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VARIANTE DE ANTIGENO DE VIRUS DE VARICELA ZOSTER Y USO DE LA

MISMA

Campo técnico

La presente invencién se refiere a una variante de
antigeno de virus de varicela zdbéster y un uso de la misma, vy
muy particularmente a una variante de antigeno de virus de
varicela zdéster que tiene un alto nivel de expresidén y alta
inmunogenicidad, que se selecciona entre las variantes de
antigeno de la proteina de superficie (gE) del wvirus de
varicela zdéster, y una composicidén de vacuna para prevenir o
tratar varicela o herpes zdbster que comprende la variante de
antigeno de virus de varicela zdster como ingrediente activo.

Antecedentes de la invencidn

El virus de varicela zdbster (VZV) es un virus que
causa la varicela principalmente en nifios y adolescentes. Una
vez que se produce la infeccidn, el VZV permanece latente en
las células de los ganglios de los nervios craneales y la raiz
sensorial durante varios afilos, y se reactiva y causa herpes
zbster en la edad adulta cuando la inmunidad disminuye. La
varicela es muy contagiosa; y una vez que ocurre la infeccidn,
causa un sarpullido similar a una ampolla en todo el cuerpo
con fiebre y malestar. En la mayoria de los nifios normales, la

varicela rara vez progresa a una condicidén grave y con el
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tiempo progresa a una enfermedad autolimitada. Sin embargo, se
sabe que muchos casos en los que la varicela progresa a sintomas
graves ocurren en pacientes que han sido sometidos a un
trasplante de 6érganos o quimioterapia (Adriana Weinberg et al.,
J Infectious Diseases, 200 (7): 1068, 2009; Judith Breuer et
al., Expert Review of Vaccines, 2017, DOI:
10.1080/14760584.2017.1394843) .

El herpes zdster tiene sintomas iniciales de dolores
y molestias en todo el cuerpo, como dolores corporales o
sensaciones de picazén, hormigueo y ardor intensos, con un
dolor intenso como si lo apufialaran con un cuchillo. El herpes
zbster es una enfermedad en la que se desarrollan ampollas
después de unos dias, el dolor aumenta a medida gque aumentan
las 1lesiones cutdneas vy los pacientes mayores tienden a
quejarse de un dolor méas intenso. Incluso en el caso de que el
herpes zbéster se cure, puede dejar neuralgia como secuela. Se
sabe que en personas de 60 afios o mas, la neuralgia puede hacer
que duerman irregularmente, hacer que se quejen de fatiga
crbnica, hacer que sientan dolor severo incluso con un contacto
leve o friccidén, o incluso causar depresidn, aunque dicha
neuralgia es relativamente rara en adultos de 40 afios o menos.

Las vacunas preventivas representativas contra la
varicela incluyen productos tales como VARIVAX (Merck & Co,

Inc.) vy VARILRIX (GlaxoSmithKline Biologicals SA), gue se
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desarrollaron usando la cepa Oka, una cepa atenuada
desarrollada en 1970. En Corea, un producto tal como Suduvax
(Green Cross), que se produjo usando la cepa MAV/06
desarrollada en 1980, estd comercialmente disponible. Las
vacunas vivas comercialmente disponibles en cuestidén muestran
una eficacia protectora promedio de 80%, lo que significa que
la infeccidn ocurre en 20% de los vacunados incluso después de
la vacunacidédn. Constantemente se han seflalado problemas de
estabilidad, tales como la aparicidén de wvaricela y herpes
zbster provocados por virus vivos contenidos en las vacunas.

ZOSTAVAX (Merck & Co, Inc.), gue es una vacuna viva
atenuada producida con la cepa Oka, se desarrolldé como una
vacuna preventiva contra el herpes zdster. Esta vacuna ha sido
aprobada y vendida en los E.U.A. y Corea con la condicidén de
que debe usarse para adultos de 50 afios o mds, no para nifios o
adolescentes, debido al hecho de que la vacuna contiene una
gran cantidad de virus. Recientemente, GlaxoSmithKline
Biologicals SA desarrolld una vacuna compuesta por una proteina
de superficie viral (gE) y un adyuvante, que estd destinada a
adultos de 50 afios o méds, y ha demostrado tener eficacia
preventiva en ensayos clinicos (patente de E.U.A. No.
7,939,084, expedida el 7 de enero de 2011).

En las primeras etapas del desarrollo de la vacuna,

las células vivas atenuadas o las células muertas se usaron
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principalmente como antigenos. Sin embargo, debido a problemas
de seguridad vy sustancias inmunosupresoras presentes en
patdgenos, el desarrollo de esos antigenos se estd desplazando
hacia el desarrollo de antigenos proteicos gque tienen una
estructura y composicién claras vy pueden establecer una
inmunidad esencial para la defensa contra enfermedades.

Por consiguiente, los inventores de la presente
invencién han realizado esfuerzos intensivos para desarrollar
antigenos proteicos con un alto nivel de expresidén en las
células hospederas, que pueden contribuir a la mejora de la
productividad sin afectar la inmunogenicidad, a partir de los
antigenos de la proteina de superficie (gE) del wvirus de
varicela zdbéster. Como resultado, los inventores de la presente
invencién han producido variantes de antigeno de la proteina
de superficie del wvirus de varicela zdbéster de diversas
longitudes y han medido los niveles de expresidén de las mismas,
identificando asi secuencias de aminoadcidos especificas con un
alto nivel de expresidén, entre las variantes de antigeno; y de

esta manera haber completado la presente invencién.

Descripcidén de la invencidn
Problema técnico
Un objeto de la presente invencidén es proveer una

variante de antigeno especifico que tiene un alto nivel de
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expresién y alta inmunogenicidad, que se selecciona entre
variantes de antigeno de la proteina de superficie (gE) del
virus de varicela zbster.

Otro objeto de la presente invencidén es proveer un
gen que codifique la variante de antigeno, un vector
recombinante que comprenda el gen y una célula hospedera
transformada con el vector recombinante.

Otro objeto mas de la presente invencidn es proveer
una composicidén de vacuna para prevenir o tratar la varicela o
el herpes zobéster, que comprende la variante de antigeno como
ingrediente activo.

Otro objeto mads de la presente invencidédn es proveer
un método para prevenir o tratar la varicela o el herpes zdster,
usando una composicidén de vacuna que comprende la variante de
antigeno como ingrediente activo.

Otro objeto mads de la presente invencidédn es proveer
un uso de una composicién de vacuna que comprende la variante
de antigeno como ingrediente activo, para la prevencidén o el
tratamiento de varicela o herpes zdbster.

Otro objeto mas de la presente invencidn es proveer
un uso de una composicidédn de vacuna que comprende la variante
de antigeno como ingrediente activo, para la fabricacidén de un
medicamento para prevenir o tratar la varicela o el herpes

zbster.
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Solucidén al problema

Para lograr los objetivos anteriores, en la presente
invencidén, se provee una variante de antigeno de la proteina
de superficie del virus de varicela zdbéster gque se caracteriza
porgque la variante de antigeno incluye una variacidén que es el
truncamiento del extremo carboxi terminal de cualquier residuo
de aminodcido seleccionado entre grupo que consiste en el 525°
al 543° residuos de aminoacidos en el antigeno de la proteina
de superficie (gE) del virus de varicela zdster representado
por la secuencia de amino &cido de SEQ ID NO: 1.

Ademds, en la presente invencidn, se provee un gen
que codifica la variante de antigeno, un vector recombinante
que comprende el gen y una célula hospedera transformada con
el vector recombinante.

Ademds, en la presente invencidén, se provee una
composicién de vacuna para prevenir o tratar la varicela o el
herpes zdbster, gque comprende la variante de antigeno como
ingrediente activo.

Ademéds, en la presente invencidn, se provee un método
para prevenir o tratar la varicela o el herpes zdbster, usando
una composicién de vacuna que comprende la variante de antigeno
como ingrediente activo.

Ademas, en la presente invencidén, se provee el uso
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de una composicidén de wvacuna que comprende la variante de
antigeno como ingrediente activo, para la prevencidédn o el
tratamiento de varicela o herpes zdbster.

