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DESCRIPCION

PROTEINA DE FUSION muNS CAPAZ DE FORMAR MICROESFERAS Y USOS DE LA
MISMA

CAMPO DE LA INVENCION

La invencion se relaciona con una proteina de fusion que comprende un polipéptido basado
en la region minima de la proteina muNS de los Orthoreovirus capaz de formar microesferas

y/o nanosferas modificado para permitir la adicion de moléculas en su extremo C-terminal.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Los reovirus aviares son miembros del género Orthoreovirus, uno de los 12 géneros de la
familia Reoviridae. Estos virus son importantes patégenos de aves y causan importantes
pérdidas econdmicas en la industria avicola. Los reovirus aviares son virus sin envoltura
lipidica que se replican en el citoplasma de las células infectadas y poseen un genoma de 10
segmentos de ARN de doble cadena rodeados por una doble cubierta proteica concéntrica de
85 nm de diametro. Los segmentos gendmicos estan divididos en tres clases en funcién de
su movilidad electroforética: tres de la clase L (“large” o grande), otros tres de la M (“médium”
0 mediana) y cuatro de la S (“small” o pequefa). Con excepcidon del segmento S1, que es
tricistronico, todos los demas genes son monocistronicos. Los segmentos gendmicos se
transcriben por medio de una polimerasa dependiente de ARN produciendo ARN mensajeros
(ARNm) con una secuencia nucleotidica idéntica a la de la cadena positiva del segmento de
ARN de doble cadena. Los ARNm virales ejercen una doble funcién en las células infectadas:
programan la sintesis de proteinas virales en los ribosomas, y sirven como molde para la

sintesis de las cadenas negativas de los segmentos gendémicos.

Se ha descrito un nuevo sistema que utiliza la formacién de inclusiones por parte de la proteina
mMuNS de los reovirus de mamifero como una plataforma para detectar interacciones entre
proteinas in vivo en células de mamifero (Miller et al., Mol Cell Proteomics., 2007 6 1027-
1038) y que ha sido adaptado también para usarse en levaduras (Schmitz et al, Nat Methods
2009; 6 500-2). En este sistema, la proteina problema se fusiona con la zona C-terminal de
mMuNS para que la fusidon genere inclusiones citoplasmaticas y atraiga a ellas al ligando de la
proteina problema. En el sistema de levaduras, estos autores demuestran que su sistema es

superior al del doble hibrido en el numero y tipo de interacciones detectadas, al menos con
2



10

15

20

25

30

35

ES2980877 B2

las proteinas ensayadas en dicho trabajo. Sin embargo, este sistema presenta varios
problemas, entre los que se destacan: i) ciertas proteinas pueden plegarse incorrectamente
al fusionarlas con la muNS-Mi y perder capacidad de interaccion con sus ligandos; ii) algunas
proteinas pueden interferir con la capacidad de formacion de inclusiones de muNS-Mi y, bien
no formarlas o bien generar agregados intracelulares, viéndose enormemente alterada la
deteccidn de interacciones; iii) la localizacién intracelular de la proteina problema o del ligando

puede no ser la adecuada para poder ser detectada en inclusiones citoplasmaticas.

El documento WO 2011/098652 describe un sistema que emplea la formacion de inclusiones
por la proteina muNS de Orthoreovirus como plataforma para la purificacion de proteinas y
para la deteccion de interacciones entre proteinas tanto in vivo como in vitro. Esta plataforma
esta basada en la minima region de la proteina muNS de Orthoreovirus aviar capaz de formar
inclusiones, la cual recluta a las mismas una etiqueta peptidica y a las proteinas unidas dicha
etiqueta. La etiqueta peptidica comprende la minima regién de la proteina muNS de un
Orthoreovirus con capacidad de ser incorporada a las inclusiones formadas por la proteina
muNS.

Asi, es necesario mejorar el sistema con el fin de reducir su complejidad y aumentar la utilidad

del sistema muNS.

COMPENDIO DE LA INVENCION

Los inventores han desarrollado un sistema basado el fragmento minimo que es capaz de
formar inclusiones de la proteina muNS (muNS-Mi) en donde han conseguido suplantar la
imposibilidad hasta ahora de modificar el extremo C-terminal de muNS-Mi, a través de la
adicion de una secuencia de reconocimiento de sortasa que no afecta la capacidad de muNS-

Mi de formar inclusiones.

En un primer aspecto, la invenciéon se relaciona con una proteina de fusion que comprende
los siguientes componentes:
(i) un polipéptido que comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste en:
- la secuencia 448-635 (SEQ ID NO: 1) de la proteina muNS del Orthoreovirus
aviar,
- la secuencia 518-721 (SEQ ID NO: 2) de la proteina muNS del Orthoreovirus

de mamifero, y
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- una variante funcionalmente equivalente de cualquiera de las anteriores con
capacidad de formar nanoesferas y/o microesferas y
(ii) un polipéptido que comprende el motivo de reconocimiento de una sortasa,
en donde el componente (ii) esta fusionado al extremo carboxilo del componente (i) o la parte
residual de un motivo de reconocimiento de sortasa generada después de una reaccion

mediada por sortasa.

En otro aspecto, la invencién se relacion con una nanoesfera o una microesfera que

comprende una proteina de fusién segun la invencion.

En otro aspecto, la invencién se relaciona con un polinucleétido que codifica una proteina de

fusién segun la invencion.

En otro aspecto, la invencién se relaciona con un casete de expresion que comprende un

polinucleétido segun la invencion.

En otro aspecto, la invencion se relaciona con un vector que comprende un polinucledtido

segun la invencién o un casete de expresion segun la invencion.

En otro aspecto, la invencion se relaciona con una composicion de vectores que comprende
el vector segun la invencion y un segundo vector que comprende un segundo polinucleétido
que codifica un polipéptido seleccionado del grupo que consiste en:
- un polipéptido que comprende la secuencia 477-542 (SEQ ID NO: 25) de la proteina
mMuNS del Orthoreovirus aviar,
- un polipéptido que comprende la secuencia 561-622 (SEQ ID NO: -26) de la proteina
mMuNS del Orthoreovirus de mamifero,
- una variante funcionalmente equivalente de cualquiera de las anteriores que mantiene

la capacidad de incorporarse a nanoesferas y/o microesferas.

En otro aspecto la invencidén se relaciona con una célula que comprende una proteina de
fusién segun la invencion, un polinucledtido, un casete de expresion, vector o una composicién

de vectores segun la invencion.

En otro aspecto, la invencion se relacion con un método para producir una proteina de fusién

segun la invencion, en adelante método | de la invencion, que comprende:
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(a) expresar en una célula un primer polinucleétido que codifica dicha proteina de
fusion,

(b) someter dicha célula a condiciones adecuadas para la formacion de nanoesferas o
microesferas, y

(c) concentrar las nanoesferas o microesferas.

En otro aspecto la invencién se relaciona con un método para producir una proteina, en

adelante método Il de la invencién, que comprende:

(a) expresar en una célula un primer polinucleétido que codifica una proteina de fusién
segun la invencién y un segundo polinucleétido que codifica una segunda proteina de
fusion que comprende:

0] un polipéptido seleccionado del grupo que consiste en:

- un polipéptido que comprende la secuencia 477-542 (SEQ ID NO: 25) de la
proteina muNS del Orthoreovirus aviar,

- un polipéptido que comprende la secuencia 518-721 (SEQ ID NO: 26) de la
proteina muNS delOrthoreovirus de mamifero,

- una variante funcionalmente equivalente de cualquiera de las anteriores que
mantiene la capacidad de incorporarse a nhanoesferas y/o microesferas, y

(ii) un segundo polipéptido de interés,
en donde y en donde el componente (ii) es la proteina producida;

(b) someter dicha célula a condiciones adecuadas para la formacién de nanoesferas y/o
microesferas, y

(c) concentrar las nanoesferas y/o microesferas.

En otro aspecto, la invencién se relaciona con un método para producir un primer polipéptido
de interés, en adelante método Il de la invencion, en donde el método comprende:
(a) producir la proteina de fusion de la invencion por el método | de la invencion, en donde
la proteina de fusion comprende:
- un componente (iii) fusionado al extremo amino del componente (i), en donde el
componente (iii) es el polipéptido de interés y
- una secuencia de reconocimiento por una proteasa entre sus componentes (i) y
(iii),
(b) someter a las nanoesferas y/o microesferas a condiciones que conducen a su
desintegracion, produciéndose la separacion de la proteina de fusion y las nanoesferas

y/o microesferas,
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(c) poner en contacto el producto resultante de la etapa (b) con una proteasa especifica
para la secuencia de reconocimiento que conecta los componentes (i) y (iii) de la
proteina de fusion bajo condiciones adecuadas para la protedlisis de dicha proteina de
fusién, con la consiguiente separacidn de los componentes (i) y (iii) de la proteina de
fusion,

(d) someter el producto de la etapa (c) a condiciones adecuadas para la formacion de las
nanoesferas y/o microesferas y

(e) separar las nanoesferas y/o microesferas del componente (iii).

En otro aspecto, la invencién se relaciona con una proteina obtenible segun el método |, Il o

Il de acuerdo con la invencién.

En otro aspecto, la invencion se relaciona con un método para producir una nanoesfera o
microesfera segun la invencion, en adelante método IV de la invencién, en donde dicho
método comprende las etapas de:

(a) producir la proteina de fusién por el método | segun la invencion, y

(b) someter dicha célula a condiciones adecuadas para la formacion de nanoesferas

y/o microesferas.

En otro aspecto, la invencién se relaciona con una composicion farmacéutica o composicion
inmunogénica que comprende la nanoesfera y/o microesfera segun la invencién y un

excipiente farmacéuticamente aceptable.

En otro aspecto, la invencién se relaciona con una nanoesfera y/o microesfera segun la

invencion para su uso en medicina.

En otro aspecto, la invencidon se relaciona con una nanoesfera o microesfera segun la
invencion o una composicién inmunogénica segun la invencion para su uso en el tratamiento
y/o prevenciéon de la lengua azul, en donde las proteinas de fusidbn que comprende la
nanoesfera o la microesfera se caracterizan por comprender al menos uno de:

- la proteina exterior de la capside 2 (VP2) del virus de la lengua azul 4 (BTV);

- la proteina del nucleo 7 (VP7) del virus de la lengua azul 4 (BTV);

- la proteina non estructural 1 (NS1) del virus de la lengua azul 4 (BTV);

- una proteina con una secuencia funcionalmente equivalente a cualquiera de las

anteriores.
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En otro aspecto, la invencidn se relaciona con una nanoesfera o una microesfera segun la
invencion o una composicién inmunogénica segun la invencion para su uso en el tratamiento
y/o prevencion de la peste equina africana, en donde las proteinas de fusidon que comprende
la nanoesfera o la microesfera se caracterizan por comprender al menos uno de:

- la proteina no estructural 1 (NS1) del virus de peste equina africana (AHSV);

- una proteina con una secuencia funcionalmente equivalente a cualquiera de las

anteriores.

En otro aspecto, la invencién se relaciona con una nanoesfera o una microesfera segun la
invencién o una composicion farmacéutica segun la invencién para su uso en el tratamiento
y/o prevencion de diabetes tipo 1, en donde la proteina de fusion que comprende la
nanoesfera o la microesfera se caracteriza por comprender la proteina glucosa-6-fosfatasa 2
(IGRP).

En otro aspecto, la invencién se relaciona con un método para inducir diabetes tipo 1 en un
modelo animal que comprende administrar a un animal una cantidad eficaz de la nanoesfera

o de la microesfera segun la invencion.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1: Expresion de MiST-IC. A. Andlisis PAGE de bacterias transformadas con pET Duet
1.MiST no inducidas (1) o inducidas con IPTG (2). La purificacién de MiST se muestra en el
tercer carril. Los marcadores de PM se muestran a la izquierda y la posicion tedrica de MiST
a la derecha de la figura. B. Un grupo de las mismas bacterias analizadas en el carril 2 a,

visualizadas mediante TEM.

Figura 2: Marcaje de MiST-IC con AZDye 488-Gly-Gly-Gly. A. NS purificadas obtenidas tras
la expresion de las proteinas indicadas en la parte superior de cada imagen se incubaron con
el compuesto fluorescente AZDye 488-Gly-Gly-Gly (férmula bajo las imagenes) en presencia
de sortasa A. El exceso de colorante se eliminé por dialisis y las NS se observaron al
microscopio de fluorescencia. B. Muestras de muNS-Mi (1 y 3) o MiST (2 y 4), incubadas (3,
4) o no (1,2) con AZDye 488-Gly-Gly-Gly en presencia de sortasa A se resolvieron por PAGE
y el gel sin tefir y sin fijar se visualizé bajo luz UV. Las bandas correspondientes a MiST
marcado con fluorescencia (4) y al exceso de la etiqueta fluorescente (3, 4) se indican con
flechas. C. Muestras idénticas a las analizadas en a fueron sometidas a un analisis Western-

blot con anticuerpos contra muNS. Las posiciones de MiST y muNS-Mi se indican con flechas.
7
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Figura 3: Marcaje de MiST-IC con AZDye 488-Gly-Gly-Gly. A. Extractos de las bacterias sin
inducir (1) o inducidas con IPTG, previamente transformadas con el plasmido dual que
expresa avPAL y, o bien muNS-Mi (2) o MiST (3). 4 y 5 corresponden a NS purificadas de los

extractos correspondientes a 2 y 3.

Figura 4: Se transfectaron células HelLa con un plasmido que dirige la expresion de la proteina
virica muNS (muNS), dando lugar a una proteina de fusion formada por muNS fusionado en
su extremo C-terminal con el epitopo hemaglutinina (MuNS-HA). Las células se fijaron con
paraformaldehido y analizaron mediante inmunofluorescencia utilizando anticuerpos anti-
MuNS. Se observa que la adicion de HA en el extremo C-terminal provoca la pérdida de la

capacidad de muNS de formar inclusiones citoplasmaticas.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Los autores de la presente invencion han puesto de manifiesto que es posible la obtencion de
proteinas de fusién que contienen la regién minima de la proteina muNS (muNS-Mi), que
forma nanoesferas/microesferas, y una sefial en el C-terminal de muNS-Mi que permite la
modificacion post-translacional de muNS-Mi tanto en monémero como en agregados en forma

de nanoesferas/microesferas.

Proteina de fusidn de la invencion

Asi, en un primer aspecto la invencion se relaciona con una proteina de fusion, de ahora en
adelante la proteina de fusién de la invencién, que comprende los siguientes componentes:
(i) un polipéptido que comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste en:
- la secuencia 448-635 (SEQ ID NO: 1) de la proteina muNS del Orthoreovirus
aviar,
- la secuencia 518-721 (SEQ ID NO: 2) de la proteina muNS del Orthoreovirus
de mamifero, y
- una variante funcionalmente equivalente de cualquiera de las anteriores con
capacidad de formar nanoesferas y/o microesferas y
(ii) un polipéptido que comprende el motivo de reconocimiento de una sortasa, o la parte
residual de un motivo de reconocimiento de sortasa generada después de una

reaccion mediada por sortasa.
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El término “proteina”, usado aqui indistintamente con “polipéptido”, se refiere a una cadena
de aminoacidos de cualquier longitud en donde los distintos aminoacidos se encuentran

unidos entre si mediante enlaces peptidicos.

El término “proteina de fusidn”, segun se usa en la presente invencion, se refiere a polipéptidos
que comprenden dos 0 mas regiones que proceden de proteinas distintas o heterdlogas. Una

proteina de fusion, por definicidn, nunca se encuentra en la naturaleza como tal.

La proteina de fusion de la invencion comprende dos componentes:

Componente (i) - Polipéptido

El componente (i) de la proteina de fusion de la invencion es un polipéptido seleccionado del
grupo que consiste en:

- lasecuencia 448-635 (SEQ ID NO: 1) de la proteina muNS del Orthoreovirus aviar,

- la secuencia 518-721 (SEQ ID NO: 2) de la proteina muNS del Orthoreovirus de
mamifero, y

- una variante funcionalmente equivalente de cualquiera de las anteriores con

capacidad de formar nanoesferas y/o microesferas.

En una realizacion particular, el polipéptido que forma parte de la proteina de fusion de la
invencién comprende o consiste en la secuencia 448-635 (SEQ ID NO: 1), de la proteina

muNS del Orthoreovirus aviar.

El término “Orthoreovirus aviar’ o “reovirus aviar’, segun se usa en la presente invencion, se
refiere a uno de los doce géneros pertenecientes a la familia de virus Reoviridae y en concreto
al grupo dentro del género que infecta aves. Presentan genomas de ARN de doble cadena y

por ello, pertenecen al grupo Il de virus.

El término “proteina muNS del Orthoreovirus aviar”, tal y como aqui se utiliza, se refiere a una
de las proteinas no estructurales codificada por el gen M3 del reovirus aviar u Orthoreovirus
aviar y es la unica proteina del reovirus aviar capaz de formar nanoesferas y/o microesferas
cuando se expresa en ausencia de otros factores (Touris-Otero et al. Virology, 319; 94-1069).
Se trata de una proteina de 635 aminodacidos definida por el numero de acceso Ay608700 en
la base de datos NCBI (version Ay608700.1, 7 de agosto de 2004) o por el nimero de acceso

AAS78998 en la base de datos NCBI (version AAS78998.1, 10 de abril de 2006). En una
9
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realizacion particular, la proteina muNS del Orthoreovirus aviar tiene la secuencia SEQ ID NO:
3.

La secuencia 448-635 (SEQ ID NO: 1) de la proteina muNS del Orthoreovirus aviar es un
fragmento de la proteina muNS del Orthoreovirus aviar que comprende la region minima de
la proteina muNS de un Orthoreovirus que tiene la capacidad de formar inclusiones cuando

se expresa en una célula o una variante funcionalmente equivalente de la misma.

El término “inclusion(es)”, tal y como se usa en el presente documento, se refiere a agregados
nucleares o citoplasmicos, normalmente de proteinas. En concreto, la proteina que forma las
inclusiones en el género Orthoreovirus es la proteina muNS o UNS, que es capaz de formar
inclusiones cuando se expresa en ausencia de otros factores virales (Touris-Otero et al.,
supra). Cuando las inclusiones son formadas por la proteina muNS-Mi, estas son de tamano
reducido y esféricas, formando lo que se designan por “nanoesferas” y/o “microesferas”. Las
nanoesferas y microesferas se distinguen por su tamafo (ver abajo). Asi, en la presente
invencién, el término “inclusiones” engloba igualmente los términos “nanoesfera” vy

“microesfera”.

La capacidad para formar inclusiones de la proteina muNS del Orthoreovirus aviar viene dada
por la presencia de la region minima de la proteina muNS del Orthoreovirus aviar
correspondiente a los residuos 448 a 635 de dicha proteina. Sin embargo, cualquier fragmento
de la proteina muNS de Orthoreovirus aviar que contenga dicho fragmento minimo es capaz

de formar dichas inclusiones.

