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DESCRIPCION

Plasmido codificante para el receptor del factor de activaciéon de células B
(BAFF-R) y usos del mismo en el tratamiento y prevencion de enfermedades

inflamatorias en peces

La presente invencion se engloba en el sector técnico de la acuicultura,
especificamente en el tratamiento y prevencion de enfermedades que cursan con
inflamacién mediada por células B. Asi, la invencién se refiere a un plasmido que
comprende una secuencia nucleotidica que codifica para una proteina de fusion que
comprende un péptido sefal y el dominio extracelular del receptor del factor de
activacion de células B (BAFF-R), y opcionalmente, un fragmento Fc de una
inmunoglobulina. Mas concretamente, la presente invencion divulga también el uso de
dicho plasmido y de composiciones que lo comprenden como medicamento, y mas
especificamente, para el tratamiento y/o prevencién de enfermedades que cursan con

inflamacién mediada por células B, en peces, mas preferiblemente en salmonidos.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

El crecimiento de la acuicultura intensiva ha provocado un incremento de la incidencia
de enfermedades inflamatorias en peces causadas por virus, bacterias o parasitos. En
este sentido, la incidencia de enfermedades que cursan con inflamaciéon mediada por
células B, como la enfermedad proliferativa renal (PKD, del inglés Proliferative Kidney
Disease) causada por el mixozoo Tetracapsuloides bryosalmonae, o el sindrome de la
marca roja, es cada vez mayor en la acuicultura de salmonidos tanto en Europa como
en América del Norte (Grabner, D. S., y M. El-Matbouli. Dis. Aquat. Organ. 2010; 90:
197-206; Okamura, B., et al. Freshwater Biol. 2011; 56: 735-753). En Espafa, la
enfermedad PKD se ha identificado como uno de los mayores problemas del cultivo de
la trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss), originando importantes pérdidas econémicas
en este sector, principalmente durante los meses de verano cuando el agua alcanza
una temperatura superior a 15°C, que favorece la proliferacién y la infeccién por parte

del parasito.

El mixozoo T. bryosalmonae tiene un ciclo de doble hospedador afectando a distintas

especies de salmoénidos y al briozoo Fredericella sultana que es el hospedador
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invertebrado. Los briozoos infectados por este parasito liberan malacoesporas en el
agua que invaden las branquias de los salmonidos. Posteriormente, el parasito migra a
través del sistema vascular hasta el rifidn y el bazo, siendo éstos los principales
6rganos dianas para su desarrollo y proliferacion en los salmoénidos. Cuando la
temperatura del agua es superior a 15°C, la proliferacion extraesporogonica y el
desarrollo de T. bryosalmonae en el tejido intersticial del rindn de los salmonidos
produce una inflamacién crénica caracterizada por una hiperplasia linfocitica,
formacion de lesiones granulomatosas, atrofia renal e hipersecrecién de
inmunoglobulinas por los linfocitos B. Como consecuencia de la desregulacion del
sistema inmune tras la infeccidn parasitaria, los peces son mas susceptibles a
infecciones secundarias y las mortalidades pueden alcanzar hasta el 100%. En
cambio, cuando la temperatura del agua es inferior a 15°C, el hospedador desarrolla
una respuesta inmune moderada frente al parasito, asociada con una menor

sintomatologia clinica y poca mortalidad.

Plasmidos de expresion eucariota que codifican para un antigeno vacunal han sido
utilizados en peces como vacunas. En este sentido, la solicitud de patente
internacional W02006035084 describe construcciones génicas que comprenden la
secuencia codificante de péptidos inmunogénicos de patégenos de animales acuaticos
y el uso de dichas construcciones como vacunas para la prevencion de enfermedades
infecciosas en animales acuaticos. Por otro lado, la solicitud de patente internacional
WO02008077413A1 describe el uso, el método y la formulacién de inclusién de
vacunas de ADN en composiciones alimenticias para animales en cultivo,
particularmente en sistemas acuicolas. También en la patente ES2321789B1 se
describe la utilizacion de un vector de expresion como inmunoestimulante o adyuvante
para vacunas ADN y prevenir la infeccion de peces por rabdovirus, tales como el virus
de la septicemia hemorragica viral (VHSV) y el virus de la necrosis hematopoyética
infecciosa (IHNV). Por otro lado, también en la solicitud de patente internacional
WO02014041189A1 se describen acidos nucleicos, asi como las vacunas que
comprenden dichos acidos nucleicos, y el uso de las mismas contra los agentes
causantes de la enfermedad del pancreas (SPD, del inglés Salmon Pancreas Disease)

causada por un alfavirus del salmén (SAV).

Es importante mencionar que, hasta el afo 2017, la inyeccién de vectores o plasmidos

de expresién para la prevencion de enfermedades en acuicultura, no estaba permitida

3



10

15

20

25

30

35

ES 2 827 148 B2

en peces destinados para consumo humano en la Union Europea, pero fue
precisamente en ese afio cuando la Comision Europea dio luz verde a la utilizacién de
una vacuna de ADN para inyeccioén intramuscular en acuicultura. Especificamente, se
trata de la inyeccion del plasmido pUK-SPDV-poly2#1, comercializado como Clynav,
Elanco GmbH, Alemania, para proteger al salmon Atlantico (Salmo salar) frente a la
enfermedad SPD causada por el subtipo 3 del alfavirus del salmén (SAV3) (CVMP
assessment report for CLYNAV (EMEA/V/C/002390/0000). Salmon pancreatic disease

vaccine (recombinant DNA plasmid)).

Por el contrario, no existen tratamientos comerciales para prevenir y/o tratar la
enfermedad PKD, ni la enfermedad de la marca roja en salménidos, ya que el uso de
compuestos efectivos frente al parasito T. bryosalmonae, como el verde malaquita y la
fumagilina, no estan registrados en la Unién Europea para su empleo en acuicultura
debido a los efectos nocivos que producen en la salud de los humanos que consumen
dichos animales. Por ello, teniendo en cuenta que la incidencia de dicha enfermedad
es cada vez mayor, existe en el estado de la técnica la necesidad de desarrollar
compuestos utiles para el tratamiento de patologias que cursan con inflamacion
mediada por células B, tales como por ejemplo, la enfermedad PKD provocada por el
mixozoo T. bryosalmonae o la enfermedad de la marca roja, en salmoénidos. Dichos
compuestos y/o sistemas de prevencion y/o tratamiento deberian ser, ventajosamente,

faciles y econémicos en cuanto a su produccion y administracion.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

Para solucionar el problema de la técnica mencionado anteriormente, los inventores
han utilizado la estrategia de inhibir la sefalizacién mediada por la citoquina BAFF (B-
cell activating factor), implicada en procesos de maduracion, activacion de los linfocitos
B, y desarrollo y activaciéon de 6rganos linfoides. Esta citoquina ejerce importantes
funciones reguladoras induciendo respuestas pleiotropicas a través de su interaccion
con tres receptores: TACI, BCMA y BAFF-R, cuya expresion esta restringida
fundamentalmente a linfocitos B y T. Para llevar a cabo dicha estrategia han disefiado
plasmidos de expresion eucariota que comprenden secuencias que codifican para
cada una de las regiones solubles de cada receptor de BAFF, especificamente BAFF-
R, TACI y BCMA, de manera independiente. Asi de esta manera, la administracion de

dichos plasmidos, via intramusclular, es capaz de inhibir la respuesta inflamatoria, y
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por lo tanto, son utiles en el tratamiento de infecciones que cursan con inflamacion
mediada por células B, tales como por ejemplo, la PKD y la marca roja, en salménidos,

preferiblemente en trucha arcoiris.

Mas concretamente, la presente invencion se refiere a la sintesis de una proteina de
fusion que comprende una secuencia de aminoacidos que comprende la region
soluble (dominio extracelular) de BAFF-R, o la regién soluble de TACI, o la region
soluble de BCMA, procedentes de la trucha arcoiris, unidas inmediatamente después
de una secuencia de aminoacidos que comprende el péptido sefial de la interleuquina
2 (IL-2) de la trucha arcoiris, y cuando dicha proteina de fusion se administra a la
trucha arcoiris, preferiblemente comprendida en un plasmido, es capaz de bloquear la
actividad de la citoquina BAFF, siendo asi util en el tratamiento de infecciones que
cursan con inflamacién mediada por células B, tales como por ejemplo, la PKD vy la
marca roja. Mas concretamente, la PKD conlleva un gran aumento de los niveles de
expresion de la citoquina BAFF y es provocada por la infeccion por el parasito T.
bryosalmonae. Asi, mediante dichas proteinas de fusién, incluidas, de manera
independiente, en un plasmido que se administra a los animales infectados, se
disminuye la patologia asociada a dicha infeccién, y por lo tanto, se reduce la
mortalidad que conlleva, especialmente en época de verano cuando la temperatura del

agua se encuentra por encima de 15°C.