Ademas, en la presente invencidn, se provee el uso
de una composicidén de vacuna gque comprende la variante de
antigeno como ingrediente activo, para la fabricacién de un
medicamento para prevenir o tratar la varicela o el herpes

zbster.

Breve descripcidén de los dibujos

La Figura 1 ilustra esquemdticamente un proceso
experimental de conformidad con la presente invencidn.

La Figura 2 ilustra secuencias de aminoacidos de
antigenos de la proteina de superficie (gE) del wvirus de
varicela-zdbdster de diversas longitudes.

La Figura 3 ilustra los resultados de la
transferencia Western realizada para comparar los niveles de
expresién de los fragmentos de gE que son antigenos del virus
de varicela zdster.

La Figura 4 ilustra los resultados de la
transferencia Western realizada para comparar los niveles de
expresién de un antigeno de proteina de superficie (GSK gE 546
aa), que estd contenido en Shingrix, que es una vacuna contra

el virus de varicela zoéster fabricada por GlaxoSmithKline
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Biologicals SA, y una variante de antigeno (mogam gE 537 aa)
producida por los inventores de la presente invencidn.

La Figura 5 ilustra los resultados del ELISA de IgG
especifico anti-gE realizado para comparar las respuestas
inmunitarias humorales de un antigeno de proteina de superficie
(GSK gE 546 aa), que estd contenido en Shingrix, que es una
vacuna contra el wvirus de varicela =zdéster fabricada por
GlaxoSmithKline Biologicals SA, y una variante de antigeno
(mogam gE 537 aa) producida por los inventores de la presente
invencidn.

La Figura 6 ilustra los resultados del ELISA de
IFN-y de ratdén realizado para comparar las respuestas
inmunitarias mediadas por células (CMI) de un antigeno de
proteina de superficie (GSK gE 546 aa), que estd contenido en
Shingrix, que es una vacuna contra el virus de varicela zdbster
fabricada por GlaxoSmithKline Biologicals SA, y una variante
de antigeno (mogam gE 537 aa) producida por los inventores de
la presente invencién.

La Figura 7 ilustra los resultados del ELISA de IgG
especifico anti-gE realizado para comparar las respuestas
inmunitarias humorales de 1los fragmentos de gE gque son
antigenos del virus de varicela zodster.

La Figura 8 ilustra 1los resultados obtenidos al

realizar un ELISA de IgG especifico anti-gE para comparar las
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respuestas inmunitarias humorales de los fragmentos de gE que
son antigenos del virus de varicela zdster, y luego resumir el
numero de respondedores que muestran una respuesta de

anticuerpos especificos del antigeno.

Mejor modo para llevar a cabo la invenciédn

A menos que se defina de otro modo, todos los términos
técnicos y cientificos usados en este documento tienen el mismo
significado que son entendidos cominmente por los expertos en
la técnica a los que compete la presente invencidén. En general,
la nomenclatura usada aqui es bien conocida y cominmente usada
en la técnica.

En la presente invencidn, para desarrollar antigenos
con un alto nivel de expresidén en las células hospederas, que
pueden contribuir a la mejora de la productividad sin afectar
la inmunogenicidad, a partir de los antigenos proteicos del
virus de varicela zdster, se realizd un experimento, en el que
se produjeron variantes de antigeno de la ©proteina de
superficie (gE) de varias longitudes y luego se midieron los
niveles de expresidén de las mismas. Como resultado, se
identificdé que entre las variantes de antigenos de la proteina
de superficie del virus de varicela zdbéster producidas por los
inventores de la presente invencién, los antigenos

representados por secuencias de aminodcidos especificas
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presentaban un nivel de expresidédn mas alto que los otros
antigenos (Figura 3).

Ademés, se realizaron la medicién del titulo de
anticuerpos (Figura 7) y la medicién del respondedor especifico
de antigeno (Figura 8) para seleccionar variantes de antigeno
que tienen alta inmunogenicidad. Como resultado, se identificd
que mogam gk 534 aa a gE 540 aa tenian una mayor
inmunogenicidad.

Por lo tanto, en un aspecto de la presente invencién,
se provee una variante de antigeno de la proteina de superficie
del virus de varicela Zéster que incluye una variacidn que es
el truncamiento del extremo carboxi terminal de cualquier
residuo de aminodcido seleccionado del grupo gue consiste en
el 525° al 543° residuo de aminodcidos en el antigeno de la
proteina de superficie (gE) del virus de varicela Zbster
representado por la secuencia de aminoadcidos de SEQ ID NO: 1.

Especificamente, en la presente invencidén, se provee
una variante de antigeno de la proteina de superficie del virus
de varicela zdéster gque se caracteriza porque la variante de
antigeno incluye una variacidén seleccionada del grupo dgue
consiste en:

a) el truncamiento del extremo carboxi terminal del
525° residuo de aminoacido;

b) el truncamiento del extremo carboxi terminal del
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526° residuo de aminoacido;

c) el truncamiento del extremo carboxi terminal del
527° residuo de amino&cido;

d) el truncamiento del extremo carboxi terminal del
528° residuo de amino&cido;

e) el truncamiento del extremo carboxi terminal del
529° residuo de amino&cido;

f) el truncamiento del extremo carboxi terminal del
530° residuo de amino&cido;

g) el truncamiento del extremo carboxi terminal del
531° residuo de aminoacido;

h) el truncamiento de los carboxi terminal del 532°

residuo de aminoéacido;

533°
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535°

536°

residuo

m)

537°
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n)

el
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el
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538° residuo de aminoacido;

o) el truncamiento del extremo carboxi terminal del
539° residuo de amino&cido;

p) el truncamiento del extremo carboxi terminal del
540° residuo de aminoacido;

g) el truncamiento del extremo carboxi terminal del
541° residuo de amino&cido;

r) el truncamiento del extremo carboxi terminal del
542° residuo de aminodcido; vy

s) el truncamiento del extremo carboxi del 543°

residuo de aminodcido.

La variante antigénica se puede caracterizar porque

incluye preferiblemente una variacidén seleccionada del grupo

qgue consiste en J)
del 534°
carboxi

truncamiento del extremo carboxi terminal del 536°

residuo de aminodcido;

terminal

del 535°

k)

residuo

el truncamiento del extremo carboxi terminal

el truncamiento del extremo

de

aminodcido; 1)

el

residuo de

aminodcido; m) el truncamiento del extremo carboxi terminal
del 537° residuo de aminodcido; n) el truncamiento del extremo
carboxi terminal del 538° residuo de aminocdcido; o) el

truncamiento del extremo carboxi terminal del 539°

aminodcido;

540°

residuo de aminodcido;

y P)

limita a ello.

residuo de

truncamiento del extremo carboxi terminal del

sin embargo,

la wvariacidédn no se
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SEQ ID NO: mgtvnkpvvg vimgfgiitg tlritnpvra
svlryddfhX; dedkldtnsv yvepyyhsdha esswvnrges srkaydhnsp
yiwprndydg flenahehhg vynggrgids gerlmgptgm sagedlgddt
gihviptlng ddrhkivnvd grqgygdvfkg dlnpkpggqr lievsveenh
pftlrapigr iygvrytetw sflpsltctg daapaighic lkhttcfqgdv
vvdvdcaent kedglaeisy rfggkkeadqg pwivvntstl fdeleldppe
iepgvlkvlr tekgylgvyi wnmrgsdgts tyatflvtwk gdektrnptp
avtpgprgae fhmwnyhshv fsvgdtfsla mhlgykihea pfdlllewly
vpidptcgpm rlystclyhp napgclshmn sgctftsphl agrvastvyq
ncehadnyta yclgishmep sfglilhdgg ttlkfvdtpe slsglyvivv
yfnghveava ytvvstvdhf vnaieergfp ptaggppatt kpkeitpvnp
gtsplXsryaa wtgglaavvl lclviflict akrmrvkayr vdkspyngsm

yyaglpvddf edsestdtee efgnaiggsh ggssytvyid ktr

es T o I,

En la presente invenciédn,

y X2 es L o I).

