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DESCRIPCION

Proteinas de consenso del virus de la Fiebre Aftosa (VFA), secuencias codificantes y vacunas preparadas a partir de
las mismas

Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a moléculas de acidos nucleicos codificantes de proteinas inmunogénicas de
consenso sintéticas del virus de la fiebre aftosa (VFA), a vacunas contra el VFA, a vacunas para la utilizaciéon en
métodos de induccion de respuestas inmunitarias contra el VFA, a vacunas para la utilizacién en métodos para
distinguir entre individuos infectados por VFA frente a los vacunados contra el VFA y vacunas para la utilizacion en
métodos de inmunizacion profilactica y/o terapéutica de individuos frente al VFA.

Antecedentes de la invencion

La fiebre aftosa (FA) es una enfermedad altamente contagiosa de animales domésticos y biungulados salvajes,
incluyendo vacas, cerdos, cabras y ciervos, que se replica rapidamente en el huésped y se extiende a animales
susceptibles en contacto. La enfermedad se caracteriza por fiebre, cojera y lesiones vesiculares en lengua, patas,
hocico y pezones que resultan en una elevada morbilidad, aunque baja mortalidad, en animales adultos. La infeccién
del VFA induce una enfermedad vesicular aguda en vacas, bufalos, ovejas, cabras y cerdos, que puede desarrollarse
en infeccidn persistente (a excepcién de los cerdos). El VFA puede infectar muchas otras especies de mamifero,
incluyendo antilopes, elefantes y erizos, entre otros. Se cree que el huésped natural original del VFA podria ser el
bufalo africano, ya que: i) resulta infectado persistentemente, y ii) la enfermedad se observa raramente.

El agente causante de la FA es el virus de la fiebre aftosa (VFA), un virus ARNcs de grupo IV (+) del género
Aphthovirus, de la familia Picornaviridae. El VFA presenta siete serotipos principales: O, A, C, SAT-1, SAT-2, SAT-3y
Asia-1. Estos serotipos estan regionalmente restringidos, siendo el serotipo O el mas comun globalmente. El genoma
de ARN de sentido positivo de cadena sencilla del VFA es de aproximadamente 8500 bases, circundado por una
capside icosaédrica con 60 copias de cada una de las cuatro proteinas estructurales, VP1-VP4. Las proteinas viricas
son antigénicamente muy variables dentro de los varios subtipos, incluyendo A, Asia 1, O, C, SAT1, SAT2 y SAT3.

La FA resulta econdmicamente devastadora y la infeccion del ganado biungulado puede resultar en pérdidas
significativas. Los brotes recientes han resultado en pérdidas de miles de millones de délares. Se han producido brotes
recientemente en varios paises anteriormente libres de la enfermedad, incluyendo Taiwan en 1997, el Reino Unido y
los Paises Bajos en 2001 y el surgimiento en varios paises sudamericanos ha despertado la conciencia de la
importancia de este virus econdmicamente destructivo. Ademas, hay una preocupacién global de un posible ataque
terrorista econémico que utilice el VFA con diana en paises con grandes industrias ganaderas, tal como la industria
ganadera de los Estados Unidos, con 100.000 millones de ddlares/afo.

Entre las medidas anteriores para controlar el VFA se incluyen el sacrificio de los animales infectados o en contacto y
la descontaminacion. Los paises que han sacrificado su ganado debido a un brote de VFA s6lo pueden reiniciar las
actividades ganaderas si presentan un estado libre de VFA durante 3 meses desde el ultimo brote. Los paises
habitualmente la vacunacion de los animales para tratar un brote de VFA como ultimo recurso, debido a que los paises
que han vacunado y no han sacrificado los animales, deben esperar un afio entero para obtener nuevamente el estado
de libre de VFA. Sin embargo, los paises estan buscando de vacunar sus animales antes de ningun brote de VFA para
poder conservar su estado de libre de VFA.

En el pasado, las vacunas de VFA incluian antigeno de virus completo inactivado quimicamente junto con un
adyuvante; sin embargo, existen desventajas a ello, ya que requiere caras instalaciones de fabricacion de alta
contencién para producir la vacuna. Durante los ultimos 25 a 30 afios, los investigadores han estado intentando
desarrollar una vacuna que proporcione proteccion tras una Unica inoculacion. Entre estos esfuerzos se incluyen la
utilizacion de VP1 purificado a partir de particulas viricas, VP1 de bioingenieria, péptidos VP1, péptidos VP1 de sintesis
quimica, vectores vivos que expresan epitopos de VP1, la inoculacion con ADN codificante de epitopos de VP1y la
utilizacion de proteina VP1-VP4 de capside completa producida a partir de cultivos infectados por VFA o la
administracion de la capside VP1-VP4 mediante un vector adenovirus tipo 5 (Ad5) humano de replicacion defectuosa.
La totalidad de dichos enfoques presentan sélo un niumero limitado de epitopos de todos los subtipos de virus VFA en
el animal inoculado.

De acuerdo con lo anterior, existe una necesidad en la técnica de una vacuna y métodos de diagnostico de mamiferos
infectados por el VFA que resulten adecuados para proporcionar proteccion frente a una pluralidad de epitopos del
VFA de los diversos subtipos de VFA.

Nagarajan, et al. Indian J. Virol. 22: 50, 2011, dan a conocer una vacuna génica autorreplicante portadora del gen PI-
2A del VFA de serotipo O y sus efectos sobre las respuestas inmunitarias de bovinos.

Fowler et al., Antiviral Research, volumen 94, niumero 1, abril 2012, paginas 25 a 34 dan a conocer un régimen de
vacunacion de ADN que incluye refuerzo proteico y electroporacion que protege a los bovinos frente a la enfermedad
de la fiebre aftosa.
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Li et al., Vaccine, volumen 26, nimero 21, 19 de mayo de 2008, paginas 2647 a 2656 dan a conocer una mejora en la
eficacia de la vacuna de ADN del VFA e induccién de anticuerpos de diferentes serotipos en cerdos tras un refuerzo
proteico

Robertson et al., Journal of Virology 54.3: 651-660, 1985, dan a conocer secuencias de nucleétidos y aminoacidos
para polipéptidos del virus de la fiebre aftosa de tipo A12. Subramanian et al., Antiviral Research 96.3: 288-295,
2012, da a conocer el desarrollo de particulas de tipo virico (PTV) de virus de la fiebre aftosa (VFA) de serotipo
0. Ramanathan et al., Vaccine 27.32:4370-4380, 2009 dan a conocer que la coinmunizacién con un adyuvante de
plasmido de IL15 optimizado potencia la inmunidad humoral mediante la estimulacion de células B inducidas por
vacunas de ADN genéticamente manipulado que expresa JEV de consenso y WNV E DIII.

Los documentos n° US 2012/282217 y n° WO 2011/054011 dan a conocer un acido nucleico que comprende una
secuencia de aminoacidos de consenso de proteinas de cubierta VP1-4 del VFA de la enfermedad de la fiebre aftosa;
el documento n® WO 2013/019603 da a conocer casetes de expresion de acidos nucleicos lineales y métodos de
utilizacion de los mismos en un método de vacunacion no invasivo.

Descripcion resumida de la invencion

La invencion proporciona una molécula de &cidos nucleicos que comprende una secuencia de acidos nucleicos
seleccionada del grupo que consiste en SECIDn° 1, SECIDn° 3, SECIDn°5, SECIDn°6, SECIDn°7, SEC ID n°®
9y SECID n°® 11.

La invencién proporciona ademas un plasmido que comprende una molécula de acidos nucleicos de la invencion.
La invencioén proporciona ademas una vacuna que comprende uno o mas plasmidos de la invencion.

La invencion proporciona ademds vacunas de la invencion para la utilizacion en un método de generacion de una
respuesta inmunitaria contra el VFA en un individuo.

La invencién proporciona ademas vacunas de la invencion para la utilizacion en un método de prevencion de la
infeccion por el VFA en un individuo.

La invencién proporciona ademas vacunas de la invencion para la utilizacion en un método de tratamiento de un
individuo que ha sido infectado por el VFA.

Se da a conocer una molécula de acidos nucleicos que comprende secuencias codificantes de la proteina virica VP4
unida en su extremo C-terminal a un sitio de corte de proteasa unido en su extremo C-terminal a la proteina virica VP2
unida en su extremo C-terminal a un sitio de corte de proteasa unido en su extremo C-terminal a la proteina virica VP3
unida en su extremo C-terminal a un sitio de corte de proteasa unido a la proteina virica VP1 en su extremo C-terminal
a un sitio de corte de proteasa unido a la proteina virica 2A. La molécula de acidos nucleicos puede comprender
ademas una secuencia de acidos nucleicos que codifica una secuencia lider en el extremo 5 de la secuencia
codificante de la proteina virica VP4. En algunas realizaciones, la secuencia codificante de la proteina virica VP4 se
omite. En algunas realizaciones, la secuencia codificante de la proteina virica 2A se omite. En algunas realizaciones,
la secuencia codificante que codifica la secuencia lider N-terminal se omite. En algunas realizaciones, la secuencia
codificante que codifica la secuencia lider N-terminal es una secuencia lider de Ig, tal como una secuencia lider de
IgG o IgE. En algunas realizaciones, el sitio de corte es reconocido por la furina.

Se proporcionan plasmidos que comprenden moléculas de acidos nucleicos, incluyendo plasmidos en los que las
proteinas viricas proceden de un subtipo de VFA seleccionado del grupo que consiste en A, Asia1, C, O, SAT1, SAT2
y SAT3. Se proporciona la vacuna que comprende cuatro plasmidos, en la que las proteinas viricas codificadas por
las secuencias de acidos nucleicos son de cada subtipo de VFA del grupo que consiste en A, Asia1, Cy O. En algunas
realizaciones, se proporcionan ademas vacunas que comprenden siete plasmidos, en las que las proteinas viricas
codificadas por las secuencias de acidos nucleicos de cada subtipo de VFA del grupo que consiste en A, Asia1, C, O,
SAT1, SAT2 y SAT3. En algunas realizaciones, se proporcionan vacunas que comprenden menos de siete, es decir,
uno, dos, tres, cuatro, cinco o seis plasmidos, en las que las proteinas viricas estan codificadas por las secuencias de
acidos nucleicos de los subtipos de VFA seleccionados del grupo que consiste en A, Asia1, C, O, SAT1, SAT2y SAT3.

Se da a conocer en la presente memoria una molécula de acidos nucleicos que comprende secuencias codificantes
de la proteina virica VP4 unida en su extremo C-terminal a secuencias codificantes de un sitio de corte de proteasa
unido en su extremo C-terminal a secuencias codificantes de la proteina virica VP2 unidas en su extremo C-terminal
a secuencias codificantes de un sitio de corte de proteasa unido en su extremo C-terminal a secuencias codificantes
de la proteina virica VP3 unidas en su extremo C-terminal a secuencias codificantes de un sitio de corte de proteasa
unido en su extremo a secuencias codificantes de la proteina virica VP1 unida en su extremo C-terminal a secuencias
codificantes de la proteina virica 2A, denominada versiones largas o “larga”. En la presente memoria se da a conocer
una molécula de acidos nucleicos que comprende secuencias codificantes de la proteina virica VP2 unida en su
extremo C-terminal a secuencias codificantes de un sitio de corte de proteasa unido en su extremo C-terminal a
secuencias codificantes de la proteina virica VP3 unido en su extremo C-terminal a secuencias codificantes de un sitio
de corte de proteasa unido a secuencias codificantes de la proteina virica VP1 unida en su extremo C-terminal a

3



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2817903 T3

secuencias codificantes de la proteina virica 2A, denominada versiones cortas o “corta”. En las versiones tanto larga
como corta, las secuencias codificantes del sitio de corte de proteasa que esta unido al extremo 3’ de la secuencia
codificante de la proteina virica VP1 y la secuencia codificante de la proteina virica 2A pueden omitirse. En las
versiones tanto larga como corta, la secuencia codificante de una secuencia lider N-terminal esta unida al extremo N-
terminal de la secuencia codificante de la proteina virica VP4 en el caso de la version larga y la secuencia codificante
de la proteina virica VP2 en el caso de la secuencia larga. El lider N-terminal es preferentemente un lider de Ig, tal
como una secuencia de sefial de IgG o de IgE. En algunas realizaciones, el sitio de corte es reconocido por la furina.

En algunas realizaciones, se proporcionan plasmidos que comprende las moléculas de acidos nucleicos, incluyendo
plasmidos en los que las proteinas viricas son de un subtipo de VFA seleccionado del grupo que consiste en A, Asia1,
C, O, SAT1, SAT2 y SAT3. En algunas realizaciones, se proporciona una vacuna que comprende cuatro plasmidos,
en la que las proteinas viricas codificadas por la secuencia de acidos nucleicos son de cada subtipo de VFA del grupo
que consiste en A, Asia1, C y O. En algunas realizaciones, se proporcionan ademas vacunas que comprenden siete
plasmidos, en las que las proteinas viricas codificadas por las secuencias de acidos nucleicos de cada subtipo de VFA
del grupo que consiste en A, Asia1, C, O, SAT1, SAT2 y SAT3.

Se dan a conocer métodos para generar una respuesta inmunitaria contra el VFA en un individuo mediante la
administraciéon en el mismo de las vacunas dadas a conocer.

Se dan a conocer métodos de prevencion de la infeccion por el VFA en un individuo, mediante la administracion en el
individuo de una de las vacunas dadas a conocer.

