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SCOPQ DELL'®'INVENZIONE

La presente invenzione si riferisce a proteine virali ricombi-
nanti dell'agente causativo della sindrome porcina riproduttiva e re
spiratoria {PRRS) prodotta in un sistema di espressione di baculovi
rus ricombinanti moltiplicati in una coltura di cellule ospite per-

missive. L'invenzione si riferisce pure a corredi diagnostici ed a

vaccini che comprendono, almeno, una di dette proteine ricombinanti. P
pr.o]

PRECEDENTI DELL ' INVENZIONE 2
o

In Spagna, i primi casi di alterazioni respiratorie in maiali- EZ

<

(2]

ni sono stati rilevati in un lotto di 300 maialini importati dalla &
o

Germania nella metd gennaio 1991 [Plana ed al., "Med. Vet.", 8, 11,
(1991)]. Poco dopo, in due branchi di allevamento in due fattorie
situate in vicinanza del branco in cui era comparso il problema i-
niziale, si & individuata una malattia caratterizzata da un numero
anormalmente elevato di aborti durante 1l'ultima fase della gesta-
zione, come pure una mortalitd del 70% nei maialini.

La causa di queste esplosioni epizootiche non era
nota, ma la loro sintomatologia era simile ai segni
clinici che erano stati descritti per una malattia dei

2
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maiali individuata la prima wvelta 1n Zuropa in

Germania (1990), e alla malattia denomirzta "Mystery

Swine Oiszase” individuata negli Statl Uniti =2 in

Canada nel 1987 [Hill. "Froceedngs of =5e& Mistery

Swine Dissase Committee Meeting’, & ozzobre 1330,

Denver ., USA]. Questa malattia attaccz le scrofe

gravide provocando in queste anoressia, aborti, fetl

nati morti, feti mummificati, maialini deboli che

muoiono dopo poche ore di vita, e problemi respiratori

dopo il parto, tra gli altri. Attualmente, la malattia

& nota come "Sindrome porcina ricroduttiva e

respirateoria” ( PRRS ), sebbene =ia stata

precedentemente indicata come “Abortc azzurro di

maiali". "Sindrome riproduttiva misteriosa” (MRS,

"Sindrome di infertilitd e respiratoria in maiali”

(SIARS) & "Sindrome epidemica di aborto e respiratoria

porcina’ (PEARS).

Attualmente, € noto che 1’ agente causativo di

questa malattia & un virus denominatc virus PRRS

{ PRRSV ). fQuesto virus & stato isolato per la prima

volta in QOlanda da un gruppo di ricercatori del

ChI/Lelystad, che lo chiamarono virus telystad (LV)

[Wesvoort G. e al., '"vVet. Quarterly”, 3, 121-130

{(1991)). Alcuni mesi piu tardi, si & ottenuto un altro

isolatoc in Spagna dai Laboratori Sobrino/Cyanamid
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(flama ed al.. "vet. Microblol.”, 33, 203-211 (199% ]

che verra identificato in questa descrizione coms

ppRsS-0lot. Da auesto momento. nuovi isolati del viruz

s0no stati descritti (Richiesta EP n. 0.529.584 A2,

richiests PCT n. WO 23/0&211 e WO 93/07898).

Le caratteristiche strutturali del virus PRRE

sono state descritte in due pubblicazioni recenti:

a) Meulenberg J.J.M. ed al.. "Virus Lelystad,

1’agente causativo della sindrome porcina di aborto

epidemico e respiratoria (PEARS) s1 riferisce a LDV =
EAaV” . "Virology", 192, 62-72 (1993): e

b)Y Cozelmann X-K. ed al., "Caratterizzazione

molecolare di virus della sindrome porcina

riproduttiva & respiratoria, un termine del gruppo di

arterivirus”. "virology", 193, 329-339 (1993).

Il virus PRRS ha una dimensione di 50-60 mm, con

un inviluppo di approssimativamente 30-35 nm contenuto

nel nucleocapside, e una singola molecola di RNA come

materiale genomico. In base a questi dati morfologici,

PRRSV & stato inizialmente classificato come un

Togavirus, sebbene in base alla sua struttura genomica

e ai meccanismi di trascrizione e di traslazione esso

sia piu prossimo alla famiglia dei Coronaviride.

Recentemente, in base a differenze e/oppure a

similitudini in confronto con i gruppi precedentl, e

358}

Rinaldo

PLEBANI
{iscrizione Albo ar.



cstata proposta la sua claszificazione 1n una nuova
famiglia denominata Arteriviridag {Cavanagh D. ed al.,
“arch. virology ' . (1994)3]). Insiesme conr PRREV, in
aquesto gruppo sono inclusi 1 virds della arterite
equina {(EAV), il virus della deidrogenasi lattica
(LDV) e il wvirus della febbre emorragica <di scimmis
{SHFV ) .

Recentemente, tutto il genoma del virus Lelystad
(LV) {(Meulenberg ed al., citato sopraj. un segmento
genomico dell’isclato del wvirus PRRS di TUbingen
{Germania) (Tv) (Cozelmann ed al., citatl sopra). e un
segmento del virus PRRS-0lot (Rivendicazione di
brevetto spagnolo n. ES P3301973) sono stati clonatl e
sequenziati. In base a tutti i risultati ottenuti, si
put stabilire che il genoma PRRSY e formato da una
molecola di RNA a filamento singolo che contiene alla
estremita 3’ una coda poli-A. La lunghezza del genoma
& di approssimativamente 15.000 coppie di basi (bp) e
rella sua struttura contiene sette fasi di lettura
aperte (ORF) codificanti per le proteine wvirali. Le
ORF sono state denominate come da ORFl1 a ORF7 e esse
presentano piccoli segmenti sovrapposti tra loro. S1 &
proposto che la sintesi delle proteine virali sia
prodotta da un gruppo di trascrittli subgenomici di

differente lunghezza (mRNA), ma di simile estremita 2~

Ut
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poliadenilata. e di sequenza leader S’ originante

Halla =eaquenza terminale 5° non codificante. Quasta
forma di espressione dil protelna virale e stata
denominata mMRNA annidati ed & stata descritta
precedentemente per 1 coronavirus iSpaan W.J.M..,
tavanagh D., & Horzineck M.C., "J. Gen. Virol.", &3,
2939-2952 (1988)]. In base alla sequenza di nucleotidi
di isoclato virale di PRRSYV di Lelystad (LV) = di
Tubingen (TVY) e per omologia con guanto e stato
osservato con altri arterivirus, si & proposto che nel
genoma virale, ORF1 (a e b) codifichl per la
polimerasi e replicasi wvirale. Le ORF da 2 a &
rodificherebbero per le proteine dell’inviluppo
virale, e la ORF7 codificherebbe per la proteina del
nucleocapside. La replicasi e la polimerasi virale
sono proteine di grandi dimensioni, 260 e 163 kDa,
rispettivamente, ed entrambe contengono tre siti di
glicosilazione possibili. Le proteine di inviluppo
(ORF da 2 a 6) disposte alla estremita 3’ sono
piccole, tra 30 & 19 kDa. Tutte queste contengono piu
di due siti di glicosilazione possibili, specialmente
1a ORF32 che ceontiene 7 siti. Tutte queste proteine
contengono sequenze idrofobe alle estremita terminali
ammino (N-) e carbossi (C-) che possono funzionare

come sequenza leader & ancora della membrana.
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Generalmente, esse sono proteine idrofobe. in accordo
con la loro posizione associata ad una membrana.
Dovrebbe essere meszo in evidenza la 0ORFs con tre
segmenti idrofobi disposti entro 1 90 residul di
amminoacidi alla estremita N-terminale. D’altra parte,
la proteina codificata da ORF7, corrispondente
possibilmente al nucleocapside virale, e estremamente
pazica con residui di arginina, lisina e istidina alla
estremita N-terminale. Sequenze di amminocacido di
polimerasi virali LY e TV, proteine strutturali e
nucleocapside presentano una identita tra 11 29% e 1l
67% in confronto con 11 wvirus LDV e tra 20% e 36% 1in
confronto con il virus EAV. Cil6 fa pensare che
1’svoluzione del virus PRRS sia piu prossima a LDV che
a EAV.

{a malattia provocata da PRRSY & responsablile per
gravi perdite mnell’industria dell’allevamento deil
maiali. Per questa ragione, sono stati sviluppati
vaccini in grado di prevenire l’infezione provocata da
PRRSV.

In generale, 1 vaccini contro 11 PRRSV noto,
descritto nelle rivendicazioni di brevetto WO
92/21375, WO 93/06211, WO 93/07898 e ES P9301973, sono
vacecini pttenuti da virus cresciuti su macrofagli e

successivamente inattivati. La domanda di brevetto €S
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P7301973 provvede un wvaccino 1in grado di evitare la
sindrome riproduttivaerespiratoria porcina {PRRS). &1
e dimostrato che 11 vaccino e efficace nell ‘evitare
alterazioni della riproduzione in scrofes., quali il
parto di feti morti, maialini mummificati o viventi ma
deboll. ripetizione dell’estro e simili problemi
prodottil dal virus causativo della PRRS. Analogamente,
51 & verificato che il vaccing provoca una immunita
cellulare negli animali vaccinati. Detto vaccino
contiene una guantita adatta di antigene virale di
PRRS, ceppo spagnolo (PRRS-0lot), inattivato, insieme
con un ccadiuvante ed un preservativo.

La presente invenzione provvede un vaccino della
seconda generazione in cul si & impiegata la
tecnologia del DNA ricombinante allo scopo di ottenere
nuovi vaccinl in grado di proteggere efficacemente
contro l1’infezione provocata da PRRSY. I wvaccini
secondo la presente invenzione contengono, almeno, una
proteina di PRRSY ricombinante. D’altra parte, la
presente invenzione provvede nuovi sistemi o corredi
diagnostici del PRRSY che comportano 1'impiego di
tecniche di saggio immunologico enzimatico (ELISA) le
gquali wutilizzano proteine di PRRSV ricombinante.
Questi wvaccini ricombinanti non richiedono una

manipolaziore del virus completo, ma viceversa di

~I Rinaldo
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=plianto parte di aquesto, eliminando il pericolo di un
incidente che libererebbe il virus, rappressntando un
notevole vantaggio rispette ai presenti vacecini i
PRRSY inmattivati. Questi nuovi wvaccini ricombilnantl
non richiedono una manipolazione del virus completo,
ma piuttosto di soltanto una parte di questo,
eliminando il pericolo di un incidente che libererebbe
il wvirus, 1! che rappresenta un considerevole
vantaggio rispetto ai presenti vaccini di PRRSYV
inattivati.

La produzione di proteing ricombinanti mediante
Ingegneria Genetica e un fatto che e stato descritto
precedentemente. Sono notl numercsi sistemi di
espressione e di produzione di protesine ricombinanti.
Uno dei sistemi pild efficaci per la produzione su
larga scala di proteine ricombinanti si basa sulla
replicazione di baculovirus ricombinanti | derivati dal

virus della poliedrosi nuclearf di Autographa
californica {(AcNPV), in cellule d’insetto in coltura.
La descrizione della tecnica di espressione del
baculovirus viene descritta negli articolil seguenti:
a) LuKow, V.A. e Summers M.D., "Tendenze nello
sviluppo di vettori di espressione di paculovirus’,

“Bio/Technology', &, 47-55 (1988); e

b) Bishop D.H.L., “vVettori di espressione di

(iscrizione Albo nr. 358)
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baculovirus”. Seminari in "Virology”', I, 253-2¢4
(19%2).

La pre=ente invenzione provvede proteine
ricombinantl di PRRSV,in particolare dell’isolato
PARS-0O1lont, prodotte in un sistema di espreszione di
paculovirus moltiplicati su una coltura permissiva di
cellule ospite. T baculovirus ricombinanti in grado di
orodurre tali proteine ricombinanti, come pure 1
vettori di trasferimento utilizzati, costituliscono
opiettivi addizionali dell’invenzione. I procedimenti
per l’ottenimento di tali baculovirus ricombinanti e
proteine & pure uno scopo della presente invenzione.

t."invenzione provveds anche nuovi vaccinil per la
vaccinazione di maiall per la lorc protezione contro
infezione provocata da PRRSV, comprendenti, almeno,
una proteina ricombinante di quelle provviste dalla
presente invenzione e un adeguato veicolo o
coadiuvante.

L’invenzione provvede pure un corredo diagnostico
per rilevare la presenza di anticorpl che riconoscono
zpecificamente PRRSY in un campione biologilco da
maiali (ad esempio: sangue, siero, espettorato, saliva
o latte). Il corredo comprende almeno una proteina
ricombinante di quelle provviste dalla presente

invenzione e adeguati metodi di rivelazione.

10
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L’invenzione provvede pure un corrado diagrostico
per la riievazione della presenza di antigene (PPR3YV)
in un campiorne biologico da malialil (ad esempin:
sangue, siero, espettorato, saliva, latte o tessuto).
11 corredo comprende almeno un anticorpo che riconosce
specificamente 11 PRRSV ottenutc immunizzando animali
con, almeno, una proteina ricombinante di gquelle

provviste dalla presente invenzione e un adeguato

mezzo di rivelazicne.
BREVE ODESCRIZIONE DELLE FIGURE

ia figura 1 illustra la segquenza consecutiva
delle 3383 bp clonate ¢all’isolato di PRRS-0lot;

la figura 7 illustra la sequenza di amminoacidi
corrispondente alle proteine codificate da ORF2
(figura 2A), ORF3 (figura 2B8), ORF4 (figura 2C), ORF5S
{figura 2D), ORFe (figura 2&) e ORF7 (figura 2F);

la figura 3 illustra la differente estensione deil
cloni pPRRS-8, pPRRS5-108, pPRRS-121, pPRRS-132, pPRRS-
146, pPBRRS -147, pPRAS -148, pPRRE-153 & pPRRS-3, in
confronto con LY, come pure le ORF contenute in ognuno
di guesti. In questa figura, si fa riferimento al

genoma di PRRSYV (a), alla dimensione in Kb (b} e al

numers del clone (o)

la figura 4 illustra 1l clone di pPRRS-3

contenente il gene della proteina codificata da ORF2;

L1
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la figura 5 1illustra 11 clone bPRRS-12Z21
centanente il gene della proteina codificata da ORF3:

la Ffigura & illustra 11 clone pPRPRRERS-14¢
contenante il gene della proteina codificata da ORF4;

la Ffigura 7 1illustra il clone pFRRESE-132
contznente il gens della proteina codificata da ORFS;

la figura 8 i1illustra 1l clone pPRRS-8 contenente
i1 genl delie proteine codificate da ORFé e ORF7;

la figura 9 1llustra 1 risultati dalla
titolazicne di antigene mediante ELISA {(assorbanza
monitorata a 40% nm). La figura 9 illustra i risultati
della titolazione di antigene mediante ELISA. Nella
figura ai fa riferimentc alla titolazione
dell’antigene {(a), ail wvalori di assorbanza letti a 405
nm (b)), e alle diluizioni di antigene (in unitad di 1/

y (c);

la figura 10 illustra i risultati dalla
titelazione, mediante ELISA, di un siero di campo di
PRRS ottenuto in un animale infetto. La figura fa
riferimento alla titolazione del siero (a), ai wvalori
di assorbanza letti a 40% nm (b)), e alle diluirzioni
del siero (in unita di 1/ ) (c;

la figura 11 illustra 1 risultati ottenuti da un
esperimento di campionamento con parecchle dozzine di

sieri di campo. La figura fa riferimento alla

1z
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titolazione dei sieri (a), ai valori di assorbanza
istti a 40% nm (k). & al sieril (c).
DESCRIZIONE DELL INVENZIONE

Il nostro laboratorio ha effettuato una ricerca
sull’agente causativo della PRRS negli anni recenti.
La conseguenza principale di guestf e stato
1’isolamento del virus denominato PRRSE-CY-JPD-P5-6-31.
Questo & stato depositato presso la ECACC {(con numero
di accessione V23070108) e e stato sviluppato un
vaccino contro il PRRSY contenen£e il virue inattivato
{domanda di bravetto ES PS3I0L973).