(en donde X1

la variante de antigeno de

la proteina de superficie del virus de varicela zdbster puede

caracterizarse porgue es una variante de antigeno de la

proteina de la superficie del wvirus de varicela zdéster que

consta de 534 a 540 aminodcidos, que se deriva del antigeno de

la proteina de superficie del virus de varicela zbster

representado por el secuencia de aminocacidos de SEQ ID NO: 1

que consta de 623 aminodcidos o una variacién que es el

truncamiento del extremo carboxi terminal en algunos residuos

de aminoacidos. Por ejemplo, como se usa en el presente
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documento, el término “wariacidén que es el truncamiento del
extremo carboxi terminal del 534° residuo de aminoacido”
significa que en la direccidén desde el extremo amino terminal
(N-terminal) al extremo carboxi terminal (C-terminal), 1° al
534° residuo de aminodcidos permanecen 'y residuos de
aminoacidos contiguos del 535° residuo de aminodcido al etremo
carboxi terminal se truncan.

De conformidad con una modalidad especifica de 1la
presente 1invencidén, el 40° residuo de aminoacido en la
secuencia de aminocdcidos de SEQ ID NO: 1 es treonina.

De conformidad con una modalidad especifica de 1la
presente invencién, el 536° residuo de aminodcido en 1la
secuencia de aminoadcidos de SEQ ID NO: 1 es la leucina.

En la presente invencidn, la variante de antigeno de
la proteina de superficie del virus de varicela zdbster puede
caracterizarse  porque estd representada por cualquier
secuencia de aminoadcidos de las SEQ ID NO: 2 a 8 y las SEQ ID
NO: 21 a 23, como sigue:

a) una variante de antigeno representada por la
secuencia de aminocacidos de SEQ ID NO: 2, que se obtiene
mediante el truncamiento del extremo carboxi terminal del 534°
residuo de aminodcido;

b) una variante de antigeno representada por la

secuencia de aminocdcidos de SEQ ID NO: 3, gque se obtiene
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mediante el truncamiento del extremo carboxi terminal
residuo de aminoéacido;

c) una variante de antigeno representada
secuencia de aminoadcidos de SEQ ID NO: 4, qgue se
mediante el truncamiento del extremo carboxi terminal
residuo de aminoéacido;

d) una variante de antigeno representada
secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 5, que se
mediante el truncamiento del extremo carboxi terminal
residuo de aminoéacido;

e) una variante de antigeno representada
secuencia de aminoadcidos de SEQ ID NO: 6, gue se
mediante el truncamiento del extremo carboxi terminal
residuo de aminoéacido;

f) una variante de antigeno representada
secuencia de aminoadcidos de SEQ ID NO: 7, qgue se
mediante el truncamiento del extremo carboxi terminal
residuo de aminoédcido;

g) una variante de antigeno representada
secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 8, gque se
mediante el truncamiento del extremo carboxi terminal
residuo de aminoéacido;

h) una variante de antigeno representada

secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 21, gue se

del 535°

por la
obtiene

del 536°

por la
obtiene

del 537°

por la
obtiene

del 538°

por la
obtiene

del 539°

por la
obtiene

del 540°

por la

obtiene
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mediante el truncamiento del extremo carboxi terminal del 525°
residuo de aminoacido;

i) wuna variante de antigeno representada por la
secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 22, gque se obtiene
mediante el truncamiento del extremo carboxi terminal del 530°
residuo de aminoacido; o

j) una variante de antigeno representada por la
secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 23, que se obtiene
mediante el truncamiento del extremo carboxi terminal del 543°
residuo de aminodcido.

La proteina de superficie de la presente invenciédn
se deriva de una glicoproteina que constituye la envoltura del
virus de varicela zdéster derivado del clado 1, y es un fragmento
peptidico (proteina truncada) que consta de 534 a 540
aminocacidos que se obtiene por truncamiento de una parte del
término carboxi.

Dadas las variaciones de aminoacidos bioldgicamente
equivalentes, se interpreta que la secuencia de aminoéacidos
usada en la presente invencidén incluye secuencias que tienen
una identidad sustancial con las secuencias de SEQ ID NO: 2 a
8 y SEQ ID NO: 21 a 23. La identidad sustancial antes mencionada
significa que en un caso en el que la secuencia de la presente
invencién como se describidé anteriormente y cualquier otra

secuencia se alinean para una correspondencia maxima y las
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secuencias alineadas se analizan usando un algoritmo cominmente
usado en la técnica, la otra secuencia tiene al menos 70% de
homologia, muy particularmente 80% de homologia, incluso muy
particularmente 90% de homologia, y muy particularmente 95% de
homologia con la secuencia de la presente invenciédn mientras
tiene la misma funcidn.

En una modalidad de 1la presente invencidn, se
identificdé gque la siguiente variante de antigeno tiene alta
inmunogenicidad: a) una variante de antigeno representada por
la secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 2, gque se obtiene
por truncamiento del extremo carboxi terminal del 534 residuo
de aminodcido; b) una variante de antigeno representada por la
secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 3, qgue se obtiene
mediante el truncamiento del extremo carboxi terminal del 535°
residuo de aminodcido; c¢) una variante de antigeno representada
por la secuencia de aminoadcidos de SEQ ID NO: 4, que se obtiene
mediante el truncamiento del extremo carboxi terminal del 536°
residuo de aminodcido; d) una variante de antigeno representada
por la secuencia de aminoadcidos de SEQ ID NO: 5, gque se obtiene
mediante el truncamiento del extremo carboxi terminal del 537°
residuo de aminodcido; e) una variante de antigeno representada
por la secuencia de aminoadcidos de SEQ ID NO: 6, que se obtiene
mediante el truncamiento del extremo carboxi terminal del 538°

residuo de aminodcido; f) una variante de antigeno representada
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por la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 7, que se obtiene
mediante el truncamiento del extremo carboxi terminal del 539°
residuo de aminoacido; o g) una variante de antigeno
representada por la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 8,
que se obtiene mediante el truncamiento del extremo carboxi
terminal del 540° residuo de aminodcido.

En las primeras etapas del desarrollo de la wvacuna,
las células vivas atenuadas o las células muertas se usaron
principalmente como antigenos. Sin embargo, debido a problemas
de seguridad, el desarrollo de dichos antigenos se esté
desplazando hacia el desarrollo de antigenos proteicos dque
tienen una estructura y composicidén claras. Sin embargo, los
antigenos proteicos son generalmente problematicos porqgue
tienen baja inmunogenicidad en comparacidédn con las wvacunas
convencionales. Desde el punto de vista de ser excelente tanto
en estabilidad como de inmunogenicidad y de expresarse a un
alto nivel en las células hospederas, la variante de antigeno
de conformidad con la presente invencién puede usarse
eficazmente como vacuna para prevenir o tratar la varicela o
el herpes zdbster inducidos por el virus de varicela zbster.

En otro aspecto de la presente invencidn, se provee
un gen que codifica la variante antigénica, un vector
recombinante que 1lo comprende y una célula hospedera

transformada con el vector recombinante.
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En la presente invencidn, el gen puede caracterizarse
porque estéd representado por cualquier secuencia de nucledtidos
de las SEQ ID NO: 9 a 15.

Como se usa en este documento, el término “vector”
se refiere a una construccidén de ADN que contiene una secuencia
de ADN que estéd operativamente unida a una secuencia de control
adecuada capaz de efectuar la expresidén de la secuencia de ADN
en un hospedero adecuado. El1l vector puede ser un plésmido, una
particula de fago o simplemente un inserto gendmico potencial.
Una vez transformado en un hospedero adecuado, el vector puede
replicarse y funcionar independientemente del genoma del
hospedero o, en algunos casos, puede integrarse en el genoma
mismo. En la presente memoria descriptiva, “plésmido” vy
“vector” se usan a veces de manera intercambiable, ya que un
plédsmido es actualmente la forma de vector mas cominmente
usada. Para el propdsito de la presente invencidn, se prefiere
usar un vector plasmidico. Los vectores plasmidicos tipicos,
que pueden usarse para este propdsito, tienen una estructura
qgque incluye (a) un origen de replicacidédn gque permite 1la
replicacién efectiva de tal manera gque se producen varios
cientos de vectores plasmidicos por célula hospedera, (b) un
gen resistente a antibidéticos que permite la seleccidn de una
célula hospedera transformada con el vector plasmidico, y (c)

un sitio de escisién de enzima de restriccidn gque permite
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insertar un fragmento de ADN extrafio. Incluso si no existe un
sitio de escisidén de enzima de restriccidn apropiado en un
vector, el uso de un adaptador o enlazador de oligonucledtidos
sintéticos de acuerdo con un método convencional permite 1la
ligacién facil del vector y el ADN extrafio.