En la presente memoria se proporciona un acido nucleico aislado que comprende una secuencia codificante de la
secuencia de aminoacidos de consenso de por lo menos VP1-VP3, y preferentemente, VP1-VP4 del virus de la fiebre
aftosa, que induce una respuesta inmunitaria de reactividad cruzada en un sujeto vacunado contra multiples subtipos
de VFA, incluyendo A, Asial, C, O, SAT1, SAT2, SAT3 y SAT4. El acido nucleico puede comprender una secuencia
seleccionada del grupo que consiste en: (a) un constructo derivado de VFA-A24cruzeiro que comprende una secuencia
de nucleétidos indicada en SEC ID n° 1 codificante de VP4-VP2-VP3-VP1 (larga) tal como se indica en SEC ID n° 2;
(b) un constructo derivado de VFA-A24cruzeiro que comprende una secuencia de nucleétidos indicada en SEC ID n°
3 codificante de VP2-VP3-VP1 (corta) tal como se indica en SEC ID n° 4; (c) un constructo derivado de VFA-As1-
Shamir89 que comprende una secuencia de nucleétidos indicada en SEC ID n° 5 codificante de VP4-VP2-VP3-VP1
(larga) tal como se indica en SEC ID n° 6; (d) un constructo derivado de VFA-As1-Shamir89 que comprende una
secuencia de nucledtidos indicada en SEC ID n° 7 codificante de VP2-VP3-VP1 (corta) tal como se indica en SEC id
n° 8; (e) un constructo derivado de VFA-SAT2 que comprende una secuencia de nucleétidos indicada en SEC ID n° 9
codificante de VP4-VP2-VP3-VP1 (larga) tal como se indica en SEC ID n° 10; (f) un constructo derivado de VFA-STA2
que comprende una secuencia de nucledtidos indicada en SEC ID n° 11 codificante de VP2-VP3-VP1 (corta) tal como
se indica en SEC ID n°® 12.

En la presente memoria se proporcionan moléculas de acidos nucleicos tales como las seleccionadas del grupo que
consiste en: a) un VFA-A24cruzeiro derivado de una secuencia de nucledtidos modificada, tal como la indicada en
SEC ID n° 1 (FVA-A24cruzeiro-larga) insertada en un plasmido, tal como pVAX que presenta la secuencia indicada en
SEC ID n°® 13, b) una secuencia de nucleotidos modificada derivada de VFA-A24cruzeiro tal como la indicada en SEC
ID n° 3 (FMDV-A24cruzeiro-corta) insertada en un plasmido, tal como pVAX que presenta la secuencia indicada en
SEC ID n° 14; c) una secuencia de nucledtidos modificada derivada de VFA-As1-Shamir89, tal como la indicada en
SEC ID n° 5 (FMDV-As1-Shamir89-larga) insertada en un plasmido, tal como pVAX que presenta la secuencia
indicada en SEC ID n° 15, y d) una secuencia de nucledtidos modificada derivada de VFA-As1-Shamir89, tal como la
indicada en SEC ID n° 7 (FMDV-As1-Shamir89-larga) insertada en un plasmido, tal como pVAX que presenta la
secuencia indicada en SEC ID n° 16.

Las moléculas de acidos nucleicos en las composiciones pueden comprender las secuencias de acidos nucleicos
siguientes, y/o fragmentos de los mismos, y/o secuencias homdlogas de las secuencias, y/o fragmentos de dichas
secuencias homalogas, siendo las secuencias de acidos nucleicos: a) una secuencia de acidos nucleicos derivada de
VFA-As1-Shamir89 que codifica VP4, tal como la indicada en la SEC ID n° 17; b) una secuencia de acidos nucleicos
derivada de VFA-A24cruzeiro que codifica VP4, tal como la indicada en SEC ID n°® 18; ¢) una secuencia de acidos
nucleicos derivada de VFA- As1-Shamir89 que codifica VP2, tal como la indicada en SEC ID n°® 19; d) una secuencia
de acidos nucleicos derivada de VFA-A24cruzeiro que codifica VP2, tal como la indicada en SEC ID n° 20; e) una
secuencia de acidos nucleicos derivada de VFA- As1-Shamir89 que codifica 2A, tal como la indicada en SEC ID n°
21; f) una secuencia de acidos nucleicos derivada de VFA-A24cruzeiro que codifica 2A, tal como la indicada en SEC
ID n° 22; g) una secuencia de acidos nucleicos derivada de VFA-As1-Shamir89 que codifica VP3, tal como la indicada
en SEC ID n°® 23; h) una secuencia de acidos nucleicos derivada de VFA-A24cruzeiro que codifica VP3, tal como la
indicada en SEC ID n° 24; i) una secuencia de acidos nucleicos derivada de VFA-As1-Shamir89 que codifica VP1, tal
como la indicada en SEC ID n° 25; j) una secuencia de acidos nucleicos derivada de VFA-A24cruzeiro que codifica
VP1, tal como la indicada en SEC ID n° 26.

La secuencia de aminoacidos del sitio de corte reconocido por la proteasa furina es la secuencia indicada en SEC ID
n° 27.
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En algunas realizaciones, los constructos pueden incluir una secuencia codificante de consenso C3 (SEC ID n° 28)
que codifica una proteina de consenso de proteasa C3 (SEC ID n° 29).

Se proporciona ademas en la presente memoria una vacuna capaz de generar en un mamifero una respuesta
inmunitaria contra una pluralidad de subtipos de virus de la fiebre aftosa (VFA), en los que la vacuna comprende un
plasmido de ADN que comprende un promotor operablemente ligado a una secuencia codificante que codifica un
antigeno del VFA de consenso que comprende las proteinas de capside VP1-VP4 de uno o mas subtipos de VFA 'y
un excipiente farmacéuticamente aceptable, en el que el plasmido de ADN es capaz de expresar el antigeno de VFA
de consenso en una célula del mamifero en una cantidad eficaz para inducir una amplia respuesta inmunitaria de
reactividad cruzada en el mamifero. La vacuna puede generar una respuesta inmunitaria contra el VFA de subtipos A,
Asia 1, C, O, SAT1, SAT2, SAT3 o combinaciones de los mismos.

En la presente memoria se proporciona ademas una vacuna capaz de generar en un mamifero una respuesta
inmunitaria contra una pluralidad de subtipos del virus de la fiebre aftosa (VFA), en el que la vacuna comprende uno
0 mas plasmidos de ADN que comprenden un promotor operablemente ligado a una secuencia codificante que
codifican un antigeno de VFA de consenso que comprende las proteinas de capside VP1-VP4 de uno o més subtipos
de VFA seleccionados del grupo que consiste en los subtipos A, Asia 1, C, O, SAT1, SAT2, SAT3 o una combinacion
de los mismos y un excipiente farmacéuticamente aceptable de los mismos, en el que los plasmidos de ADN son
capaces de expresar un antigeno de VFA de consenso en una célula del mamifero en una cantidad eficaz para inducir
una respuesta inmunitaria en el mamifero. La vacuna puede administrarse en un mamifero, tal como un cerdo,
rumiante, ser humano o primate. La vacuna puede inducir una respuesta inmunitaria en el mamifero, tal como una
respuesta humoral, celular o ambas: una respuesta humoral y una respuesta celular.

En la presente memoria se proporciona ademas una vacuna capaz de generar en un mamifero una respuesta
inmunitaria contra una pluralidad de subtipos de VFA, en la que la vacuna comprende un antigeno que comprende
una o mas secuencias de aminoacidos de consenso codificantes de las proteinas de capside VP1-VP4 del virus de la
fiebre aftosa (VFA) subtipos A, Asia 1, C, O, SAT1, SAT2 o SAT3 y un excipiente farmacéuticamente aceptable de los
mismos. El excipiente farmacéuticamente aceptable puede ser un adyuvante seleccionado del grupo que consiste en
IL-2 e IL-15. El excipiente farmacéuticamente aceptable de la vacuna puede ser un agente facilitador de la transfeccion.
El agente facilitador de la transfeccion puede ser un polianion, polication o un lipido, tal como poli-L-glutamato, a una
concentracion inferior a 6 mg/ml. La vacuna puede administrarse en un mamifero, tal como un cerdo, rumiante, ser
humano o primate. La vacuna puede inducir una respuesta inmunitaria en el mamifero, tal como una respuesta
humoral, celular o ambas: una respuesta humoral y una respuesta celular.

En la presente memoria se proporciona ademas un método para inducir una respuesta inmunitaria contra una
pluralidad de subtipos de virus VFA en un mamifero, que comprende administrar la vacuna de plasmido de ADN
indicada en la presente memoria en el tejido del mamifero y electroporar células del tejido con un pulso de energia a
una corriente constante eficaz para permitir la entrada del plasmido de ADN en las células. La administracion de las
vacunas de plasmido de ADN indicadas en la presente memoria puede llevarse a cabo mediante un método que puede
comprender inyectar la vacuna de plasmido de ADN en el tejido intradérmico, subcutaneo o muscular. El plasmido de
ADN del método puede administrarse prefijando la corriente y el pulso de energia a una corriente constante que
equivalente a la presente corriente. La etapa de electroporacion del método puede comprender ademas medir la
impedancia en las células electroporadas, ajustando el nivel de energia del pulso de energia respecto a la impedancia
medida para mantener una corriente constante en las células electroporadas, en el que la etapa de medicién y ajuste
se produce dentro del tiempo de vida del pulso energético. La etapa de electroporacion puede comprender ademas la
administracion del pulso energético en una pluralidad de electrodos segun un patron de secuencia de los pulsos que
administra el pulso energético en un patron descentralizado.

Se da a conocer ademas un método e diagnostico de mamiferos infectados por el VFA, en el que el método comprende
aislar una muestra de liquido a partir del mamifero, aislar anticuerpos a partir de la muestra de liquido del mamifero y
comparar los anticuerpos aislados con un mamifero de control en el que se ha inoculado la vacuna indicada en la
presente memoria, en el que el mamifero de control sélo presenta anticuerpos contra las proteinas VP1-VP4 del VFA
y el mamifero infectado por VFA presenta anticuerpos contra las proteinas VP1-VP4 del FVA y proteinas no
estructurales del VFA. Las proteinas no estructurales pueden ser las polimerasas 2C, 3A'y 3D del VFA.

Se dan a conocer métodos de inducir una respuesta inmunitaria contra uno o mas subtipos del virus VFA en un
mamifero. Los métodos comprenden utilizar una vacuna dada a conocer en la presente memoria y, en algunas
realizaciones, incluyen las etapas de administracion de una molécula de acidos nucleicos codificantes de una proteina
con secuencia inmunogénica del VFA en el tejido del mamifero, y electroporar las células del tejido con un pulso
energético a una corriente constante eficaz para permitir la entrada del plasmido de ADN en las células.

Se da a conocer ademas un método de diagnostico de un mamifero infectado por el VFA en un mamifero infectado

segun los procedimientos dados a conocer en la presente memoria. Los métodos comprenden aislar una muestra de
liquido a partir del mamifero vacunado y detectar la presencia de proteinas del VFA no incluidas en dicha vacuna y/o

5



ES 2817903 T3

anticuerpos contra proteinas del VFA no incluidas en dicha vacuna. La presencia de dichas proteinas y/o anticuerpos
del VFA contra dichas proteinas del VFA indica que el mamifero vacunado ha sido infectado por el VFA.

Breve descripcion de los dibujos
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La figura 1 muestra una representacion esquematica de un constructo de vacuna de ADN VFA-As1-Shamir-89
para el serotipo Asia 1 que indica que un inserto de As1 Shamir89 ha sido clonado en los sitios BamHI y Xho-1. El
mapa plasmidico se basa en el plasmido pVAX. Pueden ser ejemplos del inserto de VFA-As1-Shamir, la forma
larga, que se muestra en la figura 1, como pVFA-As1 Shamir-89-L, o la forma corta, que se muestra en la figura 1,
como pVFA-As1 Shamir-89-S.

La figura 2 muestra un par de geles tefiidos que muestran la clonaciéon de As1-Shamir89-S (izquierda - SEC ID n°
7) y As1l-Shamir89-L (derecha- SEC ID n° 5) y la secuencia de aminoacidos para FMDV-As1-Shamir89-L forma
larga (SEC ID n° 6 es una secuencia de VFA-As1-Shamir89-L forma larga). La secuencia incluia la secuencia lider
de IgE en el extremo N-terminal sombreada, los sitios de corte proteolitico en minuscula y las secuencias de VP4
en negrita entre el lider de IgE y el primer sitio de corte proteolitico. La secuencia de VP1 se muestra en negrita
entre el tercer y cuarto sitios de corte proteolitico y la secuencia de 2a entre el cuarto (Ultimo) sitio de corte
proteolitico y la parada.