Successivamente, 1  noestri sforzi di ricerca si
sono rivolti all’isolamento 2 alla clonazione del
genoma <di PRRSYV (PRRS-CY-JPD-P5-&6-91), denominato 1in
aquesta descrizione PRRS-Olot, allo scopo di permettere
lo sviluppo di nuovi vaccinl ricombinanti efficaci
contro l’infezione provocata dal PRRSYV. A& tal fine, é
stato clonato un segmento di genoma del detto genoma
PRRS~0lot. Il frammento clonato corrisponde alla
estremita 3° del genoma virale, e rappresenta una
sequenza consecutiva di 3338 pbk. Questo segmento
contiene le sel fasi di lettura aperte corrispondenti
a ORF da 2 a 7 descritte per LV e TV. Queste
codificano per le proteine strutturali del virus

{nucleo capside e inviluppo) eventualmente coinvolte

12

PLEBAN!I Rinalde

{iscrizions Albo nr. 358)



nella antigenicita = Immunogenicita virale. Le
proteine codificate dalle ORF da 2 a 7 del PRRS-0lct
sono simllili alle corrispendenti proteine dei virus Lwv
e TVv. Le loro caratteristiche vengono riassunte nelle
tabella 1, in cui vengono indicati, in relazione ccn
ogri ORF, le porzioni relative del nuclileotidi, 11
numero di coppie 4di basi (bp), 11 numero di
amminoacidi (Aac}, il peso molecolare di ogni proteina

{(in KDa) e 1 siti di glicosilazione.

Tabella 1

Caratteristiche délle ORF del virus PRRS-0Olot

ORF Nucloetidi bp Aac Proteina Glicosilazione
(sito) (n) {(KDa)
2 65-811 767 249 29.4 2
3 5731467 795 165 30.8 7
4 1215-1763 543 133 20,0 g
=3 1763~-2362 800 200 z2,4 2
5 2353-2871 513 173 19,0 <
7 2864-3247 384 128 13,8 1

La figura 1, che accompagna qguesta descrizione,
illustra la sequenza consecutiva completa delle 3383
bp del frammento clonato corrispondente alla estremita
32’ del genoma virale di PRRS-0lot. Questa sequenza di
nucleotidi dimostra 11 95% di omologia in confronto

con le ‘corrispondenti sequenze degli isolati di LV e

14
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TY. Questi due ultimi isolati dimostrato, tra lorac,
una omologia del 9%9%. I cambiamenti nella sequenza di

nucleotidi dell’isolato di  FPRRS-Glot wvengono
riscontrati lungo tutta la sequenza, ma risultano

concentrati specialmente nella estremita 5° . §i
Aovrebbe mettere in evidenza, in confrontc con LV, la
1860 di

delezione di tre nucleotidi nella posizione

PRRS-Clot.
La figura 2 (da 2a a 2F) di questa descrizione

illustra le sequenze di ammincacidi delle proteine

codificate dalle ORF da 2 a 7 del virus PRRS-0Olot. A

livello della proteina. si osserva una omclogla del

99% tra la QRF7 del PRRS-0Olct e del LV,

per una proteina virale del nucleocapside a percio piu

conservata. La percentuale di omologia per

delle proteine varia da 93% per

raggiungendo valori di 96,3% per

gqueste presentano siti di glicosilazione similil

come previsto

il resto
le ORF3, 4 e 5,

le ORF2 & 6. Tutte

Ido

ina

PLEBAN] R
scrizione Albo py. 358)

{i

quelli descritti per LV eccetto per la ORF4 del wirus

PRRS-0lot, che ha un sito di glicosilazione extra. Per

quanto riguarda i suddetti cambiamenti degli
amminoacidi della proteina di PRRS-0Olot, il 50% deil

cambiamenti sono in amminoacidi chimicamente simili,

cambiamenti sono 1in amminoacidil

mentre 1l resto dei

differenti. Come detto per LV, eccettuata la ORF7, il

15



resto delle proteine presentano un elevato grado di
idrofobicita. eventualmente 1n accordo can la loro
az30ciazione su membrane, poliche esse IONG Brotaine
dell’invilupps virales.

Proteine riccmbinanti corrispondenti alla
espressione delle ORF da 2 a 7 di PRS5-0lot possono
esseres prodotte in un sistema di espressione adatto e,
vantaggiosamente, in un sistema di sspressions di
baculovirus ricombinanti moltiplicati in wna coltura
di cellule ospite permissive. Il procedimento globale
per l’ottenimento di gueste proteine ricombinanti
comprende fondamentalmente le seguenti fasi generali:
I. Preparazione della sequenza di cDNA da inserire
in un baculovirus; e
I1. Ottenimento di baculovirus ricombinanti che
esprimono le proteine ricembinanti.

Queste fasi generali sono a loro volta suddivise
in altre sottofasi. In questo medo, la preparazione
della sequenza di cDNA da inserire comprende le
sottofasi di:

I.a Isolamento e purificazione del virus di PRRS-
Olot;

I.b Izsolamento del RNA virale del wvirus PRRS-0Olot; e
I.c Sintesi del cDNA dal RNA genomico di PRRS-0Olot.

b’altra parte, lbttenimento di baculovirus

1&

PLEBANI Rinaldo

fiserizions Albo nr. 358)



ricombinanti che esprimono le proteine ricomcinanti
corrispondenti alls ORF da 2 a 7 di FRREZI-0lot,
comprande le sottofasi di:

Il.a Preparazione dsl gene della UORF di PRRS-Ol0tf da
inserire;

II.b Inserimento del detto gene in un vetiore di
trasferimento di baculovirus:

IT.c Transfezione di cellule ospite permissive con il
detto wvettore di trasferimento che porta inserito il
corrispondente gene della ORF di PRRS-0Ulot:

I11.d Selezione dei baculovirus ricombinanti che
esprimono la proteina ricombinante corrispondente alla
ORF inserita.

Vengono aquindi effettuate la caratterizzazione
del baculovirus ricombinanti e l17analisi e 1la
purificazione delle proteine ricombinanti.

Tutte gueste fasli vengono descritte in dettaglio
ulteriormente in seguito in questa descrizione.

Il procedimenio utilizzato per 1'ottenimento
delle proteine ricombinanti provviste dalla presents
invenzione inizia con l’isolamento e la purificazione
del PRRSYV, specificamente il PRRS-0lot, in accordo con
il protoceollo descritto nell’esempio L. Una volta che
il PRRS-0lot & stato isoclato e purificato, 11 RNA

virale viene isolatoc e per tale scopo si utilizza un

17
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corredo commerciale {(Pharmacia), che utilizza un
metodo basato sulla seleziome e la purificazione del
ANg virale contenente una sequenza poli-(A]
all’estremita 3' {esemplio 2). Il RNA ottenutc wviene
analizzate in gel di agarosio neutri a ©,7% m=diante
colorazione con bromuro di etidio, & 31 osserva
soltanto una banda di materiale con pesco molecolars
tra 5000 & 23000 bp.

Successivamente, wviene sintetizzato 1l cONA
corrispondente alla estremita 3° del RNA virale
{esempioc 3), con un corredo commerciale (Boehringer),
mediante una strategia che sfrutta la presenza di una
coda poli{A) e utilizza un oligec d(T) come primer di
estencione capace di essere estesocon enzima di
transcriptasi inversa e sintetizza molecole di cDNA.
Per clonare le regioni del RNA a monte dell’estremita
', si utilizza un oligonucleotide riassociato ad una
sequenza di genoma virale specifico disposto
approssimativamente a 2500 bp dall’estremita 3°. Viene
effettuata una seconda sintesi utilizzando un
oligonucleotide di 20 nucleotidi invece dell’oligo
d(T)l2 (esempio 3.1). La sintesi di cDNA viene
verificata e gquantificata mediante conteggio della
radioattivita incorporata nel materiale sintetizzato e

mediante elettroforesi in gel di agarosioc alcalini e
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neutri. Dopo cio, wvengono eTfettuate la clonaziong e
11 sequenIiamento del cDNA (esemplo 2.2). A tal fine,
la prima cosa fatta 2 una selezione per dimensioni deil
frammenti di cDNA sintetizzato tra 1000 & 5000 nt
{nucleotidi). Il cDMA purificato viene clonato in
estremita smussate nel vettors pMTL25. L'analisl del
cloni PRRSV-positivi viene effettuata mediants
preparazioni di ODNA del plasmide s mappatura dei siti
di restrizione, in base alla sequenza di LY. Soltanto
9 syl 300 plasmidi analizzati risultanc positivi e
contengono inserti tra 800 & 2600 bp. La verifica
definitiva della auvtenficita di guestl cloni di cDNA
viene effettuata mediante loro seqguenziamento diretto,
usando 11 metodo dideossi applicato ai plasmidi a
doppio filamento.

lLa maggior parte dei cloni di PRRS positivi
mttenuti contiene un'estremitad poli(A) comune e
differenti estremitad 5°. I cloni sono stati
denominati ppRRS-8, pPRRS-108, pPRRS-121, pPRRS-132,
PRRS-146, pPRRS-147, pPRRS-148 e pPRRS-153. Il c¢lone
PPRRS-3 viene estratto dalls seconda sintesi. Per
ottenere i baculovirus ricombinanti che esprimono 1
geni delle proteine codificate dalle ORF da 2 a 7 di
pRASY-0lot, viene seguito In generale e separatamente

il seguente procedimento. Dapprima, vierne preparato 1l
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gens da ognil ORF da inserire, eccettuats il gene della
ORFS che non richiede una preparazione pra2liminares.
Fer la preparazione di questi geni e a seconda di cani
caso particolare, vengeno impiegati i plasmidi pMTL25,
oMTL24 & pMTL2Z prima di essere trasferiti nei vettori
A1 trasferimento di pbaculovirus. I geni corrispondenti
alle ORF da 2 a 7 vengono ottenutl dai cloni che sono
ztati ottenuti precedentemente. DopO sSuccessive
manipolazieni, questi originano nuovi plasmidil
ricombinanti. I plasmidi ricombinanti, che contengono
i geni corrispondenti ad ogni ORF 1inserita, vengono
purificati seguendo la tecnica della lisi alcalina e
vengono caratterizzati mediante mappatura con
engdonucleasi di restrizione e seguenziamento delle
regioni di inserimento. I nuovi vettori ottenuti
vengono denominati pPRRS-0RFN, in cui N rappresenta 1l
numero di ogni ORF (N = da 2 a 7).

Syuccessivamente, ogni gene di ogni ORF viene
clomato in umn adatto vettore di trasferimento. Il
vettore di trasferimentc impiegato & pAcYMl [(Matsuura
ed al., "J. Gen. Virol.", &8. 1233-50). Dopo
syccessive manipolazionim vengono originati nuovi
plasmidi ricombinanti, ognuno di guesti contenendo 1il
gene di ORF inserita. I plasmidi ricombinanti ottenutil

vengono purificati seguendo le tecniche di lisi

Ide
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alcalina e caratterizzatl mediante mappatura con

endonucleasi di restrizione. Le estremita dell inserto

vangono seguenziate allo scopo di verificare la

corretta sequenza della regione di inserimento. 1

huovi vettori di trasferimento ottenuti vengono

analizzati per verificare che i geni inseriti abbiano

il rcorretto orientamento per la loro espressione

mediante il promotore della poliedrina del virus

acNPyY. I vettori di trasferimento ottenuti song:

Denominazione ORF
pPRRS-Bach 2
pPRRS-Bac? 3
pPRRS-Bac? 4
pPRRS~-Bac3 5
pPPRRS-Bach &
pPRRS-Bac? 7

clone 5f2, wvengono

Cellule di Spodoptera frugiperda,

quindi transfettate con miscele di DNA infetto

purificato del wvirus parenterale AcCRP23-lacZ & il

corrispondente vettore di

stata fatta guesta transfezione,

ricombinanti vengono identificati mediante saggio del

fenotipo di colore di placca dopo la colorazione della
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proganie virale con X-gal, e guindi purificati.

I baculovirus ricombinanti ottenuti wvengono
depositati prescso la “"European Collection of Animal
Cell Culture” (ECACC), Porton Down, Salisbury,
Whiltshire $P4 0JG (G.B.).

Gli esempl da 4 a 9 descrivono in dettaglio
1’ottenimento di baculovirus ricombinanti che

esprimono 1 geni codificati dalle ORF da 2 a 7.

rispettivamente.

Le proteine ricombinanti delle ORF da 2 a 7 di
PRRE-Dlot possono sssere impiegate per scopl di
diagnosi allo scopo di rilevare la presenza di
anticorpl specifici di PRRSY (esempio 12) & per
rilevare la presenza di antigene (PRRSV) mediante
anticorpi che identificano specificamente il PRRSY
ottenuto mediante immunizzazione di animalil con,
almeno, wuna proteina ricombinante corrispondente ad
una delle ORF da 2 a 7 di PRR3-0Olot. Inoltre, queste
proteine possono anche essere impiegate per
immunizzare animali contro i1 PRRSY. Percid, dette
proteine possono essere impiliegate per formulare
vaccini ricombinanti capaci di proteggere
efficacemente i maiali contro infezioni provocate dal
PRRSY. Questi wvaccini possono essere attivi o passivi.