Tal y como se ha comentado anteriormente, el tratamiento de infecciones en
acuicultura se ha basado principalmente en el uso de vacunas que comprenden
antigenos del patdégeno, en cambio, la presente invencion va dirigida a la obtencién de
moléculas, especificamente plasmidos o vectores, que comprenden secuencias
nucleotidicas que codifican proteinas de fusién a base de péptidos enddgenos del
hospedador, con el objetivo de bloquear rutas inmunolégicas que se encuentran
alteradas cuando el animal ha sido infectado por un patégeno, siendo por tanto utiles

en el tratamiento y/o prevencion de dichas infecciones.

Tal y como se muestran en los ejemplos incluidos en el presente documento, la
administracion del plasmido que comprende la secuencia nucleotidica que codifica
para la proteina de fusidén mencionada anteriormente, en truchas infectadas de manera
natural con el parasito T. bryosalmonae, reduce el grado de inflamacion renal y la

mortalidad de dichos animales (Ejemplo 4), asi como la carga parasitaria en los
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animales tratados con el plasmido de la invencién (Ejemplo 5).

Asi, en un primer aspecto la presente invencion se refiere a una proteina de fusion, de
aqui en adelante se le denominara, proteina de fusion de la invenciéon, que comprende
una primera secuencia de aminoacidos que tiene al menos un 95%, 96%, 97%, 98%,
99% de identidad con una secuencia de aminoacidos tal y como se muestra en la SEQ
ID NO: 2, fusionada a una segunda secuencia de aminoacidos, donde dicha segunda
secuencia de aminoacidos tiene al menos un 95%, 96%, 97%, 98%, 99% de identidad

con una secuencia de aminoacidos tal y como se muestra en la SEQ ID NO: 4.

La primera secuencia de aminoacidos que forma la proteina de fusién de la invencion,
corresponde con una secuencia que codifica un péptido senal, preferiblemente es una
secuencia de aminoacidos que codifica para el péptido sefal de la interleuquina 2 (IL-
2). A efectos de la presente invencion, el péptido senal de la IL-2 procede de la trucha
arcoiris, y se corresponde con los aminoacidos 1 a 20 de la proteina con numero de
acceso CAM12545.1 en la base de datos del NCBI (National Center for Biotechnology
Information).

A efectos de la presente invencion, el término “péptido sefial”, "secuencia sefal" o
"péptido sefal de localizacién", usados indistintamente a lo largo del presente
documento se refiere a un péptido corto (5-30 aminoacidos de longitud) presente en el
extremo N-terminal que dirige el transporte de proteinas hacia la via secretora. El
péptido sefial dirige la translocacion al reticulo endoplasmatico de la proteina a la cual
va unido. Durante o después de la translocacion, el péptido sefal es escindido por una
peptidasa sefial, generando un péptido senal libre y una proteina madura secretada.
Péptidos sefal adecuados para su uso en la presente invencion incluyen, sin
limitacion, péptidos sefial, capaces de dirigir una proteina a la membrana de la célula,
al ndcleo, a la membrana nuclear, a la matriz mitocondrial, a la membrana
mitocondrial, al reticulo endoplasmico o sarcoplasmico, al citoplasma, al complejo de
Golgi, al cloroplasto, al apoplasto o al peroxisoma. En una realizacion preferida, el
péptido sefal de la proteina de fusion de la invencion es el péptido sefal de la IL-2 de
la trucha arcoiris (SEQ ID NO: 2).

La segunda secuencia de aminoacidos de la proteina de fusidon de la invencion,

corresponde con el dominio extracelular del receptor de BAFF (BAFF-R) procedente
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de la trucha arcoiris (SEQ ID NO: 4). El dominio extracelular de BAFF-R se
corresponde con los aminoacidos 21 a 75 de la proteina con numero de acceso
AQZ26593 en la base de datos NCBI. El BAFF-R es un receptor de membrana que
pertenece a la superfamilia de los receptores y ligandos del factor de necrosis tumoral
(TNF, del inglés Tumor Necrosis Factor) y se encarga de regular la supervivencia,

proliferacion y diferenciacion de las células B.

En una realizacion preferida, la proteina de fusion de la invencién comprende una
primera secuencia de aminoacidos tal y como la SEQ ID NO: 2 y una segunda
secuencia de aminoacidos tal y como la SEQ ID NO: 4. En otra realizacion mas

preferida la proteina de fusion de la invencion comprende la SEQ ID NO: 8.

En otra realizacién preferida, la proteina de fusién de la invencion comprende, ademas
una secuencia de aminoacidos de un dominio Fc de una inmunoglubulina (Ig). En una
realizacion mas preferida, el dominio Fc pertenece a una inmunoglobulina G (IgG)
murina, seleccionada de los isotipos 1gG1, 1gG2, 1gG3 e 1gG4, asi como cualquier
alotipo dentro de cada grupo de isotipos. EI dominio Fc de una IgG en la proteina de
fusion de la invencion, permite la deteccién y purificaciéon de dicha proteina de fusion.
En una realizacién mas preferida, el dominio Fc de una IgG1 murina comprende una
secuencia de aminoacidos que tiene al menos un 95, 96, 97, 98 y 99% de identidad
con la SEQ ID NO: 6. En otra realizaciéon mas preferida aun, el dominio Fc de la IgG1
murina es la SEQ ID NO: 6.

En otra realizacion preferida, la proteina de fusion de la invencién comprende una
secuencia de aminoacidos con al menos un 95, 96, 97, 98, 99% de identidad con la
SEQ ID NO: 10. Mas preferiblemente, la proteina de fusion de la invencion comprende
la SEQ ID NO: 10.

La combinacion de polipéptidos para proporcionar una proteina de fusién puede
conseguirse por varios medios, por ejemplo: quimicamente por acoplamiento directo o
a través de una estructura intermedia; o por fusion biolégica molecular, a través de la
combinacion de moléculas de acidos nucleicos recombinantes que comprenden
fragmentos de acido nucleico capaces de codificar las dos, de manera que finalmente
se produce un unico producto de expresion continua. Asi, a efectos de la presente

invencion, el término “fusionado a” o “unido a”, usados indistintamente a lo largo del
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presente documento, se refiere, sin limitarse, a un polipéptido o proteina de fusion
formado por la expresion de una secuencia nucleotidica quimérica creada mediante la
combinacion de mas de una secuencia, generalmente mediante la clonacion de un gen
en un vector de expresidon en un marco con un segundo gen tal que los dos genes
codifican un polipéptido continuo.

El término “identidad” “porcentaje de identidad” o “identidad de secuencia” entre dos
secuencias (acidos nucleicos o proteinas), se entiende que designa un porcentaje de
nucledtidos o de aminoacidos idénticos entre las dos secuencias que se comparan,
obtenido después del mejor alineamiento, siendo dicho porcentaje puramente
estadistico y estando repartidas las diferencias entre las dos secuencias al azary a lo
largo de toda su longitud. Por “mejor alineamiento” o “alineamiento 6ptimo” se entiende
que se designa el alineamiento por el cual el porcentaje de identidad determinado
como se describe a continuacion es el mas elevado. Las comparaciones entre dos
secuencias de nucledtidos o de aminoacidos tradicionalmente se llevan a cabo:
comparando estas secuencias después de haberlas alineado de forma o6ptima,
llevandose a cabo dicha comparacién por segmento o por “ventana de comparacion”
para identificar y comparar las regiones locales de similitud de secuencia. El
alineamiento 6ptimo de estas secuencias para la comparacion se puede realizar, en
particular, con ayuda de uno de los siguientes algoritmos: el algoritmo de homologia
local de Smith y Waterman (1981), el algoritmo de homologia local de Neddleman vy
Wunsch (1970), el procedimiento de busqueda de similitud de Pearson y Lipman
(1988), los programas informaticos que usan estos algoritmos (GAP, BESTFIT,
BLASTP, BLASTN, BLASTX, TBLASTX, FASTA y TFASTA en el paquete de software
Wisconsin Genetics (Genetics Computer Group, 575 Science Dr., Madison, WI), o los
servidores de internet en particular los del National Center for Biotechnology
Information (NCBI) (http ://www.ncbi.nlm.nih.gov), EMBL (http ://www.embl.org) y el
proyecto Ensembl (http ://www.ensembl.org)). Con el fin de obtener el alineamiento
optimo, se usa preferiblemente el programa BLAST, con la matriz BLOSUM 62.
También se pueden usar las matrices PAM o PAM250, asi como una matriz de

identidad para las secuencias de nucledtidos.