Asi, en una forma de realizacion particular, el componente (i) de la proteina de fusién de la
invencién comprende la secuencia completa de la proteina muNS de Ortherovirus aviar, o un
fragmento de la proteina muNS de Orthreovirus aviar comprendido entre los residuos 1y 635
de dicha proteina, o desde el residuo 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 110, 120, 130,
140, 150, 160, 170, 180, 190, 200, 210, 220, 230, 240, 250, 260, 270, 280, 290, 300, 310, 320,
330, 340, 350, 360, 370, 380, 390, 400, 410, 420, 430, 440, 447 y hasta el residuo 635
aminoacidos consecutivos de la proteina muNS de Orthoreovirus aviar. En otra realizacion
particular el componente (i) de la proteina de fusiéon de la invencién comprende desde un
fragmento desde el residuo 447 y hasta el residuo 636 de la proteina de Orthoreovirus aviar,
o desde el residuo 447 y hasta el residuo 640, 650, 660, 670, 680, 690, 700, 710, 720, o hasta
el residuo 721 de la proteina de Orthoreovirus aviar. En otra realizacion particular el

componente (i) de la proteina de fusion de la invencién comprende desde un fragmento de la
10
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proteina muNS de Orthoreovirus aviar comprendido entre los residuos 10 y 720 de dicha
proteina, o entre los residuos 10 y 700, o entre los residuos 20 y 700, o entre los residuos 30
y 700, o entre los residuos 40 y 700, o entre los residuos 60 y 680, o entre los residuos 80 y

660, o entre los residuos 100 y 640, o entre los residuos 120 y 635 de dicha proteina.

En otra realizacién particular, el polipéptido que forma parte de la proteina de fusion de la
invenciéon comprende o consiste en la secuencia 518-721 (SEQ ID NO: 2) de la proteina muNS

del Orthoreovirus de mamifero.

El término “Orthoreovirus de mamifero”, segun se usa en la presente invencion, se refiere a
uno de los doce géneros pertenecientes a la familia de virus Reoviridae y en concreto al grupo
dentro del género que infecta mamiferos. Presentan genomas de ARN de doble cadena y por

ello, pertenecen al grupo Il de virus.

El término “proteina muNS o uNS del Orthoreovirus de mamifero”, segun se usa en la presente
invencién, se refiere a una de las proteinas no estructurales codificada por el reovirus
mamifero u Orthoreovirus de mamifero y es la Unica proteina del reovirus de mamifero capaz
de formar microesferas cuando se expresa en ausencia de otros factores virales (Becker, M.
M. et al. 2003. J. Virol. 77:5948-5963). Se trata de una proteina de 721 aminoacidos definida
por el numero de acceso ABP48918 en la base de datos NCBI (version ABP48918.1, 11 de
abril de 2008) (SEQ ID NO: 4).

En laforma de realizacién preferida en la que la proteina muNS de Orthoreovirus es la proteina
mMuNS de Orthoreovirus de mamifero, la regidon minima de la proteina muNS de Orthoreovirus
de mamifero Orthoreovirus de mamifero que tiene la capacidad de formar inclusiones cuando
se expresa en una célula comprende la regidén correspondiente a los residuos 518 a 721 (SEQ
ID NO: 2). En una realizacion aun mas preferida, el componente (i) de la proteina de fusién
de invencién comprende la proteina completa o bien desde el residuo 2 y hasta el residuo 721
de dicha proteina, o desde el residuo 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 110, 120, 130,
140, 150, 160, 170, 180, 190, 200, 210, 220, 230, 240, 250, 260, 270, 280, 290, 300, 310, 320,
330, 340, 350, 360, 370, 380, 390, 400, 410, 420, 430, 440, 450, 470, 480, 490, 500, 510 y

hasta el residuo 721 de dicha proteina.

En una realizacion particular, el polipéptido que forma parte de la proteina de fusion de la
invencién comprende o consiste en una variante funcionalmente equivalente de (i) la

secuencia 448-635 (SEQ ID NO: 1) de la proteina muNS del Orthoreovirus aviar o de (ii) la
11
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secuencia 518-721 (SEQ ID NO: 2) de la proteina muNS del Orthoreovirus de mamifero, con

capacidad de formar nanoesferas y/o microesferas.

En una realizacion particular, las variantes funcionalmente equivalentes de la secuencia 448-
635 (SEQ ID NO: 1) de la proteina muNS del Orthoreovirus aviar o de la secuencia 518-721
(SEQ ID NO: 2) de la proteina muNS del Orthoreovirus de mamifero conservan al menos el
50%, al menos el 60%, al menos el 70%, al menos el 80%, al menos el 90%, al menos el 95%,
al menos el 100% de la capacidad de formar nanoesferas/microesferas de las secuencias de

la que derivan.

Las variantes funcionalmente equivalentes de la secuencia 448-635 (SEQ ID NO: 1) de la
proteina muNS del Orthoreovirus aviar o de la secuencia 518-721 (SEQ ID NO: 2) de la
proteina muNS del Orthoreovirus de mamifero incluyen aquellas que muestran al menos al
menos 50%, al menos 55%, al menos 60%, al menos 65%, al menos 70%, al menos 75%, al
menos 80%, al menos 85%, al menos 90%, al menos 91%, al menos 92%, al menos 93%, al
menos 94%, al menos 95%, al menos 96%, al menos 97%, al menos 98% o al menos 99% de

identidad de secuencia con respecto a las secuencias de las que derivan.

El grado de identidad entre las variantes y las secuencias de la cual derivan se determina
utilizando algoritmos y métodos informaticos que son ampliamente conocidos por los expertos
en la técnica. La identidad entre dos secuencias de aminoacidos se determina preferiblemente
utilizando el algoritmo BLASTP [BLASTManual, Altschul, S., et al., NCBI NLM NIH Bethesda,
Md. 20894, Altschul, S. y col., J. Mol Biol, 215: 403 - 410 (1990)]. En una realizacion mas
particular, la identidad de secuencia entre la variante funcionalmente equivalente y la
secuencia de la proteina de la cual deriva se calcula a lo largo de toda la longitud del

polipéptido.

Por “variante funcionalmente equivalente” se entiende todos aquellos péptidos derivados de
la secuencia 448-635 (SEQ ID NO: 1) de la proteina muNS del Orthoreovirus aviar o de la
secuencia 518-721 (SEQ ID NO: 2) de la proteina muNS del Orthoreovirus de mamifero
mediante modificacién, insercion, sustitucion y/o delecidén de uno o mas aminoacidos, siempre
y cuando se mantenga sustancialmente la funcién de las secuencias de la proteina muNS de

las que derivan.

La secuencia 448-635 (SEQ ID NO: 1) de la proteina muNS del Orthoreovirus aviar y la

secuencia 518-721 (SEQ ID NO: 2) de la proteina muNS del Orthoreovirus de mamifero
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presentan la capacidad de formar nanoesferas y/o microesferas en una célula. Las variantes
funcionalmente equivalentes de la secuencia 448-635 (SEQ ID NO: 1) de la proteina muNS
del Orthoreovirus aviar y de la secuencia 518-721 (SEQ ID NO: 2) de la proteina muNS del
Orthoreovirus de mamifero, conservan sustancialmente la capacidad de dichas secuencias
de formar nanoesferas/microesferas en una célula. Métodos adecuados para determinar la
capacidad de formar nanoesferas/microesferas en una célula incluyen, pero no se limitan al
método descrito en el Ejemplo 1 de la solicitud de patente WO 2011/098652 basado en la
expresion de la proteina de interés en una célula y andlisis de formacion de las
nanoesferas/microesferas (inclusiones) a través de inmunofluorescencia indirecta, utilizando
anticuerpos policlonales contra el epitopo de interés o un epitopo fusionado a la proteina de
interés, pudiéndose comprobar la formacion de nanoesferas y/o microesferas. En una
realizacién particular, las variantes funcionalmente equivalentes de la secuencia 448-635
(SEQ ID NO: 1) de la proteina muNS del Orthoreovirus aviar o de la secuencia 518-721 (SEQ
ID NO: 2) de la proteina muNS del Orthoreovirus de mamifero conservan al menos un 50%,
al menos un 60%, al menos un 70%, al menos un 80%, al menos un 90% o el 100% o mas de

la capacidad de dichas secuencias de formar nanoesferas/microesferas en una célula.

En una realizacién particular, las variantes funcionalmente equivalentes de la secuencia 448-
635 (SEQ ID NO: 1) de la proteina muNS del Orthoreovirus aviar o de la secuencia 518-721
(SEQ ID NO: 2) de la proteina muNS del Orthoreovirus de mamifero incluyen aquellas que
muestran al menos al menos 50%, al menos 55%, al menos 60%, al menos 65%, al menos
70%, al menos 75%, al menos 80%, al menos 85%, al menos 90%, al menos 91%, al menos
92%, al menos 93%, al menos 94%, al menos 95%, al menos 96%, al menos 97%, al menos
98% o al menos 99% de identidad de secuencia con respecto a las secuencias de las que
derivan y conservan al menos un 50%, al menos un 60%, al menos un 70%, al menos un 80%,
al menos un 90% o el 100% o mas de la capacidad de dichas secuencias de formar

nanoesferas/microesferas en una célula.

Como sera evidente para el experto en la técnica, podra ser de utilidad que el componente (i)
de la proteina de fusion de la invencion tenga en su extremo amino otro polipéptido de interés.
Asi, en una realizacion particular, la proteina de fusién de la invencion comprende ademas un
componente (iii) fusionado al extremo amino del componente (i), donde el componente (iii) es

un primer polipéptido de interés.

Como comprendera el experto en la materia, podra ser de utilidad la separacion del

componente (iii) del componente (i). Una posibilidad para poder separar dichos componentes
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es el uso de un péptido cuya secuencia contiene una diana de corte para una proteasa,

permitiendo de esta manera la separacién de los dos componentes.

En una realizacion particular, el componente (iii) esta fusionado al componente (i) por una
secuencia de reconocimiento por proteasas. El término “proteasa”, o “peptidasas”, tal y como
se usa en la presente invencién, se refiere a enzimas que rompen los enlaces peptidicos de
las proteinas, utilizando para eso una molécula de agua, por lo que se clasifican como
hidrolasas. Ejemplos de sitios de corte de proteasas adecuados para incorporacién en la
proteina de fusién de la invencién, sin limitacion, incluyen enteroquinasa (sitio de corte
DDDDK; SEQ ID NO: 5), factor Xa (sitio de corte IEDGR; SEQ ID NO: 6), trombina (sitio de
corte LVPRGS; SEQ ID NO: 7), proteasa TEV (sitio de corte ENLYFQG; SEQ ID NO: 8),
proteasa PreScission (sitio de corte LEVLFQGP; SEQ ID NO: 9), inteinas y similares. En una
realizacion particular la secuencia de reconocimiento por proteasas es una secuencia de

reconocimiento por enteroquinasa o una secuencia de reconocimiento por factor Xa.

En otra realizacién particular el componente (iii) comprende un péptido sefal de la via

secretora.

El término “péptido sefial de la via secretora”, usado aqui indistintamente con “secuencia
sefal” o “péptido sefnal” o “péptido senal de localizacion”, se refiere a un péptido corto (5-30
aminoacidos de longitud) presente en el extremo N-terminal que dirige el transporte de
proteinas destinadas hacia la via secretora, ya sean proteinas que residen en ciertos
organulos (RE, complejo de Golgi o endosomas), proteinas secretadas por la célula o
proteinas insertadas en la membrana celular. El péptido sefial dirige la translocacién al RE de
la proteina a la cual va unido. Durante o después de la translocacién, el péptido sefal es
escindido por una peptidasa sefal, generando un péptido sefial libre y una proteina madura.
Ejemplos no limitativos de péptidos senal de la via secretora incluyen los péptidos senal que
aparecen en las moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad de clase | y I,
secuencias sefal de citoquinas o inmunoglobulinas, secuencias sefal de la cadena invariante
o de las proteinas Lampl, Tapasin, Erp57, Calreticulin, Calnexin. En una realizacién particular,
la secuencia de direccionamiento a la ruta secretora se selecciona del grupo consistente en:

- la secuencia MGWSLILLFLVAVATGVHSQ (SEQ ID NO: 10);

- la secuencia MMSFVSLLLVGILFWATEAEQLTKCEVFQ (SEQ ID NO: 11);

- el péptido sefial de PTH1R humana (MGTARIAPGLALLLCCPVLSSAYAL, SEQ ID NO:

12);
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- secuencia de localizacion mitocondrial de la citocromo c oxidasa VIII humana
(MSVLTPLLLRGLTGSARRLPVPRAK, SEQ ID NO: 13)

- el péptido sefial de mGIuR5 humana (MVLLLILSVLLLKEDVRGSA, SEQ ID NO: 14);

- el péptido senal de GABAB2R humana
(MASPRSSGQPGPPPPPPPPPARLLLLLLLPLLLPLAPG, SEQ ID NO: 15);

- el péptido sefial de la calreticulina humana (MLLSVPLLLGLLGLAVA, SEQ ID NO: 16);
y

- el péptido sefal de la cadena pesada de Igy2b  humana,
(MGWSCIILFLVATATGKGLTVAGLRSGHIYG, SEQ ID NO: 17).

En una realizacion preferida, el péptido sefial de la via secretora comprende la secuencia
MGWSLILLFLVAVATGVHSQ (SEQ ID NO: 10).

Cuando la proteina de fusién comprende un péptido senal y transita por las vias secretoras,
la ausencia de glicosilaciones permite una formacion mas eficiente de inclusiones en dichas

vias secretoras.

En una realizacion particular el componente (i) de la proteina de fusiéon de la invencién
comprende un péptido senal de la via secretora y no contiene N-glicosilaciones. Por lo tanto,
en una realizacién particular, el componente (i) carece de secuencias consenso de N-
glicosilaciones. El término “secuencia consenso de N-glicosilacion”, segun se usa en la
presente invencion, se refiere a la secuencia compuesta por -Asn-X-Ser/Thr, en donde X no
es prolina, que es la secuencia consenso mas representativa, asi como las secuencias
consenso de N-glicosilacion menos abundantes, tales como las secuencias -Asn-Gly- , -Asn-
X-Cys y -Asn-X-Val.

En una realizacion preferida, el componente (i) comprende un péptido sefial de la via secretora
y la secuencia SEQ ID NO: 1 o una variante funcionalmente equivalente de la misma en donde
el aminoacido en posicion 57 no es un resto de Asn. En una realizacién aun mas preferida, el

componente (i) comprende la secuencia SEQ ID NO: 18.

En otra realizacion preferida, el componente (i) comprende un péptido sefal de la via secretora
y la secuencia SEQ ID NO: 2 o una variante funcionalmente equivalente de la misma en donde
el aminoacido en posicion 57 no es un resto de Asn. En una realizacién aun mas preferida, el

segundo componente comprende la secuencia SEQ ID NO: 19.

15



10

15

20

25

30

35

ES2980877 B2

En otra realizacion preferida, el componente (i) comprende un péptido sefal de la via secretora
y la secuencia SEQ ID NO: 2 o una variante funcionalmente equivalente de la misma en donde
el aminoacido en posicion 113 no es un resto de Asn. En una realizacion aun mas preferida,

el segundo componente comprende la secuencia SEQ ID NO: 20.

En otra realizacion preferida, el componente (i) comprende un péptido sefal de la via secretora
y la secuencia SEQ ID NO: 2 o una variante funcionalmente equivalente de la misma en donde
los aminodacidos en posicion 57 y 113 no son restos de Asn. En una realizacion aun mas

preferida, el segundo componente comprende la secuencia SEQ ID NO: 21.

Como sera evidente para el experto en la materia, puede ser conveniente que la proteina de

fusion de la invencién contenga ademas una etiqueta para facilitar su purificacion.

Por tanto, en otra realizacion particular el componente (i) y/o el componente (iii) comprende
un péptido para facilitar su purificaciéon. En otra realizacién particular el componente (i)
comprende un péptido para facilitar su purificacion, en donde dicho péptido esta fusionado en

el extremo amino del componente (i).

El término “péptido para facilitar la purificacion”, tal y como se usa en la presente invencion,
se refiere a un péptido util para el aislamiento o purificacion del componente (iii) o de la
proteina de fusion de la invencién. Asi, dicho péptido es capaz de la uniéon de uno o mas
ligandos de una matriz de afinidad, tal como una cromatografia de afinidad. Un ejemplo de
dicho péptido es la cola de histidinas (His-tag) que puede contener seis residuos de histidinas
(His6 o H6), que se puede unir a una columna de niquel o cobalto con alta afinidad. Otros
ejemplos de dichos péptidos incluyen, aunque no se limitan a, Arg-tag, FLAG-tag, Strep-tag,
un epitopo capaz de ser reconocido por un anticuerpo, tal como c-myc-tag (reconocido por un
anticuerpo anti-c-myc), SBP-tag, S-tag, péptido de unién a calmodulina, dominio de unién a
celulosa, dominio de unién a quitina, glutation S-transferasa-tag, proteina de unién a maltosa,
NusA, TrxA, DsbA, Avi-tag, etc. El experto en la materia entendera que los péptidos para
facilitar la purificacién también son utiles para deteccion del polipéptido al cual estan unidos.
Esto se puede llevar a cabo mediante técnicas convencionales, por ejemplo, técnicas basadas

en anticuerpos que reconocen especificamente el péptido para facilitar la purificacion.

El péptido para facilitar su purificacién puede estar en posicion N- 6 C-terminal con respecto
al componente (iii). En una realizacién preferida, el péptido para facilitar su purificacion esta

en posicion N-terminal con respecto al componente (iii). En otra realizacién preferida, el
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péptido para facilitar su purificacién esta en posicion C-terminal con respecto al componente

(iil).

Componente (ii) - polipéptido que comprende el motivo de reconocimiento de una sortasa o la

parte residual de dicho motivo

Tal como se ha descrito, la proteina de fusién es compuesta por al menos dos componentes,
siendo que el segundo es un polipéptido que comprende el motivo de reconocimiento de una

sortasa.

El término “sortasa”, o “enzima sortasa”, tal y como se utiliza en la presente descripcion, se
refiere a una enzima procariota que tiene un dominio catalitico con actividad capaz de escindir
selectivamente un enlace peptidico de una cadena polipeptidica en el motivo de
reconocimiento de la sortasa y catalizar una reaccion de transpeptidaciéon que da lugar a la
formacién de un enlace amida entre el grupo carboxilo terminal creado por la escision y una
proteina de superficie de la pared celular de una célula. Las sortasas estan presentes en casi

todas las bacterias Gram positivas, asi como en algunas bacterias Gram negativas y Archaea.

Las sortasas se clasifican en cuatro clases diferentes (A, B, C, D). Cada una de las clases de
sortasas escinde un motivo de reconocimiento distinto, y algunos miembros de la clase
escinden multiples motivos peptidicos. La Sortasa de Clase A escinde tipicamente el motivo
de reconocimiento LPXTG (SEQ ID NO: 22), donde X representa cualquier aminoacido, entre
la treonina y la glicina. El péptido escindido mantiene el residuo de glicina en su extremo
amino, y la proteina escindida se une al peptidoglicano en el residuo de treonina. En una
realizacion particular, la sortasa es una sortasa A, un fragmento enzimaticamente activo, o
una variante o derivada de la misma. En otra realizacion particular, la sortasa A es la sortasa
de tipo salvaje de Staphylococcus aureus, la sortasa evolucionada (eSrtA), la eSrtA(2A-9), la
eSrtA(4S-9) o la sortasa A de Streptococcus pyogenes. En una realizacion particular, la
sortasa es la sortasa de S. aureus. En una realizacién particular el motivo de reconocimiento
de la sortasa es la secuencia de aminoacidos LPXTG (SEQ ID NO: 22), en donde X es

cualquier aminoacido.

El término “motivo de reconocimiento de una sortasa” tal y como se usa en la presente
descripcion hace referencia a una pequena secuencia de aminoacidos (3 a 7 aminoacidos),
reconocida por la enzima sortasa y donde se realiza la reaccidon de transpeptidacion. Esta

secuencia se localiza normalmente en el C-terminal de la proteina. En otra realizacién
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particular el motivo de reconocimiento de la sortasa es la secuencia de aminoacidos LPETG
(SEQ ID NO: 23).

La presencia del componente (i) en la proteina de fusién de la invencién permite la
modificacion de la proteina a través de la unién covalente de cualquier molécula que contenga
un motivo aceptador de sortasa. En una realizacién particular la proteina de fusion comprende
ademas un componente de interés unido covalentemente al motivo de reconocimiento de una
sortasa o a la parte residual de un motivo de reconocimiento de sortasa generada después de

una reaccién mediada por sortasa.