Vaccinl attivl possono essere preparatl sospendendo
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almeno una delle proteine ricombinanti provviste dalla

invenzione in un dilusnte immunologicamente

presente
U vaccino passivo puo

accettablile e un coadiuvante.
dette

essere cttenuto immunizzando animali con le
proteine e isolandc gli anticorpi policlonali contro
dette proteine. Dopo isolamento e purificazions
dell’anticorpo, questi possono essere 1mpisgatl in

realizzazione

applicazioni di wvaccino. In una
specifica della presente invenzione, vaccinil
in grado di proteggere

ricombinantl vengono ottenuti
efficacemente dalla infezione provocata dal PRRS,

1"antigene virale (fase antigenica),

o Rinaldo
Zione Albo ar. 359 J
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[

comprendenti
insieme ron un diluente immunologicamente accettabile

PLERAN]

ury coadiuvante.

i =
Per la preparazione della fase antigenica,

cellule di insetti preferibilmente cellule di
vengono infettate con i

Spodoptera frugiperda -

diversi baculovirs ricombinanti capaci di produrre le

proteine ricombinanti corrispondenti alle ORF da 2 a 7

di PRRSY e incubate in condizioni adatte per
Immediatamente

l’espressione delle dette proteine.

lavate, risospese

le cellule vengono raccolte,

dopo,
impiegate nella

in un tampone adatto e quindi
preparazione dei suddetti vaccini ricombinanti.
In una realizzazione =specifica, 1la base



un omogenato di celluls di

antigenica & compost@ da

insetti infettate con baculovirus ricombinantli che

esprimono una singola proteina di PRRSY ricomblnante,

quale, preferikbilmente, QORFZ, ORFS5 e ORF7 (esemplc

t3). In un'altra realizzaziona specifica, la fase

antigenica e composta da un omogenato di una miscela

4i cellule di insetti infettate con differenti

baculovirus ricombinanti esprimentl, ognunoc di qu=sti,

una differente proteina di PRRSV ricombinante., quale

insetti infettate con 1

una miscela di cellule di

paculovirus ricombinanti esprimenti, per esempio, le

proteine corrispondenti a ORF3, ORFS e ORF7.

In generale, vengono formulati 1 wvaccini

contenentl come fase antigenica una guantitd di circa

50x10°® cellule di insetti

esprimenti 1la proteina ricombinante

Quando il wvaccino contiene

ricombinanti,

infettate con baculovirus

in guestione.
diverse proteine

la fase antigenica e composta da una

quantita di circa 50 ~x10° cellule di imsetti infettate

con baculovirus per la proteina ricombinante in

questione, ciod per una formulazione di un wvaccino

contenente le proteine corrispondentl alle ORF3I, 5 e

7, la fase antigenica & composta da circa 50 x 10¢

cellule di insetti infettate con baculovirus che

esprimono la proteina ricombinante di ORF3, 50 x lO6
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infettate con baculevirus che

insetti
= 50 x 10

cellule di
azprimono la proteina ricombinante di ORFS.
infettate con baculcvirus che

cellule d4di insettl
ORF7 ricombinants (esemplo

esprimenoc la protelna di

13).
tome diluenti immunologicamente accettabili, €

possibile impiegare soluzioni saline tamponate con

fosfato (PES) od altre soluzioni =zaline simili.
Come coadiuvante, in generale si puc impiegare
uno qualsiasi deil coadiuvanti abitualmente 1impiegati
per formulare vaccini, sia acguosi, quali idrossido di

sospensione di gel di allumina, QuilAa od
su olii

alluminio,
basati

sia coadiuvanti oleosi,

altri,
gliceridi ed altri derivati di etere-acido.

minerali,

In particolare, & stato confermato che un coadiuvante
oleozso composto da una miscela di
SimusolR 5100 e MontanideR 888,

risultati. 11 Marcol® 52 & un olio minerale

densita prodotto da Esso Espanola S

.

commercializzato

& un polietossi —etere— oleato
SEPIC e MontanideR® 888 & un
ottadecencato~— etere di elevata

commercializzato da SEPIUC.

MacrolR 52,

' R!‘nﬂfdo
Albo pr. 3-58}
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fornisce ottimi

a bassa

A., SimulsolR s100
da

anidromannitolo-

purezza

1 vaccini della presente invenzione possono anche

conternere sostanze potenziatrici di risposta della
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ceilula (CRP), cice sostanze che potenziano le sub-
procolariconi di celiule helper T (Thi e Tha), gquali IL-
1 'interleuchina-1}, IL-2, It-4, IL-%, IL-6, IL-12, g-
IFN (gamma-interferone), fattore di necrosi della
ceilula & sostanze simili che potrebbero in teoria
crovocare una immunita della cellula negli amnimali
varcinati. Queste sostanze CRP potrebbero essere
impiegate in formulazioni di vaccino con coadiuvanti
acauosi come anche olecsi.

adnalogamente, si possonce 1lmpiegare alt;i tipi di
coadiuvanti che modulanc e immunostimolano la cellula,
quali MDP (muramil-dipeptide), ISCOM (complesso
immuno-stimolante)} o liposomi.

I wvaccini della presente 1invenzione possono
eccsare ottenuti sospendendo o mescolando una fase
antigenica con 11 diluente 1immunologicamente
accettabile e con il coadiuvante. Quando il
coadiuvante & oleoso, viene formata una emulsione che
- in un caso specifico e preferito - se il coadiuvante
& una miscela di Marcol 52, Simulsol 5100 e Montanide
888, il vaccino sara un’emulsione doppia acqua/olio/
acqua, tipo acqua/olio/acqua.

Nel caso che il wvaccino contenga sostanze CRP,
queste sostanze possSono essere aggiunte sia alla TfTase

antigenica, sia al coadiuvante. In alternativa, se il
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VACC1no

ron contiene alcuna sostanza

DOT30N0 @

U]

CRP. gusste
zera iniettate. S e de=ziferato.
simultaneamente in un sitc separato differente dal
2ito di inoculazione.

Irmnoltre, Questi wvaccini possonoc contenere
combinmazioni di differenti patogeni porcint
contenenti,

oltre ad wuna o piu proteina di PRRSEY
ricombinante, uno o piu dei patogeni citati 1in
segulto, permettendo la preparazione di vaccini

polivalenti. Tra questi patogenl, senza essere
esclusivamente limitati a questi, vi ¥ lpYsa)
aActinobacillus pleuropneumoniae, Haemophilus parasuis.,

o
358)

Porcine paryovirus,

-
o
o]
c a5
Ll ¢
s, Leptospira, Escherichia c¢oli, = o
Erysipelothrix rhusiopathiae, Ffasteurella multicida, uJ}é
=
Bordetella bronchiseptica, pPorcine recspiiratory
=, Rotavirus, o contro patogeni causativi
della malattia di Aujeszky, influenza suina e la
gastroenterite trasmissibile.

Prove di sicurezza ed efficacia con i wvaccini

secondo la presente invenzione hanno messo in evidenza

efficaci.

antigenica uguale o superiore

che detti vaccini sono sicuri e nello stesso tempo

E’ stato possibile confermare che una dose di 2

una gquantita di antigene virale o di fase
a 50x10° cellule di
27



insetti infette, esprimentl une o piv delle proteins
di PRRSV ricombinante. =zomministrati mediante una via
intramuscolare profonda seguita da una rivaccinazion=z
con una dose di 2 ml di wvaccino, put proteggere
gfficacements gli animall vacclnati dalle infezioni
provocate dal PRRSY. analogamente, & stato possibile
verificare che alcuni dei vaccini oggetto della prova
-~ qui identificati come rPRRS C & rPRRE D - sono in
grado di indurre una immunita cellulare nagli animali
vaccinati, in-base al fatto che scrofe vacgcinate e
rivaccinate con detti vaccini non presentano risposta
sierologica al momento della prova &, tuttavia,
risultano protette (esemplo 14, tabelle 4 e 10).

allo scopo di determinare e valutare l'efficacia
dei wvaccini ricombinantli preparati nella prevenzione
della PRRS in scrofe gravide, & stata progettata una
prova che consiste nella vaccinazione di scrofe
gravide con 1 differenti vaccini e sottoporre guindi
queste ad una prova di scarica con virus virulento., In
base ai risultati ottenuti, & stato possibile valutare
1’efficacia dei wvaccini scopo di guesta prova. Allo
scopo di wvalutare l'efficacia di aquesti vaccini, sono
stati presi in considerazione (esempioc 14) 1 risultati
di riproduzione, 11 numero sia di maialini vivi che

morti a differenti stadi della vita del maialino, come
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anche 1'analisi dei risultati sierclogici nesile scrofs
z nei malalini (esempio 14).

DESCRIZIONE DETTAGLIATA DELL’INVENZIONE (ESEMPI)

Esempio 1. - Ottenimento e purificazione del virus

PRRS-0lot

1.1. Ottenimento di macrofagi alveolari di polmone di

maiale.

1.1.1. Animali. Vengono impiegati maiali dell’eta di
7-5% settimane provenienti da un incrocio tra razze
Belgium Landrace e Large White. Gli animali, da nostre
proprie fattorie, sono sieronegativi alle seguentil
malattie: Aujeszky, parvovirosi porcina,

afta epizootica febbre suina classica, influenza suina

2

{tipli HINL € HZN?) e gastroenterite trasmissibile.

1.1.2. Isclamento di macrofagl. Gli animali vengono

anestetizzati iniettando rnella vena giugulare C,l g di
tiopental di sodio per ogni 10 kg di pesc corporeo.
Quindi, questi vengono uccisi e 1 polmeoni vengono
estratti, dopo aver legato la trachea al di sotto
della epiglottide e sezionamento al di sopra del
legamento. I polmoni estratti vengono lavatil
esternamente con PBS. Successivi lavaggi interni
vengono effettuati (da 4 a 5) con un totale di 500 ml
di PBS integrato con antibiotici a 1:500 (soluzione

PEG: 1000 IU/ml penicillina, 1 mg/ml streptomicina e
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0,% mg/ml gentamicina), allo sceopo di ottenere
macrofagi. Questi lavaggl wvengono raccolit: insieme 2
centrifugati a 3000 g per 1> minuti. La faze seguente
& di lavare le cellule due volte con PBEZ mediante
centrifugazicone/sedimentazione consecutlva, per
risospendere infine in mezzo OMEM (DMEM integrato con
amminocacidl non essenziali a 100 x, GIBCO), contenente
pilruvato di sodio 1mM & antibkiotici (1:1000 di PEG).
Le cellule vengono contate mediante colorazions con
blu tripano in camera di Newbauer. ¢,1 ml di
sospensione di 1ok macrofagi wvengono aggiunti a 0,4
ml di DMEM e 0,5 ml di soluzione di blu tripano. N=lla
maggior parte dei casi 11 numero di cellule ottenute
varia tra 1 e l,2><109.

vengono effettuati controlli di sterilita =sulle

cellule di macrofago per mezzo di insemenzamenti in

mezzli di ceoltura adatti per la rivelazione di batteril
e di funghi. L’assenza di micoplasma  viene
verificata mediante rivelazione citochimica con DAPI
{4, 6-diammidin@-2-fenilindolo) che si fissa
selettivamante sul DNA e forma complessi fluorescenti

DNa-DAPI di elevata specificita.

1.2. Replicazione del wvirus_in macrofagi alveolari di

maiale. Vengono utilizzate fiale di coltura di cellule

{150 cmz) contenenti 100 ml di una sospensione di
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macrofagl {3 x 10% cellule/ml) nel mez:zo DMEM
dezcritto sopra. =ccs=ttc che per 17 aggiunta di sierc
hovino fetale (FL3) al 5%. Le cellule vengono
infettate con virus “RRS-0lot, isclate dal taboratorioc
Sobrino e denominate PRRES-JPD-PS5-&-71 (ECACC, numero
di accessione V93I07C:108). L infezione viene eseguita
ad una molteplicita ci infezione di 1079, & le cellule
infatte vengono incutate a 37°C per 24 ore. Dopo che e
trascorse guesto periodo, 11 mezzo viene estratto e
spstituito da OMEM fresco contenente 2% di FCS =
antibiotici: i1'incubzzione viene prossguita a 37°C.

Le colture vensono osservate periodicamente con
microscopio per determinare l’effetto citopatico (CPE)
prodotto dal wvirus sui macrofagi. In generale, il CPE
ai giorni 3-4 di infezione & 70-80%. Compalono cellule
deformate giganti. w~ormalmente, 11 titolo di aqueste
preparazionli e 108-°% TCiD50/m1 ({dose infettiva di
ccltura di tessuto 50 per millilitro). I macrofagi
infettati a molteplicita di 1074 producono rese viralil
di un ordine di grandezza inferiore. La presenza di
virus in queste cellule & stata determinata mediante
il saggio di immunoperossidasi a monostrato su cellule
di macrofago di maiale ottenute come descritto
nell’esempio 1 (1.1.2). In breve, cid viene fatto nel

modo seguente: in una plastra per titolazione a %96

Z1
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pozzetti, 100 yl di macrofagi vengono infettati con 30
Ml di wvirus PRRS-0lot replicatoc su macrofagli. Le
piastre vengono incubate per 48 ore a 37°L. Lopo che e
ztata completata Ll 'incupazione, 11 mezzo wviensa
estratto e le piasztre vengono lavate dug volte con
scluzione salina (NaCl O,1M}. Successivamente, queste
vengono fissate con formaldeide al 20% dopo
incubazioni successive a 37°C, -30°C e formaldeide al
20%. Dopo lavaggio due volte con soluzione salina, s1
aggiungono 50 ml di wuna diluzione 1:30 di wun siero
anti-PRARS da un animale esposto a stimolo antigenico.
vengono eseguite incubazioni simultanee con un siero
negativo da un animale non infetto. L incubazione e
effettuata per 1 ora a 37°C. Dopo estrazione della
soluzione precedente, gueste vengono lavate due volte
con soluzione =alina. Immediatamente, sSi  aAggiungono
0.1 ug di proteina A (Sigmal)l in 50 ul e si incuba a
37°C per 1 ora. Il saggio viene sviluppato con AEC (3~
ammino-9-etil~carbazolo) sciolto in dimetilformammide
in presenza di tampone acetato e di acgua ossigenata.
Dopo 15-30 minuti a temperatura ambiente al buic, le
plastre wvengono osservate al microscopio. Le cellule

infette appaiono colorate in rosso scuro, in confronto

con le cellule non infette che risultano incolori.

(Iscrizione Albo nr. 358)
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1.32. Purificazione del wvirus PRRS. Il virus wviene

purificato da colture ¢di cellule i1nfette con PRREV. La
coltura wviene chiarificata mediante centrifugazione
(20 minuti, 6500 g). Il supernatante vieng concentrato
10x impiegando un sistema di ultrafiltrazione
Millipore-Minitan (4,5 pSi. filtro con dimsnsion2 dei
pori di 300 kDa). Successivamente, 1l virus viene
sedimentato mediante centrifugazione (5 ore, 20.000
g}. Il supernatante viene scartato e 11 oreclpitato
viene solublilizzato con PBS contenante %1uoruro di
fenilmetilesolfonile 1 mM(PMEF) (Sigma) a 4°C, per una
nctte. 11 virus wviene purificato in cradiente
discontinuo di saccarosio (20-5%0% peso/fvolume in PBS)
mediante centrifugazione a 95.000 g psr 3 ore.
Completata la centrifugazione, la banda contenente il
virus viene estratta dal gradisnte, diluita con
tampone Tris-£EDTA e infine centrifugata per una notte
a 26.000 g per la sedimentazione del virus.