La figura 3 muestra una representacion esquematica de un constructo de vacuna de ADN VFA-A24cruzeiro que
indica que un inserto de A24cruzeiro ha sido clonado en los sitios BamHI y Xho-1. El mapa plasmidico se basa en
el plasmido pVAX. Pueden ser ejemplos del inserto de VFA-A24cruzeiro, la forma larga, que se muestra en la
figura 3, como pVFA-A24cruzeiro-L, o la forma corta, que se muestra en la figura 3, como pVFA-A24cruzeiro-S.
La figura 4 muestra un par de geles tefiidos que muestran la clonacién de A24cruzeiro-S (izquierda - SEC ID n° 3)
y A24cruzeiro-L (derecha- SEC ID n° 1) y la secuencia de aminoacidos para FMDV-A24cruzeiro-L forma larga
(SEC ID n° 2 es una secuencia de VFA-A24cruzeiro-L forma larga). La secuencia incluia la secuencia lider de IgE
en el extremo N-terminal sombreada, los sitios de corte proteolitico en minuscula y las secuencias de VP4 se
muestra entre el lider de IgE y el primer sitio de corte proteolitico. La secuencia de VP1 muestra entre el tercer y
cuarto sitios de corte proteolitico y la secuencia de 2a entre el ultimo (cuarto) sitio de corte proteolitico y la parada.
La figura 5 muestra una representacion esquematica de un constructo de vacuna de ADN VFA-Sat2, que indica
que un inserto de Sat2 se clona en los sitios BamHI1 y Xho-1. El mapa plasmidico se basa en el plasmido pVAX.
Pueden ser ejemplos del inserto de VFA-Sat la forma larga, que se muestra en la figura 4 como pVFA-As1-Sat2-L
o la forma corta, que se muestra en la figura 5 como pVFA-Sat2-S.

La figura 6 muestra un par de geles tefiidos que muestran la clonacién de Sat2-S (izquierda - SEC ID n° 11) y Sat2-
L (derecha- SEC ID n° 9) y la secuencia de aminoacidos para FMDV-Sat2-L forma larga (SEC ID n°® 10 es una
secuencia de VFA-Sat2-L forma larga). La secuencia incluia la secuencia lider de IgE en el extremo N-terminal
sombreada, los sitios de corte proteolitico en minuscula y las secuencias de VP4 se muestra entre el lider de IgE
y el primer sitio de corte proteolitico. La secuencia de VP1 muestra entre el tercer y cuarto sitios de corte proteolitico
y la secuencia de 2a entre el ultimo (cuarto) sitio de corte proteolitico y la parada.

La figura 7 muestra los resultados experimentales de expresion de proteinas.

La figura 8 muestra un protocolo experimental de experimentos de inmunizacion utilizando la electroporacion para
evaluar las respuestas inmunitarias tras la administracion de: 1) pVAX, 2) FMDV-A24cruzeiro-L, 3) FMDV-
A24cruzeiro-S, 4) FMDV-Shamir89-L, 5) FMDV-Shamir89-S, FMDV-Sat2-L, FMDV-Sat2-S frente a la no
exposicion.

La figura 9 muestra datos de las respuestas inmunitarias celulares inducidas por las vacunas de VFA-A24cruzeiro-
L y VFA-A24cruzeiro-S.

La figura 10 muestra datos de las respuestas inmunitarias celulares inducidas por las vacunas de VFA-Asl-
Sharma89-L y VFA- As1-Sharma89-S.

La figura 11 muestra datos de las respuestas inmunitarias celulares inducidas por las vacunas de VFA-Sat2-L y
VFA-Sat2-S.

La figura 12 muestra un protocolo experimental de transfeccion de ADN y preparacion de lisados celulares para el
analisis de ELISA.

La figura 13 muestra datos de induccion de anticuerpos en ratones inducidos por vacunas de VFA-A24cruzeiro-L
y VFA-A24cruzeiro-S y por las vacunas VFA-As1-Sharma89-L y VFA-As|-Sharma89-S.

La figura 14 muestra datos del analisis de ELISA de la unién de proteinas utilizando lisados de proteinas
preparados a partir de células transfectadas por VFA-A24cruzeiro-L y células transfectadas por VFA-As1-
Sharma89-L.

La figura 15 muestra comparaciones de secuencias de aminoacidos entre las secuencias Shamir y Cruzeiro. Las
secuencias de VP4 Shamir (SEC ID n°® 17) se muestran en comparacion con las secuencias de VP4 Cruzeiro (SEC
ID n° 18); se muestran las secuencias de VP2 Shamir (SEC ID n° 19) en comparacién con secuencias de VP2
Cruzeiro (SEC iD n° 20) y secuencias 2A Shamir (SEC ID n° 21) en comparacion con 2A Cruzeiro (SEC ID n° 22).
La figura 16 muestra comparaciones de secuencias de aminoacidos entre las secuencias Shamir y Cruzeiro. Se
muestras las secuencias de VP3 Shamir (Sec ID n° 23) en comparacion con secuencias de VP3 Cruzeiro (SEC ID
n°® 24) y se muestran secuencias de VP1 Shamir (SEC ID n® 25) en comparacién con secuencias de VP1 Cruzeiro
(SEC ID n° 26).

La figura 17 muestra una representacion esquematica de un constructo genérico de vacuna de ADN de VFA, que
indica que un inserto de Sat2 se clona en los sitios BamHI1 y Xho-1. Un mapa plasmidico de la vacuna genérica
de VFA se basa en el plasmido pVAX. Pueden ser ejemplos de los insertos de VFA la forma larga, que se muestra
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en la figura 17 como inserto de forma larga, o la forma corta, que se muestra en la figura 7 como inserto de forma
corta. El lider de IgE mostrado en cada forma se indica que es opcional o puede sustituirse con un lider diferente.
La secuencia de 2A se indica como opcional y el sitio de corte de furina (rgrkrrs - SEC ID n° 27) se indica como
sustituible.

Descripcion detallada

Se han generado secuencias de aminoacidos de consenso para proteinas de fusion que comprende multiples
proteinas del VFA y proteinas del VFA individuales de diversos serotipos. También se han generado moléculas de
acidos nucleicos codificantes de las proteinas.

En un aspecto de la presente exposicion, hay proteinas de fusidon que comprenden las proteinas del VFA, VP1, VP2,
VP3, VP4 y/o 2A y/o 3C y secuencias de acidos nucleicos codificantes de dichas proteinas, que pueden generarse y
utilizarse en una vacuna para proporcionar proteccion de los mamiferos frente a la enfermedad de la fiebre aftosa en
uno o mas subtipos del VFA, incluyendo A, Asia 1, O, C, SAT1, SAT2 y SAT3. Preferentemente, el gen de VP1 es un
consenso para un subtipo seleccionado del VFA, p.ej., tal como se indica en la presente memoria es VFA-Sat2, en el
que VP1 es una VP1 de consenso Sat2.

Aunque sin respaldo de ninguna teoria cientifica, una vacuna dirigida contra las secuencias de aminoéacidos de
consenso de VP1, VP2, VP3 y/o VP4 para uno o mas subtipos del VFA presentara un gran repertorio de epitopos que
resultaran eficaces para la induccién de una respuesta inmunitaria eficaz (humoral, celular o ambos) contra una
mayoria de las especies de cada subtipo de VFA. Aunque sin respaldo de ninguna teoria cientifica, VP1 es una
excelente diana inmunogénica para una vacuna dirigida contra las secuencias de aminoacidos de consenso de VP1.
VP1 es un inmundgeno predominante.

Entre los constructos de algunas realizaciones se incluyen una forma larga y una forma corta. Los constructos de
algunas realizaciones proporcionan las proteinas viricas VP1, VP2, VP3 y VP4 en un orden especifico. VP4 - VP2 -
VP3 - VP1. Se proporciona ademas una cola opcional, 2A. Los constructos presentan una secuencia lider de IgE
opcional. Al expresarse, se proporciona un sitio de corte proteolitico “SC” entre cada una de VP4, VP2, VP3 y VP1y
en caso de presencia de 2A. La proteasa que puede procesar el sitio puede ser furina en algunas realizaciones, o una
proteasa del VFA en algunas realizaciones. Pueden utilizarse otros sitios de proteasa. El sitio debe ser reconocido por
una proteasa observada comunmente en células en la que se expresa la vacuna.

En un aspecto de la presente exposicion, hay proteinas de fusion que comprenden las proteinas del VFA de consenso
VP1, VP2, VP3, VP4 y/o 2A ylo 3C, y en un aspecto de la presente invencion, se proporcionan secuencias de los
acidos nucleicos codificantes de dichas proteinas, que pueden generarse y utilizarse en una vacuna para proporcionar
proteccion a mamiferos frente a la enfermedad de la fiebre aftosa en uno o mas subtipos del VFA, incluyendo A, Asia
1, O, C, SAT1, SAT2y SAT3.

En otro aspecto de la presente exposicion, hay proteinas de fusion que comprenden la proteina del VFA de consenso
VP1, y en un aspecto de la presente invencion, se proporcionan las secuencias de acidos nucleicos codificantes de
dicha proteina, de dos subtipos diferentes que pueden generarse y utilizarse en una vacuna para proporcionar
proteccion a mamiferos frente a la enfermedad de la fiebre aftosa en uno o mas subtipos del VFA, incluyendo A, Asia
1, O, C, SAT1, SAT2y SAT3.

En otro aspecto de la presente exposicion, hay proteinas del VFA de consenso VP1 y, en un aspecto de la presente
invencion, se proporcionan secuencias de acidos nucleicos codificantes de ellas que pueden generarse y utilizarse en
una vacuna para proporcionar proteccién a mamiferos frente a la enfermedad de la fiebre aftosa en uno o mas subtipos
del VFA, incluyendo A, Asia 1, O, C, SAT1, SAT2y SAT3.

1. Definiciones.

La terminologia utilizada en la presente memoria presenta el proposito de describir realizaciones particulares
Unicamente y no pretende ser limitativa. Tal como se utiliza en la especificacion y las reivindicaciones adjuntas, las
formas individuales “un”, “una” y “el” o “Ia”, incluyen los referentes plurales, a menos que el contexto indique claramente

lo contrario.

Para la recitacion de intervalos numéricos en la presente memoria, se encuentra explicitamente contemplado cada
numero comprendido entre los extremos de los intervalos con el mismo grado de precision. Por ejemplo, para el
intervalo de 6 a 9, los numeros 7 y 8 se encuentran contemplados ademas de 6y 9, y para el intervalo 6,0-7,0, se
encuentran explicitamente contemplados los numeros 6,0, 6,1, 6,2, 6,3, 6,4, 6,5, 6,6, 6,7, 6,8, 6,9y 7,0.

a. Adyuvante

“Adyuvante” tal como se utiliza en la presente memoria puede referirse a cualquier molécula afiadida a las vacunas
de plasmido de ADN indicadas en la presente memoria para potenciar la antigenicidad del antigeno del virus de la
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fiebre aftosa (VFA) codificado por los plasmidos de ADN y secuencias de acidos nucleicos codificantes indicadas
posteriormente en la presente memoria.

b. Anticuerpo

“Anticuerpo” puede significar un anticuerpo de las clases IgG, IgM, IgA, IgD o IgE, o fragmentos, fragmentos o
derivados de los mismos, incluyendo Fab, F(ab’),, Fd y anticuerpos de cadena sencilla, diacuerpos, anticuerpos
biespecificos, anticuerpos bifuncionales y derivados de los mismos. El anticuerpo puede ser un anticuerpo aislado a
partir de la muestra de suero del mamifero, un anticuerpo policlonal, un anticuerpo purificado por afinidad o mezclas
de los mismos, que muestran suficiente especificidad de unién para un epitopo deseado o una secuencia derivada del
mismo.

c. Secuencia codificante

“Secuencia codificante” o “acido nucleico codificante” tal como se utiliza en la presente memoria puede referirse al
acido nucleico (molécula de ARN o ADN) que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica una proteina. La
secuencia codificante puede incluir ademas sefiales de inicio y terminacion operablemente ligadas a elementos
reguladores, incluyendo un promotor y sefial de poliadenilaciéon capaces de dirigir la expresion en las células de un
individuo o mamifero en el que se administra el acido nucleico.

d. Complemento

“Complemento” o “complementario” tal como se utiliza en la presente memoria puede referirse a un acido nucleico,
puede referirse a apareamiento de bases de Watson-Crick (p.€j., A-T/U y C-G) o de Hoogsteen entre nucledtidos o
analogos de nucledtidos de las moléculas de acidos nucleicos.

e. Consenso o secuencia de consenso

“Consenso” o “secuencia de consenso” tal como se utiliza en la presente memoria puede referirse a una secuencia de
acidos nucleicos sintético o secuencia polipeptidica correspondiente, construida basandose en el andlisis de una
alineacion de multiples subtipos de un antigeno de influenza particular, que puede utilizarse para inducir una inmunidad
amplia contra multiples subtipos o serotipos de un antigeno de influenza particular. Entre los antigenos del VFA de
consenso pueden incluirse secuencias de nucledtidos y de aminoacidos de VP1, VP2, VP3, VP4 y proteasa C2.
Ademas, pueden manipularse antigenos sintéticos, tales como proteinas de fusion, formando secuencias de consenso
(o antigenos de consenso).

f. Corriente constante

“Corriente constante” tal como se utiliza en la presente memoria define una corriente que resulta recibida o
experimentada por un tejido, o células que definen dicho tejido, a lo largo de la duracién de un pulso eléctrico
suministrado a dicho tejido. El pulso eléctrico se administra a partir del dispositivo de electroporacion indicado en la
presente memoria. Dicha corriente mantiene un amperaje constante en dicho tejido durante la vida del pulso eléctrico
debido a que el dispositivo de electroporacion dado a conocer en la presente memoria presenta un elemento de
retroalimentacion, preferentemente presenta una retroalimentacion instantanea. El elemento de retroalimentacion
puede medir la resistencia del tejido (o células) durante toda la duracién del pulso y causar que el dispositivo de
electroporacion altere su produccion de energia eléctrica (p.ej., un voltaje incrementado), de manera que la corriente
en el mismo tejido se mantiene constante durante todo el pulso eléctrico (del orden de microsegundos), y de pulso a
pulso. En algunas realizaciones, el elemento de retroalimentacion comprende un controlador.