Como es obvio para el experto en la técnica, la modificacién del motivo de reconocimiento de
sortasa por una reaccién mediada por sortasa, produce una “parte residual de un motivo de
reconocimiento de sortasa” en donde la proteina de fusion de la invencion estd modificada por
escision del motivo de reconocimiento de la sortasa, debido a la escisidon de uno o mas
aminoacidos del C-terminal de la secuencia del motivo de reconocimiento de la sortasa. Asi,
cuando el motivo de reconocimiento de sortasa es la secuencia de aminoacidos LPXTG (SEQ
ID NO: 22), en donde X es cualquier aminoacido, la parte residual de dicho motivo es LPXT,
puesto que es la parte que resta tras la escision proteolitica por pate de la sortasa de la glicina

carboxilo-terminal.

En otra realizacién particular el componente de interés se caracteriza por comprender un

motivo aceptador de sortasa.

El término “motivo aceptador de sortasa”, tal y como se usa en la presente descripcion hace
referencia a una secuencia polipeptidica que actia como aceptor para la transferencia
mediada por la sortasa de un polipéptido al motivo de reconocimiento de la sortasa. En una
realizacién particular, el motivo aceptor de la sortasa esta situado en, cerca, adyacente o hacia
el extremo N- o C-terminal del componente de interés y comprende una secuencia de
aminodacidos no polares, siendo dicha secuencia de al menos un aminoacido de longitud. En
aun otra realizacién particular, la secuencia de aminoacidos no polares comprende al menos
entre 1 y 20 aminoacidos (por ejemplo, 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17,
18, 19, 20 aminoacidos o cualquier intervalo de los mismos) de longitud. En ciertas
realizaciones, la secuencia de aminoacidos no polares es o comprende una o una pluralidad
de glicinas o alaninas. Los motivos aceptores de sortasa ejemplares incluyen G[G]n, donde
n=0-5y A[A]n, donde n=0-5.
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En una realizacion particular el componente de interés se caracteriza por comprender un
motivo aceptador de sortasa, en donde el motivo aceptador de sortasa se caracteriza por

comprender una secuencia oligoglicina de al menos 3 glicinas.

En una realizacién particular el componente de interés se selecciona de un grupo que consiste
en: ligandos de receptor de tipo Toll (TLR de “Toll-Like Receptors”), monofosforil lipido A (MPL
A), oligonucledtidos seleccionados de islas CpG y acido polinosinico:policidilico (poly(l:C) —
numero CAS: 24939-03-5), saponina, moléculas lipidicas, moléculas de recubrimiento,
oligosacaridos, anticuerpos, nanoanticuerpos, afitinas,, antigeno viral, un antigeno bacteriano,
un antigeno fungico, un alérgeno o antigeno medioambiental, un antigeno tumoral, en donde
el componente de interés se caracteriza por comprender una secuencia oligoglicina de al
menos 3 glicinas. Ejemplos no limitantes de componentes de interés serian ligandos de TLR
(Toll-Like Receptors), MPL (monophosphoryl lipid A), oligonucleétidos (CpG, poly(l:C), etc..),
saponina, moléculas lipidicas, otros lipidos, moléculas de recubrimiento de diversos fines,
tales como poligliceroles, polietilenglicol, quitosanos, poli(oxazolinas) (POX), poli(hidroxipropil
metacrilato) (PHPMA), poli(2-hidroxietii metacrilato) (PHEMA), poli(N-(2-hidroxipropil)
metacrilamide) (HPMA), poli(vinilpirrolidona) (PVP), poli(N,N-dimetil acrilamida) (PDMA),
poli(N-acriloilmorfolina) (PAcM), etc., oligosacaridos, moléculas que dirijan in vivo las esferas
a diferentes dianas tales como nanobodies, afitinas y anticuerpos. Como sera obvio para el
experto en la técnica se podran acoplar cualquier molécula que contenga una oligoglicina de

al menos 3 glicinas que tengan su N-terminal libre.

Como sera obvio para el experto en la materia los antigeno viral, antigeno bacteriano,
antigeno fungico, alérgeno, antigeno medioambiental, un antigeno tumoral previamente
definidos son igualmente validos como componentes de interés, en donde el componente de

interés comprende una secuencia oligoglicina de al menos 3 glicinas.

Nanoesferas y/o microesferas de la invencion

Como se mencionado anteriormente, la proteina de fusién de la invencién tiene la capacidad
de formar inclusiones cuando se expresa en una célula. Dichas inclusiones pueden variar en

tamano y forma, y se designan nanoesferas o microesferas.

Asi, otro aspecto de la presente invencion hace referencia a una nanoesfera o una microesfera
que comprende al menos una proteina de fusién de la invencién, de ahora en adelante la

nanoesfera/microesfera de la invencion.
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Todas las definiciones y realizaciones particulares descritas en relacion con otros aspectos

de la invencion son igualmente validas y aplicables al presente aspecto.

Tal como descrito anteriormente, las nanoesferas y las microesferas tienen tamanos distintos.
Asi, en una realizacion particular la nanoesfera tiene un tamario entre 300 nandmetros (nm) y
550 nm. En otra realizacion particular la microesfera tiene un tamano entre 1 micrometro (um)

y 4 um.

La estructura de la regién minima de la proteina muNS del Orthoreovirus comprende dos
regiones de dominios coil en los extermos N y C-terminal, C1 y C2, y una region interdominio
designada intercoil (IC). Este dominio corresponde a la secuencia 477-542 (SEQ ID NO: 25)
de la proteina muNS del Orthoreovirus aviar o a la secuencia 561-622 de la proteina muNS
de Orthoreovirus de mamifero (SEQ ID NO: 26). Dicho fragmento presenta la capacidad de

incorporarse en nanoesferas y microesferas formadas por la proteina muNS de Orthoreovirus.

Asi, en una realizacion particular la nanoesfera/microesfera de la invencion comprende una
segunda proteina de fusidon que comprende los siguientes componentes:
(@) un polipéptido seleccionado del grupo que consiste en:
- un polipéptido que comprende la secuencia 477-542 (SEQ ID NO: 25) de la
proteina muNS del Orthoreovirus aviar,
- un polipéptido que comprende la secuencia 561-622 (SEQ ID NO: 26) de la
proteina muNS del Orthoreovirus de mamifero,
- una variante funcionalmente equivalente de cualquiera de las anteriores que
mantiene la capacidad de incorporarse a nanoesferas y/o microesferas, y

(b) un segundo polipéptido de interés.

Por “variante funcionalmente equivalente” se entiende todos aquellos péptidos derivados de
la secuencia 477-542 (SEQ ID NO: 25) de la proteina muNS del Orthoreovirus aviar o de la
secuencia 561-622 (SEQ ID NO: 26) de la proteina muNS del Orthoreovirus de mamifero
mediante modificacién, insercion, sustitucion y/o delecidén de uno o mas aminoacidos, siempre
y cuando se mantenga sustancialmente la funcién de las secuencias de la proteina muNS de

las que derivan.

La secuencia 477-542 (SEQ ID NO: 25) de la proteina muNS del Orthoreovirus aviar y la

secuencia 561-622 (SEQ ID NO26X) de la proteina muNS del Orthoreovirus de mamifero
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presentan la capacidad de incorporarse a microesferas/nanoesferas formadas por la proteina
de fusion de la invencion en una célula. Las variantes funcionalmente equivalentes de la
secuencia 477-542 (SEQ ID NO: 25) de la proteina muNS del Orthoreovirus aviar y la
secuencia 561-622 (SEQ ID NO: 26) de la proteina muNS del Orthoreovirus de mamifero
conservan sustancialmente la capacidad de dichas secuencias de incorporarse a las
microesferas/ nanoesferas formadas por la proteina de fusién de la invencién en una célula.
Métodos adecuados para determinar la capacidad de incorporarse en las microesferas/
nanoesferas incluyen, pero no se limitan al método descrito en el Ejemplo 3 de la solicitud de
patente WO 2011/098652 basado en la formacion de las nanoesferas/microesferas
(inclusiones) y expresion de la proteina de interés en forma de proteina de fusion asociada a
los fragmentos que la dirigen a las nanoesferas/microesferas. Posteriormente, se procederia
a llevar a cabo inmunofluorescencia indirecta, utilizando anticuerpos policlonales contra el
epitopo HA o el epitopo de interés, pudiéndose comprobar la incorporacion de dichos

fragmentos a las nanoesferas/microesferas.

Las variantes funcionalmente equivalentes de la secuencia 477-542 (SEQ ID NO: 25) de la
proteina muNS del Orthoreovirus aviar o de la secuencia 561-622 (SEQ ID NO: 26) de la
proteina muNS del Orthoreovirus de mamifero tienen capacidad de incorporarse a
microesferas y/o nanoesferas. En una realizacién particular, las variantes funcionalmente
equivalentes de la secuencia 477-542 (SEQ ID NO: 25) de la proteina muNS del Orthoreovirus
aviar o de la secuencia 561-622 (SEQ ID NO: 26) de la proteina muNS del Orthoreovirus de
mamifero conservan al menos el 50%, al menos el 60%, al menos el 70%, al menos el 80%,
al menos el 90%, al menos el 95%, al menos el 100% de la capacidad de incorporarse a

nanoesferas y/o microesferas de las secuencias de la que derivan.

Las variantes funcionalmente equivalentes de la secuencia 477-542 (SEQ ID NO: 25) de la
proteina muNS del Orthoreovirus aviar o de la secuencia 561-622 (SEQ ID NO: 26) de la
proteina muNS del Orthoreovirus de mamifero incluyen aquellas que muestran al menos 50%,
al menos 55%, al menos 60%, al menos 65%, al menos 70%, al menos 75%, al menos 80%,
al menos 85%, al menos 90%, al menos 91%, al menos 92%, al menos 93%, al menos 94%,
al menos 95%, al menos 96%, al menos 97%, al menos 98% o al menos 99% de identidad de

secuencia con respecto a las secuencias de las que derivan.

En una realizacién particular, las variantes funcionalmente equivalentes de la secuencia 477-
542 (SEQ ID NO: 25) de la proteina muNS del Orthoreovirus aviar o de la secuencia 561-622

(SEQ ID NO: 26) de la proteina muNS del Orthoreovirus de mamifero conservan al menos el
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50%, al menos el 60%, al menos el 70%, al menos el 80%, al menos el 90%, al menos el 95%,
al menos el 100% de la capacidad de incorporarse a nanoesferas y/o microesferas de las
secuencias de la que derivan y muestran al menos 50%, al menos 55%, al menos 60%, al
menos 65%, al menos 70%, al menos 75%, al menos 80%, al menos 85%, al menos 90%, al
menos 91%, al menos 92%, al menos 93%, al menos 94%, al menos 95%, al menos 96%, al
menos 97%, al menos 98% o al menos 99% de identidad de secuencia con respecto a las

secuencias de las que derivan.

Los dos componentes (a) y (b) de la segunda proteina de fusion pueden estar conectados en
cualquier orden, es decir, el componente (b) puede estar fusionado al extremo amino terminal
del componente (a) o el componente (a) puede estar fusionado al extremo amino terminal del
componente (b). En una realizacion particular, el componente (b) esta fusionado al extremo

amino terminal del componente (a).

El término “polipéptido de interés”, tal y como se usa en la presente invencion, se refiere a un
polipéptido cualquiera, de cualquier tamafio, que sea de interés para el usuario, en donde la
fusion al extremo amino del componente (i) no afecta la capacidad de la proteina de fusién de
la invencion de formar nanoesferas y/o microesferas. En una realizacion preferida, dicho
polipéptido de interés puede ser un antigeno viral, un antigeno bacteriano, un antigeno

fungico, un alérgeno o antigeno medioambiental o un antigeno tumoral.

Antigenos virales adecuados como primer polipéptido de interés incluyen antigenos del VIH-
1, (tales como tat, nef, gp120 o gp160, gp40, p24, gag, env, vif, vpr, vpu, rev), virus del herpes
humanos, (tales como gH, gL gM gB gC gK gE o gD o derivados de los mismos) o proteina
temprana inmediata tales como ICP27, ICP47, ICP4, ICP36 de VHS1 o VHS2,
citomegalovirus, especialmente humano, (tales como gB o derivados de los mismos), virus de
Epstein Barr (tales como gp350 o derivados de los mismos), virus de la varicela zoster (tales
como gpl, II, lll'y IE63), o de un virus de la hepatitis tales como virus de la hepatitis B (por
ejemplo antigeno de superficie de la hepatitis B 0 antigeno de nucleo de la hepatitis), virus de
la hepatitis C (por ejemplo antigenos de nucleo, E1, NS3 o NS5), de paramixovirus tales como
virus respiratorio sincitial (tales como proteinas F y G o derivados de las mismas), de virus
parainfluenza, de virus de la rubeola (tales como proteinas El y E2), virus del sarampidn, virus
de las paperas, virus del papiloma humanos (por ejemplo HPV6, 11, 16, 18, eg LI, L2, El, E2,
E3, E4, E5, E6, E7), flavivirus (por ejemplo virus de la fiebre amarilla, virus del dengue, virus
de la encefalitis transmitido por garrapatas, virus de la encefalitis japonesa) o células

infectadas con virus influenza, tales como proteinas HA, NP, NA o M, o combinaciones de las
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mismas), antigenos de rotavirus (tales como VP7sc y otros componentes de rotavirus), y

similares.

Antigenos bacterianos adecuados como primer polipéptido de interés incluyen antigenos de
Neisseria spp, incluyendo N. gonorrhea y N. meningitidis (proteinas de union a transferrina,
proteinas de union a lactoferrina, PilC y adhesinas); antigenos de S. pyogenes (tales como
proteinas M o fragmentos de las mismas y proteasa C5A); antigenos de S. agalactiae, S.
mutans; H. ducreyi; Moraxella spp, incluyendo M catarrhalis, también conocido como
Branhamella catarrhalis (tales como adhesinas e invasinas de alto y de bajo peso molecular);
antigenos de Bordetella spp, incluyendo B. pertussis (por ejemplo Parapertussis y B.
bronchiseptica (tal como pertactina, toxina de la tosferina o derivados de los mismos,
hemaglutinina filamentosa, adenilato ciclasa, fimbrias); antigenos de Mycobacterium spp.,
incluyendo M. tuberculosis, M. bovis, M. leprae, M. avium, M. paratuberculosis, M. smegmatis;
Legionella spp, incluyendo L. pneumophila; (por ejemplo ESAT6, antigeno 85A, -B o -C, MPT
44, MPT59, MPT45, HSPIO, HSP65, HSP70, HSP 75, HSP90, PPD de 19kDa [Rv3763], PPD
de 38kDa [Rv0934]); antigenos de Escherichia spp, incluyendo E. coli enterotéxica (por
ejemplo factores de colonizacion, toxina termolabil o derivados de la misma, toxina
termoestable o derivados de la misma), antigenos de E. coli enterohemorragica y E. coli
enteropatdgena (por ejemplo toxina similar a la toxina Shiga o derivados de la misma);
antigenos de Vibrio spp, incluyendo V. cholera (por ejemplo toxina del cdlera o derivados de
la misma); antigenos de Shigella spp, incluyendo S. sonnei, S. dysenteriae, S. flexnerii,
Yersinia spp, incluyendo Y. enterocolitica (por ejemplo una proteina Yop); antigenos de Y.
pestis, Y. pseudotuberculosis; Campylobacter spp, incluyendo C. jejuni (por ejemplo toxinas,
adhesinas e invasinas); antigenos de Salmonella spp, incluyendo S. typhi, S. paratyphi, S.
choleraesuis, S. enteritidis; Listeria spp., incluyendo L. monocytogenes; Helicobacter spp,
incluyendo H. pylori (por ejemplo ureasa, catalasa, toxina vacuolizante); antigenos de
Pseudomonas spp, incluyendo P. aeruginosa; Staphylococcus spp., incluyendo S. aureus, S.
epidermidis; Enterococcus spp., incluyendo E. faecalis, E. faecium; Clostridium spp.,
incluyendo C. tetani (por ejemplo toxina tetanica y derivado de la misma); antigenos de C.
botulinum (por ejemplo toxina botulinica y derivado de la misma), antigenos de C. difficile (por
ejemplo toxinas del clostridium A o B y derivados de las mismas); antigenos de Bacillus spp.,
incluyendo B. anthracis (por ejemplo toxina del antrax y derivados de la misma);
Corynebacterium spp., incluyendo C. diphtheriae (por ejemplo toxina diftérica y derivados de
la misma); antigenos de Borrelia spp., incluyendo B. burgdorferi (por ejemplo OspA, OspC,
DbpA, DbpB); antigenos de B. garinii (por ejemplo OspA, OspC, DbpA, DbpB), B. afzelii (por
ejemplo OspA, OspC, DbpA, DbpB), antigenos de B. andersonfi (por ejemplo OspA, OspC,
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DbpA, DbpB), antigenos de B. hermsii; Ehrlichia spp., incluyendo E. equi y el agente de la
ehrlichiosis granulocitica humana; Rickettsia spp, incluyendo R. rickettsii;, Chlamydia spp.,
incluyendo C. trachomatis (por ejemplo MOMP, proteinas de unidn a heparina); antigenos de
Chlamydia pneumoniae (por ejemplo MOMP, proteinas de union a heparina), antigenos de C.
psittaci; Leptospira spp., incluyendo L. interrogans; Treponema spp., incluyendo T. pallidum
(por ejemplo las proteinas de la membrana exterior poco comunes), antigenos de T. denticola,
T. hyodysenteriae; Toxoplasma spp.y T. gondii (por ejemplo SAG2, SAGS, Tg34); antigenos
de M. tuberculosis (tales como Rv2557, Rv2558, RPFs: Rv0837c, Rv1884c, Rv2389c,
Rv2450, Rv1009, aceA (Rv0467), PstS1, (Rv0932), SodA (Rv3846), Rv2031c de 16 kDal, Tb
Ra12, Tb H9, Tb Ra35, Tb38-1, Erd 14, DPV, MTI, MSL, mTTC2 y hTCC1); antigenos de
Chlamydia (tales como la proteina de alto peso molecular (HWMP), ORF3 (documento EP
366 412) y posibles proteinas de membrana (Pmp); antigenos de Streptococcus spp,
incluyendo S. pneumoniae (PsaA, PspA, estreptolisina, proteinas de uniéon a colina, el
antigeno proteico neumolisina, y derivados detoxificados mutantes de los mismos); antigenos
derivados de Haemophilus spp., incluyendo H. influenzae tipo B (por ejemplo PRP y
conjugados del mismo); antigenos de H. influenzae no clasificable (tales como OMP26,
adhesinas de alto peso molecular, P5, P6, proteina D vy lipoproteina D, y fimbrina y peptidos

derivados de fimbrina, o variantes de multiples copias o las proteinas de fusién de las mismas).

Antigenos fungicos adecuados como primer polipéptido de interés incluyen, pero no se limitan
a, por ejemplo, componentes de antigeno fungico de Candida; antigenos fungicos de
Histoplasma tales como proteina de choque térmico 60 (HSP60) y otros componentes de
antigeno fungico de Histoplasma; de Pneumocystis spp., incluyendo P. carinii; antigenos
fungicos de criptococos tales como polisacaridos capsulares y otros componentes de antigeno
fungico de criptococos; antigenos fungicos de coccidios tales como antigenos de esférula y
otros componentes de antigeno fungico de coccidios; antigenos de Candida spp., incluyendo
C. albicans; de Cryptococcus spp., incluyendo C. neoformans; y antigenos fungicos de Tinea

tales como tricofitina y otros componentes de antigeno fungico de coccidios.