Il virus purificateo viene analizzato mediante
elettroforesi in gel di poliacrilammide-3DS al 12%
{Laemmli, U.X., "Nature”, 227, 680 (1970)})]. La
proteina totale viene rilevata mediante colorazione
con blu coomassie, & immunoblot {Towbin H., Staehlin

T.. & Gordon J., "Proc. HNatl. Acad. Sci. UsA™", 76,

4350 - 4354 (1979)]. I blot vengono sviluppati con
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coniugato perossidasi-proteina & (Sigma) implegando un
sierg covalescente anti-PRRSY. Non risulta poessiblle
osservara alcuna banda specifica correlata con PRRSY
nei gel coloratli con coomasslie & causa della
contaminazione con proteine dal macrofagi. Tuttavia,
mediante immunoblot sono state identificate parecchie
oroteins virali con pesi molecolari tra 15,5 e 30 KDa.
Con templ di sviluppo piu lunghi, & risultato anche
poesibile osservare bande con pesi wmolecolari
superiori a 60 Kba., ma poiéhé gueste sono pure state
rilevate in macrofagi non infetti, si & concluso che
gueste non srano proteine correlate con il virus PRRS.

Esempio 2. - Isoclamento del RNA& virale

51 implsga un corredo.commarciale della Pharmacia
P-t Biochemical. Il metodo si basa sulla selezione e
purificazione del RKRNA virale contenente una coda
polii{A) all’estremitd 3’ . La rottura del capside
virale viene effettuata con purificazione mediante
cloruro di guanidinio di TNA-poli(A) con una matrice
di oligocelluleosa (dT).

In breve, 1’isclamento del RNA del virus PRRS-
Olot viene effettuatsa nel modo seguente. Il virus
purificato sedimenta mediante centrifugazione per una

notte a 40.000 g. Successivamente, 11 supernatante

viene scartato e il precipitato wviene solubilizzato
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con 0,4 ml del tampone di estrazione del corredo. Dopo
acdsorbimento della matrice di cellulezsa-d(1), e
successivi lavaggl con 1 tamponi con concentrazione di
sale alta & bassa, il RNA-poli(A) viene eluito con
concentrazione elevata di NaCl. Il RNA viene
precipitato aggiungendo un volume 1:10 di acetato di
ootassio 2,5 M, 0,25 mg/ml di glicogenc e 2 volumi di
etanolo (>2 ore a -20°C). Trasceorso gquesto periodo, il
RNA viene ricuperato mediante centrifugazione a 16.000
g per 30 miauti. Dopo lavaggio del precipitato con
atanolo al 75%, questo viene riscspeso in 20 ul ¢l
tampone TE (Tris-HCL 10 mM, pH = 8.0 & EDTA 1 mM).

Il RNA ottenuto viene analizzato in gel di
agarosio neutri 0,7% medlante colorazione con bromuro
di etidio. 51 osserva una singola banda di materiale
entro un peso molecolare da 5000 a 22.000 bp.
L 'assenza di materiale a basso peso molecolare deve
essere messa in evidenza e percito la possibilita di
DNA 0o RNA cellulare. Tuttavia, la qgquantita di
materiale ottenutg € bassa - non superlore a 100 ng di
RNA/250 ml di coltura di macrofago infettata con il
virus. Questa bassa resa e in accordo con la bassa
resa di virus purificato, come dimostrato mediante
elettroforesi in gel di poliacrilammide e microscopia

elettronica (dati non illustrati).
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Esempic 3. Sintesi di cDNA _dal RNA genomico del virus

PRRS-0Olot

3.1. Preparazione del cDNA. Viene isolato 11 cDNA

corrispondente al RNA dell’estremita 37 dell’isolatc
virale PRRS-0Olot. La strategia sfrutta la presenza di
una coda poli(a) allo scopo di impiegare 17oligo d(T)
come primer di estensione che pud essere esteso con
transcriptasi inversa & puo sintetizzare coplie di
molecocle di DNA. Per clonare le regioni di ARNA
anteriori alla estremita 37, si 1implega un
oligonucleotide con una sequenza specifica del genoma
virale disposto ad approssimativamente 2500 bp dalla
estremita 37. La sintesi di cDNa viene eseguita
impiegando un corredo commerciale (Boehringer). Il
procedimento in breve, & : 0,1 ug di RNA-poli(a) di
PRRS, ottenuto come descritto nell’esempio precedente,

viene incubato in presenza di dNTP ognuno 1 mM (dATP,
deTP [5-10 mCi di ¥2p-d-dCTP}, dGTP e aTTP), 25 unita
di inibitore di RNase, 0,8 ug di oligo d(T);p. & 40
unita di transcriptasi inversa in un volume finale di
20 ul. La reazione viene incubata a 42°C per 1 ora e
guindi viene avviata la sintesi del secondo filamento
nella stessa provetta. A tal fine, =1 aggiungono
tampone, TNase, e 25 unita di polimerasi di DNA di

£E.coli. L’incubazione viene effettuata per 1 ora a
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727°C & per 10 minuti a &5°C. Infine. per gensrars
estremits smuccaie, Si aggiungono 4 unita di ONA
polimerasi T4. Dopo 10O minuti a 36°¢, la reazione
viene arrestata mediante aggiunta di EDTA e zarcosile.
Viane effettuata una seconda sintesi di cDNA nelle
stesce condizioni, eccetto per i1l fatto che s1 impieg:s
1'oligornucleotide 5 CGGECTCGAGCCTTTGGCGASE™ 1invece di
oligo d(T)lE. In entrambi i casi, la mi=scela viene
estratta con fenolo:cloroformio e 1l materiale viene
precipitato con etanolo, come descritto nell esempic
precedente. La sintesi di cDNA viene varificata e
quantificata per mezzo del conteggio della
radioattivita incorporata nsl materiale =zintetizzato,

& elettroforesi in gel di agarosioc alcalino e - neutro.

3.2 Clonazione & sequenziamento. ODapprima, 11 cDNA

sintetizzato viene selezionato per dimensione allo
zcopo di evitare la clonazione di segmenti
sccessivamente picceli. Per tale scopo, 11 materiale
dalla sintesi del cDNA wviene ricuperato mediante
centrifugazione (30 minuti, 16.000 gj. I1 preclpitatc
viene essiccato sotto vuoto, sciolto con tampone
Tris/EDTA (TE) pH = 8,0. & caricato in 1% di gel di
agarosio. I frammenti di cDNA tra 1000 e 5000 bp
vengono ricuperati dal gel con DEAE-carta alla

cellulosa e da quest’ultimo mediante eluizione con
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Nall e successiva precipitazions, Il cONA purificato

uszate n=l vettore

n
3

viene clonpato in eswremita
pMTL25, un vettore derivato dal pUCLl3. Per tale scopc,
il vettore viene linearizzato <con Smal e trattato con
fosfatasi alcalina per ridurre 11 fondo del wvettore.
Dopo legamento con DNA ligasi T4, cellule competent:
XL-1Blu di E.coli vengono trasformate con la miscels
di legamentoc in presenza di X-gal (5-bromo-4-cloro-2-
indolil—ﬁ—D*galattopiranoside) (Boehringer) = IPTH
(isopropil—ﬁ—D-tiogalattopiranoside) (Gold Bioch), che
permettono la selezione iniziales di colonie
ricombinanti mediante 11 colore (colonie blu senza
inserto in confronto con gquelle bianche con inserto}.
L’analisi dei cloni di PRRS positivi viene
effettuata mediante preparazioni di ONA del plasmide
[Birnboim e Doly, “Nucleic acids Res.",7, 15134523
(1979)]. e mappatura dei siti di restrizicne in base a
sequenze di LV. Soltanto 9 dei 300 plasmidi analizzati
risultano positivi & contengono inserti tra 800 & 2600
bp. La verifica definitiva della autenticita di guseti
cloni di cDNa wviene effettuata mediante il loro-
sequenziamento diretto, impiegando il metodo di
terminazione della catena di-desossi applicato al DNA a
filamento doppio [Sanger F. ed al., "J. Mol. Biol.",

94, 441-448 (1975)]1. L’eligonucleotide universale
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(5 GTANACGACGGLCAGTE ') & 1 'ocligonucleotide inverso
{5 GACAGCTATGACLATGEE ) vengono impiegati per
zeqLenziare tutti i cloni. La maggior parte dei cloni
di PRRS ottenuti contiene wuna coda comuns poli(A)
diffzrenti estremita 5°. I cloni wvengono denominati
pPRRS-8, PpPPRRS-108, pPRRS-LZ21, pPRRS-132, PpPRRS-146.
oPRRS-147, pPRRS-148 e pPRRE-15E. Dalla seconda
cintesi del cDNA, si ottiene 11 clone PRRG-3Z. La
figurz I illustra la differente sstensione di questil
cloni in confronto con Ly, come pure le ORF contenute
in ognunc. D’altra parte, la figura 1 illustra la
sequenza consecutiva delle AZel bp clonate
dall'isolate di PRRS-0lot, e la figura 2 (da 2A a 2F)
illustra le sequenze di amminoacidi corrispondenti

alle proteine codificate da ognl ORF.

Esempio 4. Ottenimento di baculovirus ricombinanti

esprimenti il gene di proteina codificato da ORF2

4.1. Preparazione de)l gene di ORF2

I geni pMTL25, pMTLZ24 & pMTLZZ, derivati dal
vettore pUCI8 vengono impiegati per la preparazione
delle differenti ORF citate in questa descrizione,
prima di essere clonati in vettori di trasferimento di
baculovirus., Il vettore impiegato viene indicato per
ogni caso particolare. Il gene di ORFZ2 ha una

dimensione di 747 bp e viene ottenuto dal clone di
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cONa pPRRS-3 (figura 4). Il DNA viene digerito con
Masl, & 1 inserto di approssimativamente 900 bp viens
purificato in gel di agarosic. Le estremita coesive
dell’inserto vengono trasformate in estremita smussate
mediante trattamento con 1l frammentoc Klenow della
potimerasi di ONA di E.cpli. La clonazione vieneg
eseguita nel pMTL2S trattato con Smal, fosfatasi
alcalina e purificato in gel di agarcsio all’l% a
basso punto di fusione. Dopo lagamento con DNA ligasi
T4 (Roehringer)., cellule XL-1Blu di §¢égig vengono
trasformate con la miscela di legamento & 1 cloni
positivi vengono inizialmente selezionati per colore.
I plasmidi ricombinanti contenenti il gene di ORFZ2
inserito vengono purificati secondo il metodo della
lisi alcalina [Birnboim e Doly, “Nucleic Acids Res’,
7, 1513-15%23 (1979)), e caratterizzati mediante
mappatura con endonucleasi di restriziong e
sequenziamento delle regioni di inserzione.

Il wvettore ora ottenuto viene denominato pPRRS-
ORF2. In guesto, il codone di iniziazione della ORFZ
(ATG) & dispostio approssimativamente a 50 bp
dall’inizio dell’inserto e del sito BamHl.

4.2. Inserimento del gene della ORF2 in un_ vettore di

trasferimento a _baculovirus.

I1 vettore di trasferimento a Baculovirus

40

L

Ido

.

tha

BANI R
.rione Albo pr. 358)

Vo



v,

"'

utilizzato in tutti gli esperimenti, descritti in
questa domanda di brevetto, & i1l vettore pRCYML
(Matasuura ed al., "J. Gen. Vvirol.", &8, 1233-50], che
ha un singolo sito di inserimento BamHI.

11 vettore & stato donato dal prof. D.H.L. Bishop
(I.v.£.M. Dxford, Regno Unito). Per 1l’'inserimento, il
vettore viene accuratamente digerito con la
endonucleasi BamHI & quindi trattato con l'enzima di
fosfatasi alcalina per evitare un rilegamento del
vettore. La ORF2 codifica per una proteina di 28,4
Kba. In breve, 1l inserimento del gens corrispondente
nel wvettore pAcYMl impisegs plasmide ©PRRE-0RF2 come
materiale di partenza. In guesto plasmide 11 gene
della ORFZ & fiancheggiato da due siti BamHI. Cosi,
pPRRS-0RF2 viene digerito con BamHI e caricato in gel
di agarosio all1’1% a basso punto di fusione allo scopo
di ottenere il frammento di 935 bp. Questo frammento
viene inserito nel sito BamHI di pAcYMl secondo il
metode di Struhl ["Biotecniques”, &, 452-453 (1985)],
impiegando il DNA ligasi T4 (Boehringer) per legare
1’inserto al vettore. La miscela di legamento viene
impiegata per trasformare cellule DHS5 di E_.coli. I
plasmidi ricombinanti ottenuti contenenti il gene
inserito della ORF2 wvengono purificati secondo il

metodo della lisi alcalina (Birnboin e Doly, sopra),
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caratterizzato da mappatura con endonuclesasi di
restrizione & seqgquenziati i bordi inseriti per

confermare la sequenza corretta delle regioni di
inserimento. Il vettore di trasferimento ottenuto a
nuovo viene denominato pPRRS-Bac8 e viens dimostrato
che ha 11 gene PRRS nell’orientamento corretto per la
sua espressions mediante promotore della poliedrina

del baculovirus ACNPY.

4.3. - Transfezione e selezione di baculovirus

Cellule di Spodoptera flugiperda, clone Sf 9,

vengono cotransfettate con una miscela di DNA
infettive purificato del virus parentale AcRP23-lacl
(500 ng), donato da Dr. Posee (I.V.E.M_, Oxford, G.B.)
e del vettore di trasferimento di ONA di pPRRS-BacB8 (2
ug}. I1DNA del virus parentale viene linearizzato con
1’enzima Bsulél entro il gene lacl [Kitts ed al.,
"Nus. Aclds Res.”, 18, 5&867-72 (1990)] allo scopo di
aumentare l’efficienza della ricombinazione. Per la
co-transfezione, si wtilizza 11 metodo della
lipofectina (Gibco-BRL) {Felgner ed al., "Proc. Natl.
Acad. Sci. UsSA", 84, 7413-7417 (1987)]. Dopo la co-
transfezione, le cellule vengono incubate per 5 giorni

in mezzo TNMFH completo integrato con 5% di sierco

povino fetale (FCS) e antibiotici, sino a che si

osserva un effetto citopatico.
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Successivamente, 11 supernatante di transfezione

viene ricuperato e i1 virus ricombinantl vengono

identificati mediante saggio placca. 11 virus
parentale ACRP2Z-lac?Z presanta placche di lizsi blu in

presenza di substrato X-gal poiché viene espresso il

gene di Q@-galattosidasi. I virus ricombinanti vengono
inizialmente identificatli dalle placche limpide dopo

colorazione della progenie virale mediante X-gal.