g. Retroalimentacion de corriente o retroalimentacion

“Retroalimentacion de corriente” o “retroalimentacion” tal como se utiliza en la presente memoria puede utilizarse
intercambiablemente y puede significar la respuesta activa de los dispositivos de electroporacién dados a conocer,
que comprende medir la corriente en el tejido entre los electrodos y alterar la salida de energia administrada por el
dispositivo de EP correspondientemente a fin de mantener la corriente en un nivel constante. Dicho nivel constante es
prefijado por el usuario antes de iniciar una secuencia de pulsos o tratamiento eléctrico. La retroalimentacion puede
conseguirse con el componente de electroporacion, p.gj., el controlador, del dispositivo de electroporacion, ya que el
circuito eléctrico en el mismo es capaz de monitorizar continuamente la corriente en el tejido entre los electrodos y
comparar la corriente monitorizada (o corriente dentro del tejido) con una corriente prefijada y realizar continuamente
ajustes de la salida energética a fin de mantener la corriente monitorizada en los niveles prefijados. El bucle de
retroalimentacién puede ser instantaneo, ya que es una retroalimentacion de bucle cerrado analdgica.

h. Corriente descentralizada

“Corriente descentralizada” tal como se utiliza en la presente memoria puede referirse al patrén de corrientes eléctricas
administradas a partir de las diversas matrices de electrodos de aguja de los dispositivos de electroporacion indicados
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en la presente memoria, en los que los patrones minimizan, o preferentemente eliminan, la incidencia de estrés térmico
relacionado con la electroporacion en cualquier zona de tejido sometido a electroporacion.

i Electroporacion

“Electroporacion”, “electro-permeabilizacién” o “potenciacion electrocinética” (“PE”) tal como se utilizan
intercambiablemente en la presente memoria pueden referirse a la utilizacion de un pulso de campo eléctrico
transmembranal para inducir rutas microscépicas (poros) en una membrana biolégica; su presencia permite que
moléculas bioldgicas tales como plasmidos, oligonucledtidos, ARNip, farmacos, iones y agua pasen de una cara de la
membrana celular a la otra.

j. Mecanismo de retroalimentacion

“Mecanismo de retroalimentacion” tal como se utiliza en la presente memoria puede referirse a un procedimiento
llevado a cabo mediante software o hardware (o firmware), en el que se recibe y compara la impedancia del tejido
deseado (antes, durante y/o después de la administracion de un pulso de energia) con un valor actual, preferentemente
de corriente, y ajusta el pulso de energia administrado para conseguir el valor prefijado. Puede utilizarse un mecanismo
de retroalimentacion mediante un circuito de bucle cerrado analégico.

k. Fragmento

“Fragmento” tal como se utiliza en la presente memoria puede referirse a una parte o a un acido nucleico que codifica
un polipéptido capaz de inducir una respuesta inmunitaria en un mamifero sustancialmente similar al del no fragmento
para por lo menos un subtipo de VFA, tal como A, Asia 1, C, O, SAT1, SAT2 o SAT3. Los fragmentos pueden
comprender por lo menos 10%, por lo menos 20%, por lo menos 30%, por lo menos 40%, por lo menos 50%, por lo
menos 60%, por lo menos 70%, por lo menos 80%, por lo menos 90% o por lo menos 95% de una proteina del VFA
codificada por una secuencia de acidos nucleicos de SEC ID n° 1, 3, 5, 7, 9 o 11. Los fragmentos de ADN pueden
presentar una longitud de 30 o mas nucleétidos, de 45 o mas, de 60 o mas, de 75 o mas, de 90 o mas, de 120 o mas,
de 150 o mas, de 180 o mas, de 210 o mas, de 240 o mas, de 270 o mas, de 300 o mas, de 360 o mas, de 420 o mas,
de 480 o mas, de 540 o mas, de 600 o mas, de 660 o mas, de 720 o mas, de 780 o mas, de 840 o mas, de 900 o mas,
de 960 o mas, de 1020 o mas, de 1080 o mas, de 1140 o mas, de 1200 o mas, de 1260 o mas, de 1320 o mas, de
1380 o0 mas, de 1440 o mas, de 1500 o mas, de 1560 o mas, de 1620 o mas, de 1680 o mas, de 1740 o mas, de 1800
0 mas, de 1860 o mas, de 1820 o mas, 1880 o mas, 1940 o mas, 2000 o mas, 2600 o mas, de 2700 o mas, 2800 o
mas, 2900 o mas, 2910 o mas, de 2920 o mas, de 2930 o mas, de 2931 o mas, de 2932 o mas, de 2933 o mas, de
2934 o0 mas, de 2935 o mas, de 2936 o mas, de 2937 o mas, o de 2938 o mas.

Los fragmentos de ADN pueden comprender secuencias codificantes del lider de inmunoglobulina, tal como
secuencias de igE o IgG.

Los fragmentos de ADN pueden presentar menos de 10 nucledtidos, menos de 20, menos de 30, menos de 40, menos
de 50, menos de 60, menos de 75, menos de 90, menos de 120, menos de 150, menos de 180, menos de 210, menos
de 240, menos de 270, menos de 300, menos de 360, menos de 420, menos de 480, menos de 540, menos de 600,
menos de 660, menos de 720, menos de 780, menos de 840, menos de 900, menos de 960, menos de 1020, menos
de 1080, menos de 1140, menos de 1200, menos de 1260, menos de 1320, menos de 1380, menos de 1440, menos
de 1500, menos de 1560, menos de 1620, menos de 1680, o menos de 1740 nucleétidos, menos de 1800, menos de
1860, menos de 1820, menos de 1880, menos de 1940, menos de 2000, menos de 2600, menos de 2700, menos de
2800, menos de 2900, menos de 2910, menos de 2920, menos de 2930, menos de 2931, menos de 2932, menos de
2933, menos de 2934, menos de 2935, menos de 2936, menos de 2937, o menos de 2938.

“Fragmento” también puede referirse a un fragmento polipeptidico que es capaz de inducir una respuesta inmunitaria
en un mamifero sustancialmente similar a la del no fragmento para como minimo un subtipo de VFA, tal como A, Asia
1, C, O, SAT1, SAT2 o SAT3. El fragmento puede ser un fragmento polipeptidico seleccionado de por lo menos una
de las diversas secuencias polipeptidicas de la presente exposicion, incluyendo las SEC ID n° 2, 4, 6, 8, 10 o 12. El
fragmento polipeptidico puede analizarse para entrar en contacto con por lo menos un epitopo antigénico tal como
proporciona una base de datos disponible publicamente, tal como la base de datos de secuencias de VFA del Los
Alamos National Laboratory. Los fragmentos de proteinas pueden comprender por lo menos 10%, por lo menos 20%,
por lo menos 30%, por lo menos 40%, por lo menos 50%, por lo menos 60%, por lo menos 70%, por lo menos 80%,
por lo menos 90% o por lo menos 95% de una proteina del VFA indicada en las poliproteinas mostradas en SEC ID
n® 2,4, 6,8, 10 0 12. Los polipéptidos pueden comprender secuencias de aminoacidos del lider de inmunoglobulina,
tal como IgE o IgG. Los fragmentos polipeptidicos pueden presentar una longitud de 30 o mas aminoacidos, de 45 o
mas, de 60 o mas, de 75 o mas, de 90 o mas, de 120 o mas, de 150 o mas, de 180 o mas, de 210 o mas, de 240 o
mas, de 270 o mas, de 300 o mas, de 360 o mas, de 420 o mas, de 480 o mas, de 540 o mas, de 600 o mas, de 660
0 mas, o de 710 aminoacidos o mas. Los fragmentos de polipéptido pueden presentar una longitud de menos de 10
aminoacidos, de menos de 20, de menos de 30, de menos de 40, de menos de 50, de menos de 60, de menos de 75,
de menos de 90, de menos de 120, de menos de 150, de menos de 180, de menos de 210, de menos de 240, de
menos de 270, de menos de 300, de menos de 360, de menos de 420, de menos de 480, de menos de 540, de menos
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de 600, de menos de 660, de menos de 700, de menos de 701, de menos de 702, de menos de 703, de menos de
704, de menos de 705, de menos de 706, de menos de 707, de menos de 708, de menos de 709, o de menos de 710
aminoacidos.

1. Homologia

Puede generarse homologia de multiples alineaciones de secuencias utilizando
ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html).

m. Idéntico

“Idéntico” o “identidad” tal como se utiliza en la presente memoria en el contexto de dos o mas acidos nucleicos o
secuencias polipeptidicas, puede referirse a que las secuencias presentan un porcentaje especificado de residuos que
son iguales a lo largo de una region especificada. El porcentaje puede calcularse mediante alineacion éptima de las
dos secuencias, comparando las dos secuencias a lo largo de la regidon especificada, determinando el nimero de
posiciones en las que se encuentra un residuo idéntico en ambas secuencias, rindiendo el numero de posiciones
correspondientes, dividiendo el nimero de posiciones correspondientes por el niumero total de posiciones en la region
especifica y multiplicando el resultado por 100, que rinde el porcentaje de identidad de secuencias. En los casos en
que dos secuencias son de longitud diferente o la alineacién produce uno o mas extremos escalonados y la region
especificada de comparacion incluye Unicamente una sola secuencia, los residuos de la secuencia Unica se incluyen
en el denominador, aunque no en el denominador del calculo. Al comparar ADN y ARN, la timina (T) y el uracilo (U)
pueden considerarse equivalentes. La identidad puede calcularse manualmente o mediante la utilizacién de un
algoritmo de secuenciacion informatico, tal como BLAST o BLAST 2.0.

n. Impedancia

“Impedancia” tal como se utiliza en la presente memoria puede utilizarse al comentar el mecanismo de
retroalimentacion y puede convertirse en el valor actual segun la ley de Ohm, permitiendo de esta manera
comparaciones con la corriente prefijada.

0. Respuesta inmunitaria

“Respuesta inmunitaria” tal como se utiliza en la presente memoria puede significar la activacion del sistema
inmunitario del huésped, p.ej., de un mamifero, en respuesta a la introduccion de un antigeno de consenso del VFA
mediante las vacunas de plasmido de ADN proporcionadas. La respuesta inmunitaria puede ser en forma de una
respuesta celular o humoral, 0 ambas.

p. Acido nucleico

“Acido nucleico” u “oligonucledtido” o “polinucledtido” tal como se utiliza en la presente memoria puede significar por
lo menos dos nucleétidos unidos covalentemente entre si. La ilustracién de una sola cadena también define la
secuencia de la cadena complementaria. De esta manera, un acido nucleico también comprende la cadena
complementaria de una cadena sencilla ilustrada. Pueden utilizarse muchas variantes de un acido nucleico con el
mismo fin como acido nucleico dado. De esta manera, un acido nucleico comprende ademas acidos nucleicos
sustancialmente idénticos y complementos de los mismos. Una cadena sencilla proporciona una sonda que puede
hibridarse con una secuencia diana bajo condiciones de hibridacion restrictivas. De esta manera, un acido nucleico
comprende ademas una sonda que se hibrida bajo condiciones de hibridacion restrictivas.

Los acidos nucleicos pueden ser de cadena sencilla o de doble cadena, o pueden contener partes de secuencia de
doble cadena y de cadena sencilla. El acido nucleico puede ser ADN, tanto gendmico como ADNc, ARN o un hibrido,
en el que el acido nucleico puede contener combinaciones de desoxirribonucledtidos y ribonucledtidos, y
combinaciones de bases, incluyendo uracilo, adenina, timina, citosina, guanina, inosina, xantina, hipoxantina,
isocitosina e isoguanina. Pueden obtenerse acidos nucleicos mediante métodos de sintesis quimica o mediante
métodos recombinantes.

