (Lépez de Turiso et al., J. Gen.
Virol. 72:2445-2456 (1991)), (b) es inmunogénico en varias
especies animales (Langeveld et al., J. Virol., Vol. 67,
No. 2, 765-772 (1993)) y (c) estd implicado en la unidn
del virus a la célula.

Las vacunas peptidicas descritas en esta memoria estén
dirigidas contra una parte de ese sitio. Gracias al
conocimiento de los sitios antigénicos en VP2 se disefd
una coleccién de péptidos sintéticos de posible interés en
la formulacién de vacunas. Péptidos sintéticos que
incluian aminodcidos del extremo amino terminal de VP2
indujeron consistentemente anticuerpos neutralizantes en
animales experimentales. Este dominio constituye, por
tanto, un candidato atractivo para su inclusién en una
vacuna de péptidos sintéticos.

Actualmente se dispone de vacunas convencionales a base de
virus vivo o inactivado y de vacunas recombinantes contra
CPV, pero no se dispone de vacunas sintéticas capaces de
inducir anticuerpos neutralizantes contra CPV y proteger
eficazmente a los perros de la infeccién causada por CPV.
Estas vacunas proporcionarian numerosas ventajas no sélo
econdmicas sino ademds operativas. Las vacunas basadas en
péptidos sintéticos son seguras, ya que se eliminan los
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riesgos derivados del manejo y difusién de los agentes
infecciosos inherentes a las vacunas convencionales,
faciles de producir, muy reproducibles y poseen dgran
estabilidad. En el caso de CPV, otra gran ventaja de una
vacuna sintética es su potencial para evitar los problemas
vacunales que se derivan de la inmunidad natural en
jévenes cachorros. Las vacunas convencionales contra CPV
no garantizan proteccién completa en cachorros menores de
10 semanas porque éstos poseen anticuerpos maternales que
eliminan la vacuna. Los datos conocidos hasta la fecha
indican gque entre la poblacién general de anticuerpos
anti-virus en animales infectados, los anticuerpos anti-
péptido no estdn presentes en grandes cantidades, si es
que hay. Si los anticuerpos inducidos por los péptidos
sintéticos no son predominantes "in vivo", 1la vacuna
peptidica permitiria la respuesta inmune en el neonato a
una edad més temprana que en las condiciones actuales.

Por consiguiente, un objeto de la presente invencién lo
constituyen nuevos péptidos, quimicamente sintetizados,
gue incluyan 1la totalidad o parte del extremo amino
terminal de la VP2 de CPV capaces de inducir anticuerpos
y sean neutralizantes contra CPV. :

Dada la estrecha homologia (superior al 98%) entre CPV,
MEV y FPLV, es muy probable que un agente capaz de inducir
proteccién en perros tenga el mismo efecto en otros
huéspedes, tales como gatos y visones. Este efecto, seréd
demostrado, a titulo de ejemplo, en visones. Por
consiguiente, estos nuevos péptidos pueden ser utilizados
en la obtencién de composiciones inmunogénicas y en la
formulacién de nuevas vacunas sintéticas capaces de
proteger perros, y alternativamente, visones y gatos de
las infecciones causadas por CPV, MEV y FPLV
respectivamente. Dichas composiciones inmunogénicas vy
vacunas constituyen un objeto adicional de esta invencién.
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% Parvovirus porcino (PPV)

El PPV causa fallos reproductivos en cerdas, ocasionando
muerte y momificacién fetal, abortos y otros transtornos
reproductivos de las cerdas prefiadas (Joo & Johnson,
Veterinary Bulletin 46, 653-660 (1976); Mengeling, J. Am.
Vet. Med. Assoc. 172, 1291-1294 (1978)). E1 PPV contiene
una molécula de DNA de cadena sencilla de aproximadamente
5000 nucledétidos (Mollitor et al., Virology 137, 241-254
(1984)). La secuencia completa del genoma de PPV ha sido
descrita por nuestro grupo (Ranz et al., J. Gen. Virol.
70, 2541-2553 (1989)). Se han descrito 4 proteinas
especificas de virus: 3 proteinas que forman la cépsida
(VP1, VP2 y VP3 de pesos moleculares 83000, 64000 y 60000
dalton, respectivamente) y una proteina no estructural
NS1l. De las tres proteinas estructurales, la VP2 de PPV,
al igual que la VP2 de CPV, es la proteina que contiene
todos los determinantes antigénicos implicados en 1la
neutralizacién del PPV.

Actualmente existen vacunas que protegen contra la
parvovirosis porcina basadas en los métodos tradicionales
de inactivacién con agentes quimicos y/o biisqueda de
mutantes atenuados para el virus. Sin embargo, todos los
intentos previos de produccién de nuevas vacunas
utilizando proteinas recombinantes producidas en
microorganismos procariéticos (v.g. E,coli) han resultado
fallidos.

Durante los dltimos afios, nuestro laboratorio ha traba‘jado
en la biologia molecular del PPV (A. Ranz et al., J. Gen.
Virol. 70, 2541-2553 (1989); J.I. Casal et al., Virology,
177, 764-767 (1990)). Estas publicaciones se relacionan
con el conocimiento de las secuencias del DNA viral que
codifican para la proteinas que forman la cdpsida del PPV.
Estas secuencias nos permitieron identificar el gen que
codificaba para la VP2 del PPV y su manipulacién e
insercién en vectores adecuados para su expresién en un
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sistema de baculovirus, tal como se describe en la patente
espafiola n® P9100845, relacionada con la expresién de VP2
de PPV en un sistema de baculovirus recombinante.
Utilizando técnicas similares a las utilizadas con CPV se
realizaron pruebas encaminadas a la determinacién vy
biusqueda de sitios antigénicos en PPV. Los resultados
obtenidos demostraron que, al igual que en CPV, el extremo
amino terminal de la VP2 de PPV es un sitio potencial de
neutralizacién.

Por tanto, aunque actualmente se dispone de vacunas
convencionales y recombinantes contra PPV, no se dispone
de una vacuna sintética capaz de proteger eficazmente a
los cerdos de 1la infeccidén causada por PPV. Seria
conveniente disponer de vacunas sintéticas que
incorporaran péptidos de pequefio tamafo capaces de inducir
anticuerpos neutralizantes, lo cual tendria ventajas no
s6lo econémicas sino ademds operativas.

Por consiguiente, un objeto adicional de esta invencién lo
constituyen nuevos péptidos sintéticos, procedentes del
extremo amino terminal de la VP2 de PPV, capaces de
inducir anticuerpos neutralizantes contra PPV que pueden
ser wutilizados en 1la obtencién de composiciones
inmunogénicas y en 1la formulacién de nuevas vacunas
sintéticas capaces de proteger cerdos de la infeccién
causada por PPV. Estos péptidos sintéticos estén basados
en las propiedades inmunogénicas del extremo amino de 1la
proteina mayoritaria VP2 de PPV. Las composiciones
inmunogénicas y vacunas que incorporan dichos péptidos
constituyen otro objeto adicional de esta invencién.
Andlogamente, debido a la similitud estructural existente
entre los extremos amino terminales de las proteinas VP2
de todos los parvovirus auténomos y a que en todos los
animales ensayados en esta invencién (conejos, cobayas,
perros, visones y cerdos) se han obtenido titulos
consistentemente buenos de anticuerpos neutralizantes, se
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puede deducir que péptidos sintéticos localizados en
posiciones similares, es decir, en el extremo amino
terminal de las proteinas VP2 correspondientes, podrian
utilizarse también para vacunar humanos contra el
Parvovirus B19, bévidos contra el Parvovirus bovino (BPV),
gansos contra el Parvovirus de los gansos (GPV) y, en
general, contra cualquier otro Parvovirus auténomo.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1: muestra los resultados obtenidos al determinar,
mediante un ELISA (Inmunoensayo enzimético)
especifico de virus, el titulo de anticuerpos
anti~CPV presentes en suero de perros
inmunizados con los péptidos de esta invencién
(perros 3029 ———y 3030 €)—- Yy en un perro
control (3025--49)

Figura 2: muestra los resultados obtenidos al determinar,
mediante un ELISA especifico de péptido el
titulo de anticuerpos anti-péptidos (1L15 vy
7L15) presentes en el suero de perros
inmunizados (3029 y 3030) y en el perro control
(3025) segin la siguiente clave

— 43 ~-- : titulo anti - 1L15 en suero del perro control

(3025)

—A—— : titulo anti - 1L15 en suero del perro
inmunizado (3029)

-3~~~ : titulo anti - 1L15 en suero del perro

inmunizado (3030)

—38—— : titulo anti - 7L15 en suero del perro control
(3025)

—4A— : titulo anti - 7L15 en suero del perro
inmunizado (3029)

—@®—— : titulo anti - 7L15 en suero del perro
inmunizado (3030)

Figura 3 : muestra los resultados obtenidos al determinar
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el titulo de anticuerpos neutralizantes contra
CPV en suero de perros control (3025{5}-) e
inmunizados con péptidos de esta invencidén (3029
—A—y 3030 -—<)-).