Antigenos protozoarios adecuados como primer polipéptido de interés incluyen, pero no se
limitan a, antigenos de Plasmodium spp., como P. falciparum y antigenos derivados de
Plasmodium falciparum (tales como RTS.S, TRAP, MSP1, AMA1, MSP3, EBA, GLURP,
RAP1, RAP2, secuestrina, PfEMP1, Pf332, LSA1, LSA3, STARP, SALSA, PfEXP1, Pfs25,
Pfs28, PFS27/25, Pfs16, Pfs48/45, Pfs230 y sus analogos en Plasmodium spp.); asi como
antigenos de superficie de merozoitos, antigenos de superficie de esporozoitos, antigenos de

circumsporozoitos, antigenos de superficie de gametocitos/gametos, antigeno de estadio en
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sangre pf, 55/RESA y otros componentes de antigenos de plasmoides; antigenos de
Toxoplasma tales como SAG-I, p30 y otros componentes de antigeno de Toxoplasma;
antigenos de esquistosoma tales como glutatién-S-transferasa, paramiosina y otros
componentes de antigeno de esquistosoma; el antigeno de Trichomonas spp., incluyendo T.
vaginalis; antigenos de Entamoeba spp., incluyendo E. histolytica; Babesia spp., incluyendo
B. microti; el antigeno de Leishmannia y otros antigenos de Leishmania tales como gp63,
lipofosfoglicano y su proteina asociada y otros componentes de antigeno de Leishmania;
antigenos de Giardia spp., incluyendo G. lamblia; y antigenos de Trypanosoma cruzi tales
como el antigeno de 75-77 kDa, el antigeno de 56 kDa y otros componentes de antigeno de

Trypanosoma.

Alérgenos o antigenos medioambientales adecuados como primer polipéptido de interés
incluyen, pero no se limitan a un antigeno derivado de alérgenos que se producen de manera
natural tales como alérgenos del polen (alérgenos del polen de arboles, hierba, maleza y
césped), alérgenos de insectos (alérgenos inhalables, de la saliva y del veneno), alérgenos
de la caspa y el pelo de animales, y alérgenos de la comida. Alérgenos del polen importantes
de arboles, césped y hierbas se originan a partir de érdenes taxonémicos de Fagales, Oleales,
Pinales y Platanaceae incluyendo entre otros abedul (Betula), aliso (Alnus), avellano
(Corylus), carpe (Carpinus) y olivo (Olea), cedro (Cryptomeria y Juniperus), platano
(Platanus), el orden de Poales incluyendo entre otros céspedes de los géneros Lolium,
Phleum, Poa, Cynodon, Dactylis, Holcus, Phalaris, Secale y Sorghum, los érdenes de
Asterales y Urticales incluyendo entre otros hierbas de los géneros Ambrosia, Artemisia y
Parietaria. Otros antigenos alergénicos que pueden utilizarse incluyen alérgenos de acaros
del polvo doméstico de los géneros Dermatophagoides y Euroglyphus, &caros de
almacenamiento por ejemplo Lepidoglyphys, Glycyphagus y Tyrophagus, los de cucarachas,
mosquillas y pulgas por ejemplo Blatella, Periplaneta, Chironomus y Ctenocepphalides, los de
mamiferos tales como gato, perro y caballo, pajaros, alérgenos de veneno incluyendo los que
se originan de picaduras o mordeduras de insectos tales como los del orden taxonémico de
Hymenoptera incluyendo abejas (superfamilia Apidae), avispas y hormigas (superfamilia
Formicoidae). Todavia otros antigenos alergénicos que pueden utilizarse incluyen alérgenos

por inhalacion de hongos tales como de los géneros Alternaria y Cladosporium.

Antigenos tumorales adecuados como primer polipéptido de interés incluyen, pero no se
limitan a MAGE, MART-1/Melan-A, gp100, dipeptidil peptidasa IV (DPPIV), proteina de union
a adenosina desaminasa (ADAbp), ciclofilina b, antigeno asociado colorrectal (CRC)-0017-

1A/GAT733, antigeno carcinoembrionario (CEA) y sus epitopos antigénicos CAP-1 y CAP-2,
25



10

15

20

25

30

35

ES2980877 B2

etv6, aml1, antigeno especifico de la préstata (PSA) y sus epitopos antigénicos PSA-1, PSA-
2, y PSA-3, antigeno de membrana especifico de la préstata (PSMA), receptor de células
T/cadena CD3-¢, familia MAGE de antigenos tumorales (por ejemplo, MAGE-A1, MAGE-A2,
MAGE-A3, MAGE-A4, MAGE-A5, MAGE-A6, MAGE-A7, MAGE-A8, MAGE-A9, MAGE-A10,
MAGE-A11, MAGE-A12, MAGE-Xp2 (MAGE-B2), MAGE-Xp3 (MAGE-B3), MAGE-Xp4
(MAGE-B4), MAGE-C1, MAGE-C2, MAGE-C3, MAGE-C4, MAGE-C5), familia GAGE de
antigenos tumorales (por ejemplo, GAGE-1, GAGE-2, GAGE-3, GAGE-4, GAGE-5, GAGE-6,
GAGE-7, GAGE-8, GAGE-9), BAGE, RAGE, LAGE-1, NAG, GnT-V, MUM-1, CDK4,
tirosinasa, p53, familia MUC, HERZ2/neu, p2Iras, RCAS1, a-fetoproteina, E-cadherina, -
catenina, 13-catenina, y-catenina, pl20ctn, gp100Pme1117, PRAME, NY-ESO-1, cdc27,
proteina de poliposis adenomatosa del colon (APC), fodrina, Conexina 37, idiotipo Ig, p15,
gp75, gangliésidos GM2 y GD2, productos virales tales como proteinas del virus del papiloma
humano, familia Smad de antigenos tumorales, Imp-1, P1A, antigeno nuclear codificado por
EBV (EBNA)-1, glucégeno fosforilasa del cerebro, SSX-1, SSX-2 (HOM-MEL-40), SSX-3,
SSX-4, SSX-5, SCP-1y CT-7, y c-erbB-2, leucemia linfoblastica aguda (etv6, amll, ciclofilina
b), linfoma de células B (idiotipo Ig), glioma (E-cadherina, a-catenina, 13-catenina, 7-catenina,
p120ctn), cancer de vejiga (p2lras), cancer biliar (p2lras), cancer de mama (familia MUC,
HER2/neu, c-erbB-2), carcinoma de cuello uterino (p53, p2lras), carcinoma de colon (p2lras,
HER2/neu, c-erbB-2, familia MUC), cancer colorrectal (antigeno asociado colorrectal (CRC)-
0017-1A/GA733, APC), coriocarcinoma (CEA), cancer de células epiteliales (ciclofilina b),
cancer gastrico (HER2/neu, c-erbB-2, glucoproteina ga733), cancer hepatocelular, linfoma de
Hodgkins (Imp-1, EBNA-1), cancer de pulmén (CEA, MAGE-3, NY-ESO-1), leucemia derivada
de células linfoides (ciclofilina b), melanoma (proteina p15, gp75, antigeno oncofetal,
gangliésidos GM2 y GD2, Melan-A/MART-1, cdc27, MAGE-3, pZ2Iras, gp100Pme1117),
mieloma (familia MUC, p2lras), carcinoma de pulmén de células no pequenas (HER2/neu, c-
erbB-2), cancer nasofaringeo (Imp-1, EBNA-1), cancer de ovarios (familia MUC, HER2/neu,
c-erbB-2), cancer de prostata (antigeno especifico de la prostata (PSA) y sus epitopos
antigénicos PSA-1, PSA-2 y PSA-3, PSMA, HER2/neu, c-erbB-2, glucoproteina ga733),
cancer renal (HER2/neu, c-erbB-2), canceres de células escamosas del cuello uterino y del
eso6fago (productos virales tales como proteinas del virus del papiloma humano), cancer de

testiculos (NY-ES0-1) y leucemia de células T (epitopos del VLTH-1).

La proteina de fusidon de la invencion tiene la capacidad de formar nanoesferas y/o
microesferas cuando se expresa en una célula, independientemente, de tener un componente
de interés unido a la secuencia de reconocimiento de una sortasa. Asi, la presente invencién

también contempla la formacion de nanoesferas y/o microesferas por la proteina de fusién de
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la invencion en donde dichas proteinas no comprenden un componente de interés unido a la
secuencia de reconocimiento de una sortasa, y la posterior modificacion de dichas
nanoesferas y/o microesferas a través de la adicion de un componente de interés a la

secuencia de reconocimiento de una sortasa.

Asi, en una realizacién particular de la nanoesfera/microesfera de la invencion, la proteina de
fusion de la invencion comprende ademas un componente de interés unido covalentemente a
la parte residual del motivo de reconocimiento de una sortasa generada después de una

reaccion mediada por sortasa.

Como es obvio para el experto en la técnica, la modificacion de la nanoesfera o microesfera
por la sortasa produce un intermediario en donde la proteina de fusion de la invencion que
forma la nanoesfera o microesfera esta modificada por escisién del motivo de reconocimiento
de la sortasa. Asi, en una realizacion particular, la nanoesfera/microesfera de la invencién es
modificada por la accion de una sortasa que reconoce el motivo de reconocimiento de la
sortasa y escinde dicho motivo de reconocimiento. En otra realizacion particular, la
nanoesfera/microesfera de la invencion es modificada por la accion de una sortasa que
reconoce el motivo de reconocimiento de la sortasa y escinde dicho motivo de
reconocimientode la sortasa, en donde el motivo de reconocimiento de la sortasa es la
secuencia de aminoacidos LPXTG (SEQ ID NO: 22), en donde X es cualquier aminoacido, y

en donde la sortasa escinde entre el T y G del motivo de reconocimiento de la sortasa.

En otra realizacion particular de la nanoesfera/microesfera de la invencion, el componente de
interés se selecciona del grupo que consiste en:

- Ligandos de receptor de tipo Toll (TLR de “Toll-Like Receptors”);

- Monofosforil lipido A (MPL A);

- oligonucleétidos seleccionados de islas CpG y acido polinosinico:policidilico
(poly(l:C) — numero CAS: 24939-03-5);

- saponina;

- moléculas lipidicas;

- moléculas de recubrimiento seleccionadas de un grupo que consiste en:
poligliceroles,  polietilenglicol,  quitosanos, poli(oxazolinas) (POX),
poli(hidroxipropil metacrilato) (PHPMA), poli(2-hidroxietil metacrilato)
(PHEMA), poli(N-(2-hidroxipropil) metacrilamide) (HPMA), poli(vinilpirrolidona)
(PVP), poli(N,N-dimetil acrilamida) (PDMA) y poli(N-acriloilmorfolina) (PAcM);

- oligosacaridos;
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- anticuerpos;

- nanoanticuerpos;

- dfitinas;

- antigeno viral,

- antigeno bacteriano;

- antigeno fungico;

- alérgeno;

- antigeno medioambiental; y

- un antigeno tumoral.

El término “ligandos de Receptor de tipo Toll” o “TLR” del acrénimo ingles “receptor like toll
tal como se usa en la presente invencion hace referencia a moléculas que tiene la capacidad
de union con una proteina de la familia de proteinas de receptor de tipo Toll. Los TLR
constituyen una familia de proteinas que forman parte del sistema inmunitario innato. Estos
receptores son transmembranosos y reconocen patrones moleculares expresados por un

amplio espectro de agentes infecciosos, y estimulan una variedad de respuestas inflamatorias.

El término “Monofosforil lipido A” o el acrénimo “MPL A” referente al nombre en inglés, tal
como se usa aqui hace referencia a una molécula derivada de lipopolisacarido (LPS), o
endotoxina, que é altamente inmunoestimulador y con baja toxicidad por lo que se utiliza como

adyuvante de vacunas.

El término “oligonucledtidos” tal como se usa aqui, hace referencia a una secuencia de ADN
0 ARN, de cadena simple o dupla, con cincuenta pares de bases o menos, en donde las bases
son naturales, adenina, citosina, guanina, timina y uracilo, o sintéticas, y en donde el
oligonucledtido puede contener modificaciones, tales como, sin limitacion, metilacion (ejemplo

5-metil-citosina), fosforilacion, glicosilacion, oxidacién, etc.

El término “saponina” tal como se usa en la presente invencion hace referencia a glucésidos
de esteroides o de triterpenoides, llamadas asi por sus propiedades semejantes a las del
jabén: cada molécula esta constituida por un elemento soluble en lipidos (el esteroide o el
triterpenoide) y un elemento soluble en agua (el azucar), y forman una espuma cuando se las
agita en agua. Las saponinas son toxicas, y se cree que su toxicidad proviene de su habilidad
para formar complejos con esteroles, por lo que podrian interferir en la asimilacion de estos
por el sistema digestivo, o romper las membranas de las células tras ser absorbidas hacia la

corriente sanguinea.
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El término “moléculas lipidicas” tal como se usa en la presente descripcién hace referencia a
sustancias grasas insolubles en agua que incluyen grasas, aceites, ceras y compuestos

relacionados.

La expresion “moléculas de recubrimiento” tal como se usa en la presente invencion hace
referencia a cualquier componente quimico que se puede utilizar para el revestimiento de las

nanoesferas/microesferas.

El término “oligosacaridos” en el presente contexto hace referencia a moléculas constituidas
por la unién covalente de 2 a 10 monosacaridos ciclicos, de 3 en adelante pueden ser lineales
o ramificados mediante enlaces de tipo glucosidicos, enlace covalente que se establece entre

grupos alcohol de dos monosacaridos, con desprendimiento de una molécula de agua.

El término "anticuerpo” (Ab) en el contexto de la presente invencion se refiere a una molécula
de inmunoglobulina, un fragmento de una molécula de inmunoglobulina o un derivado de
cualquiera de ellos, que tiene la capacidad de unirse especificamente a un antigeno en
condiciones fisiologicas tipicas. Las regiones variables de las cadenas pesada y ligera de la
molécula de inmunoglobulina contienen un dominio de unién que interactia con un antigeno.
Las regiones constantes de los anticuerpos (Abs) pueden mediar la union de la
inmunoglobulina a tejidos o factores del huésped, incluidas diversas células del sistema
inmunitario. También debe entenderse que el término anticuerpo, a menos que se especifique
lo contrario, también incluye anticuerpos policlonales, anticuerpos monoclonales (mAbs),
polipéptidos similares a anticuerpos, como anticuerpos quiméricos y anticuerpos
humanizados, y fragmentos de anticuerpos que conservan la capacidad de unirse
especificamente al antigeno (fragmentos de unién a antigeno) proporcionados por cualquier

técnica conocida.

El término “nanoanticuerpos”, también llamados nanobodies, anticuerpos de dominio simple
o0 anticuerpos VHH, en el contexto de la presente invencién son un tipo de anticuerpos
derivados de camélidos, siendo mucho mas pequefios que los habituales, que son gigantes
para los estandares moleculares, ya que cada uno de ellos es un conglomerado de dos
cadenas pesadas y dos ligeras, plegados de manera intrincada y ligados a azucares
complejos, mientras que los nanoanticuerpos son proteinas relativamente sencillas con un
tamafo aproximado de un décimo del tamafo del correspondiente en los humanos y de

apenas unos nanometros de longitud.
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El término “afitina” tal como se usa en la presente invencidon hace referencia a proteinas

artificiales con la capacidad de unirse selectivamente a antigenos.

Las nanoesferas/microesferas de la invencién pueden tener variadas utilidades, tales como,
sin cualquier limitacién, vehiculos de entrega de medicamentos, vehiculos para la expresion
y purificacion de proteinas, agentes immunogénicos, etc. Esto es posible debido a las variadas
posibilidades de modificacién y alteraciones que se presentan tanto en la proteina de fusién

como en las nanoesferas y microesferas.

En una realizacion particular el componente de interés comprende ademas una secuencia de
reconocimiento por proteasas localizada en la region C-terminal del motivo aceptador de
sortasa que caracteriza el componente de interés. Secuencias de reconocimiento de
proteasas se han definido anteriormente y dichas definiciones y realizaciones particulares son

igualmente validas para la presente realizacion.

En una realizacion particular el componente de interés comprende ademas un péptido senal
de la via secretora localizado en la region C-terminal del motivo aceptador de sortasa que
caracteriza el componente de interés. Péptidos sefial de la via secretora se han definido
anteriormente y dichas definiciones y realizaciones particulares son igualmente validas para

la presente realizacion.

En una realizacién particular el componente de interés comprende ademas una etiqueta para
facilitar su purificacién localizada en la region C-terminal del motivo aceptador de sortasa que
caracteriza el componente de interés. Etiquetas para facilitar la purificacion se han definido
anteriormente y dichas definiciones y realizaciones particulares son igualmente validas para

la presente realizacion.

En una realizacién particular de las nanoesferas y/o microesferas el primer polipéptido de
interés, el componente de interés, y/o el segundo polipéptido de interés es la proteina glucosa-

6-fosfatasa 2 (IGRP) o una variante funcionalmente equivalente.

El término “glucosa-6-fosfatasa 2” o “IGRP” o “proteina relacionada con la subunidad catalitica
de glucosa-6-fosfatasa especifica de islotes”, tal y como aqui se utiliza, se refiere a una
proteina capaz de hidrolizar glucosa-6-fosfato para dar glucosa y fosfato. Es una proteina

transmembrana que se expresa en pancreas y en menor medida en los testiculos. En
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humanos esta codificada por el gen G6PC2. La proteina IGRP puede ser de cualquier origen,
por ejemplo humano, bovino, murino, equino, canino, etc. En una realizacion particular, la
proteina IGRP es la proteina humana identificada por el nimero de acceso Q9NQR9 en la
base de datos de UniprotKB (Version de la entrada 147, 14 diciembre 2022, version de la
secuencia 1, 1 de octubre de 2000). En humanos existen tres isoformas de la proteina,
identificadas por los siguientes numeros de acceso de UniprotKB:

- Isoforma 1, considerada como la secuencia canodnica, tiene una longitud de 355

aminoacidos: QINQR9-1.
- Isoforma 2, con una longitud de 102 aminoacidos: Q9NQR9-2.

- Isoforma 3, con una longitud de 154 aminoacidos: QO9NQR9-3.

En otra realizacién particular, la proteina IGRP es la proteina de ratén identificada por el
numero de acceso Q92186 en la base de datos de UniprotKB (Version de la entrada 145, 14
de diciembre de 2022; version de la secuencia 1, 1 de mayo de 1999). En ratdn existen dos
isoformas de la proteina, identificadas por los siguientes niumeros de acceso de UniprotKB:
- Isoforma 1, considerada la secuencia candnica, con una longitud de 355 aminoacidos:
Q92186-1.

- Isoforma 2, con una longitud de 154 aminoacidos: Q9Z186-2.

Estas isoformas asi como cualquier otra isoforma de la proteina IGRP de cualquier origen se

consideran incluidas dentro del término “IGRP” de acuerdo con la presente invencion.

En otra realizacion particular, la proteina IGRP es la proteina de rata codificada por el gen
identificado por el numero de acceso Gene ID 681817 en la base de datos de NCBI Genbank
(version del 24 de abril 2022).

El término “variante funcionalmente equivalente”, tal y como aqui se utiliza, en referencia a la
proteina IGRP, se refiere a cualquier péptido o proteina que resulta de la delecién, insercién,
adicién o sustitucidn de uno o mas residuos de aminoacidos con respecto a la secuencia de

la que deriva y que conserva la funcion de dicha secuencia.

