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@ Resumen:

Procedimiento para la obtencién de la IL-13 recom-
binante de dorada (Sparus aurata L.)y su uso como
inmunoestimulante y adyuvante en peces objeto de
cultivo industrial

El procedimiento de obtencidn se realiza mediante la
clonacién molecular de la IL-13.

IL-13 recombinante de dorada tiene utilidad como
inmlunoestimulante en peces objeto de cultivo indus-
tral.

Asimismo, dicha interleuquina tiene utilidad como
adyuvante de vacunas de los citados peces.
Aplicacién de la IL-13 recombinante de dorada en
acuicultura.
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DESCRIPCION

Procedimiento para la obtencién de la IL-13
recombinante de dorada (Sparus aurata L.) y su
uso como inmunoestimulante y adyuvante en pe-
ces objeto de cultivo industrial
Campo de la invenciéon

La presente invencién esta relacionada con la
utilizacién de la IL-1BETA recombinante de do-
rada (Sparus aurata L.) como inmunoestimulante
y adyuvante en vacunas de peces objeto de cul-
tivo industrial y con el procedimiento por el cual
se obtiene.

Estado de la técnica

La respuesta inmunitaria de los vertebrados
estd estrechamente regulada por una red de ci-
toquinas. Es bien conocido que estas citoqui-
nas pueden aplicarse como agentes terapéuticos
para estimular la respuesta inmunitaria innata y
la adaptativa al ser administrados junto a vacu-
nas(adyuvante). En peces, sin embargo, se des-
conoce la identidad molecular y funcional de la
mayoria de citoquinas. En el caso de la IL-18,
objeto de esta patente, se ha identificado en tru-
cha (Oncorhynchus mykiss) y en carpa (Cypri-
nus carpio), pero sus propiedades funcionales y
terapéuticas estan por demostrar.

A continuacién se detallan los documentos
cientificos relacionados con la IL-13 de peces:

1. Hardie LH, Laing KJ, Daniels GD, Gra-
bowski PS, Cunningham C, Secombes CJ
(1998). Molecular cloning of interleukin 1-
beta from rainbow trout Oncorhynchus my-
kis reveals no evidence of an ice cut site.
Citokine 8:552-560.

2. Zou J, Cunningham C, Secombes CJ-
(1999). The rainbow trout Oncorhynchus
mykis interleukin-1beta gene has differ or-
ganization to mammals and undergoes in-
complete splicing. Eur J Biochem 259:901-
908.

3. Engelsma MY, Stet RJM, Verburg-van
Kemenade LBML (1999). The genomic or-
ganization of carp (Cyprinus carpio)inter-
leukin-1beta. EMBL AJ245635.

Descripcion detallada de la invencion

La presente invencién tal y como indica su
enunciado, se refiere a la aplicacién de la IL-18
recombinante de dorada(Sparus aurata L.) como
inmunoestimulante y adyuvante en peces y al pro-
cedimiento para su obtencion.

El ¢cDNA de la IL-18 de dorada ha sido clo-
nado y secuenciado. La secuencia determina una
proteina de 253 aminoacidos con un peso molecu-
lar de 29 KDa y que presenta las caracteristicas
de la familia de la IL-1. Es de destacar la gran
conservacion de las 12 hojas beta de su extremo
C-terminal que le confieren una estructura secun-
daria tipica denominada “ B-trefoil” . Otra ca-
racteristica importante que confirma que se trata
de una IL-183, es que carece de un péptido senal
al igual que todas las IL-8s conocidas.

De acuerdo con lo anteriormente expuesto y
teniendo en cuenta su gran conservacién con otras
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IL-18 conocidas(una identidad de aminodcidos
del 30 al 53%) la convierte en una candidata
idénea para ser utilizada como inmunoestimu-
lante y adyuvante en diferentes peces objeto de
cultivo industrial.

Los experimentos que a continuaciéon se re-
lacionan, se describen como soporte de aspectos
particulares de la invencién y en ningin caso para
limitar el alcance de la misma.

Los experimentos se desarrollaron en varias
etapas.

A. Clonacion molecular de la IL-18 de do-
rada(Sparus aurata L.)

A.1. Metodologia concreta

La IL-18 de dorada fue clonada me-
diante RT-PCR utilizando cebadores
degenerados dirigidos contra secuen-
cias conservadas de las IL-13s conoci-
das. Una vez identificada una secuen-
cia interna se procedié a completar la
clonacién de los extremos 5’ y 3’ ha-
ciendo uso del sistema RACE(“ Rapid
Amplification of cDNA Ends” ) y ce-
badores especificos de la IL-13 de do-
rada.

A.2. Resultados

Se cloné el cDNA completo de la IL-13
de dorada que presentaba las siguien-
tes caracteristicas:

- Un extremo 5’ de 67 pares de ba-
ses(pb)

- Un extremo 3’ de 407 pb con
7 secuencias de inestabilidad de
mRNA tipicas de moléculas infla-
matorias.

- Un marco abierto de lectura de
759 pb que determina una protei-
na de 253 aminodcidos, con un pe-
so molecular de 29Kda, y que con-
serva los dominios tipicos de las
IL-18s(carencia de péptido senal y
presencia de 12 hojas beta en ex-
tremo C-terminal que forman una
estructura secundaria denomina-
da “ B-trefoil” ). Ademés, carece
de una secuencia de reconocimien-
to para la caspasa-1, al igual que
las IL-183s de otros vertebrados in-
feriores.