Figura 4 : muestra los resultados obtenidos al determinar
la presencia de CPV en heces de perros
inmunizados (3029-A—y 3030 {3 -) y en heces de
perro control (3025-—F}--) mediante un ELISA
especifico de antigeno viral.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La invencién proporciona nuevos péptidos utiles para la
elaboracién de vacunas sintéticas adecuadas para la
proteccién de animales contra infecciones causadas por
parvovirus auténomos, tales como CPV, MEV, FPLV y PPV. Las
nuevas vacunas contienen, al menos, un péptido sintetizado
quimicamente, procedente de la regién amino terminal de la
proteina VP2 de CPV o de la proteina VP2 de PPV. Por
regién amino terminal, en el sentido utilizado en esta
descripcién, debe entenderse la regidén que comprende, al
menos, los 25 primeros aminodcidos de la proteina VP2.

1. CPV

Mediante el andlisis PEPSCAN (Geysen H.M., et al, Proc.
Natl. Acad. Sci., USA, 81:3998-4002 (1984)) se ha podido
comprobar que existen 10 sitios antigénicos en la VP2 de
CPV (Langeveld et al, citado supra). Otros autores han
descrito otros sitios antigénicos (Rimmelzwaan et al., y
Parrish et al., (1988) citados supra). En base a todos los
sitios descritos se sintetizdé una coleccidén de péptidos
que cubrian dichos sitios. Al investigar la
inmunogenicidad de todos los péptidos sintetizados se
comprobé que sdélo aquellos péptidos procedentes de los 25
primeros aminodcidos del extremo amino terminal de la VP2
de CPV, conjugados a KLH [Keyhole Limpet Hemocyanine],
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eran capaces de inducir antisueros neutralizantes en
conejos. Dichos péptidos son capaces de proteger perros de
los efectos patdégenos de la infeccidn causada por CPV.
Los péptidos capaces de inducir anticuerpos neutralizantes
contra CPV, proporcionados por esta invencién, estdn
contenidos dentro de la Secuencia Identificada n® 1 (SEC.
ID. N® 1) [vedse el apartado relativo al Listado de
Secuencias].
Quedan incluidos dentro de esta invencién todos aquellos
péptidos comprendidos dentro de la SEC. ID. N® 1 o que
resulten de la sustitucién de unos aminodcidos de los
mostrados en la SEC. ID. N2 1 por otros funcionalmente
equivalentes o de la deleccidén o insercién de algunos de
dichos aminodcidos siempre y cuando los péptidos
resultantes sean capaces de inducir anticuerpos
neutralizantes contra CPV. Por razones prdacticas se
prefieren péptidos sintéticos de una longitud comprendida
entre 6 y 20 aminodcidos.
En general, los péptidos de la invencién deberén ser,
preferentemente, solubles para permitir su acoplamiento a
proteinas portadoras adecuadas que potencien su caracter
inmunogénico, tal como la proteina KLH o cualquier otra de
las habitualmente utilizadas en este campo.
Para la obtencién y seleccién de los péptidos sintéticos
de esta invencién se siguieron bdsicamente las siguientes
etapas:
a) Sintesis quimica de los péptidos correspondientes a
las regiones mds inmunogénicas de la proteina VP2 de
CPV.
b) Acoplamiento de dichos péptidos a wuna proteina
portadora.
c) Seleccién de los péptidos que inducian en conejos una
respuesta de anticuerpos capaz de neutralizar al CPV.
d) Inmunizacidén de perros con los péptidos anteriormente
seleccionados y realizacién de una prueba de descarga
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con virus virulento para comprobar la proteccioén de

los perros frente a la infeccidn.

Estas etapas se describirdan posteriormente con mas
detalle. En una realizacién particular (Ejemplo 1), se
sintetizaron 21 pentadecapéptidos utilizando la quimica de
las Fmoc (Fields C. G. et al., Peptide Res., 4:95-101
(1991)) que consiste, brevemente, en:

(a) preparar una resina (Fase sélida) que incorpora
el aminodcido del extremo C-terminal con su extremo amino
protegido por un grupo protector adecuado tal como Fmoc
(9-fluorofenil-metil-oxi-carbonil) u otro similar (ter-
butoxicarbonil, benciloxicarbonil, p-toluensulfonil,
trifenilmetilo, u o-nitrofenilsulfenilo);

(b) incorporar sucesivamente y en el orden adecuado
los restantes aminodcidos con sus grupos amino debidamente
protegidos;

(c) desproteger el péptido sintetizado y separarlo de
la resina mediante tratamiento adecuado; y

(d) purificar el péptido quimicamente sintetizado.
Los 21 péptidos sintetizados se acoplaron (Ejemplo 3), en
donde fue posible, a la proteina portadora KLH y se
utilizaron para inmunizar conejos (Ejemplo 4). Efectuada
la inmunizacién se comprobdé que los péptidos 1L15, 2L15,
3L15, 4L15, 5L15, 6L15, 7L15, 8L15 y 9L15 eran capaces de
inducir anticuerpos que neutralizaban a CPV.
Adicionalmente, se comprobd que perros vacunados con una
mezcla de los péptidos 1115 y 7L15 desarrollaban un alto
titulo de anticuerpos neutralizantes contra el virus y
guedaban protegidos frente a la infeccién posterior con
virus virulento (Ejemplo 5). En base a estos resultados se
puede afirmar que los péptidos proporcionados por esta
invencién pueden ser utilizados en la formulacién de
nuevas vacunas sintéticas al objeto de proteger animales
contra la infeccién causada por CPV. Asimismo, debido a la
similitud estructural y a la practica identidad de las
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secuencias de los 25 primeros aminodcidos de los extremos
amino terminales de las proteinas VP2 de CPV, MEV y FPLV,
se ha podido demostrar que péptidos comprendidos dentro de
la SEC. ID. N° 1 son capaces de inducir anticuerpos
neutralizantes contra MEV, por 1o que pueden ser
utilizados en 1la formulacién de vacunas capaces de
proteger visones de la infeccién causada por MEV.
Efectivamente, se ha comprobado que visones vacunados con
una mezcla de los péptidos 1L15 y 7L15 quedaban protegidos
frente a 1la infeccién posterior con virus virulento
(Ejemplo 6). Esta confirmacién experimental con MEV
permite suponer que los péptidos incluidos dentro de la
SEC. ID. N*® 1 pueden inducir proteccién en gatos frente al
FPLV debido a la homologia estructural entre CPV, MEV y
FPLV, todos ellos pertenecientes al mismo subgrupo.
Ademds, dada la homologia estructural existente entre
todos los parvovirus auténomos se supuso que empleando el
mismo procedimiento se podrian encontrar resultados
andlogos en otros parvovirus, tales como, PPV, BPV o0 el
parvovirus humano B19. A modo de ejemplo se realizé esta
demostracién en PPV.