En una realizacién particular, la variante funcionalmente equivalente tiene una identidad de
secuencia de al menos un 60%, al menos un 65%, al menos un 70%, al menos un 75%, al
menos un 80%, al menos un 85%, al menos un 90%, al menos un 91%, al menos un 92%, al
menos un 93%, al menos un 94%, al menos un 95%, al menos un 96%, al menos un 97%, al

menos un 98% o al menos un 99% en toda su longitud con la secuencia de la proteina IGRP.
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Como es obvio para el experto en el arte, no hay ninguna limitacién en la composicion de las
nanoesferas/microesferas con relacién a que puedan incluir uno o mas del primer polipéptido

de interés, el componente de interés, y el segundo polipéptido de interés.

Asi en una realizacion particular las nanoesferas y/o microesferas de la invencion comprenden
el polipéptido de interés y/o el componente de interés. En otra realizacion particular el

polipéptido de interés es idéntico o distinto al componente de interés.

Asimismo, en una realizacion particular de las nanoesferas y/o microesferas de la invencion

las nanoesferas/microesferas de la invencién son bivalentes o trivalentes.

El término “nanoesferas/microesferas bivalentes” tal como se usa en la presente descripcion
hace referencia a que las nanoesferas y/o microesferas comprenden al menos dos
compuestos/moléculas/proteinas distintos de entre el primer polipéptido de interés, el
componente de interés, y el segundo polipéptido de interés. De igual modo, el término
“nanoesferas/microesferas trivalentes” tal como se usa en la presente descripcidon hace
referencia a que las nanoesferas y/o microesferas comprenden al menos tres
compuestos/moléculas/proteinas distintos de entre el primer polipéptido de interés, el

componente de interés, y el segundo polipéptido de interés.

Polinucleétidos, vectores y célula huésped de la invencion

Todas las definiciones y realizaciones particulares anteriormente descritas en relacion con
otros aspectos de la presente invencidn son igualmente aplicables a los presentes aspectos

y sus realizaciones particulares.

La proteina de fusion de la invencién puede ser codificada por un polinucleétido. Asi, otro
aspecto de la presente invencion hace referencia a un polinucleétido que codifica una proteina

de fusion de la invencion, de ahora en adelante el polinucleétido de la invencion.

El término “polinucledtido”, segun se usa en la presente invencion, se refiere a un polimero
formado por un numero variable de monémeros en donde los monémeros son nucleétidos,
incluyendo tanto ribonucleétidos como desoxirribonucledtidos. Los polinucledtidos incluyen

mondmeros modificados mediante metilacion asi como formas no modificadas. Los términos
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"A

"polinuclestido” y "acido nucleico” se usan indistintamente en la presente invencion e incluyen

mMRNA, cDNA y polinucleétidos recombinantes.

Dicho polinucledtido puede ser parte de una casete de expresion, la cual se usa para, sin
limitarse, expresar dicho polinucledtido en una célula. Asi, otro aspecto de la presente
invencion se refiere a un casete de expresion que comprende un polinucledtido segun la

invencion, de ahora en adelante el casete de la invencion.

El término “casete de expresién”, tal y como aqui se utiliza, se refiere a un polinucléotido que
comprende un gen y un promotor adecuado para controlar ese gen. El casete de expresion
puede opcionalmente incluir otras secuencias, por ejemplo, sefales de terminacién de la
transcripcion. La eleccidn de un promotor y otro/s elemento/s regulatorios generalmente varia
en funcién de la célula huésped utilizada. Promotores adecuados en el contexto de la presente
invencién incluyen promotores constitutivos que promueven la expresion de las secuencias
asociadas a ellas de forma constante y promotores inducibles, que requieren de un estimulo

externo para promover la transcripcion de las secuencias asociadas a ellos.

Promotores utiles para la realizacion de la presente invencion incluyen:

- Promotores constitutivos como por ejemplo, el promotor de la alcohol deshidrogenasa
(ADH1), el promotor del factor de elongacion 1 alfa (TEF) y el promotor del gen que
codifica la triosa fosfato isomerasa (TPI), el promotor de la gliceraldehido 3-fosfato
deshidrogenasa (GPD) y el promotor de la 3-fosfoglicerato quinasa (GPK), el promotor
MRP7.

- Promotores inducibles como por ejemplo el promotor de la metalotioneina (CUP1)
cuya expresion se regula mediante adicién de cobre al medio de cultivo, el promotor
del gen que codifica el gen FUS1 0 el gen FUS2, cuya expresion se activa en presencia
de feromonas (el factor a), el promotor TET cuya expresion se regula en presencia de
tetraciclinas, los promotores GAL1-10, GALL, GALS que se activan en presencia de
galactosa, el promotor VP16-ER, inducible por estrégenos, el promotor de la fosfatasa
(PHO5) cuya expresién se activa en presencia de fosfato y el promotor de la proteina

de choque térmico HSP150, cuya expresién se activa a elevada temperatura.

En una realizacion particular de la casete de expresion de la invencion, la casete comprende
un primer y un segundo polinucleétido, en donde el segundo polinucleotido codifica para una
segunda proteina de fusién. En otra realizacién particular el polinucleétido de la invencién o

la casete de expresion de la invencion estan unidos operativamente a un primer promotor y el
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segundo polinucledtido esta unido operativamente a un segundo promotor. En otra realizacion

particular el primer y el segundo promotor son el mismo promotor o son distintos promotores.

En una realizacién particular, cuando la célula en la que se va a expresar el polinucleétido de
la invencién es una bacteria, dicho promotor es el sistema promotor beta-lactamasa y lactosa,
el promotor T7 ARN polimerasa, el promotor lambda, el promotor trp o el promotor tac. En una
realizacién mas particular de la invencion, dicho promotor es un promotor inducible. En otra
realizacién mas particular, dicho promotor es un promotor inducible por isopropil-3-D-1-
tiogalactopiranésido (IPTG). En una realizacion aun mas particular, el promotor inducible por

IPTG es el promotor T7 ARN polimerasa.

En otro aspecto, la invencion se relaciona con un vector que comprende el polinucledtido o el

casete de expresion de la invencidn, de ahora en adelante el vector de la invencion.

El término "vector", como se usa en el presente documento, se refiere a una secuencia de
acido nucleico que comprende las secuencias necesarias para que después de transcribir y
traducir dichas secuencias en una célula se genere la proteina de fusién de la invencién. Dicha
secuencia estd unida operativamente a segmentos adicionales que proporcionan su
replicaciéon autébnoma en una célula huésped de interés. Preferiblemente, el vector es un
vector de expresion, que se define como un vector, que ademas de las regiones de la
replicacién auténoma en una célula hospedadora, contiene regiones operativamente ligadas
al polinucledtido de la invencion y que son capaces de potenciar la expresion de los productos
del polinucledtido segun la invencion. Los vectores de la invencién se pueden obtener por
medio de técnicas ampliamente conocidas en la técnica. En una realizacion particular de la
invencién el vector de la invencidn es un vector de expresion en bacterias. En otra realizacion
particular de la invencién, cuando el organismo es procariota, tal como una bacteria, vectores
adecuados segun la invencién son, por ejemplo, los vectores pUC18, pUC19, pUC118,
pUC119, Bluescript y sus derivados, mp18, mp19, pBR322, pMB9, ColEl, pCRI, RP4, pNH8A,
pNH16a, pNH18a. En una realizacién particular de la invencion, cuando dicha bacteria es E.
coli, dicho vector es el plasmido pET, en particular, el plasmido pET Duet-1. Dicho plasmido
comprende dos sitios de clonaje multiple (MSC, del inglés “multiple cloning sites”) diferentes.
Los genes clonados en dicho plasmido se transcriben bajo el control del promotor del
bacteriéfago T7, cuando se activa la T7 ARN polimerasa en la célula huésped. La expresion
se induce con IPTG (isopropil-B-D-tiogalactopirandsido), el cual retira al represor del operador

para que se lleve a cabo la transcripcion y se promueva la expresion de la proteina de interés.
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En una realizacién particular, el vector de la invencion comprende ademas un segundo

polinucléotido que codifica un polipéptido seleccionado del grupo que consiste en:

- un polipéptido que comprende los aminoacidos 477-542 (SEQ ID NO: 25) de la proteina
muNS del Orthoreovirus aviar,

- un polipéptido que comprende los aminoacidos 561-622 (SEQ ID NO: 26) de la proteina
muNS del Orthoreovirus de mamifero,

- una variante funcionalmente equivalente de cualquiera de las anteriores que mantiene la

capacidad de incorporarse en nanoesferas y microesferas.

Los distintos polinucledtidos que codifican los distintos componentes de la invencién pueden
ser expresados a partir de distintos vectores. Asi, otro aspecto de la invencion se relaciona
con una composicion de vectores, de ahora en adelante la composicion de vectores de la
invencién, que comprende el vector de la invencidén y un segundo vector que comprende un
segundo polinucleétido que codifica un polipéptido seleccionado del grupo que consiste en:
- un polipéptido que comprende la secuencia 477-542 (SEQ ID NO: 25) de la proteina
mMuNS del Orthoreovirus aviar,
- un polipéptido que comprende la secuencia 561-622 (SEQ ID NO: 26) de la proteina
mMuNS del Orthoreovirus de mamifero,
- una variante funcionalmente equivalente de cualquiera de las anteriores que mantiene

la capacidad de incorporarse a nanoesferas.

Tal como en el caso de uno solo vector, los polinucleétidos en la composicidén de vectores
también pueden estar unidos operacionalmente a promotores. En una realizacion particular
de la composicion de vectores de la invencién, el polinucleétido de la invencién o la casete de
expresion de la invencién estan unidos operativamente a un primer promotor y el segundo
polinucleétido esta unido operativamente a un segundo promotor. En otra realizacion
particular el primer y el segundo promotor son el mismo promotor o son distintos promotores.
En una realizacion particular de la invencion los vectores de la composicion de vectores de la
invencion son vectores de expresion en bacterias. Tal como sera obvio para el experto en la
técnica, los ejemplos, definiciones y realizaciones particulares descritos para el vector de la

invencién son igualmente validos para los vectores de la composicién de vectores.

El polinucleétido de la invencién, la casete de expresion, el vector o la composicidén de
vectores de la invencién pueden estar comprendidos en una célula huésped. Otro aspecto de

la presente invencién se refiere a una célula que comprende una proteina de fusién de la
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invencién, un polinucledtido de la invencién, un casete de expresion de la invencion, vector o

composicion de vectores de la invencion, de ahora en adelante la célula de la invencion.

La célula de la invencion puede ser cualquier célula procariota o cualquier célula eucariota.
En la presente invencién puede usarse practicamente cualquier tipo celular. Cualquier célula
huésped que pueda ser transformada con el polinucleétido de la invencion, o que pueda ser
transformada, transfectada o infectada por un vector recombinante que contenga el
polinucleétido de la invencion, por ejemplo células animales (tal como células de mamifero,
células de aves, células de insecto, etc.), células de plantas, levaduras, bacterias etc. Las
células de la invencion pueden obtenerse mediante procedimientos convencionales conocidos

por expertos en la materia.

Métodos de la invencion

Todas las definiciones y realizaciones particulares anteriormente descritas en relacion con
otros aspectos de la presente invencién son igualmente aplicables a los presentes aspectos

y sus realizaciones particulares.

Otro aspecto de la presente invencién se relaciona con un método para producir una proteina

de fusion de la invencion, de ahora en adelante el método | de la invencién, que comprende:

(a) expresar en una célula un primer polinucleétido que codifica dicha proteina de fusion,

(b) someter dicha célula a condiciones adecuadas para la formacién de nanoesferas y/o
microesferas, y

(c) concentrar las nanoesferas y/o microesferas.

La primera etapa del método para producir la proteina de fusién de la invencién comprende

expresar en una célula un primer polinucleétido que codifica dicha proteina de fusion.

Para expresar el primer polinucléotido en una célula es necesario, como sabe el experto en la
materia, introducir en la célula el polinucleétido, por ejemplo, mediante la transformacion de
dicha célula con un vector que comprende el polinucléotido. En el caso de que el polinucleétido
esté operativamente unido a un promotor inducible, para expresar dicho polinucleétido sera
necesario poner en contacto la célula con el inductor. En el caso particular de que el promotor
sea inducible por IPTG, en el caso de células bacterianas, para la expresion del polinucleétido
se anade IPTG al cultivo bacteriano durante el tiempo necesario hasta conseguir la expresion

del polinucleétido, por ejemplo al menos 30 minutos, al menos 1 hora, al menos 2 horas, al
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menos 3 horas, al menos 4 horas, al menos 5 horas, al menos 6 horas, al menos 12 horas, al
menos 18 horas, al menos 24 horas, al menos 48 horas, al menos 72 horas o mas.
Preferiblemente, la induccion con IPTG se hace durante un periodo de tiempo aproximado de
3 horas. En una realizacion particular, durante la induccién se incuban las células a una
temperatura de entre 18 y 37°C, preferiblemente entre 25 y 37°C, mas preferiblemente 37°C.
En una realizacion particular, cuando el tiempo de induccién es de mas de 24 horas, durante
la induccion se incuban las células a una temperatura de entre 18 y 25°C. Una vez finalizada

la induccion, las bacterias se recogen por centrifugacion.

La segunda etapa del método de produccién de la proteina de fusidén de la invencion consiste
en someter a las células a condiciones adecuadas para la formacion de nanoesferas y/o

microesferas.

Las condiciones adecuadas para la formacién de nanoesferas y/o microesferas pueden ser
determinadas por el experto en la materia para cada tipo celular. Métodos adecuados para
detectar la formacion de nanoesferas y/o microesferas incluyen, pero no se limitan al método
descrito en el Ejemplo 1 de la solicitud de patente WO 2011/098652, en donde se detecta la
formacion de nanoesferas/microesferas (inclusiones) mediante microscopia por
inmunofluorescencia indirecta empleando anticuerpos policlonales frente a muNS. En una
realizacion particular, las condiciones adecuadas para la formacion de nanoesferas y/o
microesferas comprenden incubar las células que expresan el primer polinucleétido durante
un periodo de tiempo de al menos 30 minutos, al menos 1 hora, al menos 2 horas, al menos
3 horas, al menos 4 horas, al menos 5 horas, al menos 6 horas, al menos 12 horas, al menos

18 horas, al menos 24 horas, y a una temperatura de entre 25 y 37°C, preferiblemente 37°C.

En una realizacién particular del método | de la invencion, la célula es una célula bacteriana
0 una célula eucariota, en donde si es una célula bacteriana se forman nanoesferas en el paso

(b) y si es una célula eucariota se forman microesferas en el paso (b).

La primera y la segunda etapa del método para producir la proteina de fusion de la invencion
se pueden llevar a cabo de forma simultdnea o bien de forma secuencial, de modo que primero
se lleva cabo la expresién del primer polinucleétido y a continuacion se someten las células a
condiciones adecuadas para la formacién de nanoesferas y/o microesferas. En una
realizacién particular, la primera y segunda etapa se llevan a cabo de forma simultanea,
puesto que las condiciones a las que se someten las células para la expresion del primer y

segundo polinucleétido son adecuadas para la formacién de microesferas. En una realizacion
37



10

15

20

25

30

35

ES2980877 B2

mas particular, dichas condiciones comprenden incubar las células en presencia del inductor,
preferiblemente IPTG, durante un periodo de tiempo de al menos 30 minutos, al menos 1 hora,
al menos 2 horas, al menos 3 horas, al menos 4 horas, al menos 5 horas, al menos 6 horas,
al menos 12 horas, al menos 18 horas, al menos 24 horas, y a una temperatura de entre 25 y
37°C, preferiblemente 37°C.

La tercera etapa del método | consiste en concentrar las nanoesferas y/o microesferas. Para
concentrar las nanoesferas/microesferas es necesario lisar las células en las que se han
formado las nanoesferas/microesferas mediante cualquier método, como la incubacién con
un tampodn de lisis o la sonicacion, entre otros. Posteriormente, las nanoesferas/microesferas
se pueden sedimentar mediante centrifugacion, preferiblemente a una velocidad de
aproximadamente 2700g. En una realizacion particular, una vez lisadas las células las
nanoesferas/microesferas se lavan con un tampén que comprende un cation divalente. El
término “catidon divalente”, segun se usa en la presente invencion, se refiere a un ion cargado
positivamente de cualquier metal de la tabla peridédica que tenga una valencia de 2. Cationes
divalentes adecuados para su uso en la presente invencién incluyen, sin limitacién, los
cationes divalentes de Mg, Cd, Ca, Co, Cu, Fe, Mn, Ni, Sry Zn. En una forma preferida de
realizacion, el cation divalente es Mg2+. Concentraciones adecuadas de cation divalente para
inducir la formacion de agregados de la proteina muNS son, por ejemplo, al menos 0,5 mM,
al menos 0,8 mM, al menos 1 mM, al menos 5 mM, al menos 10 mM, al menos 15 mM, al
menos 20 mM o superiores. En una realizacion particular, las nanoesferas y/o microesferas
se lavan con un tampon que comprende Mg?*, por ejemplo MgCl,, preferiblemente a una
concentraciéon de 5 mM. En una realizacion aun mas particular, las nanoesferas y/o
microesferas se concentran siguiendo el protocolo de purificacion que se indica en los

ejemplos del presente documento.

En una realizacion particular, el método | de la invencion comprende ademas purificar la

proteina de fusién separandola de las nanoesferas y/o microesferas.

Con el fin de separar la proteina de fusion de las nanoesferas y/o microesferas es preciso
someterlas a condiciones que conducen a su desintegracion. Asi, en una realizacion
particular, el método | de la invencion comprende ademas purificar la proteina de fusion
separandola de las nanoesferas y/o microesferas, sometiendo para ello a las nanoesferas y/o

microesferas a condiciones que conducen a su desintegracion.
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Las condiciones que conducen a la desintegracion de las nanoesferas y/o microesferas
incluyen, entre otras:
- incubacion de las nanoesferas y/o microesferas con agentes desnaturalizantes, por
ejemplo, urea o hidrocloruro de guanidinio,
- incubacion de las nanoesferas y/o microesferas con detergentes idnicos, por ejemplo
SDS a alta concentracion,
- incubacién con NaCl a concentraciones superiores a 500 mM,
- incubacion con un tampoén que no comprende cationes divalentes, preferiblemente que

no comprende Mg?*.

En una realizacion particular, las condiciones que conducen a la desintegracion de las
nanoesferas y/o microesferas son la incubacién con un tampoén que no comprende cationes

divalentes, preferiblemente que no comprende Mg?*.

En una realizacion particular, una vez desintegradas las nanoesferas y/o microesferas, la
proteina de fusién se puede purificar mediante cualquier método conocido. Dicho método
dependera de la naturaleza del polipéptido de interés y sera conocido por el experto en la
materia. Las técnicas de purificacion de polipéptidos son ampliamente conocidas en la técnica
e incluyen, sin limitaciéon, cromatografia de afinidad, cromatografia de exclusion,

cromatografia de intercambio i6nico, cromatografia de adsorcion, inmunoprecipitacion, etc.

Las nanoesfera/microesfera de la invenciéon ademas de poder ser modificada por una sortasa
e incorporar un componente de interés a la proteina de fusion de la invencion, puede ser
usada como plataforma para la incorporacion de una segunda proteina de fusién que
comprende la region IC de la proteina muNS de Ortoreovirus. Esto permite que la
nanoesfera/microesfera de la invencién se pueda usar para producir proteinas utilizando dicha

segunda proteina de fusion.