En un segundo aspecto, la presente invencion se refiere a un acido nucleico, de aqui
en adelante se le denominara, acido nucleico de la invencion, que codifica la proteina

de fusion de acuerdo con la invencion.
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En una realizacion preferida, el acido nucleico de la invencion comprende una primera
secuencia de nucledtidos que comprende al menos un 95, 96, 97, 98, 99% de
identidad con la SEQ ID NO: 1, mas preferiblemente la SEQ ID NO: 1, fusionada a una
segunda secuencia de nucleétidos que comprende al menos un 95, 96, 97, 98, 99% de
identidad con la SEQ ID NO: 3, mas preferiblemente la SEQ ID NO: 3. En otra
realizaciéon mas preferida, el acido nucleico de la invencién comprende una secuencia
de nucledtidos que presenta al menos un 95, 96, 97, 98, 99% de identidad con la SEQ
ID NO: 7, mas preferiblemente el acido nucleico de la invencion comprende la SEQ ID
NO: 7.

En otra realizacién mas preferida, el acido nucleico de la invencién, comprende,
ademas, una secuencia de nucleétidos que codifican para el dominio Fc de IgG1
murina, donde dicha secuencia de nucleétidos comprende al menos un 95, 96, 97, 98,
99% de identidad con la SEQ ID NO: 5, mas preferiblemente la SEQ ID NO: 5.

En otra realizacion mas preferida, el acido nucleico de la invencion comprende una
secuencia de nucledtidos que comprende al menos un 95, 96, 97, 98, 99% de
identidad con la SEQ ID NO: 9, mas preferiblemente comprende la SEQ ID NO: 9.

En otro aspecto de la invencién, ésta se refiere a un vector o plasmido de expresion,
de aqui en adelante vector o plasmido de la invencion, que comprende el acido
nucleico de la invencién, en donde opcionalmente, dicho acido nucleico esta unido de
forma operativa a una secuencia de control de expresion adecuada para la expresion

en una célula huésped.

El término "vector de expresion" o “plasmido de expresiéon”, utilizados indistintamente a
lo largo del presente documento, se refiere a un fragmento de ADN que tiene la
capacidad de replicarse en un determinado huésped y puede servir de vehiculo para
llevar a cabo la transcripcién de una secuencia de interés que haya sido insertada en
el mismo. El vector o plasmido de expresidn pueden incorporarse también en un
césmido, un bacteriofago, un vector viral, sin excluir otro tipo de vectores que se

correspondan con la definicion realizada de vector.

A efectos de la presente invencion, el término "unido de forma operativa", tal como se

usa en el presente documento se refiere a una secuencia de control, por ejemplo, un
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promotor u operador, que se coloca de manera adecuada en una posicion relativa a
una secuencia de codificacién de tal manera que la secuencia de control dirija la

produccion de un polipéptido codificado por la secuencia codificante.

Un vector o plasmido de expresion en el contexto de la presente invencion puede ser
cualquier vector o plasmido adecuado, incluyendo vectores de acidos nucleicos
cromosoémicos, no cromosémicos y sintéticos (una secuencia de acidos nucleicos que
comprende un conjunto adecuado de elementos de control de expresion). Los
ejemplos de dichos vectores incluyen derivados de SV40, plasmidos bacterianos, ADN
de fagos, baculovirus, plasmidos de levadura, vectores derivados de combinaciones

de plasmidos y ADN de fagos y vectores de acidos nucleicos virales (ARN o ADN).

Los vectores o plasmidos de expresion utiles para hospedadores eucariotas incluyen,
por ejemplo, vectores o plasmidos que comprenden secuencias de control de
expresion de SV40, virus del papiloma bovino, adenovirus, virus adenoasociados,

citomegalovirus y retrovirus.

Las secuencias de control de expresidon estan disefiadas para controlar y dirigir la
transcripcion de genes de interés y la expresion posterior de proteinas en varios
sistemas celulares o sitios de interés. Los plasmidos combinan una secuencia de
nucledtidos o gen de interés expresable con secuencias de control de la expresion (es
decir, casetes de expresion) que comprenden elementos deseables tales como, por
ejemplo, promotores, potenciadores, marcadores seleccionables, operadores, etc. En
el vector o plasmido de expresion de la invencion, las moléculas de acido nucleico que
codifican para la proteina de fusidon de la invencion, pueden comprender o estar
asociadas con cualquier promotor, potenciador, marcador seleccionable, operador,
proteina represora, secuencias de terminacion poliA y otros elementos facilitadores de

la expresion.

A efectos de la presente invencion, el término "promotor”, se refiere a una secuencia
de ADN suficiente para dirigir la transcripcion de una secuencia de ADN a la cual esta
unida de forma operativa, tal y como se ha descrito previamente. Ejemplos de
promotores de expresion utiles en la presente invencion son, promotores constitutivos
tales como por ejemplo, el promotor/potenciador citomegalovirus (CMV) humano o

promotor IE principal de CMV (CMV-MIE), asi como el promotor del virus del sarcoma

10



10

15

20

25

30

35

ES 2 827 148 B2

de Rous (RSV), promotor tardio del virus del simio 40 (SV40), promotores de SL3-3,
MMTYV, ubiquitina (Ubi), ubiquitina C (UbC) y LTR de VIH.

En una realizacion preferida, el vector o plasmido de la invencion comprende un
promotor seleccionado del grupo que consiste en SV40, CMV, RSV, SL3-3, MMTV,

Ubi, UbC y LTR de VIH. En otra realizacién mas preferida aun, el promotor es CMV.

Las moléculas de acido nucleico de la invencién también pueden unirse de forma
operativa a una secuencia de terminacion poli (A) eficaz, un origen de replicacion para
el producto plasmido en E. coli, un gen de resistencia a antibiéticos como marcador
seleccionable y/o un sitio de clonacién conveniente (por ejemplo, un polienlazador).
Los acidos nucleicos también pueden comprender un promotor inducible regulable
(inducible, reprimible, regulado por el desarrollo) a diferencia de un promotor
constitutivo como el IE de CMV (el experto en la materia reconocera que dichos
términos son en realidad descriptores de un grado de expresion génica en ciertas

condiciones).

Los marcadores seleccionables son elementos muy conocidos en la técnica. Bajo las
condiciones selectivas, solo las células que expresan el marcador seleccionable
apropiado pueden sobrevivir. Comunmente, los genes marcadores seleccionables
expresan proteinas, generalmente enzimas, que confieren resistencia a varios
antibidticos en cultivos celulares. En otras condiciones selectivas, las células que
expresan un marcador de proteina fluorescente se hacen visibles y, por lo tanto, son
seleccionables. Las realizaciones incluyen beta-lactamasa (bla) (gen de resistencia a
antibidticos beta-lactdmicos o de resistencia a ampicilina o ampR), bls (gen de la acetil
transferasa de la resistencia a blasticidina), bsd (gen de la resistencia a la blasticidina-
S-desaminasa), bsr (gen de resistencia a la blasticidina-S), Sh ble (gen de resistencia
a Zeocin®), higromicina fosfotransferasa (hpt) (gen de resistencia a higromicina), tetM
(gen de resistencia a tetraciclina o tetR), neomicina fosfotransferasa Il (npt) (gen de
resistencia a neomicina o neoR), kanR (gen de resistencia a kanamicina) y pac (gen

de resistencia a puromicina).

En ciertas realizaciones, el vector o plasmido de la invencion comprende uno o mas
genes marcadores seleccionables seleccionados del grupo que consiste en bla, bls,

BSD, bsr, Sh ble, hpt, tetR, tetM, npt, kanR y pac. En otras realizaciones, el vector
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comprende uno o mas genes marcadores seleccionables que codifican proteina
fluorescente verde (GFP), proteina fluorescente verde mejorada (eGFP), proteina
fluorescente ciano (CFP), proteina fluorescente ciano mejorada (eCFP) o proteina

fluorescente amarilla (YFP).