2. PPV

Esta invencién también proporciona nuevos péptidos ttiles
para la elaboracién de vacunas sintéticas adecuadas para
la proteccién de cerdos contra la infeccién causada por
PPV. Estos péptidos, sintetizados quimicamente, proceden
de la regidén amino terminal de la proteina VP2 de PPV.

En primer lugar se investigé la inmunogenicidad de la VP2
de PPV utilizando una estrategia andloga a la sequida en
el caso de la VP2 de CPV. Se analizé la secuencia por
PEPSCAN y se siﬁtetizé una coleccién de péptidos situados
en las regiones antigénicas identificadas. Estos péptidos,
acoplados a KLH, se utilizaron para inmunizar conejos y se
pudo comprobar, nuevamente, que sélo aquellos péptidos
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comprendidos en la regién amino terminal eran capaces de
inducir anticuerpos neutralizantes contra PPV y proteger,
por tanto, a los cerdos de los efectos patégenos de la
infeccién causada por PPV. Estos péptidos sintéticos estan
incluidos dentro de la SEC.ID. N@° 2.
Quedan incluidos dentro de esta invencién todos aquellos
péptidos comprendidos dentro de la SEC. ID. N2 2 0 que
resulten de la sustitucién de unos aminodcidos de los
mostrados en la SEC.ID. N2 2 por otros funcionalmente
equivalentes o de la deleccién o insercién de algunos de
dichos aminodcidos siempre y cuando los péptidos
resultantes sean capaces de inducir anticuerpos
neutralizantes contra PPV. Por razones précticas se
prefieren péptidos sintéticos de una longitud comprendida
entre 6 y 20 aminodcidos.
En general, los péptidos de la invencidén deberan ser,
preferentemente, solubles para permitir su acoplamiento a
proteinas portadoras adecuadas gue potencien su caracter
inmunogénico, tal como la proteina KLH.
Para la obtencién y seleccién de los péptidos sintéticos
de esta invencién se siguieron bdsicamente las siguientes
etapas:
a) Sintesis quimica de los péptidos correspondientes a
las regiones mds inmunogénicas de la proteina VP2 de
PPV.
b) Acoplamiento de dichos péptidos a una proteina
portadora.
c) Seleccién de los péptidos que inducian en conejos una
respuesta de anticuerpos capaz de neutralizar al PPV.
d) Inmunizacién de cerdos con los péptidos anteriormente
seleccionados.
Estas etapas se describirdn posteriormente con mayor
detalle. En una realizacién particular (Ejemplo 2), se
sintetizaron 17 péptidos en fase sélida utilizando la
quimica de las Fmoc, tal como se ha mencionado previamente
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con relacién a los péptidos sintéticos de CPV. Los 17
péptidos sintetizados se acoplaron a la proteina portadora
KLH (Ejemplo 3) y se utilizaron para inmunizar conejos
(Ejemplo 7). Efectuada la inmunizacidén se comprobd que los
péptidos denominados 1L15, 5L16, 6L15, 8L15, 10L16 y 13L15
eran capaces de inducir anticuerpos que neutralizaban a
PPV (Tabla 5). En base a estos resultados se puede afirmar
que dichos péptidos pueden ser wutilizados en 1la
formulacién de nuevas vacunas sintéticas al objeto de
proteger animales contra la infeccién causada por PPV.

3. Composiciones inmunogénicas y vacupnas

A partir de los péptidos proporcionados por esta invencién
se pueden preparar composiciones inmunogénicas que
contienen a dichos péptidos en forma inmunogénica, por lo
que pueden utilizarse para formular vacunas capaces de
proteger perros, gatos y visones de la infeccién causada
por CPV, FPLV y MEV respectivamente (para lo que se
utilizardn péptidos comprendidos dentro de la SEC. ID. N¢
1) y para formular vacunas capaces de proteger cerdos de
la infeccidén causada por PPV (para lo que se utilizar&n
péptidos comprendidos dentro de la SEC. ID. N® 2). Dichas
composiciones inmunogénicas pueden prepararse mediante
acoplamiento de, al menos, uno de los péptidos de esta
invencién .a una proteina o estructura multimérica
portadora adecuada. En la solicitud de Patente PCT
publicada con el n® WO 90/11298 se indican varias
referencias relativas a métodos de acoplamiento y
proteinas portadoras susceptibles de ser utilizadas. En
una realizacién preferida de =esta invencién se
proporcionan composiciones que comprenden un conjugado
inmunogénico de una proteina (KLH) y un péptido de esta
invencién.

Alternativamente, estas composiciones pueden contener un
complejo inmunogénico obtenido por entrecruzamiento del
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péptido o una proteina recombinante inmunogénica que
contenga uno de los péptidos de esta invencién.

Esta invencién también proporciona vacunas que se
caracterizan porgue comprenden una de las composiciones
inmunogénicas antes citadas en combinacién con, al menos,
un adyuvante inmunolégico. Dichas vacunas pueden
prepararse suspendiendo, al menos, uno de los péptidos de
la invencién acoplado a wuna proteina o estructura
multimérica portadora adecuada, en un diluyente
inmunolégicamente aceptable mas un adyuvante.
Adicionalmente, una vacuna puede contener una mezcla de
los péptidos de esta invencién como agentes inmunégenos.
Como diluyente inmunolégicamente aceptable pueden
utilizarse soluciones salinas con tampén tris u otras
soluciones salinas similares. Como adyuvante pueden
utilizarse suspensiones de geles de alumina solas o
combinadas con otros adyuvantes habitualmente utilizados
en la formulacién de vacunas como QuilA u otros
relacionados y de potencia similar.

DESCRIPCION DETALLADA DE UN MODO DE REALIZACION DE 1A
INVENCION (EJEMPLOS)
DE_PEPTIDOS JNMUNOGENICOS

Basados en los datos sobre la localizacidén de epitopos B

en la cdpsida de CPV (Langeveld et al., citado supra), se
sintetizaron los 21 péptidos mostrados en la Tabla 1.
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TABLA 1V
CODIGO PEPTIDO SECUENCIA
-10L15 *GQVKRDNLAPMSDGA#
- 5L15 *DNLAPMSDGAVQPDG#
1L15 *MSDGAVQPDGGQPAV#
2L15 *SDGAVQPDGGQPAVR#
3L15 *DGAVQPDGGQPAVRN#
4L15 *GAVQPDGGQPAVRNE#
5L15 *AVQPDGGQPAVRNER#
6L15 *VQPDGGQPAVRNERA#
7L15 *QPDGGQPAVRNERAT#
8L15 *PDGGQPAVRNERATG #
9L15 *DGGQPAVRNERATGS#
11L15 *GQPAVRNERATGSGN#
16L15 *RNERATGSGNGSGGG#
91L15 *AVNGNMALDDIHAQI #
157L17 *NVVLKTVSEDATQPPTK#
172L15 *SLMVALDSNNTMPFT#
283L15 *RALGLPPFLNSLPQS#
296L15 *QSEGATNFGDIGVQQ#
498L15 *LFVKVAPNLTNEYDP#
549L15 *QOMSINVDNQFNYVP#
570L15 *KIVYEKSQLAPRKLY #

Tanto en la Tabla 1 como en la Tabla 2:

- cada letra de 1la secuencia representa un
aminodcido designado segin el cédigo de nomenclatura
de aminodcidos en una séla letra (Bioguimica
Estructural, P. Louisot, Ed. AC, 1® Edicién (1977),
pags. 372-373):

- en la parte izquierda de la secuencia se situda
el extremo amino terminal mientras que el extremo
carboxi terminal estd situado a la derecha de 1la
secuencia;
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- el cédigo del péptido refleja la posicién del

resto del extremo N-terminal en la secuencia de VP2

(antes de la L) y la longitud (L) del péptido,

expresada como numero de restos de aminodcidos

(detrds de la L);

%2 representa un resto de Cisteina con el grupo

amino acetilado; y
#: indica que el grupo carboxi del resto del
aminoacido terminal estd amidado.