Como se usa en este documento, el término “wector
recombinante” normalmente se refiere a un portador recombinante
en el que se inserta un fragmento de ADN heterdélogo, estando
el portador recombinante generalmente en forma de un fragmento
de ADN de doble cadena. Agqui, el ADN heterdlogo se refiere a
ADN extrafio que no se encuentra naturalmente en una célula
hospedera. El1 vector recombinante, una vez en una célula
hospedera, puede replicarse independientemente del  ADN
cromosdmico del hospedero, de modo que se pueden producir
varias copias del vector y del ADN (heterdlogo) insertado en
el mismo.

Después de la ligacidén, el gen o el vector
recombinante se transforma o transfecta en una célula
hospedera. Para la “transformacidédn” o “transfeccidn”, se pueden
usar varios tipos de diversas técnicas comunmente usadas para
introducir un &cido nucleico exdgeno (ADN o ARN) en células
hospederas procariotas o eucariotas, y ejemplos de las mismas
incluyen electroporacidén, precipitacidén con fosfato calcico,

transfeccidén con DEAE-dextrano y lipofeccidn.
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Como es bien conocido en la técnica, para aumentar
el nivel de expresidén de un gen transfectado en una célula
hospedera, el gen en cuestidn debe estar operativamente ligado
a una secuencia de control de la expresidédn transcripcional vy
traduccional que ejerza su funcidén en un hospedero de expresidn
seleccionado.

Como se usa en el presente documento, el término
“transformacidén” se refiere a la introduccidén de ADN en un
hospedero de modo que el ADN pueda replicarse como un factor
extracromosé4mico o mediante integracién cromosdmica. Desde
luego, debe entenderse que no todos los vectores funcionan por
igual en la expresién de la secuencia génica de la presente
invencién. Del mismo modo, no todos los hospederos funcionan
de la misma manera con respecto al mismo sistema de expresiédn.
Sin embargo, los expertos en la técnica pueden realizar una
seleccidén apropiada entre varios vectores, secuencias de
control de expresidén y hospederos sin apartarse del alcance de
la presente invencidén sin una carga experimental indebida. Por
ejemplo, un vector se debe seleccionar teniendo en cuenta un
hospedero, porque el vector debe replicarse en él. A este
respecto, también se debe considerar el numero de copias del
vector, su capacidad para regular el numero de copias y la
expresién de otras proteinas codificadas por el vector.

En la presente invencién, la célula hospedera que se
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va a transformar se selecciona preferiblemente de, pero no se
limita a, el grupo que consiste en células animales, células
vegetales, levadura, E. coli y células de insectos.

Especificamente, en la presente invencidén, como
microorganismo usado como célula hospedera gque se va a
transformar, se puede usar cualgquier microorganismo siempre
gque sea un microorganismo no téxico o atenuado cuando se
aplique a un organismo vivo. Ejemplos de las mismas pueden
incluir bacterias Gram negativas tales como E. coli, Salmonella
typhi, Salmonella typhimurium, Vibrio cholerae, Mycobacterium
bovis y Shigella; vy bacterias Gram positivas tales como
Bacillus, Lactobacillus, Lactococcus, Staphylococcus, Listeria
monocytogenes y Streptococcus. Un ejemplo preferido del mismo
puede incluir bacterias del acido lactico que son
microorganismos comestibles. Sin embargo, el microorganismo no
se limita a los mismos.

Las bacterias del &4cido léctico pueden incluir
Lactobacillus sp., Streptococcus sp. y Bifidobacterium sp.
Ejemplos representativos de Lactobacillus sp. pueden incluir
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus plantarum,
Lactobacillus fermentum, Lactobacillus delbrueckii,
Lactobacillus johnsonii, Lactobacillus reuteri, Lactobacillus
bulgaricus y Lactobacillus casei; ejemplos representativos de

Streptococcus sp. pueden incluir Streptococcus thermophiles; y
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ejemplos representativos de Bifidobacterium sp. pueden incluir
Bifidobacterium infantis, Bifidobacterium bifidum,
Bifidobacterium longum, Bifidobacterium breve, Bifidobacterium
lactis y Bifidobacterium adolescentis, siendo méds preferido
Lactobacillus casei. Sin embargo, las Dbacterias del A&cido
lactico no se limitan a los mismos.

El microorganismo también puede ser células
eucariotas, gque incluyen hongos tales como Aspergillus sp.,
Levaduras tales como Pichia pastoris, Saccharomyces
cerevisiae, Schizosaccharomyces sp. y Neurospora crassa, otras
células eucariotas inferiores y células eucariotas superiores
tales como células de insectos.

El microorganismo puede derivar de plantas o
mamiferos. Ejemplos preferidos de los mismos pueden incluir
células de rifién de mono (células C0OS-7), células NSO, SP2/0,
células de ovario de hémster chino (CHO), W138, células de
rifién de hamster bebé (BHK), MDCK, lineas celulares de mieloma,
células HuT78 y células HEK293, prefiriéndose las células CHO.
Sin embargo, el microorganismo no se limita a las mismas.

En otro aspecto més de la presente invencidn, se
provee un método para producir un antigeno del virus de
varicela zbéster, que comprende una etapa de cultivo de 1la
célula hospedera.

En el caso de que se introduzca un vector
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recombinante capaz de expresar el antigeno del virus de
varicela zdbster en una célula hospedera, el antigeno se puede
producir cultivando la célula hospedera durante un periodo
suficiente para permitir que el antigeno se exprese en ella, o
muy preferiblemente, durante un periodo suficiente para
permitir que el antigeno se secrete en el medio de cultivo en
el que se cultiva la célula hospedera.

En algunos <casos, el antigeno expresado puede
aislarse de la célula hospedera vy ©purificarse hasta
homogeneidad. El1 aislamiento o purificacidén del antigeno se
puede realizar mediante métodos convencionales de aislamiento
% purificacioén usados para proteinas, por ejemplo,
cromatografia. Ejemplos de <cromatografia pueden incluir
cromatografia de afinidad gque incluye columna de proteina A o
columna de proteina G, cromatografia de intercambio idnico vy
cromatografia hidrdéfoba. El antigeno puede aislarse vy
purificarse mediante la combinacién adicional de filtraciédn,
ultrafiltracidén, desalinizacidédn, didlisis y similares, ademés
de la cromatografia anterior.

En otro aspecto més de la presente invencidn, se
provee una composicidén de vacuna para prevenir o tratar la
varicela o el herpes zdbéster, que comprende, como ingrediente
activo, la variante de antigeno de virus de varicela zobster.

En otro aspecto mds de la presente invencidn, se
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provee un método para prevenir o tratar la varicela o el herpes
zbster, usando una composicidén de vacuna que comprende, como
ingrediente activo, 1la variante de antigeno de virus de
varicela zobster.

En otro aspecto mds de la presente invencidn, se
provee el uso de una composicidén de vacuna que comprende, como
ingrediente activo, 1la variante de antigeno de virus de
varicela zdbster, para la prevencidén o el tratamiento de la
varicela o el herpes zdbster.

En otro aspecto mds de la presente invencidn, se
provee el uso de una composicidén de vacuna que comprende, como
ingrediente activo, la variante de antigeno, para la
fabricacién de un medicamento para prevenir o tratar la
varicela o el herpes zdbster.

Como se usa en el presente documento, el término
“prevencién” significa inhibir la aparicidén de una condicidén o
enfermedad en un sujeto al que no se le ha diagnosticado 1la
condicién o enfermedad y es probable que tenga dicha condicidn
o enfermedad.