Asi, otro aspecto de la presente invencién se relaciona con un método para producir una
proteina, de ahora en adelante el método Il de la invencién, que comprende:

(@) expresar en una célula un primer polinucleétido que codifica una proteina de fusién de
la invencion y un segun polinucleétido que codifica una segunda proteina de fusién
que comprende:

(i) un polipéptido seleccionado del grupo que consiste en:
- un polipéptido que comprende la secuencia 477-542 (SEQ ID NO: 25) de

la proteina muNS del Orthoreovirus aviar,
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- un polipéptido que comprende la secuencia 561-622 (SEQ ID NO: 26) de
la proteina muNS del Orthoreovirus de mamifero,
- una variante funcionalmente equivalente de cualquiera de las anteriores
que mantiene la capacidad de incorporarse a nanoesferas vy/o
microesferas, y
(ii) un segundo polipéptido de interés,
en donde el componente (ii) es la proteina producida;
(b)  someter dicha célula a condiciones adecuadas para la formacién de nanoesferas o
microesferas, y

(c) concentrar las nanoesferas o microesferas.

En una realizacién particular el método Il de la invencién comprende purificar la proteina de

fusion separandola de las nanoesferas o microesferas.

En una realizacién particular el método Il de la invencién el componente (ii) esta fusionado al

extremo amino del componente (i) o al extremo carboxilo del componente (i).

Como comprendera el experto en la materia, podra ser de utilidad la separacion del
componente (ii) del componente (i) en el método Il de la invencion. Una posibilidad para poder
separar dichos componentes es el uso de un péptido cuya secuencia contiene una diana de

corte para una proteasa, permitiendo de esta manera la separacion de los dos componentes.

En una realizacion particular el método Il de la invencion la segunda proteina de fusién

comprende una secuencia de reconocimiento por una proteasa entre sus componentes (i) y

(ii).

El término “proteasa”, o “peptidasas”, tal y como se usa en la presente invencion, se refiere a
enzimas que rompen los enlaces peptidicos de las proteinas, utilizando para eso una molécula
de agua, por lo que se clasifican como hidrolasas. Ejemplos de sitios de corte de proteasas
adecuados para incorporacion en la proteina de fusién de la invencion, sin limitacion, incluyen
enteroquinasa (sitio de corte DDDDK; SEQ ID NO: 5), factor Xa (sitio de corte IEDGR; SEQ
ID NO: 6), trombina (sitio de corte LVPRGS; SEQ ID NO: 7), proteasa TEV (sitio de corte
ENLYFQG; SEQ ID NO: 8), proteasa PreScission (sitio de corte LEVLFQGP; SEQ ID NO: 9),
inteinas y similares. En una realizacion particular la secuencia de reconocimiento por
proteasas es una secuencia de reconocimiento por enteroquinasa o una secuencia de

reconocimiento por factor Xa.
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En una realizacion particular del método Il de la invencion la segunda proteina de fusién
comprende una secuencia de reconocimiento por una proteasa entre sus componentes (i) y
(i), y el método Il de la invencién comprende ademas una etapa de separar la proteina
producida del componente (i) de la segunda proteina de fusion a través de la incubacién de la
segunda proteina con una proteasa en condiciones que conducen a la escisién de la

secuencia de reconocimiento por la proteasa.

En otra realizacion particular, el método Il de la invencién comprende ademas purificar la
proteina de fusién separandola de las nanoesferas y/o microesferas sometiendo a las

nanoesferas y/o microesferas a condiciones que conducen a su desintegracion.

En otra realizacién particular del método Il de la invencion, la célula es una célula bacteriana
0 una célula eucariota, en donde si es una célula bacteriana se forman nanoesferas en el paso

(b) y si es una célula eucariota se forman microesferas en el paso (b).

En otra realizacion particular del método Il de la invencion la proteina es la proteina IGRP.

Otro aspecto de la invencién se relaciona con un método para producir un primer polipéptido
de interés, de ahora en adelante el método Il de la invencién, en donde el método comprende
las siguientes etapas:

(@) producir la proteina de fusion de la invencion por el método | de la invencion, en donde
la proteina de fusion comprende:

- un componente (iii) fusionado al extremo amino del componente (i), en donde el
componente (iii) es el polipéptido de interés y
- una secuencia de reconocimiento por una proteasa entre sus componentes (i) y (iii),

(b) someter a las nanoesferas y/o microesferas a condiciones que conducen a su
desintegracion, produciéndose la separacion de la proteina de fusion y las nanoesferas
o0 microesferas,

(c) poner en contacto el producto resultante de la etapa (b) con una proteasa especifica
para la secuencia de reconocimiento que conecta los componentes (i) y (iii) de la
proteina de fusion bajo condiciones adecuadas para la protedlisis de dicha proteina de
fusién, con la consiguiente separacion de los componentes (i) y (iii) de la proteina de

fusion,
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(d)  someter el producto de la etapa (c) a condiciones adecuadas para la formacién de las
nanoesferas o microesferas y

(e) separar las nanoesferas o microesferas del componente (iii).

En una realizacion particular, la secuencia de reconocimiento por una proteasa que une los
componentes (i) y (iii) de la proteina de fusidon es una secuencia de reconocimiento por
enteroquinasa (sitio de corte DDDDK- SEQ ID NO: 5), factor Xa (sitio de corte IEDGR- SEQ
ID NO: 6), trombina (sitio de corte LVPRGS- SEQ ID NO: 7), proteasa TEV (sitio de corte
ENLYFQG - SEQ ID NO: 8), proteasa PreScission (sitio de corte LEVLFQGP — SEQ ID NO:
9), inteinas o similares. En una realizacion mas particular, la secuencia de reconocimiento por
proteasas es una secuencia de reconocimiento por enteroquinasa o una secuencia de
reconocimiento por factor Xa. En una realizacién aun mas particular, la secuencia de
reconocimiento por proteasas es la secuencia de SEQ ID NO: 5 o la secuencia de SEQ ID
NO: 6.

Las condiciones adecuadas para la protedlisis de la proteina de fusion comprenden poner en
contacto la proteina de fusién con la proteasa especifica para la secuencia de reconocimiento
que conecta los componentes (i) y (iii) de la proteina de fusidon bajo condiciones de pH,
temperatura, etc. que dependeran de la proteasa concreta a utilizar. El experto en la materia

sabe determinar estas condiciones para cada proteasa particular.

Las condiciones adecuadas para la formacion de nanoesferas y/o microesferas incluyen poner
en contacto el producto resultante de la etapa (a) con un tampdn que contiene un cation
divalente, tal y como se ha descrito previamente. En una forma preferida de realizacion, el
cation divalente es Mg?*. Concentraciones adecuadas de cation divalente para inducir la
formacion de agregados de la proteina muNS son, por ejemplo, al menos 0,01 mM, al menos
0,1 mM, al menos 1 mM, al menos 2 mM, al menos 3 mM, al menos 4 mM, al menos 5 mM o
superiores. En una realizacion particular, dichas condiciones comprenden la incubacion con

un tampon que comprende Mg?*, preferiblemente a una concentracion de 5 mM.

De acuerdo al presente método, cuando las nanoesferas y/o microesferas se vuelven a formar
el componente (i) de la proteina de fusion se integra de nuevo en dichas nanoesferas y/o
microesferas, quedando libre el componente (iii) de la proteina de fusion. Por tanto, este es

un método adecuado para la purificacion de proteinas.
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Otro aspecto de la presente invencidn se relaciona con una proteina obtenible segun el

método [, Il o Il de la invencion.

Otro aspecto de la presente invencién se relaciona con un método para producir una
nanoesfera o microesfera de la invencion, de ahora en adelante el método IV de la invencidn,
que comprende las etapas de:

(@)  producir la proteina de fusién por el método | de la invencién, y

(b)  someter dicha célula a condiciones adecuadas para la formacion de nanoesferas o

microesferas.

En una realizacion particular del método IV de la invencion la célula es una célula bacteriana
0 una célula eucariota, en donde si es una célula bacteriana se forman nanoesferas en el paso

(b) y si es una célula eucariota se forman microesferas en el paso (b).

Las condiciones de incubacion de las nanoesferas o microesferas en presencia de una sortasa
son conocidas del experto de la técnica.

En una realizacion particular, el método IV de la invencién comprende ademas la etapa de
incubar las nanoesferas y/o microesferas en presencia de una sortasa que reconoce el motivo
de reconocimiento y un sustrato que comprende un motivo aceptador de sortasa,
obteniéndose una nanoesfera y/o microesfera que comprende el substrato que comprende el

motivo aceptador de sortasa.

En una realizacion particular del método IV de la invencion la sortasa es sortasa A, el motivo
de reconocimiento es la secuencia SEQ ID NO: 22 o SEQ ID NO: 23 y la etiqueta es una

secuencia de poliglicina, preferiblemente la secuencia GGG.

En una realizacién particular del método IV de la invencion la etapa de incubar las nanoesferas
y/o microesferas en presencia de una sortasa se realiza en |la presencia de un exceso de iones
de calcio (Ca?*) y en la ausencia de grupos fosfato (PO4%*). En otra realizacion particular del
método IV de la invencidn, la etapa de incubar las nanoesferas y/o microesferas en presencia
de una sortasa se realiza a un pH de entre 6,5 a 8,5, preferiblemente a un pH de 7,5, a una
temperatura de entre 35°C a 38°C, preferiblemente 37°C, durante 3 horas (h) a 5 h,

preferiblemente 4 h.
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En otra realizacion particular del método IV de la invencién, la etapa de incubar las
nanoesferas y/o microesferas en presencia de una sortasa se realiza en presencia de un

exceso de iones de calcio y la ausencia de grupos fostato a un pH de 7,5 durante 4h.

En otra realizacién particular del método IV de la invencion, la reaccion durante la etapa de
incubar las nanoesferas y/o microesferas en presencia de una sortasa se detiene con la

adicion de un exceso de acido etilendiaminotetraacético (EDTA) (Numero CAS: 60-00-4).
Otra realizacion particular del método IV de la invencion se purifican las nanoesferas o
microesferas entre la etapa (b) y de incubar las nanoesferas y/o microesferas en presencia de

una sortasa.

Composiciones farmacéuticas

Todas las definiciones y realizaciones particulares anteriormente descritas en relacion con
otros aspectos de la presente invencién son igualmente aplicables a los presentes aspectos

y sus realizaciones particulares.

La proteina de fusién de la invencién y la nanoesfera o microesfera de la invencion se pueden

usar para desarrollar composiciones farmacéuticas y en usos terapéuticos.

Asi, otro aspecto de la presente invencion se relaciona con una composicion farmacéutica o
composiciéon inmunogénica, de ahora en adelante la composicion farmacéutica de la invencion
0 la composicion inmunogénica de la invencidn, que comprende la nanoesfera y/o microesfera

de la invencion y un excipiente farmacéuticamente aceptable.

El término "composicidon inmunogénica" se refiere a una composicién que es capaz de
provocar, establecer o inducir una respuesta inmunitaria en un sujeto, sea una respuesta
inmunitaria celular o mediada por anticuerpos, a la composicion tras su administracion. Una
"composicion inmunogénica" comprende moléculas con propiedades antigénicas, como
bacterias o virus muertos o atenuados, y también polipéptidos inmunogénicos. Un polipéptido
inmunogénico se denomina generalmente antigénico. Una molécula es "antigénica" cuando
es capaz de interactuar especificamente con una molécula de reconocimiento de antigenos
del sistema inmunitario, como una inmunoglobulina (anticuerpo) o un receptor de antigenos

de células T. Debe entenderse que, en la presente invencion, la composicidon inmunogénica
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de la invencion comprende como la proteina de fusidon de la invencion y opcionalmente las

nanoesferas o microesferas de la invencion.

Como sera evidente para el experto en la técnica, una vacuna es una composicion
inmunogénica. Asi, en una realizacién particular, la composicion inmunogénica es una vacuna
0 composicion de vacuna. El término "vacuna" o "composicién de vacuna", tal como se utiliza
en el presente documento, se refiere a una composicién inmunogénica que es capaz de
provocar, establecer, inducir o mejorar una respuesta inmunitaria frente a una enfermedad
particular, en donde dicha respuesta inmunitaria es de tipo celular o mediada por anticuerpos,
tras la administracion al sujeto que es protectora. Una vacuna o composicion vacunal suele
contener un agente que se asemeja a un microorganismo causante de la enfermedad o0 a una
parte del mismo (por ejemplo, un polipéptido). Las vacunas o composiciones vacunales
pueden ser profilacticas o terapéuticas. El término "composicion vacunal”, tal y como también
se utiliza aqui, se refiere a una composicion inmunogénica de la invencién complementada
con excipientes portadores farmacéuticamente aceptables, que cuando se administra a un
sujeto, provoca, o es capaz de provocar directa o indirectamente, una respuesta inmunitaria

en el huésped o sujeto que es protectora frente al microorganismo causante de la enfermedad.

Se entiende por "excipiente farmacéuticamente aceptable" una sustancia terapéuticamente
inactiva que se usa para incorporar el ingrediente activo y que es aceptable para el paciente
desde un punto de vista farmacoldgico/toxicoldgico y para el quimico farmacéutico que la
fabrica desde un punto de vista fisico/quimico con respecto a la composicién, formulacion,
estabilidad, aceptacion del paciente y biodisponibilidad. El excipiente o vehiculo también
incluye cualquier sustancia que sirva para mejorar la administracion y la efectividad del
principio activo dentro de la composicion farmacéutica. Ejemplos de vehiculos
farmacéuticamente aceptables incluyen uno o0 mas de agua, solucion salina, solucién salina
tamponada con fosfato, dextrosa, glicerol, etanol y similares, asi como combinaciones de los
mismos. En muchos casos, sera preferible incluir agentes isoténicos, por ejemplo, azucares,
polialcoholes tales como manitol, sorbitol o cloruro de sodio en la composicion. Los vehiculos
farmacéuticamente aceptables pueden comprender ademas cantidades menores de
sustancias auxiliares tales como agentes humectantes o emulsionantes, conservantes o
tampones, que aumentan la vida util o la eficacia de las microesferas o de las composiciones
que forman parte de las composiciones farmacéuticas. Ejemplos de vehiculos apropiados se
conocen bien en la bibliografia (véase, por ejemplo, Remington's Pharmaceutical Sciences,
192 ed., Mack Publishing Company, Easton, PA, 1995). En algunos casos, puede agregarse

un desintegrante tal como polivinilpirrolidona reticulada, agar, acido alginico o alginato de
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sodio. El numero y la naturaleza de los excipientes farmacéuticamente aceptables dependen
de la forma de dosificacién deseada. Los excipientes farmacéuticamente aceptables son
conocidos por los expertos en la técnica (Fauli y Trillo C. (1993) "Tratado de Farmacia

Galénica", Luzan 5, S.A. Ediciones, Madrid).

Las composiciones farmacéuticas de la invencion se pueden administrar por cualquier via

adecuada, tal como oral, subcutanea, intravenosa, intraperitoneal o intramuscular.

Usos médicos

Todas las definiciones y realizaciones particulares anteriormente descritas en relacion con
otros aspectos de la presente invencién son igualmente aplicables a los presentes aspectos

y sus realizaciones particulares.

Como sera evidente para el experto en la técnica, la proteina de fusion y/o las nanoesferas o
microesferas tienen uso en medicina. Asi, otro aspecto de la invencidn se relaciona con las

nanoesferas y/o microesferas de la invencién para su uso en medicina.

Otro aspecto de la presente invencion se relaciona con las nanoesferas y/o microesferas de
la invencion o la composicion inmunogénica de la invencion para su uso en el tratamiento y/o
prevencion de la lengua azul, de ahora en adelante el primer uso médico de la invencién, en
donde las proteinas de fusién que comprende la nanoesfera/microesfera se caracterizan por
comprender al menos uno de:

- la proteina exterior de la capside 2 (VP2) del virus de la lengua azul 4 (BTV);

- la proteina del nucleo 7 (VP7) del virus de la lengua azul 10 (BTV);

- la proteina non estructural 1 (NS1) del virus de la lengua azul 4 (BTV);

- una proteina con una secuencia funcionalmente equivalente a cualquiera de las

anteriores.

El término “lengua azul” o “fiebre catarral ovina” es una enfermedad virica no contagiosa que
afecta a los rumiantes domésticos y salvajes (principalmente a las ovejas, pero también a los
bovinos, las cabras, los bufalos, los antilopes, los ciervos o los alces) y que es transmitida por
los mosquitos de la especie Culicoides. El virus que causa la lengua azul, virus de la lengua
azul (BTV acrénimo derivado del inglés Bluetongue Virus) se identifica como un miembro del
género Orbivirus de la familia Reoviridae. La especie del virus de la lengua azul, o serogrupo,

engloba 24 serotipos conocidos y otros atipicos recientemente descritos. La infeccion por el
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virus de la lengua azul (VLA) puede ser inapreciable en muchos animales, pero también puede
causar una enfermedad mortal en una proporciéon de rumiantes infectados. La gravedad de la
enfermedad varia entre las distintas especies y cepas, siendo los sintomas mas graves en las
ovejas, que provocan la muerte, la pérdida de peso y la alteracion del crecimiento de la lana.
En las ovejas muy susceptibles, la morbilidad puede llegar al 100%, en cuanto la mortalidad

oscila entre el 2 y el 30%, pero puede llegar al 70%.

El término “proteina exterior de la capside 2” o “VP2”, tal y como se usa aqui, hace referencia
a una de las dos proteinas (con la VP5) que constituyen la capside externa de la particula
virica del BTV. LA VP2 es la principal particula inmunogénica principal del BTV. VP2 es
responsable de la adhesién viral a la célula huésped diana, probablemente por unién al acido
sialico. Esta union induce la internalizacion del viridn predominantemente por endocitosis
dependiente de clatrina. En una realizacién particular del tratamiento de lengua azul de la
invencion, la proteina exterior de la capside 2 del BTV4 comprende la secuencia identificada
por el numero de acceso P12434 en la base de datos de UniprotKB (Version de la entrada 70,

14 de diciembre de 2022; version de la secuencia 2, 1 de noviembre de 1991).

El término “proteina del nucleo 7” o0 “VP7”, tal y como se usa aqui, hace referencia a una de
las proteinas del nucleo de BTV, la cual es accesible desde la superficie de un virus intacto.
VP7 parece ser importante para las interacciones del virus con las células de los insectos. En
una realizacion particular del tratamiento de lengua azul de la invencién, la proteina del nucleo
7 del BTV4 comprende la secuencia identificada por el numero de acceso P69361 en la base
de datos de UniprotKB (Version de la entrada 77, 14 de diciembre de 2022; version de la

secuencia 1, 3 de marzo de 2005).

El término “proteina no estructural 17 0 “NS1”, tal y como se usa aqui, hace referencia a un
regulador positivo de la sintesis proteica viral. En una realizacién particular del tratamiento de
lengua azul de la invencion, la proteina del nucleo 7 del BTV4 comprende la secuencia
identificada por el numero de acceso Q1W9P8 en la base de datos de UniprotKB (Versiéon de

la entrada 16, 14 de diciembre de 2022; version de la secuencia 1, 2 de mayo de 2006).

En el caso del primer uso médico de la invencién, la expresion “secuencia funcionalmente
equivalente” se refiere a que las variantes de las proteinas VP2, VP7 o NS1 mantienen
totalmente o parcialmente su capacidad de funcionar como polipéptidos inmunogénicos, tal

como descrito anteriormente.
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Las variantes funcionalmente equivalentes de la proteina VP2, VP7 o NS1 incluyen aquellas
que muestran al menos un al menos 60%, al menos 65%, al menos 70%, al menos 75%, al
menos 80%, al menos 85%, al menos 90%, al menos 91%, al menos 92%, al menos 93%, al
menos 94%, al menos 95%, al menos 96%, al menos 97%, al menos 98% o al menos 99% de

identidad de secuencia con respecto a las secuencias de las que derivan.