Excepto el heptadecapéptido 157L17, la 1longitud de los
péptidos era de 15 residuos de aminoacidos, sin incluir la
cisteina N-terminal que se utilizé para el acoplamiento.
Dieciséis péptidos fueron lo bastante solubles como para
permitir su conjugacién a KLH, mientras gque otros 5
exhibieron s6lo una solubilidad limitada (menor del 10%).
La sintesis de estos péptidos se realizé mediante la
quimica de las Fmoc (Saxon Biochemical, Alemania), segun
el procedimiento general previamente mencionado, sobre
resinas Rink® (Saxon). La sintesis se realizé bien
manualmente en vasos de vidrio o en un sintetizador
Applied Biosyétems 430A. Las secuencias estdn acetiladas
en el extremo N-terminal y amidadas en el C-terminal.
Los péptidos se purificaron utilizando cromatografia
liquida de alta resolucién (HPLC). La calidad se analizé
en una columna Delta PakK 5‘P C18-100A (0.39 x 15 cm), con
un controlador de gradiente modelo 680 y un detector
"diode array" modelo 991. Se utilizé un gradiente de
acetonitrilo del 0 al 80% (1%/min) en agua y 4&cido
trifluoroacético (TFA) 0.1% a 30°C y un flujo de 1 ml/min.
Antes de acoplarlos a KLH, los péptidos se purificaron
sobre una columna C18 Bischoff Prap 2025 de 2 x 25 cm en
un equipo HPLC de Hewlett Packard, modelo 1082B y con una
lectura a 225 nm. Se utilizaron gradientes de metanol con
un incremento de metanol del 1% por min a un flujo de 10
ml/ min en agua y 0.1% (v/v) de dcido trifluoroacético
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(TFA). Dependiendo del péptido, 1las concentraciones
iniciales de metanol variaron entre el 0 y el 20%. El
andlisis de la composicién de aminodcidos, se realizé de

acuerdo a los procedimientos de Pico-tag (Waters).

Ejemplo 2 S QUIMICA DF PV Y CCION
DE _PEPTIDOS INMUNOGENICOS

Basados en los datos sobre la localizacién de epitopos B
en la cédpsida de PPV, se sintetizaron los 17 péptidos que
se muestran en la Tabla 2.

TABLA 2
Ccédigo Secuencia
-7L15 *NTNSNSMSENVEQHN#
1L15 *MSENVEQHNPINAGT#
5L16 *VEQHNPINAGTELSAT#
6L15 *EQHNPINAGTELSAT#
7L15 *QHNPINAGTELSATG#
8L15 *HNPINAGTELSATGN#
10L16 *PINAGTELSATGNESG#
13L15 *AGTELSATGNESGGG#
83L17 THVLNSESGSAGQMVQD#
225L15 *GQSQQITDSIQTGLH#
293L20 LTEPTTEGDQHPGTLPAANTC#
346L16 YSNGGPFLTPIVPTAD#
364L15 *YNDDEPNGAIRFTMG#
380L19 *QHGHLTTSSQELERYTFNP#
408L19 QQOFNQOAPLNLENTNNGTL#
427118 *LPSDPIGGKSNMHFMNTL#
294L11/87L8 TEPTTEGDQHPNSESGSAG#

Como puede apreciarse, de los 17 péptidos sintetizados, 8
estan localizados en la regién amino terminal de la VP2 de
PPV, mientras que los 9 restantes estén localizados en
regiones internas de la VP2 de PPV. La longitud de los
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péptidos es variable, entre 15 y 20 residuos, sin incluir
la cisteina N-terminal que se utiliza para efectuar el
acoplamiento. Todos ellos fueron suficientemente solubles
para permitir su conjugacién a KLH.

La sintesis de estos 17 péptidos se realizé mediante 1la
quimica de las Fmoc, seguin el procedimiento general
previamente mencionado, sobre resinas Rink® (Ejemplo 1).
Las secuencias se obtuvieron de la proteina VP2 de PPV
(Ranz et al., citado supra; Sakurai et al., Virus Res. 13,
79-86 (1989)). Las secuencias estdn acetiladas en el
extremo N-terminal y amidadas en el C-terminal. Algunos
péptidos se purificaron segun el protocolo descrito en el
Ejemplo 1.

Ejemplo 3 CONJUGACION DE_LOS PEPTIDOS A KILH

El acoplamiento de los péptidos purificados a la proteina
portadora KLH (Calbiochem) se realizé de acuerdo a
procedimientos stdndard utilizando m-maleimidobenzoil-N-
succinimida éster (MBS) como agente de acoplamiento
(Lerner et al. (1981) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78, 3403~
3407). Los pasos de didlisis se hicieron a 4°C y las otras
incubaciones a temperatura ambiente. A cada mg de KLH se
le afnadidé 1 mg de péptido tras la unién de un "linker" a
la proteina y se incubdé durante la noche a temperatura
ambiente. A continuacién, los conjugados se almacenaron
bien directamente (conjugados no dializados) o dializados,
con tres cambios de fosfato sédico 0.1M, pH:5.0, durante
la noche contra solucién salina tamponada con fosfato
(PBS). Los conjugados se dividieron en alicuotas
conteniendo 1 mg de KLH y se almacenaron a -20°C. Las
relaciones de‘Pg de péptido por mg de KLH oscilaron entre
82 y 304, segun el péptido utilizado.

Ejemplo 4 INMUNIZACION DE CONEJOS CON_PEPTIDOS DE CPV
Se utilizaron conejos New Zealand White para 1la
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inmunizacién con péptidos cara a inducir anticuerpos
neutralizantes. Los conjugados péptido-KLH (no dializados)
correspondientes a 1 mg de péptido en 1 ml de buffer
(PBS), se mezclaron con un volumen igual de adyuvante
completo de Freund (FCA) y se inyectaron intramuscular y
subcutdneamente en conejos. Tras 65 dias los animales -
recibieron una inmunizacién de recuerdo con el mismo
inmunégeno mezclado con adyuvante incompleto de Freund
(FIA). Se hicieron sangrias a los dias 0, 57, 64 y 70.
Cuando los titulos en el ELISA de péptidos se
incrementaron por un factor de al menos 5 tras la
inmunizacién del recuerdo, los animales recibieron un
segundo recuerdo con la misma cantidad de conjugado en FIA
al dia 72 y se sangraron a los dias 80 y 102.

4.1 Evaluacién del titulo de anticuerpos anti-CPV en
suero de conejos.
4.1.A. specifico de virus

La presencia de anticuerpos especificos para CPV en el
suero de los animales inmunizados fue determinada mediante
un ensayo de ELISA indirecto. Como antigeno se utilizé
virus purificado. Brevemente, placas de poliestireno se
recubrieron con 0.5 ] de virus en 100 }.11 de buffer
carbonato (0.05 M, pH 9.6) a 4°C durante la noche. Las
placas se lavaron con PBS (NaCl 0.15M en fosfato sédico
0.1 M pH 7.4) conteniendo 0.05% Tween-20 y se incubaron
con el antisuero durante 2h a 37°C, se lavaron de nuevo y
se incubaron con IgG de cabra anti-conejo marcado con
biotina, durante 1 h a temperatura ambiente.
Posteriormente, se incubaron con estreptavidina marcada
con peroxidasa durante 30 min a temperatura ambiente. Las
placas se lavaron de nuevo y la reaccién se reveld con o-
fenilendiamina (OPD) como sustrato para la peroxidasa,
durante 10 min en oscuridad y se leyé a 450 nm en un
espectrofotémetro multicanal.
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Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 3, donde
puede apreciarse dque todos los conejos produjeron
anticuerpos contra CPV.