Como se usa en este documento, el término
“tratamiento” significa (a) inhibir el progreso de una
condicién o enfermedad, o sintomas de la misma; (b) aliviar
una condicidén o enfermedad, o sintomas de la misma; o (c)

eliminar una condicidén o enfermedad, o sintomas de la misma.
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La composicidén de la presente invencidn activa una respuesta
inmunitaria contra el virus de varicela zdster en un individuo
que padece varicela o herpes zdbster, que es una enfermedad
causada por la infeccidédn por el virus de varicela zdbster, por
lo gue actla para inhibir el progreso, eliminar o aliviar los
sintomas de la enfermedad. Por consiguiente, la composicién de
la presente invencidén puede ser en si misma una composicidn
terapéutica para la varicela o el herpes zbster, o puede
aplicarse como ayuda terapéutica para la enfermedad que se
administra en combinacién con otros ingredientes
farmacoldégicos.

Por tanto, en la presente memoria descriptiva, el
término “tratamiento” o “agente terapéutico” también incluye
el significado de “tratamiento adyuvante” o T“ayuda al
tratamiento”.

Como se usa en este documento, el término
“ingrediente activo” se refiere a una composicidén de wvacuna
suficiente para producir un efecto deseado que incluye, pero
no se limita a, inducir o aumentar una respuesta inmunitaria
contra el virus de varicela zdbster en un paciente, prevenir,
aliviar o eliminar la reactivacidén del virus de varicela zdster
en un paciente infectado con el mismo virus o al que se le
administré wuna vacuna viva del virus de varicela =zdster,

previniendo el herpes zbster (HZ) y/0 la neuralgia
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postherpética (PHN), y disminuyendo la gravedad o duracidén de
HZ y/o PHN. Los expertos en la técnica apreciaran que el nivel
de dicho efecto deseado puede variar.

Como se usa en el presente documento, el término
“respuesta inmunitaria” se refiere a una respuesta inmunitaria
mediada por células (células T) y/0 una respuesta de
anticuerpos (células B).

La composicidén de la vacuna de la presente invencidn
es Util para prevenir varicela y/o HZ y/o PHN, o disminuir la
gravedad o duracidén de varicela y/o HZ y/o PHN, en poblaciones
de pacientes inmunocompetentes e inmunodeprimidos que
incluyen, pero no lo se limitan a individuos sanos y pacientes
inmunodeprimidos que han sido sometidos a un trasplante de
células hematopoyéticas (HCT) o trasplante de érganos sdélidos
(SOT), pacientes infectados por VIH, pacientes con una
enfermedad autoinmune e individuos con céancer de sangre;
individuos que son sometidos a quimioterapia para una amplia
variedad de canceres sdélidos; y pacientes que son sometidos a
terapia inmunosupresora crdénica para una amplia variedad de
condiciones, que incluyen artritis reumatoide (RA), lupus
eritematoso sistémico (SLE), enfermedad de Crohn, psoriasis y
esclerosis multiple.

En la presente invencién, la composicidédn de la vacuna

se puede caracterizar porque comprende ademds un vehiculo,
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excipiente o diluyente farmacéuticamente aceptable.

La composicidén de vacuna de la presente invencidn se
puede preparar en una forma de dosificacidén unitaria
formulandose usando un vehiculo y/0 excipiente
farmacéuticamente aceptable de acuerdo con un método que puede
ser llevado a cabo fécilmente por un experto en la técnica al
que compete la presente invencidn, o puede prepararse en forma
de colocarse en un recipiente multidosis. Aqui, la forma de
dosificacidén puede formularse en forma de preparaciones orales
tales como polvos, granulos, tabletas, cépsulas, suspensiones,
emulsiones, Jjarabes vy aerosoles, ©preparaciones para Uuso
externo, supositorios y soluciones inyectables estériles de
acuerdo con métodos convencionales, y usarse. Las formulaciones
adecuadas conocidas en la técnica pueden ser las descritas en
Remington's Pharmaceutical Science, Mack Publishing Company,
Easton PA.

Las preparaciones sbélidas para administracidén oral
incluyen tabletas, pildoras, polvos, granulos, céapsulas vy
similares, y estas preparaciones sbélidas se preparan
mezclidndose con al menos un excipiente tal como almiddn,
carbonato de calcio, sacarosa, lactosa y gelatina. Ademés de
los excipientes simples, también se usan lubricantes tales como
estearato de magnesio y talco para las preparaciones sélidas.

Las preparaciones liquidas para administracién oral
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incluyen suspensiones, liquidos orales, emulsiones, jarabes vy
similares, y estas preparaciones liquidas pueden contener
varios excipientes tales como agentes humectantes, agentes
edulcorantes, fragancias y conservantes, ademds de agua vy
parafina liquida que son cominmente utilizdé diluyentes simples.

Las preparaciones para administracidén parenteral
incluyen soluciones acuosas estériles, disolventes no acuosos,
suspensiones, emulsiones, preparaciones liofilizadas v
supositorios. Como base para supositorios, se pueden usar
Witepsol, Macrogol, Tween 61, grasa de cacao, laurinum,
glicerogelatina y similares.

En la presente invencidén, la composicidén de la vacuna
se puede caracterizar porque comprende ademds un adyuvante. En
general, una respuesta inmunitaria no es fuertemente inducida
por un antigeno proteico solo y, por lo tanto, el efecto de la
composicién de la vacuna aumenta al mezclarse con el adyuvante.

Como se usa en este documento, el término “adyuvante”
se refiere a una sustancia que promueve de manera no especifica
una respuesta i1nmunitaria a un antigeno en un proceso de
activacidén inicial de células inmunes, incluyendo un agente,
una molécula y similares, cada uno de los cuales no es un
inmunégeno a un hospedero y potencia la inmunidad aumentando
la actividad de las células en el sistema inmunoldégico (Warren

y col., Annu. Rev. Immunol, 4: 369, 1986). El adyuvante usado
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en la presente invencidn, que puede potenciar una respuesta
inmunitaria, ©puede administrarse simultaneamente con 1la
composicidén de vacuna o puede administrarse secuencialmente en
un intervalo de tiempo.

El adyuvante de la presente invencidén se puede
caracterizar porque se selecciona de, pero no se limita a, el
grupo gque consiste en hidréxido de fosfato calcico, aceite
mineral, escualeno, antagonista del receptor tipo toll (TLR),
detergente, liposoma, saponina, citocina y combinaciones de
los mismos.

En otro aspecto mds de la presente invencidn, se
provee un método para tratar o prevenir una enfermedad o
trastorno en un paciente, que comprende un paso de administrar,
al paciente, una cantidad terapéuticamente eficaz de 1la
composicidédn de vacuna.

Una dosis o¢6ptima de la composicién de vacuna de la
presente invencién puede determinarse mediante estudios
estdndar que implican la observacién de una respuesta
inmunitaria adecuada en un sujeto. Después de la vacunacidn
inicial, el sujeto puede someterse a una o varias
inmunizaciones de refuerzo a intervalos apropiados.

Una dosis adecuada de la composicién de la vacuna de
la presente invencidén varia dependiendo de factores tales como

el método de formulacidén, el modo de administracidén, la edad
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del paciente, el peso, el sexo, la condicidén patoldgica, 1la
dieta, el tiempo de administracidén, la via de administraciédn,
la tasa de excrecidén y la sensibilidad de respuesta, y puede
ser determinada apropiadamente por los expertos en la técnica
en consideracidén de los factores anteriormente mencionados.
La composicién de vacuna de la presente invencidn
puede administrarse a través de una ruta cominmente usada en
el campo de la medicina. Se prefiere la administracién
parenteral y la administracidén puede realizarse, por ejemplo,
por via intravenosa, intraperitoneal, intramuscular,
intraarterial, oral, intracardiaca, intramedular, intradural,
transdérmica, intestinal, subcutanea, sublingual o tépica. En
general, la composicidén de vacuna de la presente invencidn se
puede caracterizar porque comprende, como ingrediente activo,
la variante de antigeno de la proteina de superficie del virus
de varicela zéster de conformidad con la presente invencidén en

una cantidad terapéuticamente eficaz.