B. FEstudio filigenético de la IL-13 de dorada

B.1. Metodologia concreta

Se utilizaron diferentes paquetes esta-
disticos para comparar la secuencia de
IL-138 de dorada con otras IL-8s co-
nocidas y construir un arbol filogené-
tico que incluyen la IL-18 de dora-
da. Podriamos destacar los siguien-
tes: FASTA y BLAST (Baylor College
of Medicine Search Launcher), y Clus-
talW (European Bioinformatics Insti-
tute)
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B.2. Resultados

El estudio filogenético demuestra que
la IL-18 de dorada muestra una e-
levada homologia a nivel de nucled-
tidos(48,1-61,7%) y de aminodcidos
(identidad 30-53% y similitud 50-
67 %) con todas la IL-18s conocidas,
especialmente con las dos IL-10s de
trucha. Este hecho también se con-
firma en el arbol filogenético de la IL-
18 de dorada.

C. Estudio de la expresion in vitro e in vivo de

la IL13 de dorada

C.1. Metodologia concreta

Para los estudios in vivo, varios ejem-
plares de dorada fueron inyectados in-
traperitonealmente con 5x10% bacte-
rias de una cepa no virulenta de Vibrio
anguillarum, a continuacién se aislo el
mRNA de diferentes tejidos y se iden-
tificé el transcrito de la IL-13 de do-
rada mediante RT-PCR usando ceba-
dores especificos.

Para los estudios in wvitro, macrofagos
aislados del rinén cefalico de ejempla-
res de dorada fueron estimulados con
lipopolisacdrido(LPS) y/o factor acti-
vador de macréfagos(MAF).

C.2. Resultados

El transcrito de la IL-13 de dorada
es identificado por RT-PCR en cere-
bro, rinén cefalico, bazo, sangre, exu-
dado peritoneal, branquia e higado de
animales inyectados con V. Anguilla-
rum. La expresién mas fuerte se de-
tecté en exudado peritoneal, resultado
de no extranar teniendo en cuenta que
la bacteria fue inyectada en la cavidad
peritoneal de los animales. Es tam-
bién interesante el hecho de que detec-
tamos en varios tejidos de peces no in-
yectados (control) una senial muy dé-
bil mediante RT-PCR. correspondien-
te al mRNA de la IL-13. Por tltimo,
macroéfagos purificados y activados con
LPS y MAF presentaban unos niveles
de expresion de IL-15 muy superiores a
los obtenidos en leucocitos totales, in-
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D.

dicando que estas células podrian ser
una de las principales productoras de
IL13 en peces.

Produccion de la il-18 recombinante de do-
rada

D.1. Metodologia concreta

La IL-13 de dorada ha sido clonada
en una vector de expresién de células
de mamifero(pcDNA4/HisMax, Invi-
trogen) y en uno de FEscherichia coli
(pET-15b).

Las proteinas recombinantes irdn fu-
sionadas a 6 histidinas para facili-
tar su purificacién mediante cromato-

grafia de afinidad(IMAC).

D.2. Resultados

Se estan obteniendo diferentes clones
que expresan de forma estable la IL-
(B de dorada para ser purificada y em-
pleada como inmunoestimulante y ad-
yuvante de vacunas en peces objeto de
cultivo industrial.

Conclusiones
De los resultados anteriores se pueden obtener
las siguientes conclusiones:

1.

El ¢cDNA completo de la IL-18 de dorada
ha sido clonado y secuenciado.

La secuencia de aminoécidos deducida de
la IL-G de dorada estd muy conservada y
muestra todas las caracteristicas estructu-
rales de las IL-103s conocidas.

El mRNA de la IL-183 de dorada aumenta
mucho su expresién tras una infecciéon expe-
rimental de los ejemplares, con la bacteria
Vibrio anguillarum.

Los macréfagos de dorada son células capa-
ces de producir IL-13 tras ser estimulados

con productos bacterianos(LPS) y citoqui-
nas(MAF).

La IL-13 recombinante de dorada estd sien-
do producida para utilizarse como inmuno-
estimulante Y/O adyuvante de vacunas de
peces objeto de cultivo industrial.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento de obtencién de IL-13 re-
combinante de dorada, caracterizada por com-
prender las siguientes etapas:

a) La IL-13 es clonada mediante RT-PCR u-
sando cebadores degenerados, dirigidos con-
tra secuencias consevadas de las IL-103s co-
nocidas.

b) Una vez identificada la secuencia interna, se
procede a completar la clonacién de los ex-
tremos 3’ y 5’, mediante el sistema RACE
y cebadores especificos de la IL-13 recom-
binante de dorada.

2. IL-18 recombinante de dorada obtenida
mediante el procedimiento de la reivindicacion 1,
caracterizada porque su cDNA presenta:

- Un extremo 5 de 67 pb.
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- Un extremo 3’ de 407 pb con 7 secuencias
de inestabilidad de mRNA.

- Un marco abierto de lectura de 759 pb que
determinan una proteina de 253 aminodci-
dos con un peso molecular de 29KDa y que
conserva los dominios tipicos de las IL-10s
conocidas.

- Adems4s carece de una secuencia de recono-
cimiento para la caspasa I.

3. Uso de la IL-18 recombinante de dorada
obtenida segtin el procedimiento de la reivindi-
cacion 1 y que presenta las caracteristicas segin
reivindicacién 2, en la preparacién de una com-
posicién alimenticia para la inmunoestimulacién
en peces objeto de cultivo industrial.

4. Uso de la IL-18 segun reivindicacién ante-
rior, como adyuvante de vacunas en peces objeto
de cultivo industrial.
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