4.1.B ELISA especifico de péptidos

Para determinar la presencia de anticuerpos contra 1los
péptidos se utilizé un ensayo de ELISA indirecto. Placas
de poliestireno de fondo plano se recubrieron durante la
noche con 1‘Pg de péptido en una solucién de carbonato
sédico 50 mM pH 9.6 a 4°C. A continuacién se afadié el
primer anticuerpo, suero de conejo diluido en buffer de
incubacién que consistia en PBS conteniendo 4% (v/v) de
suero de caballo, 1% (v/v) de Tween 80 y NaCl 0.5 M. Tras
incubar durante 1h a 25°C, las placas se lavaron con PBS
conteniendo 0.05% (v/v) de Tween 80. A continuacidén las
placas se incubaron con conjugados IgG-peroxidasa anti-
conejo diluidos /100 en el buffer de incubacién, y se
lavaron las placas como anteriormente. Por dudltimo, 1la
reaccién coloreada se formé afadiendo el sustrato
tetrametilbenzidina (Aldrich) en acetato sédico 0.1M, pH
5.5 y 0.035% (V/V) de H,0, durante 20 min a temperatura
ambiente. La reaccién se paré afiadiendo SO,Pl de H,SO,
1.5M. La absorbancia se midié a 450 nm.

Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 3 donde
puede observarse gque todos los conejos produjeron
anticuerpos contra 1los péptidos utilizados en su
inmunizacién.

4.2. Neutralizacién de CPV "in vitro"

La neutralizacién se determind mediante un experimento de
proteccién de monocapa. Brevemente, una cantidad conocida
de CPV (100 unidades de HA) se incubdé con antisuero de
conejo a diferentes diluciones durante 2 horas a 37°C. A
continuacién, las muestras se inocularon sobre monocapas
de células susceptibles CRFK (ATCC CCL 94) durante 90 min
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a 37°C. Las monocapas se cubrieron con 1 ml de agarosa al
1% en medio fresco. A los 5 dias post infeccién se fijaron
las células con formaldehido al 10% en PBS durante 20
minutos, se retiré la agarosa y las células remanentes se
tifieron con cristal violeta al 1% en etanol al 50% durante
20 minutos. El1 nivel de proteccién se evalué por
"screening" visual de las monocapas infectadas.

Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 3 donde
puede apreciarse que los péptidos 1L15, 2L15, 3L15, 4L15,
5L15, 6L15, 7L15, 8L15 y 9L15 fueron capaces de inducir
anticuerpos neutralizantes contra CPV en conejos.

Los resultados globales de la inmunizacién de conejos con
péptidos de CPV se recogen en la Tabla 3, donde se puede
observar que se obtuvieron valores de neutralizacién
comprendidos entre 1/100 y 1/3200. A la vista de estos
resultados se puede concluir afirmando que la mayoria de
los péptidos localizados entre los péptidos 1L15 y 7L15
inducen una respuesta de anticuerpos neutralizantes
incluso mds eficaz que 1la mezcla utilizada en 1la
vacunacién de perros. Incluso en términos absolutos, los
valores de neutralizacién pbtenidos son superiores a los
obtenidos con sueros de perros naturalmente infectados.
Este resultado permite concluir afirmando que los 25
restos que componen el extremo amino terminal de la VP2 de
CPV constituyen una regién altamente inmunogénica y que
péptidos comprendidos en ella contienen el potencial
antigénico necesario para 1la preparacién de vacunas
sintéticas tdtiles en la prevencién de la parvovirosis
canina, felina y de visones.
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TABLA 3
PEPTIDO ELISA TITULO
5 REACTIVIDAD REACTIVIDAD DE
I- I- S ACION
-10L15 ++ + -
- BL15 ++ ++ -
1L15 4+ + 1/100
10 2L15 ++4 +++ 1/1600
3L15 +++ +++ 1/2400
4115 +++ ++ 1/200
5L15 +++ +++ 1/3200
6L15 | +++ +++ 1/1600
15 7L15 +++ +++ 1/500
8L15 +++ +++ 1/1600
9L15 +++ +++ 1/400
11L15 + + -
16115 +4* + -

20 91L15 +** ++ -
157117 ++ + -
172L15 ++* + -
283L15 ++ +++ -
296L15 +** ++ -

25 498L15 +** + -
549L15 +** ++ -
570L15 + ++ -

Explicacién de los simbolos
30 Titulos anti-péptidos: +:<10%; ++:10°-10°; +++:310°.
ELISA anti-virus: #<10%; +:10%~10%; ++:10°-10%; +++:310°.
*%: Medida por PEPSCAN (en el resto por ELISA anti-
péptido) a una dilucién de suero de 1/100, *:<0.300;
+:0.3-1.0 y ++:31.0 | ]
35 Como se puede observar todos 1los conejos produjeron
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anticuerpos contra 1los péptidos respectivos que se
utilizaron en 1la inmunizacién. El1 resultado mdas
interesante fue el obtenido con los péptidos 1L15, 2L15,
3L15, 4L15, 5L15, 6L15, 7L15, 8L15 y 9L15 que fueron
capaces de inducir anticuerpos neutralizantes, algunos de
ellos, los péptidos 2L15, 3L15, 5L15, 6L15 y 8L15 a
niveles similares a los obtenidos al usar virus completo
como inmunégeno (>1:1600). Cualquiera de estos péptidos,
o combinaciones de ellos, puede ser seleccionado para la
induccién de anticuerpos neutralizantes en perros y su
aplicacién como vacuna.

Ejemplo 5 INMUNIZACION DE PERROS

Para comprobar el efecto vacunal de los péptidos sobre los
huéspedes naturales (perros) se realizé un experimento de
inmunizacién que incluyé infeccién posterior con el mismo
virus. Como animales de experimentaciodn se utilizaron tres
perros Beagle SPF (libres de patégenos especificos). Dos
de los perros (identificados como 3029 y 3030) se
inmunizaron con una mezcla a partes iguales de 1los
péptidos 1L15 y 7L15 conjugados por separado a KLH. La
mezcla o "cocktail" de inmunizacién (2.5 ml de volumen
total) contenia 1 mg de cada uno de los péptidos acoplados
a KLH adsorbidos sobre geles de alumina y adyuvantados con
QuilA (25 pg/perro). El calendario de vacunacién fue como
sigue: la primera dosis se dio a dia 0, 4 semanas mas
tarde se les didé una dosis de recuerdo. A las diez semanas
se realizé el experimento de descarga de virus virulento,
permaneciendo en observacién durante 2 semanas mas. E1
perro que se utilizé como control negativo (identificado
como 3025) recibié una mezcla buffer (PBS)/adyuvante sin
conjugado. Los perros se sangraron los dias 0, 15, 29, 36,
43, 50, 57, 64, 71 y cada tres dias desde la realizacién
de la descarga hasta el fin del experimento.

Para la descarga se utilizaron heces de un perro que habia



WO 94/17098 PCT/ES94/00006

10

15

20

25

30

35

25

muerto como consecuencia de una infeccién por parvovirus
y que contenia virus virulento. Las heces se
homogeneizaron en medio de cultivo estéril y el virus se
extrajo con cloroformo. Este material se aplicéd en
torundas oronasales sobre los perros en el momento de la
infeccién. La presencia de CPV en estas heces se habia
comprobado por técnicas de hemaglutinacién y de cultivos
celulares. o

Se evalud el titulo de anticuerpos anti-CPV en el suero de
los perros mediante:

a) ELISA especifico de virus

Se siquié el protocolo descrito en el apartado 4.1.A
anterior pero utilizando antisueros de perros como primer
anticuerpo e incubando las placas que contenian dichos
antisueros con Proteina A marcada con peroxidasa durante
1 hora a temperatura ambiente. La reaccién se reveld con
OPD y se ley6é a 450 nm en un espectrofotémetro multicanal.
Los resultados obtenidos se muestran en la figura 1 donde
puede apreciarse que al cabo de unos 15 dias post-1:
vacunacién, los sueros de los animales inmunizados (perros
3029 —A-— y 3030 —-)-) contenian altos titulos de
anticuerpos anti-CPV, manteniéndose relativamente
constantes tras la 2@ inmunizacién (4* semana).
Posteriormente, tras el experimento de descarga de virus
virulento se produjo un ligero aumento en el titulo de
anticuerpos contra CPV en los perros inmunizados y 1la
muerte del perro control (perro 3025 -3 —) al cabo de 6
dias.

b) ELISA especifico de péptidos

Se repitié el protocolo descrito en el ejemplo 4.1.B pero
como primer anticuerpo se afiadié suero de los perros a
evaluar diluido en el buffer de incubacién. Las placas se
incubaron posteriormente con conjugados IgG-peroxidasa
anti-perro diluidos 1/100 en el buffer de incubacién y
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finalmente la reaccién coloreada se formé ahadiendo
tetrametilbenzidina, se paré con H,S0, y se midié 1la
absorbancia a 450 nm.