Parecchie placche di ogni virus vengono prelevate e

sottoposte a tre cicli di purificazione, prima di

preparare una scorta di virus ad elevato titolo. Il

baculovirus ricombinante finalmente ottenuto viene

denominato AcNPV, PRRS 2. Questo e stato depositato

presso la European Collection of Animal Cell Cultures
(ECACC) con 11 numero dl accessione VI4021007.

Ottenimento di baculovirus ricombinanti

Esempio 5 -

esprimenti il gene della proteina codificato dalla

ORF3.

5.1. Inserimento del gene della ORF3 in un_ vettore di

trasferimento di baculovirus.

La ORF3 codifica per una protelna con un pesc

molecolare valutato di 30,8 KDa. Ii DNA del plasmide

pPRRS-121 viene impiegatoc come materiale di partenza
paer 1’inserimento del corrispondente gene nel vettore

di trasferimento pAacYMl (figura 5). In gquesto vettore,
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il codone di iniziazione della ORF3 e disposto 10 pb

dal si1tc BamHI. Il gene pud essere escisso mediante

doppia digestione con gli enzimi BamHI e Saul3d, che

generanc estremita coesive compatibili con BamHI.

Dopo digestione, la miscela viene caricata in gel di

agarosio all’1% a basso punto di fusione e viene

purificato un frammento di 100% bp. Questo viene

isolato & guindi legato al vettore pAcYM]l trattato con

BamiI e fosfatasi alcalina impiegando 1’enzima di DNA

cellule DHS di E.coli

ligasi T4. Successivamente,

vengono trasformate e 1 plasmidi ricombinanti vengono

prurificati e caratterizzati seconde i1 procedimenti

descritti sopra. Dopo che sono stati verificati la

saquenza e l'oriantamento dell’insertc corretti verso

il promotore di poliedrina, il nuovo vettore di

trasferimento viene denominato pPRRS-Bac?.

selezione

di baculovirus

5.2- Transfezione e

ricombinanti

Il procedimento impiegato per

la selezione di baculovirus ricombinanti

quello descritto sopra per la ORF2Z (esempio 4.3).

baculovirus ricombinante ottenuto viene denominato

ACNPY, PRRS 3.

ECACC con 11 numero di accessione V94011325,
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Esempio 6. - Ottenimento di baculovirus ricombinanti

esprimenti il gene della proteina codificata dalla

ORF4.

6.1 - Preparazione del gene della ORF4

La dimensione del gene della ORF4 e 549% bp.
Questo viene ottenuto dal clone pPRRS-146 (figura ¢)
digerito con gli enzimi BamHI, Af1III e PstI. 1 primi
due enzimi fiancheggiano 1’'inserto e si implega Pstl
per scindere un frammento del DNA del vettore. di
dimensione simile al géne della ORF4 che avrebbe reso
difficile 1’isolamento del gene. Un frammento di 112
bp wviene purificato in gel di agarosio a basso punto
di fusione e clonato in vettore pMTL22 digerito con
BamHI & Ncol (compatibile con AT1IIT)}. Dopo legamento
con DNA ligasi T4 e trasformazionme di cellule DHS di
£.coli, i plasmidi ricombinanti vengono purificati
seconde il metodo della lisi alcalina (Birmboin e
Doly, sopra), e caratterizzati mediante mappatura di
encdonucleasi di restrizione. Il vettore ottenuto di
fresco viene denominato pPRRS-ORF4. Esso contiene 1l
codone ATG di iniziazione della ORF4 disposto a 5 bp

dal sito BamHI.

6.2. Inserimento del gene della ORF4 in un vettore di

trasferimento di baculovirus

La ORF4 codifica per una proteina di 20,0 Kba. Il

45

PLEBANI Rinaldo

(iscrizione Albo nr. 358)



»

corrispondente gene viene ottenuto dal plasmide pPRRS-
ORF4 mediante digestione con BamHi piuv BglII. Il
frammento di 1112 bp viene purificato in gel di
agarosio a bascso punto di fusione 311°1% e clonato
direttamente 1in pAcYMl-BamHI. I procedimenti per la
identificazione e la caratterizzazione dei cloni
ricombinanti sono identici a guelli descritti =sopra
(esempio 4.2). Una volta che sono stati verificati il
corretto orientamento e la seguenza di inserto, il
plasmiae nuovo viene denominato pPRRS-Bac9. @Questo
plasmide wviene impisgatc per esperimenti di
transfezione successivi e per la preparazione di

paculovirus ricombinanti.

&£&.3 - Transfezione e selezione di baculovirus

ricombinanti

11 procedimento seguito per la transfezione e la
selezione di baculovirus ricombinanti é& siwmile al

procedimento descritto sopra per la ORF2 (esempio

4.3)Y. 11 baculovirus ricombinante viene denominato
ACNPY, PRRS4. Questo & stato depositato presso la
ECACC con il numero di accessione V94021008.

Esempio 7. - Ottenimento di baculovirus ricombinanti

esprimenti i1l gene della proteina codificato dalla

ORFS.
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7.1. - Preparazione del gene della ORFS.

La dimensions della ORFS & €00 bp. Questa viene

ottenuta dal clone pPRR3-132 (figura 73. I1 DNA wviene

digerito con gli enzimi 8stXI e BfrI, e un frammento
4i 700 bp contenente la ORFS wviene purificato in gel

di agarosio all’l% a basso punto di fusione. Dopo

conversione delle estremita del frammento da coesive a

smussate mediante trattamento con DNA polimerasi T4,
il frammento viene clonato nel vettore pMTL25/Smal. Il

metodo impiegato & similf al procedimenti descritti

nell 'esempio 4.1. Il vettore ottenuto ora viene

denominato pPRRS-0ORF5. Essa contiene il codone ATG di

iniziazione della ORFS5, disposto a 15 bp dall’inizio

del gene.

Inserimento del gene della ORFS5_in un vettore di

7.2,

trasferimento di baculovirus

La ORF5 codifica per una proteina di 22.4 KDa.

rer inserire il corrispondente gene nel vettore di

trasferimento, il wvettore pPRRS-0RF5 viene digerito

con l’enzima BamHI. I1 frammento di 706 bp viene

purificato in gel di agarosio a basso punto di fusione

all’1% e legato direttamente al vettore di

trasferimento pAcYMi-BamHI. I plasmidi ricombinanti
vengono caratterizzatl come descritto sopra. Il nuovo

vettore di trasferimento viene denominato pPRRS-Bac3.
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Questo viene impiegato nel successivi esperimenti di

transfezione.

7.3. - Transfezione e selezione di baculovirus

ricombinante

11 procedimento seguito per la transfezione e la

calezione di baculovirus ricombinanti & simile al

procedimento descritto sopra per la ORF2 {esempio

4.2). I1 baculovirus ricombinante ottenuto viene

e b

denominato ACNPY, PRRSS ed e stato depositato presso
ia ECACC con il numero di accessions V24011326,

Esempio 8 - Ottenimento di baculovirus ricombinanti

esprimenti il gene di proteina codificato _dalla ORFé

8.1, - Preparazione del gene _della ORF&.

La dimensione del gene delia ORFS e 519 bp.

Questo viene preparato dal clone del gene pPRRS-8

(figura 8). Dapprima, i1 DNA viene digerito con

1’enzima AflIII, il che permette la eliminazione di

bande che si avvicinano come dimensioni al gene della

ORF&. Un Trammento di 990 bp di AflIII-aflIll wviene

purificato in gel di agarosio a basso punto di fusione

all’l% e digerito con Tagl.

bp viene purificato in gel di agarosio a basso punto

di

deccl e con fosfatasi

vengono effettuate le fasi descritte nell’esempioc 4.1.
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Il nuovo vettore viene dencminato pPRRS-0RFe. £ss0
contiene il codone di iniziazione della ORFé& disposto
a 46 bp dall’inizioc del gene.

8.2. Inserimento del gene della ORF& in un vettore di

trasferimento di baculovirus

La ORF& codifica per una proteina di 19,0 KDa.
Questa si suppone che sia la proteina di inviluppo, e
a causa della sua natura idrofoba, viene considerata
essere una proteina che abbraccia la membrana. Per
1’inserimento del corrispondente gene nel vettore di
Erasferimento, 1l wvettore pPRRS-0ORFé&, contenente il
gene della ORF4 clonato al sito pMTL24 di Accl, viene
digerito con 1’enzima BamHI. 11 frammento di 790 bp
viene purificato da gel di agarosio all’l%s e legato
direttamente al vettore pAcYMl-BamHI. Il nuovo vettore
di trasferimento viene denominato pPRRS-Bach%. Questo
viene impiegato nei successivi esperimenti di

transfezione.

8.3. Transfezione e selezione di baculovirus

ricombinanti_

I metodo impiegato per la transfezione e la
selezione di wvirus ricombinanti & simile al
procedimento descritto sopra per la ORF2 (esempio
4.3). I1 baculovirus ricombinante ottenuto viene

denominato ACNPY, PRRS&. Questo & stato depositato
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presso la ECACC con il numero di accessione

V34011327,
Ottenimento di baculovirus ricombinanti

Esempio 9.
che esprimono il gene della proteina codificata dalla

ORF7.

Preparazione del gene della ORF7.

9.1.
La dimensione del gene della ORF7 & 384 bp.

Questo viene preparato dal clone del gene pPRRS-8
descritto

frammento AflIII-Af1II1

{figura ). I1

nell’esempio 8.1 viene digerito con l'enzima Hpal. Il

frammento AT1III-Hpal di 430 bp contenente il gene
della ORF7 viene purificato in gel di agarosio a basso

punto di fusione e successivaments clonato nel vettore

pPMTLZ2S digerito con Ncol-SamlI. L’analisi e la

ricombinanti wvengono

caratterizzazione delle colonie
Il nuovo

a2ffettuate come descritto nell’esempio 4.1.

vettore viene denominato pPRRS-0ORFT. Essa contiene il

codone di iniziazione della ORF7 disposto a 1é& bp

dall’inizio del gene.

9.2. Inserimento del gene della ORF7 in un vettore di

trasferimento di baculovirus.

La ORF7 codifica per una proteina di 13,8 KDha. 81

suppone che questa sia la nucleoproteina virale.

1’inserimento del gene corrispondente nel vettore di

trasferimento,
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con gli enzimi 8glII e BamHI. Il risultante frammento
di 430 bp viene isolato da un gel di agarosio a basso
ounto di fusione e legato direttamente entro 11l
vettore pAcYMi-BamHI. Dopo l’adatta caratterizzazione,
=i ottiene il nuowvo vettore di trasferimento pPRRS-
Bac7. @Questo viene impiegato per 1 successivi

esperimenti di transfezione.

9.3. Transfezione e selezione di__baculovirus

ricombinanti

Il metodo impiegato per 1la £ransfezione e la
selezione di baculovirus ricombinanti & simile al
procedimento descritto per la DRF2 (esempio 4.3). Il
baculovirus ricombinante ottenuto viene denominato
AcCNPY, PRRS7. Questo & stato depositato presso la
ECACC con il numero di accessione v94011328.

Fsempio 10. Analisi di proteine ricombinanti e

immunorivelazione

Cellule Sf9 wvengono infettate con differenti
paculovirus ricombinanti ad una molteplicita di
infezione di 1 PFU/cellula e incubate a 27°C sino a
che vengono raccolte le colture. Differenti colture di
cellule wvengono eseguite in monostrato e in
sospensione. In tutti 1 casi i1 risultati sono simili.
Le colture wvengono raccolte a differenti tempi dopo

l1’infezione. Viene determinato per ogni wvirus
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ricombinante i1 tempo di raccolta ottimo. Questo wvaria
tra 48 e‘éé p.1.h. {fore dopo infezione). Le cellul=
vengono raccolts mediante centrifugazione a 15072
giri/minuto per 10 minuti, lavate due volte con PBS, pH
7,4 B successlvamente risospese e sottoposte a lisi
con soluzione dl bicarbonato a 25 mM. GQueste wvengono
centrifugate a 10.000 giri/minuto per 10 minutli e la
frazione citoplasmica solubile viene separata dai
detriti di cellule insolubili residui. Gli estratti ai
cellule totali, cohe pure le differenti frazioni
vengono analizzatl mediante elettroforesi in gel ¢t
poliacrilammide all’li% e colorati con blu coomassis
oppure trasferiti su membrane di nitrocellulosa per 1a
rivelazione immunologica. $i osservanc bande mediante
colorazione con blu coomassie, aventi pesi molecolari
di 28,4, 30,8, 20.0, 22.4 e 19,0 e 13,8 KDa. Queste
dimensioni corrispondono rispettivamente alle
dimensionl previste per 1 geni codificati dalle ORFZ,
3, 4, 5, &6 e 7. Vi & wuna variazione rilevante nei
livelli di espressione dei differenti geni: ORF 3, S
e 7 ad un livello considerevole, ORF2 € 4 ad un
livello apprezzabile e ORFS ad un livello basso. I
geni con 1livelli di espressione inferiori,
corrispondenti alle ORFZ2 e &, possono essere dovuti

alla maggiore distanza, 42 e 39 nucleotidi
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rispettivamente, tra il codone ATG di inizio della
proteina e il promotore del baculovirus di poliedrina.

& stato dimostrato che questa

1n parecchie occasioni,

distanza dovrebbe essenzialmente essere mantenuta ad
una buona

allo scopo di ottenere

un minimo
espressiona. Un altro fattore, responsabile per una
bassa espressione, potrebbe essere 1’elevata natura
idrofoba di queste proteine.
le frazioni

analizzano separatamente

Quando si
31 €

solubili ed insolubili delle cellule infette,
eccetto che per 1la ORF7, la maggilor

osservato che,
insolubili e

parte delle proteine PRRS espresse sono

rimarngono associate con 1 detriti della membrana.

pud essere dovuto alla natura idrofoba e glicosilata

La maggior parte di

di gueste proteine.

proteine contiene
Tali caratteristiche rendono diffici

alle membrane.
la purificazione di gueste proteine da estratti

cellule.
Per la immunorivelazione, le proteine veng

trasferite su membrane di nitrocellulosa,

(Burnette, "Anal. Biochem.",

metodi standard
"Proc. Natl.

195-293 (1981); Towbin ed al.,

4350-4354 (1969)].

usa, 77,

Cio

zone transmembrana che le ancorano

gueste

le

di

onao

secondo

Acad. Sci.