Un acido nucleico generalmente contiene enlaces fosfodiéster, aunque pueden incluirse analogos de acidos nucleicos
que pueden presentar por lo menos un enlace diferente, p.ej., enlaces fosforamidato, fosforotioato, fosforoditioato o
O-metilfosforamidita y esqueletos y enlaces de acido péptido-nucleico. Entre otros acidos nucleicos analogos se
incluyen aquellos con esqueletos positivos, esqueletos no idnicos y esqueletos no de ribosa, incluyendo los indicados
en la patente US n° 5.235.033 y n° 5.034.506. Los acidos nucleicos que contienen uno o mas nucledtidos no naturales
o modificados también se encuentran incluidos en la definicion de acidos nucleicos. El analogo de nucledtido
modificado puede estar situado, por ejemplo, en el extremo 5’ y/o en el extremo 3’ de la molécula de acidos nucleicos.
Pueden seleccionarse ejemplos representativos de analogos de nucleétidos a partir de ribonucleétidos de sacarido o
esqueleto modificado. Sin embargo, debe indicarse que también resultan adecuados ribonucleétidos de nucleobase
modificada, es decir, ribonucledtidos, que contienen una nucleobase no natural en lugar de una nucleobase natural,
tal como uridinas o citidinas modificadas en la posicién 5, p.ej., 5-(2-amino)propil-uridina, 5-bromo-uridina; adenosinas
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y guanosinas modificadas en la posicion 8, p.ej., 8-bromo-guanosina; nucledtidos deaza, p.ej., 7-deaza-adenosina,
nucleotidos O- y N-alquilados, p.ej., N-6-metil-adenosina. El grupo 2’-OH puede sustituirse por un grupo seleccionado
de H, OR, R, halo, SH, SR, NHz, NHR, NRz o CN, en el que R es alquilo C+-Cs, alquenilo o alquinilo, y halo es F, CI,
Br o I. Entre los nucledtidos modificados se incluyen ademas nucleétidos conjugados con colesterol mediante, p.gj.,
un enlace hidroxiprolinol, tal como se indica en Krutzfeldt et al., Nature (oct. 30, 2005), Soutschek et al., Nature
432:173-178, 2004 y la publicacién de patente US n° 20050107325. Los nucledtidos y acidos nucleicos modificados
también pueden incluir acidos nucleicos bloqueados (ANB), tal como se indica en la patente US n° 2002/0115080. Se
describen nucleétidos y acidos nucleicos modificados adicionales en la publicacién de patente US n° 2005/0182005.
Pueden llevarse a cabo modificaciones del esqueleto de ribosa-fosfato por una diversidad de motivos, p.gj., para
incrementar la estabilidad y semivida de dichas moléculas en medios fisiolodgicos, para potenciar la difusion a través
de las membranas celulares o como sondas en un biochip. Pueden prepararse mezclas de acidos nucleicos naturales
y analogos; alternativamente, pueden prepararse mezclas de diferentes analogos de acidos nucleicos y mezclas de
acidos nucleicos naturales y analogos.

g. Operablemente ligado

“Operablemente ligado” tal como se utiliza en la presente memoria se refiere a que la expresiéon de un gen se encuentra
bajo el control de un promotor con el que se encuentra conectado espacialmente. Un promotor puede estar situado 5’
(cadena arriba) o 3’ (cadena abajo) de un gen bajo su control. La distancia entre el promotor y un gen puede ser
aproximadamente igual a la distancia entre dicho promotor y el gen que controla en el gen a partir del cual se deriva
el promotor. Tal como es conocido de la técnica, la variacion en dicha distancia puede incluirse sin pérdida de funcion
del promotor.

r. Promotor

“Promotor” tal como se utiliza en la presente memoria puede significar una molécula sintética o de origen natural que
es capaz de conferir, activar o potenciar la expresién de un acido nucleico en una célula. Un promotor puede
comprender una 0 mas secuencias reguladoras de la transcripcion especificas para potenciar adicionalmente la
expresion y/o alterar la expresion espacial y/o la expresion temporal del mismo. Un promotor puede comprender
ademas elementos potenciadores o represores distales, que pueden estar situados hasta a varios miles de pares de
bases del sitio de inicio de la transcripcion. Un promotor puede derivarse de fuentes viricas, bacterianas, fungicas,
vegetales, de insecto y de animales. Un promotor puede regular la expresién de un componente génico
constitutivamente, o diferencialmente con respecto a la célula, el tejido u 6rgano en el que se produce la expresion o
con respecto a la etapa de desarrollo en la que se produce la expresion, o en respuesta a estimulos externos, tales
como tensiones fisioldgicas, patdégenos, iones metalicos o agentes inductores. Entre los ejemplos representativos de
promotores se incluyen el promotor del bacteriéfago T7, el promotor del bacteriofago T3, el promotor SP6, el promotor
del operador lac, el promotor tac, el promotor tardio de SV40, el promotor temprano de SV40, el promotor RSV-LTR,
el promotor IE del CMV, el promotor temprano de SV40 o el promotor tardio de SV40 y el promotor IE del CMV.

s. Condiciones de hibridacion restrictiva

“Condiciones de hibridacion restrictivas” tal como se utiliza en la presente memoria puede significar condiciones bajo
las que una primera secuencia de acidos nucleicos (p.€j., una sonda) se hibridara con una segunda secuencia de
acidos nucleicos (p.€j., una diana), tal como en una mezcla compleja de acidos nucleicos. Las condiciones restrictivas
son dependientes de la secuencia y seran diferentes bajo diferentes circunstancias. Las condiciones restrictivas
pueden seleccionarse de manera que sean aproximadamente 5°C a 10°C mas bajas que el punto de fusion térmica
(Tr) para la secuencia especifica a un pH de fuerza ionica definida. La Tr puede ser la temperatura (bajo fuerza iénica,
pH y concentracion de acidos nucleicos definidos) a la que el 50% de las sondas complementarias a la diana se
hibridan con la secuencia diana en el equilibrio (debido a que las secuencias diana se encuentran presentes en exceso,
a Ty, el 50% de las sondas se encuentran ocupadas en el equilibrio). Las condiciones restrictivas pueden ser aquellas
en las que la concentracion salina es inferior a aproximadamente 1,0 M de ion sodio, tal como entre aproximadamente
0,01 y 1,0 M de concentracion de ion sodio (u otras sales) a pH 7,0 a 8,3 y la temperatura es por lo menos
aproximadamente 30°C para sondas cortas (p.ej., aproximadamente 10 a 50 nucledtidos) y por lo menos
aproximadamente 60°C para sondas largas (p.ej., de mas de aproximadamente 50 nucleétidos). También pueden
conseguirse condiciones restrictivas con la adicién de agentes desestabilizadores, tales como la formamida. Para la
hibridacién selectiva o especifica, una sefial positiva puede ser por lo menos 2 a 10 veces la hibridaciéon de fondo.
Entre las condiciones ejemplares de hibridacion restrictiva se incluyen las siguientes: Formamida al 50%, 5x SSC y
SDS al 1%, incubando a 42°C, o 5x SSC, SDS al 1%, incubando a 65°C con un lavado en 0,2x SSCy SDS al 0,1% a
65°C.

t. Sustancialmente complementario
“Sustancialmente complementario” tal como se utiliza en la presente memoria puede significar que una primera

secuencia es por lo menos 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 97%, 98% o 99% idéntica al complemento
de una segunda secuencia en una region de 8, 9, 10, 11, 12,13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 30, 35,
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40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100 o méas nucledtidos o aminoéacidos, o que las dos secuencias se
hibridan bajo condiciones de hibridacion restrictiva.

u. Sustancialmente idéntico

“Sustancialmente idéntico” tal como se utiliza en la presente memoria puede significar que una primera y una segunda
secuencias son por lo menos 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 97%, 98% o 99% idénticas en una region
de 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90,
95, 100 o més nucledtidos 0 aminoacidos, o con respecto a acidos nucleicos, en el caso de que la primera secuencia
sea sustancialmente complementaria al complemento de la segunda secuencia.

v. Subtipo o serotipo

“Subtipo” o “serotipo” tal como se utiliza en la presente memoria intercambiablemente y en referencia a los virus VFA,
y se refiere a variantes genéticas de un antigeno del virus VFA en las que un subtipo es reconocido por el sistema
inmunitario como diferente de otro subtipo.

w. Variante

“Variante” utilizada en la presente memoria con respecto a un acido nucleico puede significar: (i) una parte o fragmento
de una secuencia de nucledtidos mencionada, (ii) el complemento de una secuencia de nucledtidos mencionada o
parte de la misma, (iii) un acido nucleico que es sustancialmente idéntico a un acido nucleico mencionado o el
complemento del mismo, o (iv) un acido nucleico que se hibrida bajo condiciones restrictivas con el acido nucleico
mencionado, complemento del mismo, o una secuencia sustancialmente idéntica al mismo.

“Variante” con respecto a un péptido o polipéptido que difiere en su secuencia de aminoacidos por insercion, delecion
o sustitucion conservadora de aminoacidos, aunque conserva por lo menos una actividad biolégica. Variante puede
significar también una proteina con una secuencia de aminoacidos que es sustancialmente idéntica a una proteina
mencionada con una secuencia de aminoacidos que conserva por lo menos una actividad biolégica. Una sustitucion
conservadora de un aminoacido, es decir, sustituir un aminoacido por un aminoacido diferente de propiedades
similares (p.ej., hidrofilicidad, grado y distribucion de zonas con carga) se reconoce en la técnica que tipicamente
implica un cambio menor. Dichos cambios menores pueden identificarse, en parte, mediante la consideracion del
indice hidropatico de aminoacidos, tal como se entiende en la técnica. Kyte et al., J. Mol. Biol. 157:105-132, 1982. El
indice hidropatico de un aminoacido se basa en una consideracion de su hidrofobicidad y carga. Es conocido de la
técnica que los aminoacidos de indices hidropaticos similares pueden sustituirse y todavia conservan la funcién de la
proteina. En un aspecto, se sustituyen los aminoacidos con indices hidropaticos de +2. El hidrofilicidad de aminoacidos
también puede utilizarse para revelar sustituciones que resultarian en proteinas que conservan la funcion bioldgica.
Una consideracion de la hidrofilicidad de los aminoacidos en el contexto de un péptido permite el calculo de la
hidrofilicidad media local maxima de ese péptido, una medida util que se ha informado que se correlaciona bien con
la antigenicidad y la inmunogenicidad. Se hace referencia a la patente US n° 4.554.101 en la presente memoria. La
sustitucién de aminoacidos con valores de hidrofilicidad similares puede resultar en péptidos que conservan la
actividad bioldgica, por ejemplo la inmunogenicidad, tal como se entiende en la técnica. Pueden llevarse a cabo
sustituciones con aminoacidos que presentan valores de hidrofilicidad a +2 unos de otros. Tanto el indice de
hidrofobicidad como el valor de hidrofilicidad de los aminoacidos estan influidos por la cadena lateral particular de ese
aminoacido. En concordancia con dichas observaciones, las sustituciones de aminoacidos que son compatibles con
la funcion bioldgica se entiende que dependen de la similitud relativa de los aminoacidos y particularmente de las
cadenas laterales de dichos aminoacidos, tal como revela la hidrofobicidad, hidrofilicidad, carga, tamafio y otras
propiedades.

x. Vector

“Vector”, utilizado en la presente memoria, puede referirse a una secuencia de acidos nucleicos que contiene un origen
de replicacion. Un vector puede ser un plasmido, bacteriéfago, cromosoma bacteriano artificial o cromosoma artificial
de levadura. Un vector puede ser un vector de ADN o ARN. Un vector puede ser un vector extracromosémico
autorreplicante o un vector que se integra en el genoma del huésped.

2. Proteinas y secuencias codificantes del VFA

Los genomas de cada uno de los subtipos A, C, O, Asia, SAT1, SAT2 y SAT3 se encuentran en GenBank en los
numeros de acceso siguientes:

A: JF749843

C: NC_002554
O: JF749851
Asia: DQ533483
SAT-1: JF749860
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SAT-2: JF749862
SAT-3: NC_011452

Estos pueden utilizarse para localizar secuencias codificantes para cada uno de VP1, VP2, VP3 y VP4 para cada uno
de los subtipos A, C, O, Asia, SAT1, SAT2 y SAT3. De manera similar, tal como se ha indicado anteriormente, el
documento n® WO 2011/054011, da a conocer vacunas del VFA con VP1, VP2, VP3, VP4 de subtipos de VFA, A, C,
O, Asia, SAT1, SAT2 y SAT3, aunque utilizando un disefio diferente. El experto en la materia podria identificar
secuencias codificantes de cada de una de las proteinas de VFA, VP1, VP2, VP3 y VP4 de subtipos A, C, O, Asia,
SAT1, SAT2 y SATS3, utilizando la informacién en el documento n°® WO 2011/054011 y GenBank.

En algunos constructos pueden utilizarse proteinas homaélogas que son 95% o mas, 96%0 mas, 97% o mas, 98% o
mas, 0 99% o mas homoélogas respecto a las proteinas de VFA, VP1, VP2, VP3 o VP4 de los subtipos A, C, O, Asia,
SAT1, SAT2 o SATS.

En algunos constructos pueden utilizarse fragmentos de proteinas de VFA VP1, VP2, VP3 o VP4 de los subtipos A,
C, O, Asia, SAT1, SAT2 o SAT3 con 95% o mas, 96% o mas, 97% o mas, 98% o mas, 0 99% o mas de la secuencia
de longitud completa.

En algunos constructos pueden utilizarse fragmentos de proteinas que son 95% o mas, 96% o mas, 97% o mas, 98%
0 mas, 0 99% o mas homologas respecto a las proteinas de VFA VP1, VP2, VP3 0 VP4 de los subtipos A, C, O, Asia,
SAT1, SAT2 o0 SAT3, y que presentan 95% o mas, 96% o mas, 97% o mas, 98% o mas, 0 99% o mas de la secuencia
de longitud completa.

En constructos pueden utilizarse secuencias codificantes de dichas proteinas de VFA, proteinas homodlogas,
fragmentos de proteinas de VFA y fragmentos de proteinas homologas.

Puede encontrarse presente un sitio de corte proteolitico nativo entre cada una de las secuencias de antigeno de
consenso, tal como la secuencia de aminoacidos: RGRKRRS.

En la presente memoria se proporciona un antigeno capaz de inducir una respuesta inmunitaria en un mamifero contra
uno o mas e los subtipos de virus de la enfermedad de la fiebre aftosa (VFA). El antigeno puede ser un antigeno de
VFA que comprende las proteinas de capside VP1, VP2, VP3, VP4, un consenso de las mismas, una variante de las
mismas, un fragmento de las mismas o una combinacion de las mismas. El antigeno de VFA puede ser VFA de subtipo
A, Asia 1, C, O, SAT, SAT2 o SAT3. El antigeno de VFA puede contener por lo menos un epitopo antigénico que
puede resultar eficaz contra inmundgenos particulares del VFA contra los que puede inducirse una respuesta
inmunitaria. Las proteinas de capside virica vacia VP1-VP4 del antigeno de VFA proporcionan un repertorio completo
de sitios inmunogénicos y epitopos presentes en un virus VFA intacto. La secuencia de VFA de consenso puede
derivarse de las secuencias de antigeno del VFA de una pluralidad de virus VFA de un subtipo de VFA. El antigeno
de VFA de consenso puede comprender secuencias de proteina de consenso de VP1, VP2, VP3 y VP4 de subtipo de
VFA, que puede ser una proteina de consenso VP1-VP4. La proteina VP1-VP4 de consenso puede comprender por
lo menos un sitio de corte de proteasa 3C del VFA. El sitio de corte de proteasa 3C puede encontrarse presente entre
cada una de las secuencias de VP1, VP2, VP3 y VP4 de consenso de la proteina VP1-4 de consenso. El corte de la
proteina VP1-VP4 de consenso por la proteasa 3C puede cortar la proteina VP1-VP4 de consenso para producir una
proteina VP1- de consenso, una proteina VP2- de consenso, una proteina VP3- de consenso y una proteina VP4 de
consenso. Puede encontrarse presente un sitio de corte proteolitico nativo entre cada una de las secuencias de
antigeno de consenso, tal como la secuencia de aminoacidos: RGRKRRS.