Los resultados obtenidos se muestran en la figura 2 donde
puede apreciarse que los perros inmunizados (3029 y 3030)
produjeron anticuerpos que reconocian los péptidos

1L15 [-A—(3029) y -€>-(3030)] y 7L15 [~&— (3029) Yy -@--
(3030)] mientras que el suero del perro control negativo
(3025) no contenia anticuerpos que reconocian a 1los
péptidos 1L15 (-f3-) ni 7L15 (—i—) - Tras la descarga de
virus virulento el perro control (3025) murié, mientras
gue los sueros de los perros inmunizados aumentaron
ligeramente su contenido en anticuerpos que reconocian a
los péptidos 1L15 y 7L15.

c) Neutralizacion de CPV "in vitro"

Se siguié el protocolo descrito en el ejemplo 4.2 pero el
CPV se incubd con antisuero de los perros (3025, 3029 y
3030) a diferentes diluciones. Tras inocular las muestras
sobre monocapas de células CRFK y continuar el protocolo
anteriormente citado se obtuvieron los resultados que se
muestran en la figura 3 donde puede apreciarse que los
perros inmunizados (3029 —A—y 3030 — {3>-—) produjeron
anticuerpos neutralizantes a niveles similares a 1los
obtenidos usando virus completo como inmunégeno
(aproximadamente 1:1000). Por el contrario, el perro
control (3025 —ff— ) no produjo en ninglin momento
anticuerpos neutralizantes.

d) Determinacién de CPV en heces de perros

Se determiné la presencia de CPV en heces de perros
inmunizados mediante un ensayo de ELISA de doble
anticuerpo (ELISA-DAS) segun la metodologia descrita por
Rimmelzwaan et al (Vet. Quart., 1990, 12, 14-20). Los
resultados obtenidos se muestran en la figura 4 donde
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puede apreciarse que las heces de los perros inmunizados
(3029 —A—y 3030 —-3--) no contenian prédcticamente CPV
mientras que, por el contrario, las heces del perro
control (3025—f—) contenian altos niveles de CPV después
de la descarga de virus virulento.

e) 1 i6n ica

Junto a los datos serolégicos previamente descritos se
realizé un seqguimiento clinico del curso de la enfermedad,
registrandose ,diariamente la temperatura y signos
externos. Asimismo, las heces de los animales se recolec-
taron diariamente. Clinicamente, se observé dque 1los
animales inmunizados con los péptidos 1L15 y 7L15 (perros
3029 y 3030) no mostraron en ningun momento sintomas
aparentes de la enfermedad, mientras que el perro control
(3025) moria a los 6 dias, mostrando todos los sintomas
caracteristicos de una parvovirosis (diarrea, sangre en

las deposiciones y presencia de CPV). Los dos perros

inmunizados desarrollaron altos titulos de anticuerpos
anti-péptido y anti-CPV, incluyendo una alta actividad
neutralizante que alcanzé un mdximo a la semana 5 (Fig.
3), siguiente a la 1* inmunizacién. La dosis de recuerdo
no reforzé el titulo de anticuerpos. El1 perro control
permanecié negativo durante el periodo de vacunacion.
Después de la descarga oronasal con CPV, los dos perros

vacunados permanecieron sanos durante el periodo completo.

Ejemplo 6 ON DE NES
Debido a la estrecha homologia entre CPV, FPLV y MEV, se

realizé este experimento de inmunizacién de visones al
objeto de comprobar experimentalmente la eficacia de estos

nuevos péptidos en el disefio de vacunas contra MEV.

6.a Inmunizacién
Se utilizaron tres grupos de visones (genotipo A/A),
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seronegativos para el virus de la enfermedad de las
Aleutianas y el virus de la enteritis de los visones
(MEV). El grupo 1 (n° 1-6) fueron vacunados con 0.5 mg del
péptido 1L15 acoplado a 0.5 mg de KLH mas 0.5 mg del
péptido 7L15 acoplado a 0.5 mg de KLH, utilizdndose como
adyuvante SO,Pg de ISCOM matrix, todo ello en un volumen
final de 1 ml de PBS (pH: 7.2). El grupo 2 (n* 7-12) sdlo
recibié 1 ml de PBS (pH: 7.2). El grupo 3 (n°® 13-18)
recibié una vacuna convencional (BIOVAC®, United, DK)
basada en virus inactivado, que se administré siguiendo
las recomendaciones del fabricante. Todos 1los visones
recibieron una tunica dosis vacunal subcutdnea y fueron
sangrados inmediatamente antes de la vacunacién.

6.b Descarga (challenge)

A los 21 dias de la vacunacién se tomaron muestras de
sangre y se dejé a los visones en ayunas durante 24 h. A
continuacién se infectaron por ruta oronasal utilizando
0.8 ml de un homogeneizado intestinal de visones que
sufrian infeccién aguda por MEV, al 25%. Diariamente se
chequearon muestras fecales de todos los visones para la
deteccién de MEV, utilizando un ELISA basado en antisueros
especificos de conejos. Los animales del grupo 2
(controles negativos) secretaron cantidades masivas de
virus a los dias 5, 6 y 7 después de la descarga. Todos
ellos fueron sacrificados indoloramente en estado
moribundo a causa de una severa enfermedad.

Los otros dos grupos de visones no secretaron virus en las
heces. Tan sélo un visén del grupo 1 mostré una pequeiia
indicacién de virus el dia 6, aunque todos los animales
fueron clinicamente normales, 1libres de diarrea vy
mantuvieron buen apetito a lo largo del experimento.

El virus secretado por el grupo control fue extraido de
las muestras fecales positivas y sometido a microscopia
inmunoelectrénica, confirmdndose la presencia de un gran
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nimero de particulas de MEV.

6.c Determinacién de anticuerpos neutfalizantes

Todos los sueros de los visones se chequearon para su
actividad neutralizante contra MEV cultivado en células
CRFK. El1 virus no neutralizado fue detectado mediante la
técnica de la inmunoperoxidasa utilizando placas

- microtiter conteniendo células CRFK infectadas con 100

DICT,, (dosis infectiva en cultivo de tejido 50%) de MEV,
infectadas durante 4 dias y fijadas (M. Holm-Jensen, Acta
Vet. Scand., 22:85-98 (1981)). Posteriormente se incuba a
37°C durante 1 h con un anticuerpo ligado a peroxidasa y
se revela. Los titulos obtenidos se muestran en la Tabla
4. El titulo del punto final se expresé como la inversa de
la dilucién de suero mds alta que neutralizaba la
infeccidén del virus en la monocapa de células.

A los 21 dias posteriores a la vacunacién, los grupos que
habian recibido 1la vacuna comercial mostraban buenos
titulos de neutralizacién (> 31ogl0). Los animales control
y el grupo vacunado con la vacuna peptidica no mostraron
anticuerpos neutralizantes en el ensayo "“in vitro", lo que
indica que se puede conseguir una proteccién completa
contra la enfermedad, inducida por un péptido sintético,
sin la induccién de anticuerpos neutralizantes "in vitro".
Se puede especular con que la proteccién puede ser debida
bien a la inhibicién de un sitio de unién celular por los
anticuerpos al péptido o a la induccién de un mecanismo
mediado por células.