Modo de la invencidn

En lo sucesivo, la presente invencidén se describiré
con mas detalle a modo de ejemplos. Estos ejemplos son sdélo
con fines ilustrativos y serd evidente para los expertos en la
técnica que el alcance de la presente invencidén no se considera

limitado por estos ejemplos.
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Ejemplo 1: Produccidn de construcciones de proteina
de superficie (gE)

Para producir construcciones de proteina de
superficie (gE), se realizdé PCR para obtener los fragmentos de
gE deseados. Luego, cada uno de los fragmentos de gE se escindid
con una enzima de restriccidén y se insertd en el vector
pcDNA3.1. Se identificdé wuna secuencia del fragmento gE
insertado en el vector pcDNA3.1l mediante secuenciacidén. E1 ADN
del vector pcDNA3.1l que comprende el fragmento gE de secuencia
identificada se obtuvo mediante midiprep. Las secuencias de
aminoadcidos de los fragmentos de proteina de superficie (gE)

se muestran en la Tabla 1 a continuacidn.

Tabla 1

Variante de Variacién en antigeno de gE de VZV de SEQ ID SEQ ID NO

antigeno de NO: 1

gE de VZV

gk 534 aa Truncamiento de extremo carboxi terminal del 2
534° residuo de aminoé&cido

gk 535 aa Truncamiento de extremo carboxi terminal del 3
535° residuo de amino&cido

gk 536 aa Truncamiento de extremo carboxi terminal del 4
536° residuo de aminoécido

gk 537 aa Truncamiento de extremo carboxi terminal del 5
537° residuo de aminoé&cido

gk 538 aa Truncamiento de extremo carboxi terminal del 6
538° residuo de amino&cido

gE 539 aa Truncamiento de extremo carboxi terminal del 7
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539° residuo de aminoacido

gE 540 aa Truncamiento de extremo carboxi terminal del 8

540° residuo de aminodcido

gk 500 aa Truncamiento de extremo carboxi terminal del 16

500° residuo de aminodcido

gk 505 aa Truncamiento de extremo carboxi terminal del 17

505° residuo de aminoacido

gk 510 aa Truncamiento de extremo carboxi terminal del 18

510° residuo de amino&cido

gk 515 aa Truncamiento de extremo carboxi terminal del 19

515° residuo de aminodcido

gk 520 aa Truncamiento de extremo carboxi terminal del 20

520° residuo de aminoacido

gk 525 aa Truncamiento de extremo carboxi terminal del 21

525° residuo de aminoacido

gk 530 aa Truncamiento de extremo carboxi terminal del 22

530° residuo de amino&cido

gk 543 aa Truncamiento de extremo carboxi terminal del 23

543° residuo de aminoacido

gE 546 aa Truncamiento de extremo carboxi terminal del 24

546° residuo de aminoacido

Ejemplo 2: Transfeccidn transitoria

Para identificar los niveles de expresidén de 1los
fragmentos de gk, la transfeccidén transitoria de los mismos en
células 293 se realizdé wusando Lipofectamine 3000. 5 x 10°
células se afladieron a cada pocillo de una placa de 6 pocillos
y se realizdé el cultivo. Luego, al dia siguiente, se prepararon
muestras para transfeccidén. Se afiadieron 0.2 pg de ADN y 0.4
ng de P3000 a un tubo y luego se diluyeron con 125 ulL de

optiMEM; vy se afiadieron 3.75 pl de Lipofectamine 3000 a otro
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tubo y luego se diluyd con 125 pl de optiMEM. E1 ADN diluido
se transfiridé al tubo con una cantidad igual de Lipofectamine
3000 diluido. Luego, el tubo se incubd con mezcla a temperatura
ambiente durante 10 minutos para preparar una mezcla de ADN-
lipofectamina. Después de la terminacidén de la incubaciédn, la
mezcla de ADN-lipofectamina se afiadidé a la placa de 6 pocillos
que contenia células 293, y después el cultivo se realizd en
una incubadora con CO2 durante 2 dias. Después de 1la
finalizacién del cultivo, se obtuvo un sobrenadante, 4x de
regulador de pH de muestra que contenia b-mercaptoetanol se
afladié al mismo, y después se realizd calentamiento a 100°C
durante 5 minutos. Después de calentar, el resultante se
mantuvo congelado hasta que se realizdé 1la transferencia

Western.

Ejemplo 3: Transferencia Western

Se realizdé una transferencia Western para comparar
los niveles de expresidén de los fragmentos de gE. Cada muestra
se corrid en NuPAGE 4-12% Bis-Tris Gel y luego se transfirid a
una membrana de PVDF. La membrana se bloqued durante 1 hora en
leche desnatada al 5%, se incubd con anticuerpo monoclonal gE
(1 pg/mL) durante 2 horas, se lavdé con TBST (Tween 0.05%) vy
luego se incubdé durante 1 hora con IgG anti-ratdédn de cabra.

HRP diluido 5000x. La membrana incubada se lavdé con TBST vy
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luego se reveld con sustrato ECL. La deteccidn se realizd con
una magquina Chemidoc. Como resultado de realizar una
transferencia Western, como se ilustra en la Figura 3, se
encontrdé que los antigenos, gE 534 aa, gE 537 aa y gE 540 aa,

presentaban un nivel de expresidén més alto.
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Ejemplo 4: Comparacidédn, en términos de nivel de
expresidén, con el antigeno de la proteina de superficie del
virus de varicela zdéster de GlaxoSmithKline Biologicals SA

Para comparar, en términos de nivel de expresidn, un
antigeno de proteina de superficie (GSK gE 546 aa) contenido
en Shingrix, que es una vacuna contra el virus de varicela
zbster comercializada actualmente de GlaxoSmithKline
Biologicals SA, y un antigeno (mogam gE 537 aa) producido por
los inventores de la presente invencidn, la transferencia
Western se realizdé de la misma manera como se describe en el
Ejemplo 3. Las diferencias entre el antigeno de la proteina de
superficie (GSK gE 546 aa) contenido en Shingrix de
GlaxoSmithKline Biologicals SA y el antigeno (mogam gE 537 aa)
producido por los inventores de la presente invencidn son como
se muestra en la Tabla 2 a continuacidén. Como resultado de
realizar una transferencia Western, como se ilustra en la
Figura 4, se encontrdé que el antigeno producido por 1los
inventores de la presente invencidén presentaba un nivel de
expresidén mads alto que el antigeno de la proteina de superficie

de GlaxoSmithKline Biologicals SA.

Tabla 2
mogam gE 537 aa GSK gE 546 aa
Fuente Clado 1 (tipo silvestre, Clado 3 (tipo
cepa Dumas) silvestre)
40° aminoacido T I
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536° aminoacido L I

C-terminal sin YAAWTGGLA YAAWTGGLA

Ejemplo 5: Comparacidn, en términos de
inmunogenicidad, con el antigeno de la proteina de superficie
del virus de varicela zdbéster de GlaxoSmithKline Biologicals SA

Para comparar, en términos de inmunogenicidad, un
antigeno de proteina de superficie (GSK gE 546 aa) contenido
en Shingrix, que es una vacuna contra el virus de varicela
zbster actualmente comercializada de GlaxoSmithKline
Biologicals SA, y un antigeno (mogam gE 537 aa) producido por
los inventores de la presente invencidén, se 1llevd a cabo un
experimento con animales. Desde el punto de vista de que los
seres humanos tienen antecedentes de infeccidén por varicela,
para imitar la infeccidn por varicela en ratones, las hembras
de ratdén C5H7BL/6 se sometieron a inmunizacidn primaria (cebado
de LAV) inyecténdolas por via subcutédnea una vez con una vacuna
viva atenuada (LAV. 3,000 pfu). Después de 28 dias desde el
cebado de LAV (dia 0), los ratones se sometieron a inmunizacidn
secundaria inyectandolos ©por via intramuscular con una
composicidédn de antigeno mogam gE o GSK gE con o sin un
adyuvante. Se recogieron muestras de sangre 42 dias (dia 42)
después del cebado de LAV para medir una respuesta inmunitaria
humoral a gE; y se recogieron leucocitos de muestras de bazo
42 dias (dia 42) después del cebado de LAV para medir una

respuesta inmunitaria mediada por células (CMI) a gE o VZV. E1
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dia de la inmunizacidén y el dia de la recoleccidén de muestras

de sangre y bazo se calcularon a partir del dia de cebado de

LAV que se tomd como Dia 0. El método experimental con animales

general es como se describe en la Tabla 3 a continuacién.