En algunas realizaciones, las proteinas son 80% homdlogas. En algunas realizaciones, las proteinas son 90%
homodlogas. En algunas realizaciones, las proteinas son 95% homodlogas. En algunas realizaciones, las proteinas son
96% homologas. En algunas realizaciones, las proteinas son 97% homélogas. En algunas realizaciones, las proteinas
son 98% homodlogas. En algunas realizaciones, las proteinas son 99% homélogas.

En la presente memoria se proporcionan secuencias codificantes de antigenos capaces de inducir una respuesta
inmunitaria en un mamifero contra uno o mas subtipos del virus de la fiebre aftosa (VFA). El antigeno puede ser un
antigeno de VFA que comprende las proteinas de capside VP1, VP2, VP3, VP4, un consenso de las mismas, una
variante de las mismas, un fragmento de las mismas o una combinacién de las mismas. El antigeno de VFA puede
ser VFA de subtipo A, Asia 1, C, O, SAT, SAT2 o SAT3. El antigeno de VFA puede contener por lo menos un epitopo
antigénico que puede resultar eficaz contra inmundgenos particulares del VFA contra los que puede inducirse una
respuesta inmunitaria. Las proteinas de capside virica vacia VP1-4 del antigeno de VFA proporcionan un repertorio
completo de sitios inmunogénicos y epitopos presentes en un virus VFA intacto. La secuencia de VFA de consenso
puede derivarse de las secuencias de antigeno del VFA de una pluralidad de virus VFA de un subtipo de VFA. El
antigeno de VFA de consenso puede comprender secuencias de proteina de consenso de VP1, VP2, VP3 y VP4 de
subtipo de VFA, que puede ser una proteina de consenso VP1-4. La proteina VP1-4 de consenso puede comprender
por lo menos un sitio de corte 3C de proteina del VFA. El sitio de corte de proteasa 3C puede encontrarse presente
entre cada una de las secuencias de VP1, VP2, VP3 y VP4 de consenso de la proteina VP1-4 de consenso. El corte
de la proteina VP1-4 de consenso por la proteasa 3C puede cortar la proteina VP1-4 de consenso para producir una

13



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2817903 T3

proteina VP1- de consenso, una proteina VP2- de consenso, una proteina VP3- de consenso y una proteina VP4 de
consenso. Puede encontrarse presente un sitio de corte proteolitico nativo entre cada una de las secuencias de
antigeno de consenso, tal como la secuencia de aminoacidos: RGRKRRS. Se proporcionan secuencias codificantes
de proteinas de fusién que comprenden el consenso de la proteasa 3C.

Adicionalmente, las secuencias codificantes pueden codificar proteinas o pueden ser fragmentos de las proteinas
indicadas en la presente memoria. En algunas realizaciones, las secuencias codificantes codifican proteinas que son
20% de la proteina de consenso. En algunas realizaciones, las secuencias codificantes codifican proteinas que son
30% de la proteina de consenso. En algunas realizaciones, las secuencias codificantes codifican proteinas que son
40% de la proteina de consenso. En algunas realizaciones, las secuencias codificantes codifican proteinas que son
50% de la proteina de consenso. En algunas realizaciones, las secuencias codificantes codifican proteinas que son
60% de la proteina de consenso. En algunas realizaciones, las secuencias codificantes codifican proteinas que son
70% de la proteina de consenso. En algunas realizaciones, las secuencias codificantes codifican proteinas que son
85% de la proteina de consenso. En algunas realizaciones, las secuencias codificantes codifican proteinas que son
90% de la proteina de consenso. En algunas realizaciones, las secuencias codificantes codifican proteinas que son
95% de la proteina de consenso. En algunas realizaciones, las secuencias codificantes codifican proteinas que son
96% de la proteina de consenso. En algunas realizaciones, las secuencias codificantes codifican proteinas que son
97% de la proteina de consenso.

Adicionalmente, las secuencias codificantes pueden codificar proteinas que son homologas respecto a las proteinas
dadas a conocer en la presente memoria. En algunas realizaciones, las secuencias codificantes codifican proteinas
que son 80% homologas. En algunas realizaciones, las secuencias codificantes codifican proteinas que son 90%
homologas. En algunas realizaciones, las secuencias codificantes codifican proteinas que son 95% homologas. En
algunas realizaciones, las secuencias codificantes codifican proteinas que son 96% homodlogas. En algunas
realizaciones, las secuencias codificantes codifican proteinas que son 97% homologas. En algunas realizaciones, las
secuencias codificantes codifican proteinas que son 98% homodlogas. En algunas realizaciones, las secuencias
codificantes codifican proteinas que son 99% homologas.

Adicionalmente, las secuencias codificantes codifican proteinas que son fragmentos de proteinas homodlogas de las
proteinas indicadas en la presente memoria. En algunas realizaciones, las secuencias codificantes codifican proteinas
que son 20% de la proteina homodloga. En algunas realizaciones, las secuencias codificantes codifican proteinas que
son 30% de la proteina homdloga. En algunas realizaciones, las secuencias codificantes codifican proteinas que son
40% de la proteina homologa. En algunas realizaciones, las secuencias codificantes codifican proteinas que son 50%
de la proteina homologa. En algunas realizaciones, las secuencias codificantes codifican proteinas que son 60% de
la proteina homdloga. En algunas realizaciones, las secuencias codificantes codifican proteinas que son 70% de la
proteina homodloga. En algunas realizaciones, las secuencias codificantes codifican proteinas que son 80% de la
proteina homodloga. En algunas realizaciones, las secuencias codificantes codifican proteinas que son 90% de la
proteina homodloga. En algunas realizaciones, las secuencias codificantes codifican proteinas que son 95% de la
proteina homodloga. En algunas realizaciones, las secuencias codificantes codifican proteinas que son 96% de la
proteina homologa. En algunas realizaciones, las secuencias codificantes codifican proteinas que son 97% de la
proteina homologa. En algunas realizaciones, las secuencias codificantes codifican proteinas que son 98% de la
proteina homologa. En algunas realizaciones, las secuencias codificantes codifican proteinas que son 99% de la
proteina homdloga.

3. Plasmido

En la presente memoria se proporciona un vector que es capaz de expresar uno o mas antigenos del VFA en la célula
de un mamifero en una cantidad eficaz para inducir una respuesta inmunitaria en el mamifero. El vector puede
comprender acido nucleico heterdlogo codificante del antigeno del VFA. El vector puede ser un plasmido. El plasmido
puede resultar util para transfectar células con acidos nucleicos codificantes de un antigeno del VFA, en el que la
célula huésped transformada se cultiva y se mantiene bajo condiciones en las que tiene lugar la expresion del antigeno
de VFA.

El plasmido puede comprender un acido nucleico codificante de un antigeno de VFA seleccionado de las proteinas
dadas a conocer en la presente memoria, fragmentos de las mismas, secuencias homodlogas de las mismas y
fragmentos de homologas. El plasmido puede comprender ademas un codoén de inicio o secuencia lider, que puede
encontrarse cadena arriba de la secuencia codificante y un codén de parada, que puede encontrarse cadena abajo de
la secuencia codificante. El codon de inicio y terminacion puede encontrarse en el mismo marco que la secuencia
codificante.

El plasmido puede comprender ademas un promotor que se encuentra operablemente ligado a la secuencia
codificante. El promotor operablemente ligado a la secuencia codificante puede ser un promotor del virus 40 del simio
(SV40), un promotor del virus del tumor mamario de raton (VTMR), un promotor del virus de la inmunodeficiencia
humana (VIH), tal como el promotor de la repeticion terminal larga (RTL) del virus de la inmunodeficiencia bovina (VIB),
un promotor del virus de Moloney, un promotor del virus la leucosis aviar (VLA), un promotor de citomegalovirus (CMV),
tal como el promotor temprano inmediato del CMV, un promotor del virus de Epstein-Barr (VEB) o un promotor de virus

14



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2817903 T3

del sarcoma de Rous (VSR). El promotor puede ser ademas un promotor de un gen humano, tal como actina humana,
miosina humana, hemoglobina humana, creatina muscular humana o metalotioneina humana. El promotor puede ser
ademas un promotor especifico de tejido, tal como un promotor especifico muscular o cutaneo, natural o sintético. Se
indican ejemplos de dichos promotores en la solicitud publicada de patente US n°® US2004/0175727.

El plasmido puede comprender ademas una sefial de poliadenilacién, que puede encontrarse cadena abajo de la
secuencia codificante. La sefial de poliadenilacion puede ser una sefial de poliadenilacién de SV40, una sefial de
poliadenilacion de RTL, una sefial de poliadenilacion de hormona de crecimiento bovina (HCb), una sefial de
poliadenilacion de hormona del crecimiento humana (HCh) o una sefial de poliadenilacion de B-globina humana. La
sefial de poliadenilacion de SV40 puede ser una sefial de poliadenilacion de un plasmido pCEP4 (Invitrogen, San
Diego, CA).

El plasmido puede comprender ademas un intensificador situado cadena arriba de la secuencia codificante. El
intensificador puede ser actina humana, miosina humana, hemoglobina humana, creatina muscular humana o un
intensificador virico, tal como uno de CMV, VFA, VSR o VEB. Los potenciadores de la funcién de polinucleétidos se
describen en las patentes US n°® 5.593.972 y n°® 5.962.428 y en el documento n°® WO94/016737.

El plasmido puede comprender ademés un origen de replicacién de mamifero a fin de mantener el plasmido
extracromosémicamente y producir multiples copias del plasmido en una célula. El plasmido puede ser pVAX1, pCEP4
o pREP4 de Invitrogen (San Diego, CA), que pueden comprender el origen de replicacion del virus de Epstein-Barr y
la regiodn codificante del antigeno nuclear EBNA-1, que puede producir una replicacién episémica de alto nimero de
copia sin integracion. El esqueleto del plasmido puede ser pAV0242. El plasmido puede ser un plasmido de adenovirus
de tipo 5 (Ad5) de replicacion defectuosa.

El plasmido puede comprender ademas una secuencia reguladora, que puede ser idonea para la expresion génica en
una célula en la que se administre el plasmido. La secuencia codificante puede comprender un codén, que puede
permitir una transcripcion mas eficiente de la secuencia codificante en la célula huésped.

La secuencia codificante puede comprender una secuencia lider de Ig. La secuencia lider puede encontrarse en el
lado 5’ de la secuencia codificante. La proteina de consenso codificada por dicha secuencia puede comprender un
lider de Ig N-terminal seguido de una proteina de consenso. El lider de Ig N-terminal puede ser IgE o IgG.

El plasmido puede ser pSE420 (Invitrogen, San Diego, Calif.), que puede utilizarse para la produccion de proteinas en
Escherichia coli (E. coli). El plasmido también puede ser pYES2 (Invitrogen, San Diego, Calif.), que puede utilizarse
para la produccién de proteinas en cepas de levadura Saccharomyces cerevisiae. El plasmido también puede ser del
sistema de expresion baculovirica completa MAXBAC™ (Invitrogen, San Diego, Calif.), que puede utilizarse para la
produccion de proteinas en células de insecto. El plasmido también puede ser pcADN | o pcADN3 (Invitrogen, San
Diego, Calif.), que puede utilizarse para la produccion de proteinas en células de mamifero, tal como células de ovario
de hamster chino (CHO).

Los plasmidos pueden comprender una o mas secuencias codificantes que codifican una o mas de VP1, VP2, VP3,
VP4 y 3C de uno o mas subtipos, tales como Asia, A, O, C, SAT1, SAT2 y SAT3.

En algunas realizaciones, un plasmido comprende secuencias codificantes de mudltiples antigenos de VFA de
consenso diferentes, VP1, VP2, VP3, VP4 y 3C del subtipo Asia, A, O, C, SAT1, SAT2 o SAT3.

En algunas realizaciones, un plasmido comprende secuencias de multiples antigenos de VFA de consenso diferentes,
VP1, VP2, VP3 y VP4 del subtipo Asia, A, O, C, SAT1, SAT2 o SAT3.

En algunas realizaciones, un plasmido comprende secuencias codificantes de dos antigenos VP1 de VFA de consenso
diferentes de dos de los subtipos Asia, A, O y C, tal como VP1 del subtipo Asia, VP1 del subtipo O, o VP1 del subtipo
A'y VP1 del subtipo C.

En algunas realizaciones, un plasmido comprende secuencias codificantes de un antigeno de VFA de consenso VP1,
tal como VP1 de subtipo Asia, VP1 de subtipo A, VP1 de subtipo O o VP1 de subtipo C.