En otra realizacion mas particular, el plasmido de la invencién comprende la SEQ ID
NO: 11.

En otro aspecto, la presente invencion se refiere a una célula huésped que comprende

la molécula de acido nucleico o el vector de la invencion.

A efectos de la presente invencion, el término "célula huésped” incluye cualquier tipo
de célula que sea susceptible a transformacion, transfeccion, transduccion y similares
con una construccion de acido nucleico o vector de expresion que comprende una
secuencia de nucleédtidos o polinucleétido que codifica la proteina de fusién de la
invencién. La eleccion de una célula huésped dependera en gran medida de la
secuencia de nucledtidos que codifica el polipéptido y su fuente. La célula huésped
puede ser eucariota, tal como de célula de mamifero, insecto, ave, peces, anfibio,
reptil, planta o fungica. La eleccidon de una célula huésped adecuada puede también
estar influida por la eleccién de la seial de deteccion. Por ejemplo, el uso de
construcciones con genes reporteros (por ejemplo, lacZ, luciferasa, timidina quinasa o
la proteina verde fluorescente "GFP") puede proporcionar una sefial seleccionable
mediante la activacion o inhibicion de la transcripcién del gen de interés en respuesta
a una proteina reguladora de la transcripcion. De cara a conseguir una seleccion o

"screening" 6ptimo, el fenotipo de la célula hospedadora debera ser considerado.

Una célula huésped de la presente invencion incluye células procariotas y eucariotas.
Entre las procariotas se incluyen organismos Gram negativos (por ejemplo,
Escherichia coli) o Gram positivos (por ejemplo, bacterias del género Bacillus). Las
células procariotas se usaran, preferiblemente, para la propagacion de la secuencia
del control de la transcripcion del vector que contiene el(los) polinucledtido(s) objeto(s)
de la invencién, lo que permitira conseguir un mayor niumero de copias del vector
conteniendo el(los) polinucleétido(s) objeto(s) de la invencion. Entre las células
hospedadoras procariotas adecuadas para la transformacion de este vector se

encuentran, por ejemplo, pero sin limitarse a, E. coli, Bacillus subtilis, Salmonella
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typhimurium, y otras especies dentro de los géneros Enterococcus, Lactococcus,
Pseudomonas, Streptomyces y Staphylococcus. En una realizacién mas particular, la
célula huésped procariota de la invencion es una célula de E. coli. Las células
eucariotas incluyen, entre otras, levaduras, células de insectos, células de mamifero, y
células de organismos parasitos (por ejemplo, Trypanosomas). Los sistemas de cultivo
con células hospedadora de mamifero incluyen lineas celulares establecidas como las
células COS, células L, células 3T3, células de ovario de hamster chino (CHO), células
madre embrionarias, con las células BHK, HeK o HeLa como células preferidas. Las
células eucariotas son, preferiblemente, utilizadas para la expresién del gen
recombinante mediante la aplicacion de la secuencia de regulacion de la transcripcion

o el vector de expresion de la presente invencion.

Otro aspecto de la presente invencion se refiere a un método para la obtencién de la
proteina de fusion de la invencién, de ahora en adelante método primero de la
invencion, que comprende:
a) cultivar la célula huésped de la invencion en condiciones que permitan
la produccion de la proteina de fusion de la invencioén; y
b) recuperar y purificar la proteina de fusién producida en la etapa (a)

anterior.

Un cultivo de células hospedadoras se refiere al proceso de mantener y crecer las
células hospedadoras. Los cultivos celulares necesitan condiciones contraladas de
temperatura, pH, porcentajes de gases (oxigeno y didxido de carbono), asi como la
presencia de los nutrientes adecuados para permitir la viabilidad y la division celular.
Los cultivos celulares pueden desarrollarse en sustratos solidos como el agar, o en

medio liquido, lo que permite cultivar grandes cantidades de células en suspension.

El término "purificar" tal y como se emplea en la descripcidn, se refiere al aislamiento
de la proteina de fusion de la invencion y a su concentracion, del resto de polipéptidos
presentes en el medio de cultivo y de la célula hospedadora de la invencién. El
aislamiento del polipéptido de la invencion puede llevarse a cabo mediante técnicas de
solubilidad diferencial, cromatografia, electroforesis o isoelectroenfoque. Las técnicas
de cromatografia pueden estar basadas en el peso molecular, la carga idnica (basada
en el estado de ionizacion de los aminoacidos en las condiciones de trabajo), la

afinidad de la proteina por determinadas matrices o columnas cromatograficas, o
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mediante etiquetas de purificacion, y puede realizarse en columna, en papel o en
placa. El aislamiento de la proteina puede realizarse, por ejemplo, mediante
precipitacion con sulfato amoénico, cromatografia liquida rapida (FPLC, del inglés Fast
Protein Liquid Cromatography) o cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC, del
inglés High Performance Liquid Chromatography), empleando sistemas automatizados
que reducen notablemente el tiempo de purificacion e incrementan el rendimiento de la
purificacion. La expresion "etiqueta de purificacion" o "etiqueta de afinidad”, tal y como
se utiliza en la presente descripcion se refiere a una secuencia de aminoacidos que ha
sido incorporada (generalmente, por ingenieria genética) a una proteina para facilitar
su purificacion. La etiqueta, que puede ser otra proteina o una secuencia corta de
aminoacidos, permite la purificacion de la proteina, por ejemplo, mediante
cromatografia de afinidad. Etiquetas de purificacién conocidas en el estado de la
técnica son, por ejemplo, pero sin limitarse a, el péptido de unién a calmodulina (CBP),

la enzima glutation-S-transferasa (GST) o una cola de residuos de histidina.

En otro aspecto, la presente invencion se refiere a una composicion, de aqui en
adelante composicién de la invencion, que comprende la proteina de fusion, el acido
nucleico, el plasmido, o la célula huésped de la invencion, y al menos un excipiente y/o

vehiculo.

En otro aspecto, la presente invencion se refiere a la proteina de fusion, el acido

nucleico, el vector o la composicion de la invencion para su uso como medicamento.

A partir de aqui, toda la informacién mencionada en relacién con los usos médicos de
los diferentes aspectos de la invencion: la proteina de fusion, el acido nucleico, el
vector o la composicion de la invencion, hacen referencia indistintamente a todos ellos,

aunqgue se mencione exclusivamente la composicion de la invencion.

El término "medicamento”, tal y como se usa en esta memoria, hace referencia a
cualquier sustancia usada para prevencion, diagnostico, alivio, tratamiento o curacion
de enfermedades en el hombre y los animales. A efectos de la presente invencion, los
términos “medicamento”, “composicion farmacéutica”, o “composicion veterinaria”, se

emplean como sinénimos.

En una realizacion preferida, la composicion de la invencion es un medicamento para
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uso veterinario, mas preferiblemente para uso en animales acuaticos, mas
preferiblemente aun para su uso en peces, y mas preferiblemente, en peces de la

familia de los salmoénidos.

"Animal acuatico", tal como aqui se utiliza en el presente documento incluye a
cualquier organismo multicelular que vive en el agua, tipicamente a los peces.
Preferentemente, dicho animal acuatico es un animal perteneciente a una especie de
pez cultivada mediante acuicultura. Ejemplos ilustrativos de dichos animales acuaticos
incluyen los peces teledsteos, tales como peces vertebrados, por ejemplo, salménidos

(e.g., truchas, salmones, etc.), carpas, rodaballos, doradas, lubinas, etc.

En una realizacion preferida, los animales acuaticos son preferiblemente animales
pertenecientes a la familia de los salmoénidos. El término "familia de salmonidos”
dentro del alcance de esta invencién se entendera que comprende a todos los
representantes de la familia Salmonidae, especialmente de la subfamilia Salmoninae
y, preferiblemente, las siguientes especies: trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss);
salmon real (Oncorhynchus tshawytscha); salmén coho (Oncorhynchus kisutch);
salmon del Atlantico (Salmo salar); trucha comun (Salmo trutta); timalo (Thymallus
thymallus); coregones (Coregonus spp.); keta (Oncorhynchus keta); salmén rojo
(Oncorhynchus nerka); trucha lacustre (Salvelinus namaycush); trucha de arroyo
(Salvelinus fontinalis); trucha alpina (Salvelinus alpines). En una realizacion mas
particular los animales acuaticos son preferiblemente, trucha arcoiris (Oncorhynchus

mykiss) y trucha comun (Salmo trutta).