I1 trasferimento delle

proteine viene effettuato in un dispesitivo semisecco
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{(Blo~Rad) a 22V per 30 minuti. Quindi, le strisce di

nitrocellulosa vengono bloccate con 3% di latte

scremato in polvere in Tris-HC1 20 mM, pH 7.5, NaCl
500 mM (TBS) per 1 ora a temperatura ambiente.
Successivamente, le strisce vengono incubate dapprima
per 2 ore a temperatura ambiente con un antisiero di
maiale anti-PRRS (C-45) diluito 1/100 in TBS-0,05%
Tween 20, lavate con TBS-0,05% Tween 2C per 30 minuti
a temperatura amblente e guindi incubate con IgG anti-
maiale conlugata con fosfatasi alcalina (diluizione
1/1000) (Sigma) per 1 ora. Le strisce vengono lavate
un’altra volta e, infine, sviluppate con un NBT (nitro
blu tetrazolio) (Sigma) e in soluzione di BCIP (5-
bromo-4-cloro-3-indolil-fosfato) (Sigma) in NacCl 100
mM, MgCl, 5 mM, dietanolammina 100 mM, pH 9,5, sino
alla comparsa di bande visibili. La reazione viene
arrestata con acqua distillata. Inm tutti i casi in
cui si osservano reazionl mediante immunoblot, si
ottengono proteine con peso molecolare eguivalente
alle dimensioni wvalutate della ORF. In alcuni casi,
specificamente nelle ORF3 e 5, si osserva la presenza
di altre bande di dimensioni maggiori, sino a 45 KDa.
Queste bande rappresenterebbero differenti forme di

glicosilazione delle proteine, in accordo con i siti

potenziall previsti.
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Caratterizzazione antigenica delle proteine

10.1.

ricombinanti

La antigenicita corretta delle proteine

ricompinanti espresse 1in paculovirus viene verificata

mediante la loro reazione a differenti sieri animalil

in un saggio di immunoblotting. Le proteine

ricombinantli espresse e trasferite in nitrocellulosa

sacondo il precedente metodo, vengono Tfatte reagire

con una raccolta di sieri suini precedentemente

caratterizzatil contenenti anticorpi anti-PRRSV. 1

in animali infettati

sieri sono stati ottenutl

sperimentalmente (N. 1-4) o naturalmente (n. 5-8).

Le proteine corrispondenti alle ORF 3. %5 e 7 sono

state le prime da verificare. I risultatl sono

illustrati nella tapella 2.

Tabella 2

Reattivita di sieri da animali infetti contro proteine

ricombinanti di ORF3, ORFS e ORF7

Siero n. ORE3 ORFS ORF7

+
+
+
ND
ND
+
ND
ND

+ 4+ 4+ + F+ 4+
+ o+ o+

D~ BN

+: Positivo
-: Negativo
ND: non determinato.
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Questo saggio dimostra che 1le

proteine
ricombinanti 3,

5 e 7 sono antigenicamente cimili alle
proteine virali inattive I, 5 & 7,

rispettivamente.
Quando

il saggio viene e=zeguito con proteine
ricombinanti 2, 4 e 6, 1 risultati

sone di una
maggiore variabilita in quanto si

riferisce al
riconoscimento da parte di sieril di campo.

e ragioni
per questa wvariabilita possono essere sia 11 loro

basso livello di espressione,

sla /oppure la loro
elevata idrofobilita.

Questi saggi dimostranmo che le proteine
ricombinantli PRRSV espresse nel sistema di baculovirus

O
358)

non s0no antigenicamente distinguibili dalle proteine

viralli inattive.

ibo nr.

A

(iscrizione A

w1 Rinald

Esempio 11, -

Purificazione delle
ricombinanti

PLERA

proteine

La strategia ideata per

la purificazione delle
proteine ricombinanti dovrebbe

prendere
considerazione 1le caratteristiche

in

strutturali
proteine.

delle
Dovrebbero essere mesese in evidenza due di
queste caratteristiche:

(1) La natura idrofoba che le rende insolubili,
la

e (2)
presenza di un grande numero dJdi regioni
transmembrana che impartisce loro una grande affinita

per le membrane. Nella maggior parte dei casi, queste
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caratteristiche non rendono conveniente 1’estrazione e
la purificazione delle proteine, ad esempio per il
loro impisgo come vaccino, quando si possono impiegare
cellule complete infettate, come descritto da
differenti autori [Hall S.tL., ed al., "vaccine"., 9,
659-667 (19913: Tordo N., ed al., "Virology' , 194,
5269 (1993)]. Nonostante ¢io, sono statl fatti alcuni
tentativi per purificare queste proteine 1impiegando
come modello la proteina della ORF3.
11.1. pPurificazione della proteina derivata dallé ORF3

Cellule 5f9 vengono infettate con il wvirus
ricombinante ACNPY, PRRS3 secondo 11 metodo descritto
rnel precedente esempio. Le cellule infette vengono
raccolte mediante centrifugazione a 400 g per 10
minuti, lavate con PBS & risospese a 20 x lo6
cellule/ml in PBS. Le cellule vengono demolite
mediante congelamento/scongelamento e 1la frazione
solubile viene separata dalla frazione insolubile
mediante centrifugazione. In tutti i casi, la frazione
insolubili wviene wutilizzata per 1 successivi
trattamenti.

In seguito vi & una descrizione di alcuni dei
metodi impiegati.
Trattamento _con _agenti caotropici

La frazione insolubile viene dapprima lavata con
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NaCl IM e guindi con cloruro di guanidinio 2M o 4M. Le
pastiglie di cellule vengono risospese nei differenti
tamponli e mantenute a temperatura ambilente per 1 ora.
Quindi, la preparazione viene centrifugata a 15.000
giri/minuto per 5 minuti. La presenza della proteina

ricombinante nelle differenti frazioni wviene
analizzata mediante elettroforesi in gel di

poliacrilammide-S0DS al 15% (dodecilsolfato di sodlo).

I risultati ottenuti indicano che 11 trattamento

sequenziale con questi sali fornisce una proteina con

una purezza dal 30% al 50%. E’° stato dimostrato che

questa proteina purificata € antigenicamente analoga
alla proteina naturale, poiché e riconoscibile
mediante sieri d’animali infetti, determinati sia
mediante immunoblotting, sia mediante ELISA indiretta.

Trattamento con detergenti

vengono impiegati detergenti alle seguenti

concentrazioni:
- NP40C 0,5%
~ ottilglucoside 2%
-~ SDS 0,5%, 1% e 2%

deossicolato di sodio 0,5%, 1% e 2%.

In tutti 1 casi le preparazioni di cellule
vengono rese analoghe a quella descritta sopra. I

detriti di cellule contenenti proteina ricombinante
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vengono trattati con le suddette concentrazioni di
detergente e nelle condizionl descritte. In generale,
<1 pud stabilire che in queste condizioni, 11l
trattamento con i differenti detergenti non permette
la solubilizzazione di una quantitad rilevante di
proteina ricombinante. Soltanto 8D allo 0,5% fornisce
proteina con una purezza valutata del 50%, sebbene con
una resa molto bassa. Antigenicamente, guesta proteina
reagisce con sieri di animali infetti mediante ELISA
diretta, sebbene i’efficacia sia inferiore di quella
che si ottiene con la proteina purificata mediante
agenti caotropici.

Riassumendo, gueste proteine parzialmente
purificate potrebbero essere implegate in wvaccini
anti-PRARSY.

Esempio 12. - Impiego diagnostico

Una delle applicazionl principali delle proteine
ricombinanti provviste dalla presente invenzione & il
loro impiego nella preparazione di corredi per la
diagnosi di infezioni in campo da PRRSV.

12.1 - Preparazione di antigene espresso in Sf9 per

applicazioni nella diagnosi

Cellule Sf9 cresciute 1n monostrato o 1in
sospensione vengono infettate a una molteplicita di

infezione da 0,5 a 1 con 1 rispettivl baculovirus
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ricombinanti. A seconda di quale virus ricombinante
sia impiegato, le colture vengono raccolte tra 48 72
ore dopo 1’infezione. Queste wvengono centrifugate a
400 g a 15°C per 10 minuti e lavate con PBS.

Infine, le pastiglie di cellule contenenti le
proteine ricombinanti vengono risospese in PBS con 2%
di ottilglucoside (Sigma) e vengono lasciate in riposo
su ghiaccio per 1 ora. Queste wvengono guindi
centrifugate a 1000 g per 10 minuti per eliminare 1
det}iti delle cellule. 1 supernatanti vengono
dializzati a fondo contro PBS per rimuovere il
detergente, centrifugati a 10.000 g per I0 minuti per
rimuyovere i precipitati e conservate a -70°C sino
all’impiego successivo.

12.2 ELISA per la diagnosi

Immunopiastire ELISA a 96 pozzetti in polistirene
(Poli=orb, NUNC) vengono rivestite con differenti
diluizioni della miscela di ecstratti ricombinanti
(ORF2, ORF3, ORF4, ORF5, ORF&6 e QORF7), preparate in
tampone carbonato 50 mM, pH 9,6 (100 Hl/pozzetto)
mediante incubazione di umna notte a 4°C. Come
illustrato nella figura 9, la diluizione ottima scelta
per il rivestimento della piastra & i/100. Le piastre

vengono saturate con tampone bloccante (latte

scremato 1% in PBS) per 30 minuti a temperatursa

&0
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ambiente. Successivamente, si aggiungono diluizioni
differenti degli antisieri anti-PRRSV preparati in
tampone bloccante. L incubazione viene proseguita per
L ora a 37°C. Dopo lavaggio con PBS contenente 0,5% di
Tween 20, sSi aggiunge proteina A& marcata con
perossidasi (diluizione 1/5000), incubando a 37°C per
1 ora. Viene effettuato un lavaggio coms 1l precedente
e la reazione viene sviluppata a temperatura amblenta
per 10 minutli impiegando come substrato ABTS [acildo
2,2’ -azino-bis-(3-etilbenztiazolin-6-solfonico)]. La
reazione viene arrestata con S0S 1% 2 1 assorbanza
viene monitorata a 405 nm. I risultati di titolazioni
usuall con ELISA da un siero di campo di animale
infetto sono indicati nella figura 10. Le titolazioni
su sieri di campo normalmente wvarianc da diluizioni
1/100 a 1/800. I risultatl ottenuti in un esperimento
di campionamento con parecchie dozzine di sieri di
campo sono riportati nella figura 1l. Si1 pud vedere
che 1 titoli ottenuti per sieri chiaramente positivi
variano da 0,4 a 1,7. 1 titoli da sieri incerti
variano da ©¢,2 a 0,3. I sieri negativi forniscono
titoli inferiori a O,1. Cosi, la conclusione cui si
arriva & : 1l impiego di aqueste proteine ricombinanti
espressf in baculovirus @ un metodo sicuro, affidabile

e riproducibile, che permette di differenziare in modo
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conclusivo animalil infetti da animali non infetti.

Esempio 13. Formulazione dei wvaccini ricombinanti

Vengono preparati diversil wvaccini contenenti
differenti proteine Gi PRRSY ricombinante,
specificamenie PRRS-0lot (ECACC v93070108) in forma 4di
emulsione, secondo il metodo descritto in seguito.

Cellule di Spodoptera frugiperda, clone Sf9 - in

seguito S5f9 - vengono infettate nella guantita di

li.O6 celiule/ml con 1 baculovirus ricombinanti:

- RACNPV, PRRS3, [ECACC V924011325];
- AcNFV, PRRSS, [ECACC V94011326]1: .
- AcNPV, PRRS7, [ECACC V94011328],

capaci di produrre, rispettivamente, le proteine
ricombinanti corrispondenti alle ORF3, ORFS e ORF7 del
suddetto PRRSV (figure 2, 4 e &), a un moltiplicitd di
infezione di 0,1 unita formanti placca (PFU)/cellula.
Queste vengone incubate a 27°C con agitazione a 100
giri/minuto e 3I0% di pO, per 72 ore, in un
fermentatore Braun-MD da 2 litri. Quindi cellule di
insetti infetti vengono raccolte mediante
centrifugazione a 1000 giri/minuto per 10 minuti,
lavate con soluzione salina tamponata con fosfato

(PBS) pH : 7,4 e sospese a 5 x 107 cellule /ml nello

stesso tampone PBS.
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mecscolandoc un

I vaccini vengono formulati
omogenato di cellule 5f9 infette contenenti 50 x 10"5J

S22 che esprimono ogruna una delle proteine

cellule
con un coadiuvante

ricombinanti ORF3, ORFS e QRF7,

oleocso, o fase oleosa, composty da una miscela di:

Marcol® s2. . 790,9 mg
Simulsel® s100 ... ... ... L. ... 70,0 mg
MontanideR 888 ....... ... . ....... 80,0 mg

In gqueste condizioni, vengono preparati quattro >

_ X

composti da 53% 32

g g

E o

¢ 2

vaccini ricombinanti in dosi di 2 ml,

fase antigenica e 47% della fase oleosa descritta

di

sopra, in cui la relazione fase oleosa/fase antigenica &
-

. . . .. . Q.

& una relazione di peso/volume. I vaccini preparati

presentano le formulazioni seguenti.

Vaccino identificato come rPRRS C:

1.
53% in volume di fase antigenica composta da 50 x

10% cellule Sf9 esprimenti la ORF3; e
in peso della fase oleosa come descritte

47%
sopra.

2. Vaccino identificato come rPRRS D-

53% in velume <i una fase antigenica composta da

50 x 10% cellule Sf9 esprimenti la ORFS: e
47% 1in peso della fase oleosa come descritta

sopra.
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3. Vaccino identificato come rPRRS E:

53% in volume di fase antigenica composta da 50 x
10® cellule Sf9 esprimenti la ORF7; e

47% 1n peso della fase oleosa quale descritta
sopra.
4. Vaccino identificato come rPRRS F:

53% in volume di fase antigenica composta da 50 x
10% cellule Sf9 esprimenti la ORF3; 50x10° cellule
5f9 esprimenti la ORFS e $0x10° cellule S esprimenti
la DRF7 (totale 150x10° cellule Sf9); e

47% in peso della fase oleosa quale descritta
sopra.

Esempio 14. - Efficacia in scrofe gravide

Questa prova wviene eseguita per wvalutare
1’efficacia dei vaccini ricombinanti preparati come
descritto nell’esempio 13. A tal fine, si utilizza un
totale di 12 scrofe - un incrocio Landrace X Large
White. Gli animali vengono trasferiti in stalle di
sicurezza del Centro Ricerche.

Due scrofe vengono scelte a caso (scrofe n.
400398 e 400298) e vengono wvaccinate con il wvaccino
identificato come rPRRS C. Due scrofe (scrofe n.
400118 e 400307) vengono vaccinate con il vaccino
identificato come rPRRS D. Con 1l vaccino identificato

come rPRRS E wvengono vaccinate tre scrofe (scrofe n.

&4
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314010, 313426 e 400052), e c¢con il

vaceilno
identificato come

rPRARS F vengono vaccinate tre scrofe
{scrofe n.