La secuencia codificante puede estar codificada por un plasmido de ADN diferente, todos regulados por un promotor
operablemente ligado, p.ej., un plasmido de ADN que presenta una secuencia codificante regulada por uno o mas
promotores, comprendiendo la secuencia codificante multiples antigenos de VFA de consenso.

El vector puede ser pVAX1 o una variante de pVax1 con cambios, tal como el plasmido variante indicado en la presente
memoria. El plasmido pVax1 variante es una variante de 2998 pares de bases del plasmido vector de esqueleto pVAX1
(Invitrogen, Carlsbad, CA). El promotor del CMV esta situado en las bases 137 a 724. El promotor/sitio de cebado de
T7 se encuentra en las bases 664 a 683. Se encuentran sitios de clonacion mdltiple en las bases 696 a 811. La sefial
de poliadenilacion de GH bovina se encuentra en las bases 829 a 1053. El gen de resistencia a la canamicina se
encuentra en las bases 1226 a 2020. El origen de pUC se encuentra en las bases 2320 a 2993.
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Basandose en la secuencia de pVAX1 disponible de Invitrogen, se encontraron las mutaciones siguientes en la
secuencia de pVAX1 que se utilizaron como el esqueleto para los plasmidos 1 a 6 indicados en la presente memoria:

C>G241 en el promotor de CMV

C>T 1942 esqueleto, cadena abajo de la sefial de poliadenilacion de la hormona del crecimiento bovina (HCbpoliA)
A> - 2876 esqueleto, cadena abajo del gen de canamicina

C>T 3277 en el origen de replicacion de pUC (Ori) mutacion de alto nimero de copia (ver Nucleic Acid Research
1985)

G>C 3753 en el mismo extremo de Ori de pUC cadena arriba del sitio de ARNasaH

Los pares de bases 2, 3 y 4 se cambiaron de ACT a CTG en el esqueleto, cadena arriba del promotor de CMV.

El esqueleto del vector puede ser pAV0242. El vector puede ser un vector adenovirus de tipo 5 (Ad5) de replicacion
defectuosa.

El plasmido puede comprender ademas una secuencia reguladora, que puede resultar idonea para la expresion génica
en una célula en la que se administre el plasmido. La secuencia codificante puede comprender un codén, que puede
permitir una transcripcion mas eficiente de la secuencia codificante en la célula huésped.

La secuencia codificante puede comprender, ademas, una secuencia lider de Ig. La secuencia lider puede encontrarse
en el lado 5’ de la secuencia codificante. Los antigenos de consenso codificados por dicha secuencia pueden
comprender un lider de Ig N-terminal seguido de una proteina de antigeno de consenso. El lider de Ig N-terminal
puede ser IgE o 1gG.

El plasmido puede ser pSE420 (Invitrogen, San Diego, Calif.), que puede utilizarse para la produccion de proteinas en
Escherichia coli (E. coli). El plasmido también puede ser pYES2 (Invitrogen, San Diego, Calif.), que puede utilizarse
para la produccién de proteinas en cepas de levadura Saccharomyces cerevisiae. El plasmido también puede ser del
sistema de expresion baculovirica completa MAXBAC™ (Invitrogen, San Diego, Calif.), que puede utilizarse para la
produccion de proteinas en células de insecto. El plasmido puede ser ademas pcADN | o pcADN3 (Invitrogen, San
Diego, Calif.), que puede utilizarse para la producciéon de proteinas en células de mamifero, tales como células de
ovario de hamster chino (CHO).

4. Vacuna

Aunque sin restringirse a ninguna teoria cientifica, una vacuna que puede utilizarse para inducir una respuesta
inmunitaria (humoral, celular, o ambas) ampliamente contra el VFA puede comprender una o mas secuencias
codificantes indicadas anteriormente, es decir, secuencias de acidos nucleicos que codifican una o mas proteinas
VP1, VP2, VP3, CVP4 y 2A de los subtipos seleccionados del grupo que consiste en: subtipos de VFA, tales como A,
Asia 1, C, O, SAT1, SAT2, SAT3 o combinaciones de los mismos. En algunas realizaciones, la vacuna puede
comprender ademas un acido nucleico codificante de una proteasa C3 de VFA, que puede ser un acido nucleico de
proteasa C3 de consenso.

Lo anterior incluye:

Un acido nucleico aislado que comprende una secuencia codificante de la secuencia de aminoacidos de consenso de
por lo menos VP1-VP3, y preferentemente VP1-4 del virus de la fiebre aftosa que induce una respuesta inmunitaria
de reactividad cruzada en un sujeto vacunado contra multiples subtipos de VFA, incluyendo A, Asia 1, C, O, SAT1,
SAT, SAT3 y SATA4. El acido nucleico puede comprender una secuencia seleccionada del grupo que consiste en: (a)
SEC ID n° 1; una secuencia de nucledtidos codificante SEC ID n° 2; (b) SEC ID n° 3; una secuencia de nucledtidos
codificante SEC ID n° 4; (c) SEC ID n° 5; una secuencia de nucledtidos codificante SEC ID n° 6; d) SEC ID n° 7; una
secuencia de nucledtidos codificante SEC ID n° 8; e) SEC ID n° 9; una secuencia de nucledtidos codificante SEC 1D
n° 1y f) SEC ID n° 11; una secuencia de nucledtidos codificante SEC ID n° 12.

En la presente memoria se proporciona una vacuna capaz de generar en un mamifero una respuesta inmunitaria
contra uno o mas subtipos de VFA. La vacuna puede comprender el plasmido comentado anteriormente. La vacuna
puede comprender una pluralidad de plasmidos, cada uno de ellos dirigidos a uno o mas subtipos del VFA, tales como
A, Asia 1, C, O, SAT1, SAT2, SAT3 o combinaciones de los mismos. La vacuna puede comprender ademas los
antigenos de VFA mismos dirigidos contra uno o mas subtipos de VFA, tales como A, Asia 1, C, O, SAT1, SAT2, SAT3
o combinaciones de los mismos. La vacuna puede comprender ademas plasmidos dirigidos a subtipos de VFA de
zonas particulares del mundo, por ejemplo, Asia, Europa y sub-Africa. Alternativa o adicionalmente, la vacuna puede
comprender proteinas de uno o mas subtipos de VFA, tales como A, Asia 1, C, O, SAT1, SAT2, SAT3 o combinaciones
de los mismos. La vacuna puede comprender ademas los antigenos de VFA mismos dirigidos contra uno o mas
subtipos de VFA, tales como A, Asia 1, C, O, SAT1, SAT2, SAT3 o combinaciones de los mismos. La vacuna puede
comprender ademas plasmidos y/o proteinas dirigidos a subtipos de VFA de zonas particulares del mundo, por
ejemplo, Asia, Europa y sub-Africa. La vacuna puede proporcionarse para inducir una respuesta inmunitaria
terapéutica o profilactica.
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En la presente memoria se dan a conocer composiciones farmacéuticas segun la presente invenciéon que comprenden
aproximadamente 1 nanogramo a aproximadamente 10 mg de ADN. En algunas realizaciones, las composiciones
farmacéuticas segun la presente exposicion comprenden: 1) por lo menos 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60,
65, 70, 75, 80, 85, 90, 95 o0 100 nanogramos, o por lo menos 1, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75,
80, 85, 90, 95,100, 105, 110, 115, 120, 125, 130, 135, 140, 145, 150, 155, 160, 165, 170, 175, 180, 185, 190, 195,
200, 205, 210, 215, 220, 225, 230, 235, 240, 245, 250, 255, 260, 265, 270, 275, 280, 285, 290, 295, 300, 305, 310,
315, 320, 325, 330, 335, 340, 345, 350, 355, 360, 365, 370, 375, 380, 385, 390, 395, 400, 405, 410, 415, 420, 425,
430, 435, 440, 445, 450, 455, 460, 465, 470, 475, 480, 485, 490, 495, 500, 605, 610, 615, 620, 625, 630, 635, 640,
645, 650, 655, 660, 665, 670, 675, 680, 685, 690, 695, 700, 705, 710, 715, 720, 725, 730, 735, 740, 745, 750, 755,
760, 765, 770, 775, 780, 785, 790, 795, 800, 805, 810, 815, 820, 825, 830, 835, 840, 845, 850, 855, 860, 865, 870,
875, 880, 885, 890, 895. 900, 905, 910, 915, 920, 925, 930, 935, 940, 945, 950, 955, 960, 965, 970, 975, 980, 985,
990, 995 o 1000 microgramos, o por lomenos 1.5, 2, 2.5, 3, 3.5,4,4.5,5,55,6,6.5,7,7.5,8,8.5,9,95010mg o
mas, y 2) hasta e incluyendo 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95 o 100 nanogramos, 0
hasta e incluyendo 1, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95,100, 105, 110, 115, 120,
125, 130, 135, 140, 145, 150, 155, 160, 165, 170, 175, 180, 185, 190, 195, 200, 205, 210, 215, 220, 225, 230, 235,
240, 245, 250, 255, 260, 265, 270, 275, 280, 285, 290, 295, 300, 305, 310, 315, 320, 325, 330, 335, 340, 345, 350,
355, 360, 365, 370, 375, 380, 385, 390, 395, 400, 405, 410, 415, 420, 425, 430, 435, 440, 445, 450, 455, 460, 465,
470, 475, 480, 485, 490, 495, 500, 605, 610, 615, 620, 625, 630, 635, 640, 645, 650, 655, 660, 665, 670, 675, 680,
685, 690, 695, 700, 705, 710, 715, 720, 725, 730, 735, 740, 745, 750, 755, 760, 765, 770, 775, 780, 785, 790, 795,
800, 805, 810, 815, 820, 825, 830, 835, 840, 845, 850, 855, 860, 865, 870, 875, 880, 885, 890, 895. 900, 905, 910,
915, 920, 925, 930, 935, 940, 945, 950, 955, 960, 965, 970, 975, 980, 985, 990, 995, o 1000 microgramos, o hasta, e
incluyendo, 1,5, 2, 2,5, 3, 3,5, 4, 4,5, 5, 5,5, 6, 6,5, 7, 7,5, 8, 8,5, 9, 9,5 0 10 mg. En algunas realizaciones, las
composiciones farmacéuticas segun la presente exposicion comprenden entre aproximadamente 5 nanogramos y
aproximadamente 10 mg de ADN. En algunas realizaciones, las composiciones farmacéuticas segun la presente
exposicién comprenden entre aproximadamente 25 nanogramos y aproximadamente 5 mg de ADN. En algunas
realizaciones, las composiciones farmacéuticas contienen entre aproximadamente 50 nanogramos y
aproximadamente 1 mg de ADN. En algunas realizaciones, las composiciones farmacéuticas contienen entre
aproximadamente 0,1 y aproximadamente 500 microgramos de ADN. En algunas realizaciones, las composiciones
farmacéuticas contienen entre aproximadamente 1 y aproximadamente 350 microgramos de ADN. En algunas
realizaciones, las composiciones farmacéuticas contienen entre aproximadamente 5 y aproximadamente 250
microgramos de ADN. En algunas realizaciones, las composiciones farmacéuticas contienen entre aproximadamente
10 y aproximadamente 200 microgramos de ADN. En algunas realizaciones, las composiciones farmacéuticas
contienen entre aproximadamente 15 y aproximadamente 150 microgramos de ADN. En algunas realizaciones, las
composiciones farmacéuticas contienen entre aproximadamente 20 y aproximadamente 100 microgramos de ADN.
En algunas realizaciones, las composiciones farmacéuticas contienen entre aproximadamente 25 y aproximadamente
75 microgramos de ADN. En algunas realizaciones, las composiciones farmacéuticas contienen entre
aproximadamente 30 y aproximadamente 50 microgramos de ADN. En algunas realizaciones, las composiciones
farmacéuticas contienen entre aproximadamente 35 y aproximadamente 40 microgramos de ADN. En algunas
realizaciones, las composiciones farmacéuticas contienen entre aproximadamente 100 y aproximadamente 200
microgramos de ADN. En algunas realizaciones, las composiciones farmacéuticas comprenden entre
aproximadamente 10 microgramos y aproximadamente 100 microgramos de ADN. En algunas realizaciones, las
composiciones farmacéuticas comprenden entre aproximadamente 20 microgramos y aproximadamente 80
microgramos de ADN. En algunas realizaciones, las composiciones farmacéuticas comprenden entre
aproximadamente 25 microgramos y aproximadamente 60 microgramos de ADN. En algunas realizaciones, las
composiciones farmacéuticas comprenden entre aproximadamente 30 nanogramos y aproximadamente 50
microgramos de ADN. En algunas realizaciones, las composiciones farmacéuticas comprenden entre
aproximadamente 35 nanogramos y aproximadamente 45 microgramos de ADN. En algunas realizaciones
preferentes, las composiciones farmacéuticas contienen entre aproximadamente 0,1 y aproximadamente 500
microgramos de ADN. En algunas realizaciones preferentes, las composiciones farmacéuticas contienen entre
aproximadamente 1 y aproximadamente 350 microgramos de ADN. En algunas realizaciones preferentes, las
composiciones farmacéuticas contienen entre aproximadamente 25 y aproximadamente 250 microgramos de ADN.
En algunas realizaciones preferentes, las composiciones farmacéuticas contienen entre aproximadamente 100 y
aproximadamente 200 microgramos de ADN.