Las composiciones de esta invencion, asi como el resto de aspectos de la invencién
mencionados anteriormente, proteina de fusion, acidos nucleicos que codifican la
proteina de fusién de la invencion, y el plasmido de la invencion, son adecuados para
tratar enfermedades parasitarias mixozoicas de importancia econdmica en especies de
peces de piscifactoria, que incluyen Kudoa spp., Ceratomyxa spp., Parvicapsula spp.,
Myxobolus spp., Tetracasuloides spp., entre otras, preferiblemente son adecuadas
para tratar enfermedades parasitarias provocadas por patégenos del género
Tetracasuloides spp, preferiblemente por la especie T. bryosalmonae. Dichas

composiciones también son utiles para el tratamiento de la marca roja.

Asi, otro aspecto de la presente invencién se refiere a la composicion de la invencion
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para su uso en el tratamiento y/o prevencion de enfermedades inflamatorias en
animales acuaticos, preferiblemente enfermedades que cursan con inflamacion
mediada por células B, preferiblemente la marca roja o la enfermedad PKD, esta
ultima causada por parasitos del género Tetracapsuloides, mas preferiblemente por T.

bryosalmonae.

En una realizacion mas preferida, los animales acuaticos son preferiblemente peces,
mas preferiblemente peces de la familia de los salménidos, tal y como se ha descrito
anteriormente. En una realizacion mas preferida, el animal acuatico es la trucha

arcoiris.

En otra realizacién mas preferida, el parasito del género Tetracapsuloides spp., es

preferiblemente la especie T. bryosalmonae.

El término "tratamiento" tal como se entiende en la presente invencion se refiere a
combatir los efectos causados como consecuencia de una enfermedad o condicion
patolégica de interés en un sujeto, preferiblemente animal acuatico, mas
preferiblemente, pez, que incluye:
(i) inhibir la enfermedad o condicion patoldogica, es decir, detener su
desarrollo;
(i) aliviar la enfermedad o la condicion patologica, es decir, causar la
regresion de la enfermedad o la condicidn patolégica o su
sintomatologia;

(iii) estabilizar la enfermedad o la condicion patologica.

La composicion o medicamento al que se refiere la presente invencion es
preferiblemente de uso veterinario. El medicamento o composicion de uso veterinario
es toda sustancia o combinacion de sustancias que se presente como poseedora de
propiedades curativas o preventivas con respecto a las enfermedades animales o que
pueda administrarse al animal con el fin de restablecer, corregir o modificar sus
funciones fisioldgicas ejerciendo una accion farmacolégica, inmunolégica o metabdlica,
o de establecer un diagndstico veterinario. También se consideraran "medicamentos
veterinarios" las "premezclas para piensos medicamentosos" elaboradas para ser

incorporadas a un pienso.
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Opcionalmente, el medicamento de la presente invenciéon comprende, al menos, un
vehiculo y/o un excipiente aceptable. El término "excipiente" hace referencia a una
sustancia que ayuda a la absorcidon de cualquiera de los componentes de la
composicion de la presente invencion, estabiliza dichos componentes o ayuda a la
preparacion de la composicion en el sentido de darle consistencia o aportar sabores
que lo hagan mas agradable. Asi pues, los excipientes podrian tener la funcion de
mantener los componentes unidos como por ejemplo almidones, azucares o celulosas,
funcién de endulzar, funciéon de colorante, funcion de proteccion del medicamento
como por ejemplo para aislarlo del aire y/o la humedad, funcién de relleno de una
pastilla, capsula o cualquier otra forma de presentacién como por ejemplo el fosfato de
calcio dibasico, funcidén desintegradora para facilitar la disoluciéon de los componentes
y su absorcion en el intestino, sin excluir otro tipo de excipientes no mencionados en
este parrafo. Por tanto, el término "excipiente" se define como aquella materia que,
incluida en las "formas galénicas", se afiade a los principios activos o a sus
asociaciones para posibilitar su preparacién y estabilidad, modificar sus propiedades
organolépticas o determinar las propiedades fisico-quimicas de la composicion

farmacéutica o veterinaria y su biodisponibilidad.

El "vehiculo" o portador, es preferiblemente una sustancia inerte. La funcién del
vehiculo es facilitar la incorporacion de otros compuestos, permitir una mejor
dosificaciéon y administracion o dar consistencia y forma a la composicion
farmacéutica. Por tanto, el vehiculo es una sustancia que se emplea en el
medicamento o composicion farmacéutica o veterinaria para diluir cualquiera de los
componentes de la misma hasta un volumen o peso determinado; o bien que aun sin
diluir dichos componentes es capaz de permitir una mejor dosificacion y administracion
o dar consistencia y forma al medicamento o composicion. Cuando la forma de

presentacion es liquida, el vehiculo farmacéuticamente aceptable es el diluyente.

Ademas, el excipiente y el vehiculo deben ser farmacolégica o veterinariamente
aceptables, es decir, que el excipiente y el vehiculo esté permitido y evaluado de modo

que no cause dano a los organismos a los que se administra.

La composicion de la invencion contendra una cantidad profilactica o terapéuticamente
efectiva de la proteina de fusion, del acido nucleico o del plasmido de la invencion,

para proporcionar el efecto terapéutico deseado. Tal como se usa en la presente
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descripcion, el término "cantidad efectiva" se refiere a la cantidad de la proteina de
fusion, del acido nucleico, o del plasmido de la invencion contenida en la composicion
que es capaz de producir el efecto terapéutico deseado. En general, la cantidad
efectiva que debe administrarse dependera, entre otros factores, de las propias
caracteristicas del sujeto, la gravedad de la enfermedad, la forma de administracion,
etc. Por este motivo, las dosis mencionadas en esta invencion deben tenerse en
cuenta sélo como guia para la persona conocedora de la técnica, que debe ajustar

esta dosis dependiendo de los factores anteriormente descritos.

En cada caso la forma de presentacién del medicamento o composicion se adaptara al
tipo de administracion utilizada, por ello, la composicion de la presente invencion se
puede presentar bajo la forma de soluciones o cualquier otra forma de administracion
veterinariamente permitida y en una cantidad terapéuticamente efectiva. Asi, la
composiciéon se puede presentar en una forma adaptada a la administracién oral,
sublingual, nasal, intracatecal, intramuscular, bronquial, linfatica, rectal, transdérmica o
inhalada, pero sin limitarse a estas formas. Como entiende el experto en la materia, en
ocasiones la administracion directa de la composiciéon o del plasmido de la invencioén al
sitio que se pretende beneficiar puede ser ventajosa. De este modo, la administracion
directa de la composicidn o del plasmido de la invencion al 6rgano o tejido deseado se
puede lograr por administracion directa (por inyeccion, etc.) en la superficie externa del
organo o tejido afectado por medio de insercion de un dispositivo adecuado, e.g., una
canula apropiada, por perfusion arterial o venosa (incluyendo mecanismos de flujo
retrogrado) o por otros medios mencionados en esta descripcidén o conocidos en la

técnica.

En una realizacioén preferida, la administracion de la composicion o del plasmido de la

invencion es una administracion intramuscular.

La composicién de la invencion se formulara de acuerdo con la forma de
administracion elegida. Asi, la composicion de la invencion puede preparase en un
modo de dosificacion liquido, por ejemplo, en forma de solucién o suspension, para ser
inyectada o perfundida al individuo, preferiblemente al animal acuatico segun se ha

definido anteriormente.

En otro aspecto, la presente invencion se refiere a un método de tratamiento y/o
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prevencion de enfermedades inflamatorias en animales acuaticos que comprende la
administracion de una cantidad terapéuticamente efectiva de la proteina de fusion, del

acido nucleico, del plasmido, o de la composicion de la invencidn.