En el contexto de la invencion, se entiende por “tratamiento y/o prevencién de la lengua azul”
la administracién de las nanoesferas y/o microesferas de la invencion para prevenir o retrasar
la aparicion de sintomas, complicaciones o indicaciones bioquimicas de la infeccién, para
aliviar sus sintomas o para detener o inhibir su desarrollo y progresion tal como, por ejemplo,
la muerte. El tratamiento puede ser un tratamiento profilactico para evitar la aparicién de la
enfermedad o para prevenir la manifestacion de sus sintomas clinicos o subclinicos o un
tratamiento terapéutico para eliminar o aliviar los sintomas después de la manifestacion de la

enfermedad.

En una realizacion particular del primer uso médico de la invencion, el tratamiento se realiza

en un sujeto.

El término "paciente" o0 "sujeto”, como se usa en el presente documento, se refiere a cualquier
animal, preferiblemente un mamifero e incluye, entre otros, animales domésticos y de granja,
primates y seres humanos, por ejemplo, seres humanos, no humanos primates, vacas,
caballos, cerdos, ovejas, cabras, perros, gatos o roedores como ratas y ratones. En una

realizacién preferida, el sujeto es un ser humano de cualquier edad o raza.

En una realizacion particular el primer uso médico de la invencion comprende la
administracién de una cantidad terapéuticamente eficaz de las nanoesferas y/o microesferas.
En otra realizacién particular del primer uso médico de la invencion la nanoesfera y/o
microesfera se administra en ausencia de un adyuvante. Sin querer estar vinculado a una
teoria en particular, se considera que la administraciéon de antigenos en ausencia de
adyuvante favorece el desarrollo de una respuesta de tolerancia en el organismo, en lugar de

una respuesta inflamatoria.

La expresién "cantidad terapéuticamente efectiva", como se usa en el presente documento,
se entiende como una cantidad capaz de proporcionar un efecto terapéutico, y que puede ser
determinada por la persona experta en la técnica por medios comunmente utilizados. En

particular, la cantidad terapéuticamente eficaz de las nanoesferas y/o microesferas de la
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invencion es aquella capaz de provocar una respuesta inmune en el sujeto. La cantidad de
nanoesferas y/o microesferas de la invencion que puede incluirse en las composiciones
farmacéuticas segun la invencion variara dependiendo del sujeto y el modo particular de
administracion. Los expertos en la materia apreciaran que las dosificaciones también pueden
determinarse con orientacién de The Pharmacological Basis of Therapeutics de Goodman y
Goldman, novena edicién (1996), apéndice Il, paginas 1707-1711 y de The Pharmacological
Basis of Therapeutics de Goodman y Goldman, Décima Edicion (2001), Apéndice Il, pp. 475-
493.

Otro aspecto de la presente invencion se relaciona con las nanoesferas y/o microesferas de
la invencidon o composicion inmunogénica de la invencion para su uso en tratamiento y/o
prevencion de la peste equina africana, de ahora en adelante el segundo uso médico de la
invencion, en donde las proteinas de fusidon que comprende la nanoesfera se caracterizan por
comprender al menos uno de:

- la proteina no estructural 1 (NS1) del virus de peste equina africana (AHSV);

- una proteina con una secuencia funcionalmente equivalente a cualquiera de las

anteriores.

El término “virus de peste equina africana” o “AHSV” (del inglés African Horse Sickness), tal y
como se usa en la presente descripcion, designa el Orbivirus AHSV, de la Familia Reoviridae,
con virién icosaédrico desnudo de 60-80 nm., muy similar a los agentes de la Lengua Azul
ovina o la Enfermedad Hemorragica Epizodtica de los ciervos. EI AHSV es resistente a
disolventes organicos, sales biliares, pero es sensible a los pHs no neutros, al calor y la
putrefaccion. Posee 9 tipos seroldgicos con antigenos fijadores de complemento comunes,
pero con proteccion cruzada sélo entre el 6 y el 9. Virulencia variable, maxima en el serotipo
4, con mortalidad mayor del 90%, y minima en el serotipo 9, en que oscila entre el 70 y el
80%. EL AHSV es causador de una enfermedad virica aguda del equino, transmitida por
artrépodos, de elevada mortalidad, presentacién estacional y curso febril agudo, con cuadros

cardiacos y pulmonares, y lesiones edematosas y hemorragicas.

En una realizacion particular del segundo uso médico de la invencion, la proteina no
estructural 1 del AHSV comprende la secuencia identificada por el nUmero de acceso P87505
en la base de datos de UniprotKB (Version de la entrada 49, 14 de diciembre de 2022; version

de la secuencia 1, 1 de mayo de 1997).
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El agente causal es el Orbivirus AHSV, de la Familia Reoviridae, con viridon icosaédrico
desnudo de 60-80 nm., muy similar a los agentes de la Lengua Azul ovina o la Enfermedad
Hemorragica Epizodtica de los ciervos. Resiste disolventes organicos, sales biliares, pero es
sensible a los pHs no neutros, al calor y la putrefaccion. Es cultivable en células HeLa y BHK
21, y se puede aislar en huevo embrionado y ratén lactante. Posee 9 tipos seroldgicos con
antigenos fijadores de complemento comunes, pero con proteccién cruzada sélo entre el 6 y
el 9. Virulencia variable, maxima en el serotipo 4, con mortalidad mayor del 90%, y minima en

el serotipo 9, en que oscila entre el 70 y el 80%.

En el caso del segundo uso médico de la invencién, la expresion “secuencia funcionalmente
equivalente” se refiere a que las variantes de la proteina NS1 de AHSV mantienen totalmente
o parcialmente su capacidad de funcionar como polipéptidos inmunogénicos, término descrito

anteriormente.

Las variantes funcionalmente equivalentes de la proteina NS1 incluyen aquellas que muestran
al menos un al menos 60%, al menos 65%, al menos 70%, al menos 75%, al menos 80%, al
menos 85%, al menos 90%, al menos 91%, al menos 92%, al menos 93%, al menos 94%, al
menos 95%, al menos 96%, al menos 97%, al menos 98% o al menos 99% de identidad de

secuencia con respecto a las secuencias de las que derivan.

En una realizacion particular del segundo uso médico de la invencion, el tratamiento se realiza
en un sujeto., preferiblemente, preferiblemente un mamifero e incluye, entre otros, animales
domésticos y de granja, primates y seres humanos, por ejemplo, seres humanos, no humanos
primates, vacas, caballos, cerdos, ovejas, cabras, perros, gatos o roedores como ratas y

ratones.

En una realizacion particular el segundo uso médico de la invencion comprende la
administracién de una cantidad terapéuticamente eficaz de las nanoesferas y/o microesferas.
En otra realizacién particular del tratamiento de la peste equina africana de la invencion la

nanoesfera se administra en ausencia de un adyuvante.

Otro aspecto de la presente invencién se refiere a nanoesferas y/o microesferas de la
invencién o composicion farmacéutica de la invencion para su uso en el tratamiento y/o
prevencion de diabetes tipo 1, de ahora en adelante el tercer uso médico de la invencién, en
donde la proteina de fusién que comprende la nanoesfera y/o microesfera se caracteriza por

comprender la proteina glucosa-6-fosfatasa 2 (IGRP) segun la secuencia con el numero de
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acceso QINQRO9 de la base de datos UniProt, entrada del 3 de agosto de 2022, version 1 de

la secuencia.

El término “diabetes tipo 1” 0 “diabetes mellitus tipo I” o “diabetes juvenil” o “diabetes mellitus
insulino-dependiente”, tal y como aqui se utiliza, se refiere a una enfermedad metabdlica
caracterizada por una destruccion selectiva de las células beta del pancreas causando una
deficiencia absoluta de insulina. Se diferencia de la diabetes tipo 2 porque es un tipo de
diabetes caracterizada por darse en época temprana de la vida, generalmente antes de los
30 anos. Solo 1 de cada 20 personas diabéticas tiene diabetes tipo 1, la cual se presenta mas
frecuentemente en jovenes y nifios. La diabetes tipo 1 se clasifica en casos autoinmunes—Ia
forma mas comun—y en casos idiopaticos. El término “diabetes tipo 17, tal y como aqui se
utiliza, incluye tanto diabetes tipo 1 clasica, que se diagnostica generalmente antes de los 30
anos y precisa tratamiento con insulina desde que se hace el diagndstico, como diabetes
autoinmune latente del adulto, que se diagnostica a partir de los 30 afnos y no suele requerir

tratamiento con insulina en los 3-6 meses tras el diagnostico.

En una realizacion particular del tercer uso médico de la invencion, la diabetes tipo 1 es
diabetes tipo 1 autoinmune. El término “diabetes tipo 1 autoinmune”, tal y como aqui se utiliza,
se refiere a enfermedad autoinmune en la que existe una destruccion selectiva de las células
3 del pancreas mediada por linfocitos T activados en sujetos con haplotipos HLA de
predisposicion. Después de un periodo preclinico de duracién variable, durante el cual el
paciente permanece asintomatico, cuando la masa de células productoras de insulina llega a
un valor critico el paciente presenta la sintomatologia clasica: poliuria, polidipsia, polifagia,
pérdida de peso y una progresiva cetosis que puede acabar en cetoacidosis, si no se instaura

tratamiento con insulina exégena.

En una realizacion mas particular del tercer uso médico de la invencion, la diabetes tipo 1 es
“diabetes autoinmune latente del adulto” o “LADA” (del inglés, “latent autoinmune diabetes of
the adult”), tal y como se usa en el presente documento, se refiere a un tipo de diabetes
autoinmune que se diagnostica en la edad adulta, normalmente a partir de los 30 afios, en
sujetos que son positivos para al menos un autoanticuerpo de los que estan normalmente
presentes en pacientes con diabetes tipo 1 clasica, por ejemplo, anticuerpos anti islotes
pancreaticos (ICA, del inglés “islet cell antibodies”), anticuerpos anti-decarboxilasa del acido
glutdmico (GADA, del inglés “glutamic acid decarboxylase antibodies”), anticuerpos asociados
a isulinoma (IA-A2, del inglés “islet antigen-2 antibodies”) o anticuerpos anti-insulina (IAA, del

inglés “insulin autoantibodies”), y que no requieren tratamiento con insulina en los primeros 3
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0 6 meses tras el diagndstico. La diabetes autoinmune del adulto se diferencia de la diabetes
tipo 1 por el fallo lentamente progresivo de las células  y la consecuente dependencia gradual
de insulina. En pacientes con LADA la funcion de las células B normalmente se ve afectada

dentro de los seis afos posteriores al diagnostico.

En una realizacion preferida del tercer uso médico de la invencion, el sujeto es un ser humano
de cualquier edad o raza. En una realizacion particular, el sujeto esta en riesgo de desarrollar
diabetes tipo 1. Un sujeto que presenta riesgo de desarrollar diabetes tipo 1 es aquel individuo
con un familiar directo (hermano/a) con diabetes tipo 1 diagnosticada y que, ademas, presenta
multiples (=2) autoanticuerpos en suero dirigidos contra islotes pancreacticos (ICA), anti-
decarboxilasa del acido glutamico 65 (GADAGS5), antigeno de islotes 2 (1A-2) o el transportador
de ZnT8 (ZnT8).

En una realizacion particular del tercer uso médico de la invencion comprende la
administracién de una cantidad terapéuticamente eficaz de las nanoesferas y/o microesferas.
En otra realizacion particular del tratamiento de diabetes tipo 1 de la invencién la nanoesfera

y/o microesfera se administra en ausencia de un adyuvante.

En otra realizacion particular del tercer uso médico de la invencion, la administracion de la

nanoesfera y/o microesfera es por via subcuténea o intravenosa.

Otro aspecto de la presente invencién se relaciona con un método para inducir diabetes tipo
1 en un modelo animal, de ahora en adelante el método V de la invencion, que comprende
administrar a un animal una cantidad eficaz de la nanoesfera y/o microesfera de la invencion,
en donde la proteina de fusidon que comprende la nanoesfera y/o microesfera se caracteriza

por comprender la proteina glucosa-6-fosfatasa 2 (IGRP).

En una realizacién particular, la proteina glucosa-6-fosfatasa 2 (IGRP) tiene la secuencia con
el numero de acceso QINQRO9 de la base de datos UniProt, entrada del 3 de agosto de 2022,

version 1 de la secuencia.

La proteina IGRP es capaz de inducir diabetes cuando se administra a un ratén en forma de
vacuna de ADN (Fuchs et al., Clinical and Experimental Immunolgoy, 2014, 176: 199-206). En
una realizacion particular, las variantes funcionalmente equivalentes de la proteina IGRP
conservan la capacidad de inducir diabetes de la proteina IGRP de la que derivan. La

capacidad de una proteina de inducir diabetes en un modelo animal se puede determinar por
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métodos conocidos por el experto en la materia, por ejemplo, mediante la determinacion de
los niveles de glucosa en orina o en sangre. Por ejemplo, Fuchs et al. (supra) consideraron
que existe diabetes en el modelo murino cuando se obtienen dos medidas consecutivas de
niveles de glucosa en orina de mas de 5,5 mmol/L o en sangre de mas de 13,9 mmol/L.
Ademas, la proteina IGRP tiene actividad glucosa 6-fosfatasa, es decir, es capaz de catalizar
la defosforilacidon de glucosa-6-fosfato a glucosa. En una realizacion particular del método V
de la invencion, las variantes funcionalmente equivalentes de la proteina IGRP conservan la
actividad fosfatasa de la proteina IGRP de la que derivan. La actividad glucosa-6-fosfatasa se
puede determinar por métodos conocidos por el experto en la materia, por ejemplo, métodos
basados en la deteccién de fosfato inorganico en soluciones acuosas, como el método del
verde de malaquita (Petrolonis et al., supra), o métodos basados en la deteccion de glucosa-
6-fofasto, como por ejemplo los métodos basados en el sistema glucosa oxidasa/peroxidasa
(Mao, H., et al., Anal. Chem. 2002, 74, 379-385).

En una realizacién particular del método V de la invencion, el método comprende administrar

a un animal una cantidad eficaz de la nanoesfera y/o microesfera de la invencion.

El término “cantidad eficaz” se refiere a que la cantidad de nanoesferas y/o microesferas
conlleva a que se considere que el sujeto al cual se administra la nanoesfera y/o microesfera

tiene diabetes.

En otra realizacion particular del método V de la invencion la administracion se hace via

subcutanea o intramuscular.

En otra realizacion particular del método V de la invencion la nanoesfera y/o microesfera se

administra junto con un adyuvante.

*k*k

Los siguientes ejemplos sirven para ilustrar la invencién y no deben ser considerados como

limitativos del alcance de la misma.

EJEMPLOS

Materiales y Métodos y Resultados

muNS-HA o HA-muNS no forma inclusiones citoplasmaticas
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Para purificar la proteina muNS-Mi se cre6 una proteina marcada con el epitopo hemaglutinina
(HA) fusionada en el extremo carboxilo terminal de la proteina. El analisis de su expresion en
células HeLa mediante inmunofluorescencia demostré que la adicién de la etiqueta en el
extremo C-terminal de la proteina muNS-Mi llevo a la pérdida de la capacidad de muNS-Mi de

formar inclusiones citoplasmaticas (Figura 4).

Construccion de los plasmidos pET Duet 1- MiST y pET Duet 1- MiST/IC-avPAL.

La secuencia de muNS-Mi se obtuvo por amplificiacién por PCR a partir del plasmido pClneo-
muNS (488-635) (Brandariz-Nufiez et al. A 2010, PLoS ONE 5(11) e13785) usando como
cebador positivo 5- CATGCCATGGCACCAGCCGTACTGCTGTC-3" (subrayada la diana
Ncol y doblemente subrayado el ATG iniciador) (SEQ ID NO: 27) y como cebador negativo se
us6 5-TTGCGGCCGCAATCAGCCGGTTTCCGGCAGCAGATCATCCACC -3” (subrayadal la

diana Notl y doblemente subrayado el codon stop) (SEQ ID NO: 28) que contiene la secuencia

del motivo de la sortasa seguido de un codon stop. El producto amplificado se insert6 en el
primer polylinker del pladsmido pET Duet1 para generar el pldsmido pET Duet1-MiST. La
correccion de su secuencia y la presencia del motivo de la sortasa se confirmaron mediante
secuenciacién Sanger. La secuencia de la fenilalanina amonio liasa de Anabaena vaiabilis
(AvPAL) marcada con IC en su N-terminal se obtuvo por digestién con enzimas de restriccion
del plasmido pET Duet1-muNS-Mi/2-IC-avPAL obtenido previamente en nuestro laboratorio
(resultados propios no publicados) y se inserté en el segundo polylinker del plasmido pET
Duet1-MiST para obtener el plasmido pET Duet1-MiST/2-IC-avPAL. La correccion de la

secuencia fue confirmada por secuenciacion Sanger.

Expresion y purificacion de MiST.

Las bacterias competentes BL21 (DE3) se transformaron con el plasmido pET Duet1-MiST vy
la expresién de la proteina se indujo mediante incubacion a 37°C durante 3 horas en presencia
de 1mM de IPTG. Cuando se analizaron los extractos bacterianos totales por SDS-PAGE, se
observd la presencia de una fuerte banda proteica con el PM aparente de MiST en el gel
tefiido (Figura 1 carril 2) que no estaba presente en los extractos de las bacterias no inducidas
(Figura 1, carril 1). A continuacion, se siguio el protocolo publicado para la purificacién de las
NS (Barreiro-Pifeiro, N. et al. 2018, Scientific Reports 8, 16286) dando como resultado el
material purificado que se muestra en el carril 3 de la Figura 1, lo que indica la correcta
formacion de las NS. Ademas, las NS se observaron al microscopio optico y también se
caracterizaron por DLS como particulas con un didmetro medio de unos 460 nm. Para
confirmar aun mas la correcta formacién de las NS, las bacterias no inducidas e inducidas por

IPTG fueron precipitadas, fijadas y analizadas por TEM. La imagen de la Figura 1b muestra
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la presencia de las tipicas NS derivadas de muNS dentro de las bacterias inducidas, que no

estaban presentes en las no transformadas (no se muestra).

Derivatizacion superficial de MiST mediada por sortasa

El siguiente paso fue probar si las NS formadas por MiST son capaces de reaccionar con un
compuesto que contenga poliG catalizado por la sortasa. Para ello, se utilizé Sortasa 5A
(SiMPLe Protein Labeling Kit, BPS Bioscience) y el sustrato fluorescente AZDye 488-Gly-Gly-
Gly (Click Chemistry Tools, formula en la Figura 2a). Asi, se incubaron las NS de muNS-Mi o
las NS MiST purificadas a temperatura ambiente durante toda la noche con el sustrato en
presencia de sortasa A. Tras la incubacion, ambas muestras se dializaron para eliminar el
exceso de sustrato y luego se observaron al microscopio de fluorescencia. La fluorescencia
mostrada por la NS que contenia el motivo sortasa, era evidente al observarlas en el
microscopio de fluorescencia (Figura 2a, imagen MiST-IC), mientras que no se observé
fluorescencia en las NS muNS-Mi bajo las mismas condiciones (Figura 3a. Imagen muNS-Mi),

indicando el éxito de la reaccion.

Para eliminar la posibilidad de que una asociacion inespecifica no covalente fuera la causa
del etiquetado fluorescente observado, se sometieron ambas preparaciones de NS a SDS-
PAGE vy el gel sin tefir ni fijar se observd bajo luz UV, mostrando una banda fluorescente
fuerte y clara correspondiente al peso molecular de MiST (Figura 2b, carril 4), mientras que
no aparecio ningun etiquetado fluorescente ni en el carril correspondiente a muNS-Mi (Figura
2b, carril 3), ni en ningun caso cuando la sortasa y el sustrato fluorescente estaban ausentes
(Figura 2b, carriles 1y 2). La presencia, la cantidad y la identidad de ambas proteinas también
se confirmo en paralelo mediante un analisis de Western-blot utilizando un anticuerpo anti-
muNS (Figura 2c). Estos resultados demuestran inequivocamente que la union covalente
entre el sustrato fluorescente y MiST catalizada por la sortasa A fue la causa del etiquetado
de MIST. El analisis Western-blot también muestra la ligera diferencia de tamano entre muNS-
Miy MiST, debido a la adicién de la secuencia sortasa-objetivo (Figura 2c, comparar carriles
1y203y4).