313524, 401236 & 401426).

Le due scrofe
rimanentl (scrofe n.

1 & 20} non vengpno vacclinate e

vengono impiegate come animali di controllo.

Le scrofe vengono vaccinate tramite una vis

intramuscolare profonda

{IM) nel collo, in vicinanza
dell’orecchio,

con una dose di 2 ml di wvaccino,

e
rivaccinate 21 giorni dopo con la stessa dose.
Si osservano le reazioni locali e generalil,
@©
quali: temperatura rettale, assunzione di cibo e segni o:%
- :% =
- .. . . . - . . Q
clinici sia post-vaccinazione sla post-esposizione aé.g_
- <
: : . : .. Z 2
stimolo antigenico. Inoltre, vengono monitoratl 1 < 9
o N
. o - . . wos
risultati riproduttivi post-esposizicne a stimolo E:é,
antigenico per le scrofe,

come pure 1 risultati
sierologici sia nelle scrofe che nei

porcellini.
L’analisi dei

risultati viene utilizzata nella

valutazione dell’efficienza del wvaccino (tabella 1).

{'esposizione a stimolo

antigenico viene
effettuata nelle stalle di sicurezza del Centro

Ricerche. Tutti gli animali vengono infettati nella
quantita di 5 ml di

PRRSV-218-P6-MO-F22955-29/10/94,

un ceppo isolato e mantenuto in deposito presso il

centro di ricerche, con un titolo di 10651 TCIDS/ml

(dose infettiva di coltura di tessuto 50%) tramite la
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via i

delle

dati

Scrofa
n.

F&e}
FELIT )
wam
00Ls
[ 3o} b
3tlécte
11343¢
[§-54 1
31332:
1cL214
01438

ntranasale (IN).

Per la valutazione dei risultatbi riproduttivi
scrofe nel gilorno del parto., vengono annotati i

seguenti (tabella 3):

- numero di malalini nati vivi e in buona salute

- numero di maialini nati vivi ma deboli

= numero di maialini nati morti

= numero di maialini con autolisi parziale

{edematosa)
- numero di maialinli mummificati

- maialini vivi dopo la prima settimana di vita,

- matalini vivi al tempo di slattamento (25-30

giorni di eta).

IABELLA 3

Risultati riproduttivi

Numero di palalini

Vaccino Totale f?ﬁi !?5; . Nati Autolisi Mummi- Maial. :f;:l::;
.- T. morti parziale ficati Yivil
sani ~ debolil settim.

CONIROL 17 - ] s ! - . .
cowthan 14 3 - 2 2 - i .
CPARSE & 8 8 - - - ) :
ke T L1 ] L N . . .

SPRRE L 12 4 1 : 3 i , ;
erpE & 23 i ot : . . : :
cPRRA B i - e } : : , X
PR B 1 - - ! 2 : o
s s 12 ¢ z ? : - ; .
cpARE f il 1c - : K . - :
cepa® 2 - - i ' g 1
P T 12 3 - * ) -0 “°
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Quindi, ia risposta sieroclogica wviene
analizzataa nelle scrofe (tabella 4) & nei maialini
(tabelle 5, ¢, 7, 8 e 9) mediante un saggio a
monostrato di perossidasi (IPMA) [Saggio monostrato di
immunoperossidasi, Wensvoort ed al., "Vet. Quarterly",
13, n. 3, (luglio 1991)} in accordo con 1l programma
seguante:

D O (giorno O): salasso € vaccinazione

D - 14: salasso (14 giorni dopo vaccinazione)

D + 21: salasso e rivaccinazione (21 giorni dopo

vaccinazione)

D + 28: salasso (28 giorni dopo vaccinazions)

D + 35: salasso (35 giorni dopo vaccinazione)

DI : salasso e esposizione a stimolo antigenico

DI + 7: salasso (a 7 giorni dopo infezione)

I risultati sierologici nelle scrofe (anticorpi anti-

PRR8BY) sono illustrati nella tabella 4).

&7
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TABELLA 4

Risultati sierologici (anticorpt

Vaceino Scrofa pg 2716 Rell Ds28  Dae2s

‘BRRE G 400288 - 120 320 NT 180
PRAB G 400098 . - “ NT “
PANE O 400307 - - - - -
tPRRS O 400118 - - - - ~
1PRRS & 314010 - 2840 2040 2040 2840
PANS X 313420 B >040 2040 2040 2,640
(PRAS T ACOCBS - 04D 120 NT 2040
IPARE F 318824 - J20-440 320 2840 2040
'PRAS # 401238 - > 040 2680 2040 2040
1PRES 401428 - 30 NTY NT a%0
coNTRO}lo 1 - NT NY NT NT
sontaoulo 20 - Ny NT NT NT

N.T.: non provato; «.Negativo)

&8

anti-PRRSV)

2040
320-840

8147

2080
2840
280
120.840
2040
20483

>843

180
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Risultati sierologici ottenuti in maialini nati ad

TABELLA S

animali di controllo {non vaccinati)

Primna di slattamento

Slattamento Post-slattasento

Serofa
n. e, EFEI ] b se. JEER | wa. [ Etd e An
giorni qiorny giorni

H H H 1 2448 s - a -
2 284

e 7 2 418 120 : 1 3 w
437 320 £31 22
i 120 43 | 320640
i 2840
o 189
i | s20-840 ikl 2840
a1 2840

S )

Scrofa n.: riferimento della scrofa

No: numero di maialini;

Ab: anticorpi; " negativo

Ref: riferimento del maialino.
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TABELLA ©

Risultati sierologicli ottenuti in maialini

animali vaccinati con rPRRS C (ORF3)

nati da

P

Scrofa Prima di.slattamento Slattaeento { Post-slattamento
n. ., | Et2 1Y) A Na. EFa x2. YEra Ry Ab
giorni giorni giorn
369398 ' o B 7 o we,
i 180 w2 .
43 H s -
it e m Nt
ez 1 . I 7 1 s Q . i
1] 2860 s -
1y 20 wn -
1} w0
88 180
L e e Ty e S A
- Scrofa n.: riferimento della scrofa
No: numero di maialini; Aab: anticorpi; NT :

provato; - negativo

Ref: riferimento del maialino.

70

[»]
Omzaﬂy

AN Ringy
ne Alb d

PlEBAr
{"SC”.)_‘JO



TABELLA 7

Risultati sierologici ottenuti in maialini nati da

animali wvaccinati con rPRRS D {0ORF5)

Prima di slattamento Slattamento{ Post-slattamento
h. ¥o. | etd - A Mo etd | o, |etd ] e Ab
gxor‘n giorni glor‘nl

) 2649
4 80

$961:8 ' p R az0 il 9 3 & 1 -
<:§ | 6p-160 Qe -
as® 18C &19- -
@ 18¢ 124 -
128 2840 L) .
ae 2440 i -

40C507 ’ T bl 111 ? 1]
a1 - 29 N.%.
¥t} 160 428 -
a3 | 20-6kc i 10-248
130 -
T 180
1Y 2060 i -

e e ———— 2 = R
Scrofa n.: riferimenteo della scrofa
No: numero di maialini: ab: anticorpi; NT: non

provato; - negativo

Ref: riferimento del maialino.
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TABELLA

8

Risultati sierologici ottenuti in maialini nati da

animali vaccinatil con rPRRS E

(ORF7)

Prima di slattamento Slattamentol Posteslattamento
vo. |etd anp b %, jetd eta nil Ab
giorni giorni ; %a. 920773
1394 82
4510 F 13 2 n i "
12 120 "z 140
'FH >840 a0 -
313428 1 F 122 2040 1 .23 ’ ” 11 3¢
423 i 23 260
i N.T.
F N.T.
120089 5 3 a
3 N.Z1.
$ w1,
Scrofa n.: riferimenteo della scrofa
No: numero di maialini; Ab: anticorpi; NT : non

provato; - negativo

Ref: riferimento del maialino.
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Risultati

TABELLA 9

sierologici

ottenuti

in maialini

nati

animali vaccinati con rPRRS F (ORF3+5+7)

da

Scrofa Prima di slattamento ISlattalanto Post-slattamento
————
- N v, | etd Rar A a fetd e, | etd | gy o
giorni giernt giornif
) asen 10 5 08 3640 ' 30 ' " 1 2649
1] ic 402 3840
4c9 a0-100
404 2060 11 2640
403 2843 10 2640 | g-
L] 240 108 2640 ! o :3
T
o 2840 "W 0 g E
£3
- 108 2640 400 2640 L=
2 z o
9 264¢ 409 240 e
- .8
i 204¢ 3N
=3
31238 z 7 3 2440 H 27 2 4 43 8o o =
a4 2840 i ”©
e e ﬂ
Scrofa n.: riferimento della scrofa
Na: numero di maialini; aAb: anticorpi

Ref: riferimento del maialino.
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TABELLA 7 {continua)

Risultati sierologici

ottenuti

in maialini

nati da

animali vaccinati con rPRRS F (ORF3+5+7)

Scrofa Slattamento | Post-slattasento
N. vo. etd o] m | w jet3 | s, fetd L xar a»
giornf giorn{ giorn
191426 20 1§ uy | s i0 EH 1 uw | -
e - i -
T 3 YT H 180
448 2440 a4 160
wr | 2840 13 LE]
aue 2040 e -
e | a640 e 140 I
482 12 430 -
(134 140 451 80
2 | w0 ae -
Scrofa n.: riferimento della scrofa
di maialini; Ab: anticorpi

No: numero

Ref: riferimento del maialino.
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Allo scopo di valutare 1 vaccini oggetto della

prova, sono statl valutati 1 risultati sierologici
come anche 1 risultati di riproduzione. La tabella 2
mentre la tabeslla 9

illustra alcuni dati siercologici,

riassume 1 dati di riproduzione delle scrofe
compresa un’informazione sul

utilizzate nelle prove,

numero totale di maialini nati, sul numero di maialini
vivi dopo la prima settimana, sul numero di maialinil

slattati e sul numero di maialini con oltre 40

giorni di eta.

75

Rinalde

.

Zione Albo nr. 358)

PLEBAN)

{

SCri

i



TABELLA 11

Sommario dei dati riproduttivi

77

SCROFA NUMERO DI MAIALINI
VACCINO
No.
1 SETTIMANA | SLATTAMENTO > 40
giorni
1 17 4 0 0
CONTROLLO 20 14 7 4 3
I
TOTALE 31 7 4 3
rPRRS C | 400398 8 7 € 6
RF3
© 400298 11 8 7 6
TOTALE i9 15 13 12
rPRRS D | 400118 12 5 4 3
ORFS 400307 10 9 7 7
TOTALE 22 14 11 10
zPRRS Z | 314010 i2 3 2 1 *1
7
ORF 313426 6 3 3 3
400058 12 1 0 0
TOTALE 30 7 5 4
rPRRS F | 313524 12 10 8 8 ﬂ
ORF 401236 2 2 2 2 q
3+5+7
l 401426 15 10 10 9
‘I—
' TOTALE 28 22 20 19

Rinaldo

PLEBANI
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TABELLA 10

Sommario dei dati sierologici e riproduttivi

S_[EQEA SIEROCONVERSIONE [IPMA]
-VACCING No. D 0O POST POST
- VACCIN INFEZIONE
{7 giorni)
rPRRS C 400398 - - +
r?RRS C 400288 - + +
rPRRS D 400118 - - +
rPRRS D 400307 - - +
rPRRE E 314010 - - +
rPRRS E 313426 - + +
*PRRS E 400259 - + +
rPRRS F 313524 - + +
rPRRS T 401236 - + +
rPRRS ¥ 401426 - + +
CONTROIL0 1 - - +
CONTROLL 20 - - +
(-: negativo; +: positivo)
DD : tempo di vaccinazione

76
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I risultati, nella lorpo totalita. rendono
evidente che, nel caso del wvaccino RPRRS C, una scrofa
2 sieroconvertita (400298) e 1l altra non lo €&
(400398): nel caso del vaccino D. nessuna delle scrofe
per 1 vaccinl £ e F vi e una forte

& sleroconvertita:

sieroconversione dovuta, essenzialmente, alla proteina
codificata per la ORF7.

Vi & un comportamento favorevols di fronte alla
esposizione allo stimolo antigenico, guando gli
animali wvaccinati vengono confrontati con 5uelli non
vaccinati, permettendo di definire positivamente che 1
vaccini ricombinanti oggetto di guesta prova,

costituiscono un mezzo efficace per la prevenzione

della PRRS.

51 e verificato che le scrofe vaccinate prive di
anticorpli titolaté con la tecnica IPMA sono protette,
il che mette in evidenza che detti vaccini (PRRS C e
PRRS S) sono in grado di indurre una 1mmunita

cellulare.

L’efficacia del vaccino viene valutata

confrontando:

a) la percentuale di maialini vivi dopo la prima
settimana in contrasto con il numero totale di
maialini nati,

b)) la percentuale di maialini slattati 1in

78
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contrazto con il numero totale di maialini nati. e

ol ]

superiore a 40 giorni

la

percentuale

totale di maialini nati.

La tabella 12 illustra il dato

di maialini

in contrasto con

con

un'eta

11l numero

relativo alla

percentuale di maialini vivi dopo la prima settimana,

la percentuale di maialini slattati e 1la percentuale

di maialini con oltre 40 giorni di eta

con il numero totale di maialini nati.

in contrasto

i & verificato che gli animali privi di

anticorpi.

protetti.

valutati

T

con la

ABELLA 12

tecnica

IPMa,

SOoNgC

Percentuale di maialini vivi dopo la prima settimana,

slattati e con oltre 40 giorni di eta in contrasto con

il numero totale di maialini nati

% NATALINI VIV % MAIALINI % MAIALINI
DOPO I SETTIMANA SLATTATI

VACCIND
> 40 GIORNI
rPRRS C- ORF 3 79% 68.5% 63%
*PRRS D - ORF 5 63.6% 50% 45.5%
rPRRS E -~ ORF 7 23% 16.6% 13.3%
rPRRS F - CRE 3+5+7 78.6% 71.4% 67.8%

CONTROLLQ

22.5% 12.9% S.6%
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DEPOSITO DI MICROORGANISMI

I baculovirus

depositatl presso

Cell Cultures (ECACC).,

Wniltshire SPa 0JG.

riumeri di accessione dei

SOnNno:

ricomginanti

Porton Down,

Regno Unito.

baculovirus

ottenuti

sono stati

la European Collection of Animal

Salisbury.,

La denominazione & 1

ricombinanti

Numero di accessione ECACC

Denominazions

AcNPV, PRRS2
AcNFV, PRR83
AcNPV, PRRS{
AQNPYV, PRRBS
ACNFV, FRRBE
AcNPV, PRRS7

V384021007
ved011325
V94021008
V94011326
V94011327
V94011328

Tutti questi baculovirus sono stati depositati i1l

14 gennaio 1994,

ACNPY, PRRS4 (v94021008)

10 febbraio 1994.

eccettuati ACNPY,

PRRS2 (V94021007)

che sono stati depositat:i
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LEGENDA DELLE FIGURE

Figura 3:

a) Genoma di PRRSY
b} Dimensione (Kb)
C} Numero del clone

Figura 3

a) Titolazione dell’antigene mediante ELISA
b)Y Assorbanza a 405 nm

¢} Diluzione di antigene (1/ )

d) Sieroc a 1/200 =
o™

== o Campo -g x
£ 8

. =z 2

i e e Sperimentales <
Z R

< .13

— ke K Negativo e .
w5

-t 5

[+ SR

Figura 10

a) Titolazione del siero mediante ELISA
b1 Assorkbanza a 405 nm 7
¢) Diluirzione del siero (1/ )
al Positivo —--.—--.-~-
Megativo -—+--+--
Flgura 11
a) Trtolazione di sieri di campo
L1 AzRsorbanza a 405 nm

) Sieri di scrofe.