En una realizacién mas particular del método de tratamiento y/o prevencién de la
invencion, éste se caracteriza por que los animales acuaticos pertenecen a la familia
de los salmoénidos y se seleccionan de la lista que consiste en: trucha arcoiris
(Oncorhynchus mykiss); salmon real (Oncorhynchus tshawytscha); salmén coho
(Oncorhynchus kisutch); salmén del Atlantico (Salmo salar); trucha comudn (Salmo
trutta); timalo (Thymallus thymallus); coregones (Coregonus spp.); keta (Oncorhynchus
keta); salmén rojo (Oncorhynchus nerka); trucha lacustre (Salvelinus namaycush);
trucha de arroyo (Salvelinus fontinalis) y trucha alpina (Salvelinus alpines). En otra
realizacion mas particular, los salmoénidos son la trucha arcoiris (Oncorhynchus

mykiss) y la trucha comun (Salmo trutta).

En otra realizacion mas particular, las enfermedades inflamatorias que pueden afectar
a especies de salmoénidos de la lista anterior, comprenden la enfermedad proliferativa
renal, causada por parasitos del género Tetracapsuloides, preferiblemente por T.

bryosalmonae, y la enfermedad de la marca roja.

Las dosificaciones efectivas y los calendarios de administracién de las composiciones
que comprenden la proteina de fusién, del acido nucleico, del plasmido, o de la
composicion de la invencion, descritos en este documento pueden ser determinadas
empiricamente, y hacer tales determinaciones esta dentro de la experiencia en la
técnica. Los intervalos de dosificacion para la administracién de las composiciones son
aquellos lo suficientemente amplios para producir el efecto deseado. La dosificacion
no debe ser tan alta como para causar efectos secundarios adversos, tales como
reacciones cruzadas no deseadas, reacciones anafilacticas, y similares. La dosis
puede variar, y puede ser administrada en una o mas administraciones de dosis

diarias, durante uno o varios dias.

A lo largo de la descripcion y las reivindicaciones la palabra "comprende" y sus
variantes no pretenden excluir otras caracteristicas técnicas, aditivos, componentes o
pasos. Para los expertos en la materia, otros objetos, ventajas y caracteristicas de la

invencion se desprenderan en parte de la descripcidén y en parte de la practica de la
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invencion. Los siguientes ejemplos y figuras se proporcionan a modo de ilustracién, y

no se pretende que sean limitativos de la presente invencion.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

FIG. 1. Niveles de transcripcion del gen que codifica el dominio extracelular del
receptor de BAFF (BAFF-R) de trucha arcoiris tras la inyeccion intramuscular del
plasmido pBAFF-R. A dia 7 post-inyeccion, los peces se sacrificaron para muestrear el
musculo de la zona dorsal y determinar los niveles de expresion de genes por PCR en
tiempo real. El plasmido vacio sin la construccion génica se utiliz6 como control
negativo. Los datos se muestran como la expresion relativa de cada gen con respecto

a la expresioén del gen control endégeno EF-1a (media + DS; n=3-6).

FIG. 2. Proteina correspondiente al dominio extracelular del receptor de BAFF (BAFF-
R) de trucha arcoiris detectada por la técnica Western blot empleando el sobrenadante
concentrado de células EPC transfectadas con el plasmido pBAFF-R. El plasmido

vacio sin la construccion génica se utilizé6 como control negativo. M, marcador.

FIG. 3. Efecto del tratamiento intramuscular con el plasmido pBAFF-R en truchas
arcoiris naturalmente infectadas con T. bryosalmonae. (A) Grado de inflamacion del
rindn posterior de truchas tratadas con el plasmido pBAFF-R (n=20) o PBS (control
negativo; n=24). La grafica de valores individuales muestra el rango intercuartil y la
mediana de los datos. (B) Porcentaje de truchas afectadas o muertas por PKD tras la

inyeccion intramuscular del plasmido pBAFF-R o PBS (control).

FIG. 4. Niveles de transcripcion del ARNr 18S de T. bryosalmonae tras la inyeccién
intramuscular del plasmido (0,1 y 1 pg) que contiene la secuencia del dominio
extracelular del receptor de BAFF (pBAFF-R) en trucha arcoiris naturalmente
infectadas por T. bryosalmonae. A dia 110 post-inyeccién, los peces se sacrificaron
para muestrear el rifdn posterior y determinar los niveles de expresion del gen ARNr
18S de T. bryosalmonae por PCR en tiempo real. El plasmido vacio sin la construccién
génica se utilizé como control negativo. Los datos se muestran como la expresion
relativa de cada gen con respecto a la expresion del gen control endégeno EF-1a
(media + DS; n=5-7).
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EJEMPLOS

A continuacién, se ilustrara la invencion mediante unos ensayos realizados por los

inventores, que pone de manifiesto la efectividad del producto de la invencion.

Ejemplo 1. Obtencion del plasmido pBAFF-R (SEQ ID NO: 11) que codifica para
la proteina de fusion IL-2-BAFF-R (SEQ ID NO: 8).

La secuencia nucleotidica (SEQ ID NO: 3) que codifica para el dominio extracelular del
BAFF-R (SEQ ID NO: 4) procedente de trucha arcoiris se fusioné a la secuencia
nucleotidica (SEQ ID NO: 1) que codifica para el péptido sefal de la IL-2 (SEQ ID NO:
2) de trucha arcoiris dando lugar a la construccion IL-2-BAFF-R que comprende la
secuencia nucleotidica SEQ ID NO: 7 que codifica para la proteina de fusién IL-2-

BAFF-R que comprende la secuencia aminoacidica SEQ ID NO: 8.

Para permitir la posterior purificacion de la construccion IL-2-BAFF-R, se fusiond a
ésta la secuencia nucleotidica (SEQ ID NO: 5) que codifica para la regiéon Fc del
dominio de tipo inmunoglobulina IgG1 de ratéon (SEQ ID NO: 6) dando lugar a la
construccion IL-2-BAFF-R-IgG1 que comprende la secuencia nucleotidica SEQ ID NO:

9, que codifica para la secuencia aminoacidica SEQ ID NO: 10.

Asi, la construccion anterior se clond en el vector de expresién eucariota pcDNA3.1+
(Invitrogen), previamente digerido por las enzimas de restriccion Hindlll/Xhol. A
continuacioén, dicho plasmido, denominado pBAFF-R (SEQ ID NO: 11), se transformo
en bacterias competentes de Escherichia coli JM109 (Promega) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Las colonias transformadas se seleccionaron en el medio
LB agar (Invitrogen) suplementado con ampicilina (100 pg/ml) para la posterior

extraccion y purificacion del plasmido (Invitrogen).

Posteriormente, la secuencia nucleotidica del plasmido pBAFF-R clonada se confirmé
mediante secuenciacion empleando el cebador T7 (SEQ ID NO: 12; 5'-
TAATACGACTCACTATAGGG-3") derivado del vector.

El plasmido vacio, sin la secuencia nucleotidica que codifica para la construccién

génica IL-2-BAFFR-IgG1 se utilizé como control negativo.
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Ejemplo 2. Estudio de la transcripcion de BAFF-R tras la inyeccién intramuscular
de pBAFF-R (SEQ ID NO: 11).

Se utilizaron truchas arcoiris (Oncorhynchus mykiss) de 7 cm suministradas por la
piscifactoria Cifuentes (Guadalajara, Espafia). Para ello, los peces se mantuvieron en
el Centro de Investigaciones en Sanidad Animal (CISA-INIA) a 14°C y se alimentaron
diariamente con una dieta comercial (Skretting, Noruega). Antes de comenzar los
experimentos, los peces se aclimataron a las condiciones de laboratorio durante 2

semanas.

Los peces se dividieron en dos grupos y se inyectaron intramuscularmente con 1 ug
de plasmido pBAFF-R resuspendido en 50 pl de solucion salina (0,9% NacCl) estéril o
con la misma cantidad de plasmido vacio (control negativo). Los peces se sacrificaron
7 dias post-inyeccion y de cada pez se realizd un muestreo de la zona del musculo

donde se habia hecho la inyeccion para la extraccion del ARN.

El ARN total del musculo se extrajo utilizando el reactivo Tri-reagent (Invitrogen),
siguiendo las instrucciones del fabricante y se almacend a -80°C hasta su utilizacion.
El ARN purificado se cuantificé utilizando el espectrofotémetro Nanodrop 1000
(Thermo Scientific). A continuacién, 1 ug de ARN se tratdé con la enzima ADNasa |
empleando el kit RapidOut DNA Removal (Thermo Scientific) para eliminar las trazas
de ADN gendmico y se utilizé para sintetizar el ADNc con la enzima RevertAid
Reverse Transcriptase (Thermo Scientific) y el oligo(dT)23VN (1.6 puM), segun lo
indicado por el fabricante. El ADNc resultante se diluyé en una proporcion de 1:5 con

agua libre de nucleasas y se almacené a -20°C hasta su uso.