5
Tabla 3
Grupo Inmuniza- Inmunizacidén Dia de [Dia de
cidén secundaria la la
primaria Antigeno |Adyuvante |inmuni- |recolec-
(cebado de zacién |cidén de
LAV¥*) secun- |muestras
daria de
sangre y
del bazo
PBS PBS- X X Dia 28 Dia 42
solamente
LAV LAV LAV X
(15,000
pfu)
gE (mogam) LAV gk (5 ng) [X
gtk (GSK) + |LAV gk (5 ng) |Adyuvante
adyuvante A A
gk (mogam) LAV gk (5 ng) |Adyuvante
+ adyuvante A
A
* Inmunizacidén primaria (cebado de LAV): dosis de 100
uL/cabeza. 3,000 pfu
* Inmunizacidén secundaria: dosis de 100 uL/cabeza
Ejemplo 5-1: Comparacidén de respuestas inmunitarias
humorales
10 Después de realizar las inmunizaciones primaria vy

secundaria,

se realizd un ensayo de inmunoabsorcidén ligado a




10

15

20

Texto espafiol
PCT/KR2019/006113
Diciembre 2, 2020

39

enzimas (ELISA) para medir la potencia de IgG especifica del
antigeno gE. Proteinas gE recombinantes (1 mg/ml) se
dispensaron en placas de ELISA, y la incubacidén durante la
noche se realizdé a 4°C para permitir que los antigenos de
proteina recubran la misma. Cada una de las placas de ELISA
recubiertas con antigeno se lavd tres veces y luego se bloqued
con una solucidén salina regulada en su pH con fosfato (PBS)
que contenia albUmina de suero bovino (BSA) al 2% durante 1
hora. Una vez completada la reaccidén de blogqueo con BSA, se
lavé la placa de ELISA. Luego, se le afadié una muestra de
suero diluido y se realizd una incubacidén durante 2 horas. A
la misma se afiadidé anticuerpo IgG, IgGl o IgG2c anti-ratdédn de
cabra conjugado con peroxidasa de rabano picante (HRP) y se
realizdé la incubacidén durante 1 hora. Después de la incubacidn
final, se lavdé la placa de ELISA y se indujo la reaccidén de
HRP mediante la adicién de 3,3', 5,5'-tetrametilbencidina (TMB,
fabricada por KPL), que es un sustrato de HRP. Luego, se afiadid
la solucién de detencidén de TMB para detener la reaccidn de
HRP, y se mididé la densidad oéptica (DO) a 450 nm usando un
lector de microplacas de ELISA (Spectramax 250, Molecular
Device) para comprobar la cantidad de anticuerpo producido.
Como resultado, como se ilustra en la Figura 5, se demostrd
que G6 que contenia el antigeno (mogam gE 537 aa) producido

por los inventores de la presente invencién y un adyuvante
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tenia la mayor intensidad de luminiscencia. A partir de estos
resultados, se encontrdé que la respuesta inmunitaria humoral

mas alta se indujo en Gb6.

Ejemplo 5-2: Comparacidén de respuestas inmunitarias
mediadas por células

Después de realizar las inmunizaciones primaria vy
secundaria, se realizdé un ELISA de IFN-y para comprobar la
cantidad secretada de IFN-y, que es una citocina representativa
secretada por las células T tras la estimulacién con el
antigeno. Los leucocitos recolectados de ratones se estimularon
con lisado de VZV durante 3 dias. Luego, se realizd una
centrifugacidén para obtener un sobrenadante y el sobrenadante
se analizdé con un kit ELISA de IFN-y de ratdédn. Se dispensd
anticuerpo de captura de IFN-y (4 pg/ml) sobre placas de ELISA
y se realizd una incubacidén durante la noche a temperatura
ambiente para permitir que el anticuerpo de captura de IFN-vy
las recubriera. Cada una de las placas de ELISA recubiertas de
anticuerpo se lavd tres veces y luego se bloqued con PBS que
contenia albumina de suero bovino (BSA) al 1% durante 1 hora.
Una vez completada la reaccidén de blogqueo con BSA, se lavd la
placa ELISA. A continuacidén, se le afiadié el sobrenadante
obtenido tras la estimulacidén de los leucocitos y se realizd

la incubacidén a temperatura ambiente durante 2 horas. Una vez
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completada la incubacidén, se lavd la placa de ELISA y se realizd
la incubacidén con anticuerpo de deteccidén de IFN-y de ratdn
biotinilado (400 ng/ml) a temperatura ambiente durante 2 horas.
Se realizdé el lavado y luego se realizdé la incubacidén con
estreptavidina-HRP durante otros 20 minutos. La placa de ELISA
finalmente incubada se lavdé y luego se hizo reaccionar con una
solucidén de sustrato durante 20 minutos a temperatura ambiente.
Se afladidé una solucidén de detencidn para detener la reaccidn,
y luego se mididé la densidad éptica (DO) a 450 nm usando un
lector de microplacas de ELISA (Spectramax 250, Molecular
Device) para comprobar la cantidad de citocina IFN-y producida.
Como resultado, como se ilustra en la Figura 6, se demostrd
que G6 que contenia el antigeno (mogam gE 537 aa) producido
por los inventores de la presente invencidén y un adyuvante
presentaba la mayor cantidad de citocina IFN-y. A partir de
estos resultados, se encontrd que la respuesta inmunitaria

mediada por células mas alta se indujo en G6.

Ejemplo 6: Identificacidén de 1la inmunogenicidad
especifica de antigeno de fragmentos de antigeno gk

Ejemplo 6-1: Transfeccidén +transitoria para la
produccién de antigenos

Para expresar los fragmentos de gE, se realizd la

transfeccidédn transitoria de los mismos en células 293 usando
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el kit de transfeccidn Expifectamine™ 293. Las células en 2 x
106 células/ml se colocaron en un matraz de 125 ml y se
cultivaron. Luego, al dia siguiente, se realizd la
transfeccién. Las células 293 se diluyeron hasta un total de
25.5ml a 2.9 x 10% células/ml, y se prepararon complejos para
la transfeccién. 30 pg de ADN fue tomada en un tubo de 15 ml y
se ajustd a 1.5 ml usando Opti-MEM. De esta forma se prepard
el Complejo 1. Se colocaron 81 pl de reactivo ExpiFectamine™
293 en otro tubo de 15 ml y se ajustd a 1.5 ml usando Opti-
MEM. De esta forma se prepard el Complejo 2. La incubacidén se
realizé a temperatura ambiente durante 5 minutos. Después de 5
minutos, el complejo 1 se transfirié al tubo que contenia el
complejo 2 y se realizdé la mezcla. Luego, el tubo se incubd a
temperatura ambiente durante 20 minutos para preparar un
complejo ADN-lipido. Una vez completada la incubacidn, se
colocd todo el complejo ADN-lipido en el matraz de 125 ml que
contenia células 293 y se realizd el cultivo en una incubadora.
20 horas después se realizbdé el tratamiento con Enhancers. Se
colocaron 150 pl de ExpiFectamine™ 293 Transfection Enhancer
1 en un tubo de 1.5 ml, y se afiadié al mismo ExpiFectamine™
293 Transfection Enhancer 2 a 1.5 ml. Luego, el resultante se
afladié a las células 293 y se realizd la incubacidén en una
incubadora durante 5 dias. Después de 5 dias, se obtuvo el

sobrenadante del cultivo, se filtrdé a través de un filtro de
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0.45 pm y se almacend congelado hasta su purificaciédn.

Ejemplo 6-2: Purificacidédn para obtener antigenos

La solucién de cultivo, gque se habia almacenado
congelada, se descongeld y se afladidé una cantidad igual de PBS
a la solucién de cultivo. La filtracidn se realizd usando un
filtro de 0.22 um y luego se realizdé la Cromatografia de
Intercambio Anidénico. Al material eluido se afiadidé NaCl 5 M y
se realizd una cromatografia de interaccidén hidrdéfoba. EL
material eluido que se habia sometido a la cromatografia se
filtrdé a través de un filtro de 0.22 um y se almacend congelado

hasta que se realizaron los experimentos con animales.