Dos semanas después de la descarga todos los visones
presentaban anticuerpos neutralizantes frente a MEV. En
conclusién, se puede afirmar que con una vacuna sintética
basada en los péptidos de esta invencién se puede obtener
una sélida proteccién de visones y, por tanto, pueden ser
también formulados en 1la preparacién de una vacuna
efectiva.
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TABLA 4
Visén Titulo (loglo0) Titulo (logl0)
[21 dias post-] [14 dias post-
vacunacion] descarga]
1 <1.0 2.7
2 <1.0 3.1
3 <1.0 3.0
4 <1.0 >3.1
5 <1.0 >3.1
6 <1.0 3.1
7 <1.0 3.1
8 <1.0 >3.1
9 <1.0 >3.1
10 <1.0 >3.1
11 <1.0 >3.1
12 <1.0 3.0
13 >3.1 >3.1
14 >3.1 >3.1
15 >3.1 >3.1
16 >3.1 >3.1
17 >3.1 >3.1
18 >3.1 >3.1
Ejemplo 7 INMUNIZACION DE CONEJOS CON PEPTIDOS DE PPV

Se utilizaron conejos New Zealand White para 1la
inmunizacién con péptidos cara a inducir anticuerpos
neutralizantes. Los conjugados péptido-KLH correspon-
dientes a 1 mg de péptido en 1 ml de buffer (PBS), se
mezclaron con un volumen igual de adyuvante completo de
Freund (FCa) y se inyectaron intramuscular y
subcutdneamente en conejos. Tras 42 dias los animales
recibieron una inmunizacién de recuerdo con el mismo
inmunégeno mezclado con adyuvante incompleto de Freund
(FIA). Se hicieron sangrias a los dias 0, 39, 50 y 71.
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7.1 Western Blot (inmunoblot)

Para determinar 1la especificidad de los anticuerpos
inducidos por los péptidos en los conejos se utilizdé un
ensayo de Western Blot. Para ello, PPV completo purificado
se corrié en un gel del 10% de poliacrilamida-SDS
(dodecilsulfato sédico) en las condiciones habituales
(Laemli, U.K., Nature 227:680-685 (1970). A continuacién,
las proteinas se transfirieron a filtros de PVDF (di-
fluoruro de polivinilideno) (Millipore, EEUU), utilizando
un aparato semiseco (KEM-En-Tec, DK) y la inmunotincién se
llevé a cabo segun técnicas establecidas (Burnette, W.N.,
Anal. Biochem., 112:195-203 (1981); De Blas D.L. et al.,
Anal. Biochem., 133:214-219 (1983). Brevemente, los
filtros se bloguearon en una solucidn conteniendo 10% de
suero fetal de ternera y 1% de seroalbuimina bovina (BSA)
durante 30 minutos. A continuacién se ahadidé suero de
conejo anti-PPV, diluido 1:100, durante 2 h a temperatura
ambiente y durante la noche a 5°C. Posteriormente se lava
tres veces y, por udltimo, se incuba durante 2 h con anti-
IgG de conejo marcada con peroxidasa (Dako P217, DK)
diluida 1:500. Como cromégeno se utilizé o-dianisidina.
Los resultados indicando la reactividad con las proteinas
estructurales se muestran en la Tabla 5.

7.2 Neutralizacién de PPV "in vitro"

Diluciones dobles seriadas de cada suero, inactivados a
56¢C durante 30 min, se prepararon en medio esencial
minimo de Eagle (Eagle s MEM). Posteriormente, 50‘p1 de
cada dilucién se mezclé con 100-300 DICT,, de la cepa
danesa 893 de PPV (SVIV, Lindholm) en 50 Pl de medio Eagle
y se dejé incubar durante 60 min a 37¢C. A continuaciodn,
cada dilucién se mezcld, en una placa de 96 pocillos, con
2000 células primarias de rifién de cerdo en 50 ml de medio
Eagle’'s MEM y suero fetal de ternera hasta una

concentracién final del 7% y se dejoé incubar durante 4-5
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dias a 37°C.

Las placas se tifieron utilizando un ensayo de inmuno
peroxidasa en monocapa, utilizando un suero anti-PPV
porcino, inmuno globulina de conejo anti cerdo unida a
peroxidasa y tincién con amino-etil-carbazol, siguiendo
protocolos convencionales (Holm-Jensen citado supra). El
titulo del punto final se expresé como la inversa de la
dilucién de suero mds alta que neutralizaba la infeccién
del virus en la monocapa de células.

Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 5 donde
puede apreciarse que los péptidos 1L15, 5L16, 6L15, 8L15,
10L16 y 13L15 fueron capaces de inducir anticuerpos
neutralizantes contra PPV en conejos.

TABLA 5
ANTISUEROS CONTRA EL WESTERN BLOT NEUTRALIZACION
PEPTIDO
"=7L15 - -
1L15 VP1,VP2 +
5L16 VP1,VP2 +
6L15 VP1,VP2 +
7L15 - -
8L15 VP1,VP2 +
10L16 VP1,VP2 +
13L15 VP1,VP2,VP3 +
83L17 VP1,VP2,VP3 -
225L15 VP1,VP2,VP3 -
293L20 VP1,VP2,VP3 -
346L16 VP1,VP2,VP3 -
364L15 VP2,VP3 -
380119 VP1,VP2,VP3 -
408L19 VP1,VP2,VP3 -
427118 VP1,VP2,VP3 -

294L11/87L8 VP1,VP2,VP3 -
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Explicacién de los simbolos:
NEUTRALIZACION: -:<2; + : 2-20.

Como se puede observar, todos los conejos produjeron
anticuerpos contra las proteinas de la cdpsida de PPV,
como se pudo determinar por Western Blot. El resultado mas
interesante fue el obtenido con los péptidos 1L15, 5L16,
6L15, 8L15, 10L16 y 13L15 que fueron capaces de inducir
anticuerpos capaces de neutralizar PPV "in vitro". Estos
péptidos fueron seleccionados para 1la induccién de
anticuerpos neutralizantes en cerdos y su aplicacién como

vacuna.
Ejemplo 8 ON D S

Para comprobar la inmunogenicidad de los péptidos sobre el
animal huésped se utilizé como ejemplo el péptido
denominado 5L16 (Tabla 2).

Tres cerdos "mini pig" Géttingen, seronegativos para PPV,
fueron vacunados, cada uno, con 1 mg de péptido 5L16
acoplado a a 1 mg de KLH. Como adyuvante se utilizé ISCOM
Matrix (500‘yg) y la muestra se llevé hasta 2 ml con PBS.
Los cerdos fueron vacunados dos veces con tres semanas de
intervalo. Las muestras de suero se obtuvieron a los dias
0, 25 y 36.

8.a Ensayo ELISA contra PPV

Se adsorbieron viriones de PPV a placas de poliestireno de
fondo plano (Nunc). A continuacién se afiadieron a las
placas diluciones seriadas (factor 2) de los sueros de
cerdo y se incubaron a 372C durante 1 h. Las placas se
lavaron y se afnhadié suero de conejo anti-IgG de cerdo
conjugada a peroxidasa. Posteriormente se incubé durante
30 min a 37°C y se tifié con OPD.

Los tres minicerdos fallaron a mostrar titulo de
anticuerpos anti-PPV en los dias 0 y 25. Ahora bien, a dia
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36 (10 dias después de la revacunacién) se habian
desarrollado titulos significativos, aunque bajos (Tabla
6), indicando que la vacuna peptidica es capaz de inducir
anticuerpos en cerdos que reconocen el epitopo en viriones

purificados de PPV.

TABLA 6
Minicerdo n® Titulo djia 0 Titulo dia 25 Titulo dia 36
284 28 35 130
283 21 43 226
280 28 31 1194

8.b Andlisis por Western Blot

Se efectud un andlisis por Western Blot para analizar la
reactividad y especificidad, <contra los distintos
protomeros del virus, de los sueros procedentes de 1los
tres minicerdos inmunizados.

El procedimiento seguido para chequear la reactividad por
Western Blot fue andlogo al utilizado en el Ejemplo 7.1,
con ligeras modificaciones. El buffer de bloqueo contenia
caseina al 1% en vez de suero fetal de ternera y albimina.
Como conjugado se utilizé suero de conejo anti-IgG de
cerdo marcada con peroxidasa (Dako P164).