A continuacion, se analizaron los efectos que la derivatizacion superficial de las MiST-NS con
el AZDye tenia sobre su tamafio y carga. El analisis DLS mostré que la modificacion mediada
por la sortasa produjo un aumento aparente del tamano de las NS de unos 19 nm. También
se observo un aumento de la carga negativa medida por el potencial Z. Ambos resultados se
ajustan perfectamente a las caracteristicas de la molécula afiadida (ver férmula en la figura
2).
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Tabla 1 - Andlisis y comparacion por DLS de MiST-IC no etiquetado o etiquetado
AZDye 488-Gly-Gly-Gly

Size (nm) Pdl Z Potencial (mv)
MiST NS 459+ 16 | 0,44 £ 0,10 27 £ 2
MiST NS+_AZDye 488-Gly-Gly-Gly | 508 +21 | 0,50 £ 0,10 -34+2

Co-purificacién de una proteina externa con MiST en NS

Habiendo demostrado que MiST es capaz de formar NS correctamente y que esas NS también
reaccionan con sustratos PolyG a través del motivo de sortasa C-terminal afiadido, el siguiente
paso fue comprobar si esta nueva construccién también era capaz de capturar proteinas
marcadas con IC como la muNS-Mi nativa. Asi, como se ha mencionado en el punto 1, se
construy6 el plasmido pET Duet1-MiST/IC-avPAL. Este impulsa la expresion simultanea de
MiST (a partir del polilinker 1) y de IC-avPAL a partir del polilinker 2. Después de la induccion
con IPTG en bacterias BL21 (DE3), las bandas correspondientes a los pesos moleculares de
avPAL y MiST eran aparentes en el gel tefido (Figura 3, comparar carriles 1 y 2). Tras seguir
el protocolo de los inventores publicado para la purificacion de NS (Barreiro-Pifieiro, N. et al.
2018, Scientific Reports 8, 16286), ambas proteinas estaban aparentemente presentes en el
NS, por lo que permanecieron asociadas (Figura 3, carril 3). Cuando se comparo con las NS
purificadas en paralelo con la muNS-Mi no modificada, ambas preparaciones de NS fueron
extremadamente similares (Figura 3, comparar carriles 4 y 5), lo que indica que el
comportamiento de la nueva construccién fue idéntico al de la muNS-Mi no sdélo en la
formacion de inclusiones, sino también en la asociacion con las proteinas marcadas con IC y
funcionara para todas las aplicaciones descritas de la metodologia de IC-Tagging previamente
caracterizada. De nuevo, la presencia de la secuencia diana de la sortasa en MiST (Figura 3,
carril 5) reduce su migracion en el gel de acrilamida en comparacion con muNS-Mi sin
modificar (Figura 3, carril 4). Cuando las NS formadas por MiST y que contienen avPAL se
observaron bajo el TEM, se observaron estructuras de NS idénticas a las mostradas en la

Figura 1b, como se esperaba (no se muestra).

Conclusiones
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A pesar de las dificultades previstas, se ha desarrollado una nueva version modificada
de muNS-Mi, que se denomind MiST, que lleva una secuencia diana de sortasa A en
su C-terminal.

MiST sigue siendo capaz de formar NS que capturan proteinas marcadas con IC,
imitando asi a muNS-Mi en el sistema IC-Tagging.

Ademas, las NS formadas por MiST pueden modificarse aun mas con compuestos que
poseen una fraccion de poliglicina N-terminal (al menos 3xGly) por incubaciéon con
sortasa A.

Esta nueva version de muNS aumenta enormemente la versatilidad de la metodologia
de etiquetado IC previamente caracterizada, ya que practicamente cualquier

compuesto puede anadirse a la superficie de las esferas ya formadas.
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REIVINDICACIONES

Una proteina de fusidon que comprende los siguientes componentes:

0] un polipéptido que comprende una secuencia seleccionada del grupo que
consiste en:
- la secuencia 448-635 (SEQ ID NO: 1) de la proteina muNS del Orthoreovirus
aviar,

- la secuencia 518-721 (SEQ ID NO: 2) de la proteina muNS del Orthoreovirus
de mamifero, y
- una variante funcionalmente equivalente de cualquiera de las anteriores con
capacidad de formar nanoesferas, y/o microesferas y
(i) un polipéptido que comprende el motivo de reconocimiento de una sortasa o la
parte residual de un motivo de reconocimiento de sortasa generada después de
una reaccion mediada por sortasa,

en donde el componente (ii) esta fusionado al extremo carboxilo del componente (i).

Proteina de fusién segun la reivindicacion 1, en donde el motivo de reconocimiento de la
sortasa es la secuencia de aminoacidos LPXTG (SEQ ID NO: 22), en donde X es cualquier

aminoacido.

Proteina de fusién segun la reivindicacion 2, en donde el motivo de reconocimiento de la
sortasa es la secuencia de aminoacidos LPETG (SEQ ID NO: 23).

Proteina de fusién segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde la proteina
de fusion comprende ademas un componente (iii) fusionado al extremo amino del

componente (i), donde el componente (iii) es un primer polipéptido de interés.

Proteina de fusién segun la reivindicacion 4, en donde el componente (iii) esta fusionado

al componente (i) por una secuencia de reconocimiento por proteasas.
Proteina de fusidn segun la reivindicacion 5, en donde la secuencia de reconocimiento
por proteasas es una secuencia de reconocimiento por enteroquinasa o una secuencia

de reconocimiento por factor Xa.

Proteina de fusion segun cualquiera de las reivindicaciones 4 a 6, en donde el

componente (iii) comprende un péptido senal de la via secretora.
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8. Proteina de fusion segun la reivindicacion 7, en donde el péptido sefial comprende la
secuencia SEQ ID NO: 10.

9. Proteina de fusion segun cualquiera de las reivindicaciones 4 a 8, en donde el

componente (iii) comprende un péptido para facilitar su purificacion.

10. Proteina de fusién segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en donde la proteina
de fusion comprende ademas un componente de interés unido covalentemente a la parte
residual del motivo de reconocimiento de sortasa generada después de una reaccion

mediada por sortasa.

11. Proteina de fusion segun la reivindicacién 10 en donde el componente de interés se
selecciona de un grupo que consiste en: ligandos de receptor de tipo Toll (TLR de “Toll-
Like Receptors”), monofosforil lipido A (MPL A), oligonucleotidos seleccionados de islas
CpG vy acido polinosinico:policidilico (poly(l:C) — numero CAS: 24939-03-5), saponina,
moléculas lipidicas, moléculas de recubrimiento, oligosacaridos, anticuerpos,
nanoanticuerpos, afitinas, antigeno viral, un antigeno bacteriano, un antigeno fungico, un
alérgeno o antigeno medioambiental, un antigeno tumoral, en donde el componente de

interés se caracteriza por comprender una secuencia oligoglicinica de al menos 3 glicinas.

12.Una nanoesfera o una microesfera que comprende una proteina de fusion segun

cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11.

13. Nanoesfera o microesfera segun la reivindicacién 12, que ademas comprende una
segunda proteina de fusidon que comprende los siguientes componentes:
(a) un polipéptido seleccionado del grupo que consiste en:

- un polipéptido que comprende la secuencia 477-542 (SEQ ID NO: 25) de la
proteina muNS del Orthoreovirus aviar,

- un polipéptido que comprende la secuencia 561-622 (SEQ ID NO: 26) de la
proteina muNS del Orthoreovirus de mamifero,

- una variante funcionalmente equivalente de cualquiera de las anteriores que
mantiene la capacidad de incorporarse a nanoesferas, y

(b)  un segundo polipéptido de interés.

14. Nanoesfera segun la reivindicacion 12 o 13, en donde la nanoesfera tiene un tamano de

entre 300 nm y 550 nm.
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15. Microesfera segun la reivindicacién 12 o 13, en donde la microesfera tiene un tamano de

entre 1 ymy 4 ym.

16. Nanoesfera o microesfera segun cualquiera de las reivindicaciones 12 a 15, en donde la

proteina de fusion comprende ademas un componente de interés unido covalentemente

a la parte residual del motivo de reconocimiento de una sortasa generada después de una

reaccion mediada por sortasa.

17. Nanoesfera o microesfera segun la reivindicacion 16, en donde el componente de interés

se selecciona de del grupo que consiste en:

Ligandos de receptor de tipo Toll (TLR de “Toll-Like Receptors”);
Monofosforil lipido A (MPL A);

oligonucledtidos seleccionados de islas CpG y acido polinosinico:policidilico
(poly(l:C) — numero CAS: 24939-03-5);

saponina;

moléculas lipidicas;

moléculas de recubrimiento seleccionadas de un grupo que consiste en:
poligliceroles,  polietilenglicol,  quitosanos, poli(oxazolinas) (POX),
poli(hidroxipropil metacrilato) (PHPMA), poli(2-hidroxietil metacrilato)
(PHEMA), poli(N-(2-hidroxipropil) metacrilamide) (HPMA),
poli(vinilpirrolidona) (PVP), poli(N,N-dimetil acrilamida) (PDMA) y poli(N-
acriloilmorfolina) (PAcM);

oligosacaridos;

anticuerpos;

nanoanticuerpos;

afitinas;

antigeno viral;

antigeno bacteriano;

antigeno fungico;

alérgeno;

antigeno medioambiental; y

un antigeno tumoral.
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18. Nanoesfera o microesfera segun cualquiera de las reivindicaciones 12 a 17, en donde el

primer polipéptido de interés, y/o el segundo polipéptido de interés, y/o el componente de

interés es la proteina glucosa-6-fosfatasa 2 (IGRP).

19.Un polinucledtido que codifica una proteina de fusidon segun cualquiera de las

reivindicaciones 1 a 11.

20. Un casete de expresion que comprende un polinucleétido segun la reivindicacion 19.

21.Un vector que comprende un polinucleétido segun la reivindicacién 19 o un casete de

expresion segun la reivindicacion 20.

22. Vector segun la reivindicacion 21, que ademas comprende un segundo polinucleétido que

codifica un polipéptido seleccionado del grupo que consiste en:

un polipéptido que comprende la secuencia 477-542 (SEQ ID NO: 25) de la
proteina muNS del Orthoreovirus aviar,

un polipéptido que comprende la secuencia 561-622 (SEQ ID NO: 26) de la
proteina muNS del Orthoreovirus de mamifero,

una variante funcionalmente equivalente de cualquiera de las anteriores que

mantiene la capacidad de incorporarse a nanoesferas.

23. Composicién de vectores que comprende el vector segun la reivindicacion 22 y un

segundo vector que comprende un segundo polinucleétido que codifica un polipéptido

seleccionado del grupo que consiste en:

un polipéptido que comprende la secuencia 477-542 (SEQ ID NO: 25) de la
proteina muNS del Orthoreovirus aviar,

un polipéptido que comprende la secuencia 561-622 (SEQ ID NO: 26) de la
proteina muNS del Orthoreovirus de mamifero,

una variante funcionalmente equivalente de cualquiera de las anteriores que

mantiene la capacidad de incorporarse a nanoesferas.

24. Vector segun la reivindicacion 21 o 22 o composicion de vectores segun la reivindicacion

23, en donde el polinucléotido segun la reivindicacion 19 o la casete de expresion segun

la reivindicacion 20 esta unido operativamente a un primer promotor y el segundo

polinucleétido esta unido operativamente a un segundo promotor.
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Vector o composicién de vectores segun la reivindicacién 24, en donde el primer y el

segundo promotor son el mismo promotor o son distintos promotores.

Vector o composicion de vectores segun cualquiera de las reivindicaciones 21 a 25, en

donde dicho(s) vector(es) es un(son) vector(es) de expresion en bacterias.

Una célula que comprende una proteina de fusidbn segun cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 11, un polinucleétido segun la reivindicacion 19, un casete de
expresion segun la reivindicacion 20, vector o composicion de vectores segun cualquier

de las reivindicaciones 21 a 26.

Método para producir una proteina de fusidon segun cualquiera de las reivindicaciones 1
a 11, que comprende:
(@) expresar en una célula un primer polinucleétido que codifica dicha proteina de
fusion,
(b)  someter dicha célula a condiciones adecuadas para la formacion de nanoesferas
0 microesferas, y

(c) concentrar las nanoesferas o microesferas.

Método segun la reivindicacion 28, que ademas comprende purificar la proteina de fusion

separandola de las nanoesferas o microesferas.

Método segun la reivindicacién 28 o 29 en donde la célula es una célula bacteriana o una
célula eucariota, en donde si es una célula bacteriana se forman nanoesferas en el paso

(b) y si es una célula eucariota se forman microesferas en el paso (b).

Método para producir una proteina que comprende:

(@) expresar en una célula un primer polinucleétido que codifica una proteina de
fusién segun las reivindicaciones 1 a 11 y un segun polinucleétido que codifica
una segunda proteina de fusidon que comprende:

(i) un polipéptido seleccionado del grupo que consiste en:
- un polipéptido que comprende la secuencia 477-542 (SEQ ID NO: 25) de
la proteina muNS del Orthoreovirus aviar,
- un polipéptido que comprende la secuencia 518-721 (SEQ ID NO: 26) de
la proteina muNS Orthoreovirus de mamifero,
- una variante funcionalmente equivalente de cualquiera de las anteriores

que mantiene la capacidad de incorporarse a nanoesferas, y
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(i) un segundo polipéptido de interés,

en donde el componente (ii) es la proteina producida;

someter dicha célula a condiciones adecuadas para la formacién de nanoesferas
0 microesferas, y

concentrar las nanoesferas o microesferas.

Método segun la reivindicacion 28, que ademas comprende purificar la proteina de fusion

separandola de las nanoesferas o microesferas.

Método segun la reivindicacién 31 o0 22 en donde la célula es una célula bacteriana o una

célula eucariota, en donde si es una célula bacteriana se forman nanoesferas en el paso

(b) y si es una célula eucariota se forman microesferas en el paso (b).

Método segun cualquiera de las reivindicaciones 31 o 33, en donde la proteina es la
proteina IGRP.

Un método para producir un primer polipéptido de interés, en donde el método comprende

las siguientes etapas:

(a)

(e)

producir la proteina de fusién por el método segun cualquiera de las
reivindicaciones 28 a 30, en donde la proteina de fusién comprende:

- un componente (iii) fusionado al extremo amino del componente (i), en donde
el componente (iii) es el polipéptido de interés y

- una secuencia de reconocimiento por una proteasa entre sus componentes (i)
y (iii),

someter a las nanoesferas y/o microesferas a condiciones que conducen a su
desintegracion, produciéndose la separacion de la proteina de fusion y las
nanoesferas y/o microesferas,

poner en contacto el producto resultante de la etapa (b) con una proteasa
especifica para la secuencia de reconocimiento que conecta los componentes
(i) y (iii) de la proteina de fusion bajo condiciones adecuadas para la protedlisis
de dicha proteina de fusion, con la consiguiente separacion de los componentes
(i) y (iii) de la proteina de fusion,

someter el producto de la etapa (c) a condiciones adecuadas para la formacion
de las nanoesferas y/o microesferas y

separar las nanoesferas y/o microesferas del componente (iii).
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Una proteina o polipéptido obtenible segun el método de cualquiera de las

reivindicaciones 28 a 35.

Un método para producir una nanoesfera o microesfera segun las reivindicaciones 14 a
18 que comprende las etapas de:
(@)  producir la proteina de fusién por el método segun la reivindicacién 28 o 30, y
someter dicha célula a condiciones adecuadas para la formacion de nanoesferas o

microesferas.

Método segun la reivindicacion 37, que comprende ademas la etapa de incubar las
nanoesferas y/o microesferaas en presencia de una sortasa que reconoce el motivo de
reconocimiento y un sustrato que comprende una etiqueta reconocida por la sortasa
obteniéndose nanoesferas y/o microesferas que comprenden el substrato que comprende

la etiqueta reconocida por la sortasa.

Método segun la reivindicacion 37 o 38 en donde la célula es una célula bacteriana o una
célula eucariota, en donde si es una célula bacteriana se forman nanoesferas en el paso

(b) y si es una célula eucariota se forman microesferas en el paso (b).

Método segun cualquiera de las reivindicaciones 37 a 39, en donde se purifican las

nanoesferas o microesferas entre la etapa (b) y la etapa (c).

Método segun cualquiera de las reivindicaciones 37 a 40, en donde la sortasa es sortasa
A, el motivo de reconocimiento es la secuencia SEQ ID NO: 22 o SEQ ID NO: 23 y la

etiqueta es una secuencia de poliglicina, preferiblemente la secuencia GGG.

Una composicién farmacéutica o composicidén inmunogénica que comprende la
nanoesfera y/o microesfera segun cualquiera de las reivindicaciones 12 a 18 y un

excipiente farmacéuticamente aceptable.

Nanoesferas y/o microesferas segun cualquiera de las reivindicaciones 12 a 18 para su

uso en medicina.

Nanoesferas y/o microesferas segun cualquiera de las reivindicaciones 12 a 18 o
composicion inmunogénica segun la reivindicacién 42 para su uso en el tratamiento y/o
prevencion de la lengua azul, en donde las proteinas de fusién que comprende la

nanoesfera se caracterizan por comprender al menos uno de:
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- la proteina exterior de la capside 2 (VP2) del virus de la lengua azul 4 (BTV);
- la proteina del nucleo 7 (VP7) del virus de la lengua azul 4 (BTV);

- la proteina non estructural 1 (NS1) del virus de la lengua azul 4 (BTV);

- una proteina con una secuencia funcionalmente equivalente a cualquiera de

las anteriores.

Nanoesferas y/o microesferas segun cualquiera de las reivindicaciones 12 a 18 o
composicion inmunogeénica segun la reivindicacion 42 para su uso en tratamiento y/o
prevencion de la peste equina africana en donde las proteinas de fusién que comprende
la nanoesfera se caracterizan por comprender al menos uno de:
- la proteina no estructural 1 (NS1) del virus de peste equina africana (AHSV);
- una proteina con una secuencia funcionalmente equivalente a cualquiera de

las anteriores.

Nanoesferas y/o microesferas segun cualquiera de las reivindicaciones 12 a 18 o
composicion farmacéutica segun la reivindicacion 42 para su uso en el tratamiento y/o
prevencion de diabetes tipo 1, en donde la proteina de fusibn que comprende la
nanoesfera se caracteriza por comprender la proteina glucosa-6-fosfatasa 2 (IGRP) segun
la secuencia con el numero de acceso QINQR9 de la base de datos UniProt, entrada del

3 de agosto de 2022, version 1 de la secuencia.

Nanoesferas y/o microesferas para su uso segun la reivindicacion 46, en donde la

diabetes tipo 1 es diabetes autoinmune latente del adulto.

Nanoesferas y/o microesferas para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 44 a

47, en donde la administracién de la nanoesfera es por via subcutanea o intravenosa.

Nanoesferas y/o microesferas para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 44 a

48, en donde la nanoesfera y/o microesfera se administra en ausencia de un adyuvante.

Un método para inducir diabetes tipo 1 en un modelo animal que comprende administrar

a un animal una cantidad eficaz de la nanoesfera segun la reivindicacion 18.

El método segun la reivindicacion 50, en donde la administracién se hace via subcutanea

o intramuscular.
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52. El método segun cualquiera de las reivindicaciones 50 o 51, en donde la nanoesfera se

administra junto con un adyuvante.
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