Los niveles de expresion del dominio extracelular de BAFF-R se analizaron mediante
la técnica de PCR en tiempo real utilizando el equipo LightCycler 96 System
instrument (Roche). Todas las reacciones de amplificacion se realizaron por duplicado
utilizando la mezcla de reaccion FastStart Essential DNA Green Master (Roche) y
cebadores especificos (Tabla 1). Las condiciones de la amplificacion consistieron en
un paso inicial de desnaturalizacion (95°C, 10 minutos), seguido de 40 ciclos de
amplificaciéon (95°C durante 10 s, 60°C durante 10 s y 72°C durante 10 s). Ademas, se
obtuvo una curva de disociaciéon leyendo la senal de fluorescencia cada grado entre

las temperaturas 60°C y 95°C para comprobar que esta sefal es debida a la
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amplificacién de un unico producto. En todos los ensayos se incluyeron controles
negativos sin ADN molde y controles de transcripcion reversa negativa (RT-). La
expresion dominio extracelular del receptor BAFF-R se normalizé con la expresion del
gen que codifica el factor de elongacion-1a (EF-1a) de trucha arcoiris (Montero, J., J.
et al., J. Virol. 2011; 85: 4046-4056) que se expresa constitutivamente en todos los
organos en igual medida, utilizando cebadores especificos (Tabla 1). Los niveles de
expresion se calcularon con el método 2-ACt, en el que ACt se determind restando el
valor Ct de EF-1a al valor Ct del gen diana (Livak, K. J., y T. D. Schmittgen. Methods.
2001;25: 402-408). El analisis estadistico se realiz6 mediante una t de Student de dos
colas con la correccion de Welch y las diferencias se consideraron estadisticamente

significativas cuando p< 0.05.

TABLA 1. Lista de cebadores utilizados en los estudios transcripcionales.

Gen Cebador directo (5°-3°) Cebador inverso (5°-3")
EF1 SEQ ID NO: 13 SEQ ID NO: 14
-1a
(gatccagaaggaggtcacca) (ttacgttcgaccttccatec)
SEQ ID NO: 15 SEQ ID NO: 16
BAFF-R
(gacaaactgctcatcacctgtatc) (atatccagacagctggactcactg)
ARNr 18S SEQ ID NO: 17 SEQ ID NO:18
T. bryosalmonae | (ggacactgcatgtgctgcatagt) (ccatgctagaatgtccaggcact)

Tal y como se observa en la FIG. 1, tras la inyeccion intramuscular del plasmido
pBAFF-R se detectdé un incremento de la expresiéon del ARNm de BAFF-R en el
musculo (56 veces mayor) respecto de la expresion que mostraron las truchas tratadas

con el plasmido vacio (control negativo).

Ejemplo 3. Obtencion de sobrenadantes con el dominio extracelular del receptor
de BAFF (BAFF-R) de trucha arcoiris.

Para la verificar que el plasmido pBAFF-R de la invenciéon es capaz de transcribir y
traducir de forma efectiva el dominio extracelular de BAFF-R de la trucha arcoiris, se
transfectaron células EPC (Epithelioma papulosum cyprinid) con dicho plasmido
pBAFF-R mediante el empleo del equipo 4D-NucleofectorTM (Lonza). Para ello, las

células EPC mantenidas en medio Leibovitz (L-15, Life Technologies) suplementado
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con penicilina (100 unidades/ml, Life Technologies), estreptomicina (100 ug/ml, Life
Technologies) y suero fetal bovino (10% SFB, Life Technologies) se tripsinaron y se
transfectaron con 1 ug de plasmido pBAFF-R empleando los reactivos del kit Amaxa
P3 Primary cell (Lonza). A continuacion, las células transfectadas se cultivaron en
placas de 24 pocillos a una concentracion de 5x10° células/ml. Tras 24 h de
incubacién a 20°C, se cambid el medio de cultivo utilizando medio L-15 suplementado
con antibidticos y 0,1% SFB. Tras incubar las células otras 24 h, los sobrenadantes se
recogieron de los pocillos y se concentraron (50x) utilizando centricones con un corte
de peso molecular de 3kDa (GE Healthcare Life Sciences). Adicionalmente, también
se recogieron los sobrenadates de los cultivos de las células EPC transfectadas con el
plasmido vacio (control negativo). Con el fin de verificar la correcta transfeccion de las
células, se utilizé el plasmido pmaxGFP suministrado en el kit Amaxa como control
positivo para la posterior visualizacion de la proteina verde fluorescente por

microscopia de fluorescencia (Zeiss Axio Vert.A1).

Los sobrenadantes concentrados de las células EPC transfectadas con el plasmido
pBAFF-R de la invencién y con el plasmido vacio, se analizaron mediante
electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE, del inglés sodium dodecy! sulfate-
polyacrylamide gel electrophoresis). Para ello, el gel de poliacrilamida (12%; Bio-Rad)
se cargo con 20 pl de sobrenadante concentrado en condiciones reductoras y se tifid
con azul de Coomassie. La transferencia de las proteinas se hizo sobre una
membrana de fluoruro de polivinilideno (PVDF; Bio-Rad) empleando el equipo Trans-
Blot Turbo (Bio-Rad) para identificar la proteina correspondiente al dominio
extracelular del receptor de BAFF de trucha arcoiris (BAFF-R) mediante Western blot.
Para ello, la membrana se bloqued con 5% de leche desnatada en tampon fosfato
salino (PBS) a temperatura ambiente durante 1 h. A continuacion, la membrana se
incubd con un anticuerpo primario anti-IgG de ratéon producido en conejo (Sigma-
Aldrich) y preparado en la solucion de bloqueo a 4°C durante 16 h. Después la
membrana se lavo tres veces con 0,1% Tween 20 (Sigma-Aldrich) preparado en PBS
durante 10 min y se incub6 con un anticuerpo secundario anti-lgG de conejo producido
en burro y conjugado con peroxidasa de rabano (GE Healthcare Life Sciences) a
temperatura ambiente durante 1 h. Tras tres lavados en 0,1% Tween 20-PBS y un
ultimo lavado en PBS se procedido al revelado de la membrana por reaccion
quimioluminiscente de la peroxidasa empleando el kit ECL (GE Healthcare Life

Sciences).
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Tal y como se observa en la FIG. 2, la proteina correspondiente al dominio extracelular

de BAFF-R fue detectada, observandose una banda especifica de 37 kDa.

Ejemplo 4. La administracion del plasmido pBAFF-R (SEQ ID NO: 11) reduce el
grado de inflamacién del rinén posterior y la mortalidad en truchas naturalmente

infectadas por T. bryosalmonae.

Se utilizaron 44 truchas de 30-40 g de la piscifactoria de Southampton (Reino Unido),
libres de infeccion de T. bryosalmonae que se dividieron en dos grupos (20-24 peces
por grupo). Los peces de uno de los grupos se trataron con dos inyecciones
intramusculares (zona anterior y posterior de la aleta dorsal) del plasmido pBAFF-R
(10 ug) disuelto en 20 pl de tampon fosfato (PBS) (20 pg del plasmido pBAFF-R
administrados en total por pez). Los peces del segundo grupo se trataron de la misma
manera, pero en lugar de administrarles el plasmido pBAFF-R sélo se les administro el

mismo volumen de tampdn fosfato (PBS) sin plasmido.

A continuacion, ambos grupos de animales se introdujeron en una piscifactoria en la
que se habia detectado un brote de PKD (Test Valley Trout) registrando en cada
momento el numero de peces muertos. Este ensayo se hizo a mediados del mes de
mayo, cuando la temperatura del agua aumentd, alcanzando valores superiores a
15°C. A los 90 dias post-inyeccion, cuando la temperatura seguia siendo superior a
15°C y el brote por PKD persistia en la granja, las truchas se sacrificaron para analizar
el nivel de inflamacion del rifidn posterior y asi determinar el grado de infeccion por el
parasito. El analisis estadistico se realiz6 mediante la prueba no paramétrica de Mann-

Whitney y las diferencias se consideraron estadisticamente significativas para p< 0.05.