Ejemplo 6-3: Inmunizacidn

Se realizaron experimentos con animales para
identificar la inmunogenicidad de los fragmentos de antigeno
de gE. Se inyectaron intramuscularmente a ratones hembra
C57BL/6 los fragmentos de antigeno de gE en un intervalo de 2
semanas y se recogieron muestras de sangre de los ratones 2
semanas después de la inmunizacidén secundaria. Los sueros se
separaron de las muestras de sangre recolectadas y luego se
almacenaron congelados hasta que se mididé el titulo de

anticuerpos.
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Ejemplo 6-4: Medicién de la potencia de IgG
especifica de antigeno y respondedores

Se realizdé un ensayo de inmunoabsorcidén 1ligado a
enzimas (ELISA) para medir la potencia de IgG especifica de
antigeno. Se recubrieron placas de ELISA con proteinas de
superficie de VZV (1 pg/ml), se realizdé una incubacidn durante
la noche a 4°C y se lavd cada una de las placas de ELISA 3
veces. Luego, la placa de ELISA se bloqued con una solucidn
salina regulada en su pH con fosfato (PBS) que contenia
albuimina de suero bovino (BSA) al 2% durante 1 hora. Se lavd
la placa de ELISA. Luego, se le afiadid®é una muestra de suero
diluido y se realizd una incubacidén durante 2 horas. A la misma
se afladié anticuerpo IgG anti-ratdédn de cabra conjugado con
peroxidasa de rédbano picante (HRP) y se realizdé la incubacidn
durante 1 hora. Después de la incubacién final, se lavd la
placa de ELISA y se indujo la reaccién de HRP mediante la
adiciébn de 3,3',5,5'-tetrametilbencidina (TMB), gque es un
sustrato. A continuacidén, se le afadidé wuna solucidén de
detencidén de ELISA para detener la reaccidén de HRP y se midid
la densidad éptica (DO) usando un espectrdémetro a 450 nm.

Para identificar si una diferencia en la secuencia
entre los fragmentos de antigeno de gE causa una diferencia en
la inmunogenicidad especifica de antigeno, se realizdé la

inmunizacidén de un animal mediante el método descrito en el



10

15

20

Texto espafiol
PCT/KR2019/006113
Diciembre 2, 2020

45

Ejemplo 6-3. El titulo de anticuerpo especifico de antigeno se
mididé usando sueros obtenidos en los experimentos con animales
de acuerdo con el método de medicidén de titulo de anticuerpo
anterior. Como resultado, como se ilustra en la Figura 7, el
valor de DO después de la inmunizacidén con gkE 534 aa o gE 543
aa fue mayor que el valor de DO después de la inmunizacidédn con
gk 500 aa, gE 510 aa, gE 525 aa o gE 546 aa.

Después de la medicidén del titulo de anticuerpos,
los individuos con un valor de DO de 0.6 o superior se
consideraron respondedores y se resumieron los resultados. Como
resultado, no hubo respondedor especifico de antigeno para gE
500 aa, y el numero de respondedores después de la inmunizacidn
con gE 510 aa fue el mismo que después de la inmunizacidn con
gt 546 aa. El numero de respondedores después de la
inmunizacién con gE 525 aa, gE 534 aa, gE 537 aa o gE 540 aa
fue mayor que el nUmero de respondedores después de la
inmunizacién con gE 510 aa o gE 546 aa. Es decir, se identificéd
que gE 525 aa a gE 540 aa presentaban un mayor numero de
respondedores (Figura 8).

Como resultado, gE 534 aa a gE 543 aa mostraron
valores mas altos en la medicidédn del titulo de anticuerpos, y
gt 525 aa a gE 540 aa mostraron valores méds altos en
respondedores especificos de antigeno. Por lo tanto, en un caso

en el que se combinen los dos resultados anteriores, se puede
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identificar que gE 534 aa a 540 aa muestran mayor

inmunogenecidad.

Aplicabilidad industrial

La variante de antigeno de la proteina de superficie
(gE) del wvirus de varicela zdbéster de conformidad con la
presente invencidén es un antigeno proteico. En el caso de gue
se use como composicidédn de wvacuna, la variante de antigeno
presenta una excelente seguridad y un alto nivel de expresidn
en las células hospederas en comparacidén con una vacuna de
virus wvivo. Por lo tanto, dicha wvariante de antigeno es util
como vacuna para prevenir o tratar la varicela o el herpes
zbster inducidos por el virus de varicela zdster.

Como se 1indicdé anteriormente, se han descrito en
detalle partes especificas de 1la presente invencidén. Sin
embargo, es evidente para los expertos en la técnica que dicha
descripcidén especifica es solo para ilustrar las modalidades
preferidas, y el alcance de la presente invencidén no se limita
a las mismas. Por consiguiente, el alcance sustancial de la
presente invencidédn estara definido por las reivindicaciones

anexas y sus equivalentes.
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REIVINDICACIONES

1. Una variante de antigeno de proteina de superficie
del virus de varicela zdéster, que incluye una variacidédn que es
el truncamiento del extremo carboxi terminal de cualquier
residuo de aminodcido seleccionado del grupo que consiste en
el 525° al 543° residuo de aminoacidos en el antigeno de
proteina de superficie (gE) del wvirus de varicela zbster
representado por la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1.

2. La variante de antigeno de proteina de superficie
del wvirus de varicela zéster de conformidad con la
reivindicacién 1, en donde el 40° residuo de aminodcido en la
secuencia de aminoadcidos de SEQ ID NO: 1 es treonina.

3. La variante de antigeno de proteina de superficie
del virus de varicela zbéster de <conformidad con la
reivindicacién 1, en donde el 536° residuo de aminodcido en la
secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 1 es leucina.

4. La variante de antigeno de proteina de superficie
del wvirus de varicela zbéster de <conformidad con la
reivindicacién 1, en donde 1la variante de antigeno estéa
representada por cualquier secuencia de aminocacidos de SEQ ID
NO: 2 a 8 y SEQ ID NO: 21 a 23.

5. Un gen que codifica la variante de antigeno de

proteina de superficie del virus de varicela zdbster de
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conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4.

6. E1 gen de conformidad con la reivindicacidén 5, en
donde el gen estd representado por cualguier secuencia de
nuclebétidos de las SEQ ID NO: 9 a 15.

7. Un vector recombinante, que comprende:

el gen de la reivindicacidén 5.

8. Una célula hospedera, transformada con el vector
recombinante de la reivindicacidn 7.

9. Una composicidén de vacuna para prevenir o tratar
la varicela o el herpes zdster, que comprende como ingrediente
activo:

la variante de antigeno de la proteina de superficie
del virus de wvaricela zbster de cualqguiera de las
reivindicaciones 1 a 4.

10. Un método para prevenir o tratar la varicela o
el herpes zbster, que comprende:

un paso de administrar, a un paciente, una
composicién de vacuna que comprende, como ingrediente activo,
la variante de antigeno de la proteina de superficie del virus
de varicela zdéster de cualquiera de las reivindicaciones 1 a
4.

11. E1 wuso de wuna composicién de wvacuna que
comprende, como ingrediente activo, la variante de antigeno de

la proteina de superficie del virus de varicela zbster de
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cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, para la prevencidn o
el tratamiento de la varicela o el herpes zdster.

12. E1 wuso de una composicidén de wvacuna que
comprende, como ingrediente activo, la variante de antigeno de
la proteina de superficie del virus de varicela zbster de
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, para la fabricacidén
de un medicamento para prevenir o tratar la varicela o el

herpes zdbster.
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RESUMEN DE LA INVENCION

La presente invencidédn se refiere a una variante de
antigeno y un uso de la misma, siendo la variante de antigeno
una proteina, entre las proteinas de superficie (gE) del virus
varicela zbéster, que presenta un alto nivel de expresidén y alta
inmunogenicidad, y por lo tanto, cuando se usa la variante de
antigeno como composicidén de vacuna, la composicidn de wvacuna
tiene una seguridad mas excelente en comparacidn con una vacuna
de virus vivo, y la variante de antigeno presenta un nivel de
expresién mads alto en una célula hospedera en comparacidén con
otros antigenos vy, por lo tanto, es Util como vacuna para
prevenir o tratar la varicela o el herpes zdbster causado por

el virus varicela zdbster.