Los resultados indicaron una reaccioén muy fuerte contra
VPl y VP2 tras las dos inmunizaciones. Estos resultados
confirman la gran inmunogenicidad de estos péptidos, lo
que confirma su utilidad para la formulacién de nuevas
vacunas sub-unidad contra PPV.

Ejemplo 9 FORMULACION DE UNA VACUNA

Pueden prepararse vacunas capaces de proteger perros,
gatos, visones y cerdos de la infeccién causada por CPV,
FPLV, MEV y PPV respectivamente, que contienen uno o mds
de los péptidos correspondientes proporcionados por esta
invencién acoplados a una proteina o estructura
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multimérica portadora o bien en forma de un complejo
inmunogénico o en forma de una proteina recombinante
inmunogénica, Jjunto con un diluyente inmunolégicamente
aceptable tal como una solucién salina tamponada a pH
fisioldégico, mds un adyuvante tal como Alhydrogel en
combinacién con QuilaA (25‘Pg/anima1). Una unica inyeccion
puede ser suficiente para conferir protecciéon a 1los
animales frente a la enfermedad aunque, en algunos casos,
seqgun la evaluacién del titulo de anticuerpos, puede

resultar conveniente utilizar una 22 dosis de recuerdo.

raduccid s le s de las fi s
Figuras 1 y 3

(a) logaritmo del titulo

(b) dias

(c) perro control (3025)

(d) perro vacunado (3029)

(e) perro vacunado (3030)

(£f) 1@ inmunizacién

(g) 2* inmunizacién

(h) descarga de virus virulento

Figura 2
(a) logaritmo del titulo
(b) dias

(c) perro 3025, péptido 1L15
(d) perro 3029, péptido 1L15
(e) perro 3030, péptido 1L15
(f) perro 3025, péptido 7L15
(g) perro 3029, péptido 7L15
(h) perro 3030, péptido 7L15
(i) 1@* inmunizacién

(j) 2* inmunizacidn

(k) descarga de virus virulento
Figura 4

(a) Absorbancia x 1000 (450 nm)
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(b) dias
(c) perro control (3025)
(d) perro vacunado (3029)
(e) perro vacunado (3030)
5 (f) 1° inmunizacién
(g) 2@ inmunizacién
(h) descarga de virus virulento
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. LISTADO DE SECUENCIAS
INFORMACION SOBRE I.A SECUENCIA IDENTIFICADA N¢: 1:
i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
LONGITUD: 25 Aminodcidos
TIPO: Aminodcidos
TOPOLOGIA: Lineal
ii) TIPO DE LA MOLECULA: Péptido
v) TIPO DE FRAGMENTO: N-terminal
vi) FUENTE ORIGINAL:
ORGANISMO: Parvovirus canino (CPV)
CEPA: Tipo 2
xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC. ID. N¢: 1
Met Ser Asp Gly Ala Val Gln Pro Asp Gly Gly Gln Pro Ala Val Arg
1 5 10 15
Asn Glu Arg Ala Thr Gly Ser Gly Asn
20 25
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INFORMACION SOBRE LA SECUENCIA IDENTIFICADA N2: 2
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
LONGITUD: 25 Aminodcidos
TIPO: Aminoacidos
TOPOLOGIA: Lineal
(ii) TIPO DE LA MOLECULA: Péptido
(v) TIPO DE FRAGMENTO: N-terminal
(vi) FUENTE ORIGINAL:
ORGANISMO: Parvovirus porcino (PPV)
CEPA: NADL-2
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC. Iﬁ. Ne: 2
Met Ser Glu Asn Val Glu Gln His Asn Pro Ile Asn Ala Gly Thr Glu
1 5 10 15
Leu Ser Ala Thr Gly Asn Glu Ser Gly
20 25
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REIVINDICACIONES
Péptidos sintéticos, inmunogénicos, utiles para
formular vacunas sintéticas contra parvovirus
auténomos.

Péptidos segin la reivindicacién 1 que comprenden los
25 primeros restos de aminodcidos de la regién amino
terminal de la VP2 de dichos parvovirus auténomos o
un fragmento de dicha regién.

Péptidos segin la reivindicacién 2, comprendidos en
la secuencia SEQ. ID. N2 1 o equivalentes a los de
dicha SEQ. ID. N® 1 que resulten de la sustitucién de
unos aminodcidos por otros funcionalmente
equivalentes o de la deleccién o insercién de algunos
de dichos aminodcidos siempre y cuando los péptidos
resultantes sean capaces de proteger perros, gatos y
visones de la infeccién ‘causada por CPV, FPLV y MEV,

respectivamente.

Péptidos seguin la reivindicacién 2, comprendidos en
la secuencia SEQ. ID. N® 2 o equivalentes a los de
dicha SEQ. ID. N® 2 que resulten de la sustitucién de
unos aminodcidos por otros funcionalmente
equivalentes o de la deleccién o insercidén de algunos
de dichos aminodcidos siempre y cuando los péptidos
resultantes sean capaces de proteger cerdos de la
infeccidén causada por PPV.

Una composicién inmunogénica que comprende un péptido

segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 en
forma inmunogénica.

Una composicién segin 1la reivindicacién 5, que
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comprende un conjugado inmunogénico de una proteina
y un péptido seqin cualquiera de las reivindicaciones
1l adé4.

Una composicién segin 1la reivindicacién 5, que
comprende un complejo inmunogénico formado por
entrecruzamiento de un péptido segin cualquiera de

las reivindicaciones 1 a 4.

Una composicién segin la reivindicacién 5, que
comprende un péptido segin cualquiera de 1las
reivindicaciones 1 a 4 obtenido utilizando técnicas
de Ingenieria Genética y expresion en

microorganismos.

Una vacuna que comprende una composicién inmunogénica
segin cualquiera de las reivindicaciones 5 a 8 en
combinacién con un adyuvante inmunolégico.

Vacuna sintética capaz de proteger animales de la
infeccién causada por parvovirus auténomos, gque
comprende:

a) al menos, un péptido sintético contenido dentro
de la regién amino terminal de la VP2 de dichos
parvovirus auténomos, acoplado a una proteina o
estructura multimérica portadora adecuada, y

b) un diluyente inmunolégicamente aceptable y un
adyuvante.

Una vacuna segun la reivindicacién 10 que comprende
un péptido comprendido dentro de los 25 primeros
restos de aminodcidos de la regién amino terminal de
la VP2 de dichos parvovirus auténomos.

Una vacuna segun la reivindicacién 10, adecuada para
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proteger de la infeccidén causada por un parvovirus
auténomo seleccionado del grupo formado por
parvovirus canino (CPV), el virus de la enteritis de
los visones (MEV), el virus de la panlucopenia felina

5 (FPLV), parvovirus porcino (PPV), parvovirus bovino
(BPV), el parvovirus B19 humano u otro parvovirus
auténomo.

13. Una vacuna segin la reivindicacién 10 que comprende,
10 al menos, un péptido comprendido en la secuencia SEQ.
ID. N® 1 o en un fragmento de la misma, o un péptido
equivalente a los de dicha SEQ. ID. N? 1 gue resulten
de la sustitucién de unos aminodcidos por otros
funcionalmente equivalentes o de la deleccién o
15 insercién de algunos de dichos aminodcidos siempre y
cuando los péptidos resultantes sean capaces de
proteger perros, gatos y visones de la infeccién

causada por CPV, FPLV y MEV respectivamente.

20 14. Una vacuna segin la reivindicacién 10 que comprende,
al menos, un péptido comprendido en la secuencia SEQ.
ID. N® 2 o en un fragmento de la misma, o un péptido
equivalente a los de dicha SEQ. ID. N® 2 que resulten
de la sustitucién de unos aminodcidos por otros

25 funcionalmente equivalentes o de la deleccién o
insercién de algunos de dichos aminodcidos siempre y
cuando los péptidos resultantes sean capaces de
proteger cerdos de la infeccién causada por PPV.
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