Los resultados ponen de manifiesto que la administracién intramuscular del plasmido
pBAFF-R en las truchas produjo una disminuciéon del grado de inflamacioén renal
provocado por la infeccion de PKD con respecto al grado de inflamacion renal que

mostro el grupo control (FIG. 3A).

Se analizdé también el porcentaje de mortalidad que presentaron ambos grupos de
animales, poniéndose de manifiesto que dicho porcentaje de mortalidad fue menor en
el grupo de truchas tratadas con el plasmido pBAFF-R (4,76%) respecto al porcentaje

mostrado por grupo control (25%) (FIG. 3B). Ademas, tal y como se muestra en la FIG.
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3B, el porcentaje de truchas que presentaron un grado de mortalidad <1 fue mayor
(52,38%) en el grupo tratado con el plasmido pBAFF-R que en el grupo control
(37,50%).

Ejemplo 5. La administracion del plasmido pBAFF-R (SEQ ID NO: 11) reduce la

carga de T. bryosalmonae en truchas naturalmente infectadas por este parasito.

Para determinar si la administracién del plasmido pBAFF-R es capaz de modificar la
carga parasitaria a largo plazo en truchas naturalmente infectadas con T.
bryosalmonae y que consiguen sobrevivir a la enfermedad, se inyectd
intramuscularmente el plasmido pBAFF-R en los peces para realizar estudios
transcripcionales del gen ARNr 18S de T. bryosalmonae. Debido a la marcada
estacionalidad de esta enfermedad parasitaria, el tratamiento con el plasmido pBAFF-
R se realiz6 durante el mes de julio cuando se detectd un brote de PKD en el que
aparecieron casos de mortalidad asociados a la sintomatologia caracteristica de esta

enfermedad y, ademas, la temperatura del agua de la piscifactoria era superior a 15°C.

Se utilizaron 40 truchas arcoiris de 30-40 g de la piscifactoria de Cifuentes
(Guadalajara, Espafia) que se dividieron en cuatro grupos (10 peces por grupo). Se
inyectd intramuscularmente en cada pez una cantidad de 100 pl de solucion salina
(0,9% NaCl) estéril con 0,1 0 1 ug del plasmido pBAFF-R (dos grupos), asi como 0,1 o
1 pg del plasmido vacio sin la construccion en otros dos grupos (controles negativos).
Los peces de cada grupo se sacrificaron 110 dias post-inyeccién, en el mes de
noviembre cuando la temperatura del agua era inferior a 15°C y el brote de PKD habia
remitido en la piscifactoria. Como se esperaba, en ningun caso se observo inflamacion
del rindn. De cada trucha se realizé6 un muestreo del rindn posterior para la extraccion
del ARN con Tri-reagent y posterior sintesis de ADNc utilizando la metodologia

explicada anteriormente en el Ejemplo 2.

Los resultados muestran que la administracion de una dosis de 0,1 ug del plasmido
pBAFF-R no indujo disminucion de la expresion del gen ARNr 18S de T. bryosalmonae
en el rindn posterior a los 110 dias post-inyeccion (FIG. 4). Sin embargo, cuando se
administré una dosis de 1 ug del plasmido pBAFF-R, se observé una disminucion de la

carga parasitaria detectada en el rifién a nivel transcripcional (FIG. 4).
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Asi, estos resultados indican que la administracion del plasmido de la invencion es
capaz de favorecer la respuesta inmune especifica del organismo infectado frente al
parasito y su eliminacién del organismo, asi como controlar la inflamacién mediada por
las células B del tejido renal, favoreciendo asi la supervivencia y la sintomatologia de

la infeccion provocada por T. bryosalmonae, en trucha arcoiris.
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REIVINDICACIONES

Proteina de fusion que comprende una primera secuencia de aminoacidos que
comprende al menos un 95%, 96%, 97%, 98%, 99% de identidad con el
péptido sefial de la interleuquina 2 (IL-2) de SEQ ID NO: 2 fusionado a una
segunda secuencia de aminoacidos que comprende al menos un 95%, 96%,
97%, 98%, 99% de identidad con el dominio extracelular del receptor de BAFF
(BAFF-R) de SEQ ID NO: 4.

Proteina de fusidén segun la reivindicacion 1 que comprende al menos un 95%,
96%, 97%, 98%, 99% de identidad la SEQ ID NO: 8.

Proteina de fusidn segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2 que ademas
comprende una secuencia de aminoacidos de un dominio Fc de una

inmunoglubulina murina.

Proteina de fusion segun la reivindicacion 3 donde la inmunoglobulina es la

IgG1 murina que comprende la SEQ ID NO: 6.

Proteina de fusién segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 que
comprende al menos un 95%, 96%, 97%, 98%, 99% de identidad con la SEQ
ID NO: 10.

. Acido nucleico que codifica la proteina de fusién segun cualquiera de las

reivindicaciones 1 a 5.

. Acido nucleico segun la reivindicacién 6 que comprende una secuencia con al

menos un 95%, 96%, 97%, 98%, 99% de identidad con cualquiera de las
secuencias seleccionada de la lista que consiste en la SEQ ID NO: 7 o SEQ ID
NO: 9.

Plasmido que comprende una molécula de acido nucleico segun cualquiera de

las reivindicaciones 6 a 7, en la que opcionalmente:
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a) la molécula de &acido nucleico estd unida de forma operativa a una
secuencia de control de expresion adecuada para la expresion en una
célula huésped; y/o,

b) el plasmido comprende uno o mas genes marcadores seleccionables.

Plasmido segun la reivindicacién 8 caracterizado por que comprende la SEQ ID
NO: 11.

Célula huésped que comprende una molécula de acido nucleico segun
cualquiera de las reivindicaciones 6 a 7 o el plasmido segun cualquiera de las

reivindicaciones 8 a 9.

Composiciéon que comprende la proteina de fusion segun cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 5, el acido nucleico segun cualquiera de las
reivindicaciones 6 a 7, el plasmido segun cualquiera de las reivindicaciones 8 a

9, y al menos un excipiente y/o vehiculo.

Composicion segun la reivindicacion 11 caracterizada por que es una

composicion farmacéutica o veterinaria.

Proteina de fusidn segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, acido
nucleico segun cualquiera de las reivindicaciones 6 a 7, plasmido segun
cualquiera de las reivindicaciones 8 a 9, o la composicion segun las

reivindicaciones 11 a 12 para su uso como medicamento.

Proteina de fusidn segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, acido
nucleico segun cualquiera de las reivindicaciones 6 a 7, plasmido segun
cualquiera de las reivindicaciones 8 a 9, o la composicion segun las
reivindicaciones 11 a 12 para su uso en el tratamiento y/o prevencién de

enfermedades inflamatorias en animales acuaticos.

Proteina, acido nucleico, vector o composicion para su uso segun la

reivindicacion 14 donde la administracion es via intramuscular.
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Proteina, acido nucleico, vector o composicién para su uso segun cualquiera
de las reivindicaciones 14 a 15 donde la enfermedad inflamatoria es causada
por mixozoos del género Tetracapsuloides, preferiblemente por el mixozoo T.

bryosalmonae.

Proteina, acido nucleico, vector o composicién para su uso segun cualquiera
de las reivindicaciones 14 a 17 donde las enfermedades inflamatorias son la

enfermedad proliferativa renal y la enfermedad de la marca roja.

Proteina, acido nucleico, vector o composicion para su uso segun cualquiera
de las reivindicaciones 14 a 17 donde los animales acuaticos pertenecen a la

familia de los salmoénidos.

Proteina, acido nucleico, plasmido o composicion para su uso segun la
reivindicacién 18 donde los salménidos se seleccionan de la lista que consiste
en: trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss); salmén real (Oncorhynchus
tshawytscha); salmén coho (Oncorhynchus kisutch); salmén del Atlantico
(Salmo salar); trucha comun (Salmo trutta); timalo (Thymallus thymallus);
coregones (Coregonus spp.); keta (Oncorhynchus keta); salmoén rojo
(Oncorhynchus nerka); trucha lacustre (Salvelinus namaycush); trucha de

arroyo (Salvelinus fontinalis) y trucha alpina (Salvelinus alpines).
Proteina, acido nucleico, plasmido o composicion para su uso segun

cualquiera de las reivindicaciones 18 a 19 donde los salménidos son trucha

arcoiris (Oncorhynchus mykiss) y trucha comun (Salmo trutta).
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