81



RIVENDICAZIONI

ricombinantli del wvirus causativo

1. - Proteine

della sindrome riproduttiva e respiratoria porcina

(FRRS), caratterizzate dal fatto che vengono sceltite da uma
2 a7

qualsiasi delle proteine codificate dalle ORF da

del virus PRRS-0lot.
rivendicazinne 1!,

2. - Proteine secondo la

>

.

caratterizzate dal fatto che esse comprendono le
sequenze di amminoacidi illustrate nella figura

rivendicaziones 1,

2. - BProteine secondo la
dal fTatto che sono ottenibili mediante

caratterizzate

3, Rinalde
it Albo pp 358}

-
<

espressione di

in un sistema di

Genetica
b

<

x
]
1

Ingegneria
ricombinante moltiplicato in una coltura

baculovirus

PLEQ

di cellule ospite permissive.
secondo la rivendicazione 3,

4. - Proteine
fatto che tali baculovirus

caratterizzate dal
ricombinanti contengono debitamente inseritp od

11 gene di una proteina codificata

eSprimong, zimano.

da 2 a 7 del virus PRRS-Dlot.

rivendicazione U2

ooa

dalle ORF

5. - Proteine secondo la

dal fTatto che tale coltura odi cellulse

caratterizzate
insetti

nE0itl permissive e una coltura di cellule di

PErMissive.
zecondo la rivendicazione 3.

Proteine

&. -
mediante

catatterizzate dal fattc che sono otteribili

82



1’espressione di baculovirus ricombinanti scelti tra:

Denominazione Numero di accessiong ECACC

AcNPV, PRRSZ V94021007
ACNPV, PRRS3 V94011325
AcNPV, PRRS4 v94021008
BAcNPV, PRRSE V94011326
ACNPV, PRRS6 ve4011327
AcNPV, PRRS7 vS4011328
7. = Procedimento per 1’ottenimento di proteine
di PRRS-0lot ricombinanti, codificate dei geni
—
=)
contenuti in unz gualsiasi delle ORF da 2 a 7 del _g::a’
5 <
detto virus, che —omprende le fasi di: Egzg
—t
a) prepars-ioneg della seguenza di cDNa, :?%
a3
sintetizzata dal RANA genomico di PRRS-Olot da inserire 3_-‘3_

in un baculoviruz; e
b) ottenimerto di baculovirus ricombinanti che

esprimenc le protzine ricombinanti corrispondenti alle

ORF inserite.

g, - Procedimento secondo la rivendicazione 7.
caratterizzsto gal fatto che la preparazione della
zequenza di cDNA da inserire comprende le fasi ol

1 Isclamento = purificazione del virus PRRS-Clot:

]

Isplamento o2l RNA virale di PRRS-0Olot: e

£l

5 Sintecsi di cDNA dal RNA gencmico di PRRS-0lot.

Qe
L

9. - Procedimento secondo la rivendicazione &,




caratterizzato dal fTatto che l1’ispolamento del wvirus

PRAES-010t wviene effettuato mediante replicazione del

detto virus su colture di cellule permissive.

10. - Procedimento secondo la rivendicazione 8.

caratterizzato dal fatto che 1’izolamento del RHNA

effettuato mediante

virale di PRRS-0lot wviene

adsorbimento su una oligo d(T),~-cellulosa.

Procedimento secondo la rivendicazione 8,

1. -

caratterizrzato dal fatto che la sintesi di cDNa., dal

™

RNA genomico di PRRS-0Olot, viene effettuata incubando o;g

s I

. . . . . ; o <

11 detto RNA con 1 corrispondentl dNTF, transcriptasi £ 8

£~

I §

inversa e sia un oligo d(T)lﬂ sia , in alternativa, un I 2

“ <7 .8

IR

la formula = 8

a S

mligonucleotide cCon

5 CEGEGECTCGAGCCTTTGGELGAL .

rivendicazione 8.

12. - Procedimento secondo la

caratterizzato dal fatto che l'otternimentc di

baculovirus ricombinanrti che ssprimono proteine

2 a 7 di

ricombinanti che corrispondono zlle OFRF da

PRRS-01ot. comprendono le fasi di:
.1 Inserimento del corrispondenti geni della ORF in

/ettory di trasferimentn del baculovirus:
L Tranzsfezione di rcellule ospiti permissive con i
vettor:i di trasfsrimento che portane inseritl i

Jetti
aerni: della ORF corrispondente: &
. ESEelezicne deil baculovirus ricombpinanti che

84



esprimono le corrispondenti proteine ricombinanti
della ORF inserita.

13. - Procedimento secondo la rivendicazione 12,
caratterizzato dal fatto che detto wvettore di
trasferimento del baculovirus & i1l vettore pACYMI.

ld. - Procedimento secondo la rivendicazione 12,
caratterizzato dal fatto che la transfezione delle
dette cellule ospite permissive per la replicazione di
baculovirus ricombinanti viene effettuata con una
miscela di DNAa del vettore di trasferimento che porta
inserito il corrispondente gene della ORF e DNA cel
baculovirus di tipo selvatico.

15. - Procedimento secondo la rivendicazione 12,
caratterizzato dal fatto che le dstte cellule ospltil
rermissive sono una coltura di cellule di insettho.

i6. - frocedimento seconde la rivendicazione 12,
caratterizzato dal fatto che 11 baculovirus
rizombinante cttenuto esprime una singolz proteina
ricombinante di PRRS-0lot. scelta da una gqualsiasi
dzlle proteine codificate dalle ORF da 2 a 7 del detto
virus.

17. = Preocasdimento secondo la riwvendicazione 12,
caratterizzate dal fatto che i bezulovirus

ricompbinanti ottenuti vengono scelti tra:

PLEB A4 Rinalde
{iscrizione Albo nr. 358)
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Denominazione _ ___ _Numero di accessigne ECACC

AcNPV, PRRS2 V94021007
AcNFV, PRRE3 v94011325
AcNBV, PRRSY V94021008
AcNPV, PRRSS V84011326
AcNPV, PRRS6 ve4011327
AcNPV, PRRS7 V94011328
18. - Baculovirus ricombinanti. caratterizzati

dal fatto che essi esprimono, almeno., una proteina
ricombinante corrispondente ad una delle ORF da 2 a 7
di PRRS-0lot.

19. - Baculovirus ricombinanti secondo la
rivendicazione 18, czaratterizzati dal fatto che essi
esprimono una singecla proteina riceombinante dJdi
PRRES-0C1o0ot, scelta fra una gualsiasi delle proteine
codificate dalle ORF da 2 a 7 del detto virus.

20. - Baculewvirus ricombinanti secondo la

1

]

rivendicazione 18, caratterizzati dal fatto che es

vengono scelitl tra:

Denominazione ... Numgro di accegziong ECACC
AaNPV, PRRS2 V94021007
ACNPV, PRRE3 V94011325
AcNPV, PRRS{ v94021008
AcNPV, PRRS5 V94011326
AcNPV, PRRB6 V94011327
AcNFV, PRRS7 V94011328

8&
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Vaccino adatto per la vaccinazione e la

21. -
riproduttiva

protezione di maiali contro la sindrome

€ respiratoria porcina {PRRS), che comprende, almeno,
una proteina ricombinante corrispondente ad una
qualsiasi delle proteine codificate dalle ORF da 2 a 7

di PRRS-0lot e un adatto veicolo o coadiuvante.

22. - Vaccino secondo la rivendicazione 21,

:
caratterizzato dal fatto che dette

ricombinanti sono ottenibili

proteinrne

mediante tescniche oi

ldo
o Al’bo nr. 358}

e
tLlng

\‘:.'

Ingegneria Genetica in un sistema di esnressione di
baculovirus ricombinmanti moltiplicati in coltura di

cellule ospiti permissive.

23. - Vaccino secondo la rivendicazione 21,
caratterizzate cgal fatto che i baculovirus

ricombinanti che esprimono dette proteine ricombinanti

sono scelti tra-

Denominazione

AcNEV, PRRS2 _-‘ V94021007
AcNPV, PRRS3 ' V94011325
ACNBY, PRRS4 | V94021008
ACNPYV, PRRSS _'" V94011326
AcNPV, PRRSO : V94011327

5 V94011328

ACNEV, PRRS7 K

w
-t

PlEpa;
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24. - Vaccino secondo la rivendicazione 21,
caratterizzato dal fatto che dette protelne
ricombinanti wvengono impiegate parzialments
purificate.

25. -~ Vaccino secondo la rivendicazione 21,
caratterizzato dal fatto che detta fase antigenica
contiene wuwna singola proteina di PRRSY ricombinante,
scelta dal gruppo formato dalle proteine ricombinanti
codificate dalle ORF 3, S e 7 di PRRE-0Olot.

26. - Vaccino secondo la rivendicazione 21,
caratterizzato dal fatto che detta fase antigenica e
compesta da cellule di insetti infettate con 1o stessco
Laculovirus ricombinante che esprime soltanto una
celle proteine ricombinantli codificate dalle ORF da Z
7 di PRRS-Dlot.

27. - Vacecino secondo la rivendicazione 21,
caratterizzato dal fatto che detta fase antligenica e
composta da cellule di insetti 1infettate con
cifferenti baculovirus ricombinanti che esprimono,

‘egnuno di guesti., =soltanto una delle differenti
rroteine ricombinanti codificate dalle ORF da 2 & 7 di
FFPS-0iot.

Z8. - vaccino secondo la rivendicazione 21,

caratterizzato dal fTatto che contiene un ceoadiuvante

g8
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29. - Vaccino secondo la rivendicazione 28,
caratterizzato dal fatto che detto coadiuvante olesoso
& composto da una miscela di Marcol 52, Simulsol 5100
& Montanide 888,

30. - Vaccino secondo la rivendicazione 21,
caratterizzato dal fatto che contiene un coadiuvante
acquoso.

Zl1. - Vaccino secondoe la rivendicazione 21,
caratterizzato dal fatto che contiene inoltre sostanze
potenziatrici della risposta della cellula (CRP} gualil
IL-1, IL-2, IL-4, IL-5, IL~&, IL-12, @-IFfN, fattore di
necrosi della cellula & sostanze simili.

32.- VYaccino szecondo la rivendicazione 21,
caratterizzato dal fatto che il coadiuvante e un
coadiuvante capace di modulare e immunostimolare la
risposta della cellula. quale MDP, ISCOM o liposomi.

$3&. - Vaccino secondo la rivendicazione 21,
caratterizzato dal fatto che & in grado Jdi indurre una
immunita cellulare in animali vaccinati.

34. - Vaccino i~ o multivalente capace di
prevenire la sindroms riproduttiva & recspiratoria
worcina e un'altra o altre infezioni porcine,
caratterizzato dal fatto che comprende, almeno. uha
protelna ricombinante corrispondents ad una dells

proteline codificatse da uno qualsiasi dei geni

4]
{3
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contenuti in una gualsiasi delle ORF da 2 a 7 del
PRRS-0lot. insieme con uno o piu patogeni porcini e un
adatto veicolo o un coadiuvante.

35. - Vaccino secondo la rivendicazione 34,
caratterizzato dal fatto che comprende, almeno, un
ratogeno porcino scelto tra il gruppo formato da

Actingbacillus  Pleuropneumoniae, Haemphilus, parasuis,

Porcine parvovirus, teptospira, Escherichia coli.

Erysipelothrix rhusigpathiae, Pasteurella multocida,

Bordetella

o

renchiseptica, Porgcine respiratory

coronavirus, Rotavirus o contre patogeni causativi di
malattia di Aujeszky, influenza suina © gastroenterita
trasmissibile.

3&6. - Vaccino passivo adatto per la vaccinazione
e 1la protezione di maiali contro la sindrome
riproduttiva = respiratoria porcina { PRRS ),
caratterizzato dal fatto che contiene anticorpl
ottenuti mediante immunizzazione di animali con,
almeno, una proteina ricombilinante corrispondente ad
wna delle proteine codificate da uno dualsiasi del
geni contenuti in umpa gqualsiasi delle ORF da 2 a 7 di
PRAS-0lot £ un adatto coadiuvante o veicolo.

7. - Corredo diagnostico per l1la rivelazione

&

delila presenza 91 anticorpi che i1dentificano

specificamente PRRSY in un campione biologico. guale

G0
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sangue, siero, espettorato, saliva o latte da maiali,

comprendente, almeno, una proteina ricombinante

corrispondente ad una delle ORF da 2 a 7 di PRRS-0Dlot

e adatti mezzi di rivelazione.

28 . - Corredo diagnostico secondo ia

rivendicazione 37, raratterizzato dal fatto che dette

proteine ricombinanti sono ottenibili mediante

Ingegneria Genetica in un sistema di espressione di

baculovirus ricombinanti moltiplicato in colture di

cellule pspite permissive.

I9. - Corredo diagnostico zecondo la

rivendicazione 38, caratterizzata dal fatte che i

baculovirus ricombinanti che @sprimono dette proteine

ricombinanti sono scelti da:

AcCNPV, PRRS2 V84021007

AcNPV, PRRS3 V94011325

AcCNPV, PRRS4 V94021008

AcNPV, PRRSS V94011326

ACNPV, PRRS6 vo4011327

AcNPV, PRRS7 V94011328

40. - Corredo disgnoztico per la rivelazione

della presenza di PRRSV in un campiocne ptiologico,

quale sangues, siero, espettorato. saliva, tessuto o

vi Dinalde
GA%Onnaay
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latte, da animali, comprendente anticorpi che
il PRRSY ottenuto

identificano specificamente
una proteina

con, almeno,

immunizzando animali

ricombinante corrispondente ad una delle ORF da 2 a 7

di PRRS-0Ulot e adattil mezzi di rivelazione.

p.i.: CYANAMID IBERICA, S.A.
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