Las composiciones farmacéuticas segun la presente exposicion se formulan segun el modo de administracion que
debe utilizarse. En los casos en que las composiciones farmacéuticas son composiciones farmacéuticas inyectables,
son estériles, libres de pirégenos y libres de particulas. Preferentemente se utiliza una formulacion isotonica.
Generalmente, entre los aditivos para la isotonicidad pueden incluirse cloruro sédico, dextrosa, manitol, sorbitol y
lactosa. En algunos casos, resultan preferentes soluciones isoténicas, tales como solucién salina tamponada con
fosfato. Entre los estabilizadores se incluyen gelatina y albumina. En algunas realizaciones, se afiade un agente de
vasoconstriccion a la formulacion.

Preferentemente, la composicion farmacéutica es una vacuna, y mas preferentemente una vacuna de ADN.

La vacuna puede ser una vacuna de ADN. La vacuna de ADN puede comprender una pluralidad de los mismos
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plasmidos o plasmidos diferentes que comprenden secuencias codificantes de acidos nucleicos de uno o mas
antigenos prostéticos de consenso. La vacuna de ADN puede comprender una o mas secuencias de acidos nucleicos
que codifican uno o mas antigenos prostaticos de consenso. En el caso de que la vacuna de ADN comprenda
secuencias codificantes de mas de un antigeno prostatico de consenso, la totalidad de dichas secuencias puede
encontrarse presente en un unico plasmido, o cada una de dichas secuencias puede encontrarse presente en
plasmidos diferentes.

En algunas realizaciones, las vacunas pueden comprender secuencia de acidos nucleicos que codifican uno o mas
antigenos prostaticos de consenso en combinacién con uno o mas antigenos prostaticos de consenso.

Se dan a conocer vacunas de ADN en las patentes US n° 5.593.972, n° 5.739.118, n° 5.817.637, n° 5.830.876, n°
5.962.428, n° 5.981.505, n° 5.580.859, n° 5.703.055 y n° 5.676.594. La vacuna de ADN puede comprender ademas
elementos o reactivos que inhiben la integracién de la misma en el cromosoma. La vacuna puede ser un ARN del
antigeno prostatico. La vacuna de ARN puede introducirse en la célula.

La vacuna puede ser una vacuna recombinante que comprende el constructo genético o antigeno indicado
anteriormente. La vacuna puede comprender ademas uno o mas antigenos prostaticos de consenso en forma de una
0 mas subunidades de proteina, o una o mas particulas viricas atenuadas que comprenden uno o mas antigenos de
consenso. La vacuna atenuada puede ser una vacuna viva atenuada, vacunas muertas y vacunas que utilizan vectores
recombinantes para administrar genes foraneos que codifican uno o mas antigenos prostaticos de consenso, y también
vacunas de subunidades y proteinas. Los ejemplos de vacunas vivas atenuadas, las que utilizan vectores
recombinantes para administrar antigenos prostaticos, vacunas de subunidad y vacunas de glucoproteina se describen
en las patentes US n°

n® 4.510.245, n° 4.797.368, n° 4.722.848, n® 4.790.987, n° 4.920.209, n° 5.017.487, n° 5.077.044, n® 5.110.587, n°
5.112.749, n° 5.174.993, n® 5.223.424, n° 5.225.336, n° 5.240.703, n° 5.242.829, n° 5.294.441, n° 5.294.548, n°
5.310.668, n° 5.387.744, n° 5.389.368, n° 5.424.065, n° 5.451.499, n° 5.453.3 64, n° 5.462.734, n° 5.470.734, n°
5.474.935, n® 5.482.713, n° 5.591.439, n° 5.643.579, n° 5.650.309, n° 5.698.202, n° 5.955.088, n° 6.034.298, n°
6.042.836, n° 6.156.319 y n° 6.589.529.

Las vacunas pueden comprender plasmidos en combinacién con otros componentes de vacuna, tales como proteinas
de VFA o vectores de expresion codificantes de proteinas.

La vacuna proporcionada puede utilizarse para inducir respuestas inmunitarias, incluyendo respuestas inmunitarias
terapéuticas o profilacticas. Pueden generarse anticuerpos y/o células T asesinas que estén dirigidas contra el
antigeno prostatico de consenso. Pueden aislarse dichos anticuerpos y células.

La vacuna puede comprender ademas un excipiente farmacéuticamente aceptable. El excipiente farmacéuticamente
aceptable pueden ser moléculas funcionales, tales como vehiculos, adyuvantes, portadores o diluyentes. El excipiente
farmacéuticamente aceptable puede ser un agente facilitador de la transfeccion, que puede incluir agentes activos en
superficie, tales como complejos inmunoestimulantes (ISCom), adyuvante incompleto de Freund, analogo de LPS,
incluyendo monofosforil-lipido A, péptidos muramilo, analogos de quinona, vesiculas tales como escualeno y
escualano, acido hialurdnico, lipidos, liposomas, iones de calcio, proteinas viricas, polianiones, policationes o
nanoparticulas, u otros agentes facilitadores de la transfeccion conocidos.

El agente facilitador de la transfeccion es un polianion, policatién, incluyendo poli-L-glutamato (LGS) o lipido. El agente
facilitador de la transfeccion es poli-L-glutamato, y mas preferentemente, el poli-L-glutamato se encuentra presente en
la vacuna a una concentracion inferior a 6 mg/ml. El agente facilitador de la transfeccion puede incluir ademas agentes
activos en superficie, tales como complejos inmunoestimulantes (ISCOM) adyuvante incompleto de Freund, analogo
de LPS, incluyendo monofosforil-lipido A, péptidos muramilo, analogos de quinona y vesiculas, tales como escualeno
y escualano, y acido hialurdénico, que también pueden utilizarse administrados junto con el constructo genético. En
algunas realizaciones, las vacunas de plasmido de ADN pueden incluir ademas un agente facilitador de la transfeccion,
tal como lipidos, liposomas, incluyendo liposomas de lecitina u otros liposomas conocidos de la técnica, tales como
una mezcla de ADN-liposomas (ver, por ejemplo, el documento n°® W093/24640), iones de calcio, proteinas viricas,
polianiones, policationes o nanoparticulas, u oftros agentes facilitadores de la transfeccion conocidos.
Preferentemente, el agente facilitador de la transfeccion es un polianion, polication, incluyendo poli-L-glutamato (LGS),
o lipido. La concentracion del agente de transfeccion en la vacuna es inferior a 4 mg/ml, inferior a 2 mg/ml, inferior a 2
mg/ml, inferior a 0,750 mg/ml, inferior a 0,500 mg/ml, inferior a 0,250 mg/ml, inferior a 0,100 mg/ml, inferior a 0,050
mg/ml o inferior a 0,010 mg/ml.

El excipiente farmacéuticamente aceptable puede ser un adyuvante. El adyuvante puede ser otros genes que se
expresan en un plasmido alternativo o que se administren en forma de proteinas en combinacién con el plasmido
anteriormente indicado en la vacuna. El adyuvante puede seleccionarse del grupo que consiste en: interferén a (IFN-
a), interferén B (IFN-B), interferén vy, factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), TNFa, TNF(3, GM-CSF,
factor de crecimiento epidérmico (EGF), quimioquina atractora de células T (CTACK), quimioquina epitelial expresada
por el timo (TECK), quimioquina epitelial asociada a mucosas (MEC), IL-12, IL-15, MHC, CD80,CD86 incluyendo IL-
15, que presenta delecién de secuencia de seial e incluyendo opcionalmente el péptido de sefal de IgE. El adyuvante
puede ser IL-12, IL-15, CTACK, TECK, factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), TNFa, TNF@, GM-CSF,
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factor de crecimiento epidérmico (EGF), IL-1, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-12, IL-18, o una combinacién de los
mismos.

Entre otros genes que pueden ser adyuvantes Uutiles se incluyen los codificantes de: MCP-1, MIP-la, MIP-1p, IL-8,
RANTES, selectina I, selectina P, selectina E, CD34, GlyCAM-1, MadCAM-1, LFA-1, VLA-1, Mac-1, pl50.95, PECAM,
ICAM-1, ICAM-2, ICAM-3, CD2, LFA-3, M-CSF, G-CSF, IL-4, formas mutantes de IL-18, CD40, CD40L, factor de
crecimiento vascular, factor de crecimiento fibroblastico, IL-7, factor de crecimiento nervioso, factor de crecimiento
endotelial vascular, Fas, receptor de TNF, Flt, Apo-1, p55, WSL-1, DR3, TRAMP, Apo-3, AIR, LARD, NGRF, DR4,
DR5, KILLER, TRAIL-R2, TRICK2, DR6, caspasa ICE, Fos, c-jun, Sp-1, Ap-1, Ap-2, p38, p65Rel, MyD88, IRAK,
TRAF®, kB, NIK inactivo, SAP K, SAP-1, JNK, genes de respuesta a interferon, NFkB, Bax, TRAIL, TRAILrec,
TRAILrecDRC5, TRAIL-R3, TRAIL-R4, RANK, ligando RANK, Ox40, Ox40 LIGAND, NKG2D, MICA, MICB, NKG2A,
NKG2B, NKG2C, NKG2E, NKG2F, TAP1, TAP2 y fragmentos funcionales de los mismos.

La vacuna puede comprender ademas un agente facilitador de vacuna genético tal como se indica en la patente US
n° de serie 021.579, presentada el 1 de abril de 1994.

La vacuna puede formularse segun el modo de administracion que deba utilizarse. Una composicion farmacéutica de
vacuna inyectable puede ser estéril, libre de pirégenos y libre de particulas. Puede utilizarse una formulacion o solucion
isoténica. Entre los aditivos para la isotonicidad pueden incluirse cloruro sédico, dextrosa, manitol, sorbitol y lactosa.
La vacuna puede comprender un agente de vasoconstriccion. Entre las soluciones isoténicas pueden incluir solucion
salina tamponada con fosfato. La vacuna puede comprender ademas estabilizadores, incluyendo gelatina y albumina.
La estabilizacion puede permitir que la formulacion sea estable a temperatura de laboratorio o ambiente durante
periodos de tiempo prolongados, tal como LGS o policationes o polianiones afiadidos a la formulacion de vacuna.

5. Métodos de administracién de la vacuna

En la presente memoria se da a conocer un método de administracion de la vacuna para proporcionar constructos
genéticos y proteinas del antigeno del VFA que comprenden epitopos que los convierte en particularmente eficaces
contra inmundgenos del VFA contra el que puede inducirse una respuesta inmunitaria. El método de administracion
de la vacunas o vacunacion puede proporcionarse para inducir una respuesta inmunitaria terapéutica y profilactica. El
procedimiento de vacunacion puede generar en el mamifero una respuesta inmunitaria contra una pluralidad de
subtipos de VFA. La vacuna puede administrarse en el individuo para modular la actividad del sistema inmunitario del
mamifero y potenciar la respuesta inmunitaria. La administracion de la vacuna puede ser la transfeccion del antigeno
de VFA en forma de molécula de &cidos nucleicos que se expresa en la célula y se administra en la superficie de la
célula, de manera que el sistema inmunitario la reconoce e induce una respuesta celular, humoral o celular y humoral.
La administracion de la vacuna puede utilizarse para inducir o estimular una respuesta inmunitaria en mamiferos contra
una pluralidad de virus de VFA mediante la administracion de la vacuna en el mamifero tal como se ha comentado
anteriormente.

Tras la administracion de la vacuna y el plasmido en las células del mamifero, las células transfectadas expresan y
secretan capsides de consenso para cada uno de los plasmidos inyectados con la vacuna. Dichas proteinas de capside
secretadas resultan reconocidas como foraneas por el sistema inmunitario y se producen anticuerpos contra ellas.
Dichos anticuerpos son mantenidos por el sistema inmunitario y permiten una rapida eliminacion de posteriores retos
de VFA.

La vacuna puede administrarse en el mamifero para inducir una respuesta inmunitaria en el mamifero. EI mamifero
puede ser un ser humano, primate, primate no humano, vaca, res, oveja, cabra, antilope, bisonte, bufalo acuatico,
bisonte, bdvidos, ciervo, erizos, elefantes, llama, alpaca, ratones, ratas y pollos.

a. Tratamientos de combinacién

La vacuna puede administrarse en combinacién con otras proteinas o genes codificantes de interferdn a, interferén vy,
factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), TNFa, TNFB, GM-CSF, factor de crecimiento epidérmico (EGF),
quimioquina atractora de células T cutanea (CTACK), quimioquina epitelial expresada en el timo (TECK), quimioquina
epitelial asociada mucosas (MEC), IL-12, IL-15, MHC, CD80, CD86, incluyendo IL-15 en la que se ha delecionado la
secuencia de sefial y que incluye opcionalmente el péptido de sefial de IgE, IL-12, IL-15, CTACK, TECK, factor de
crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF), TNFa, TNFB, GM-CSF, factor de crecimiento epidérmico (EGF), IL-1,
IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-12, IL-18, MCP-1, MIP-la, MIP-1p, IL-8, RANTES, selectina L, selectina P, selectina E,
CD34, GlyCAM-1, MadCAM-1, LFA-1, VLA-1, Mac-1, pl50.95, PECAM, ICAM-1, ICAM-2, ICAM-3, CD2, LFA-3, M-
CSF, G-CSF, IL-4, formas mutantes de IL-18, CD40, CD40L, factor de crecimiento vascular, factor de crecimiento
fibroblastico, IL-7, factor de crecimiento nervioso, factor de crecimiento endotelial vascular, Fas, receptor de TNF, Flt,
Apo-1, p55, WSL-1, DR3, TRAMP, Apo-3, AIR, LARD, NGRF, DR4, DR5, KILLER, TRAIL-R2, TRICK2, DR6, caspasa
ICE, Fos, c+jun, Sp-1, Ap-1, Ap-2, p38, p65Rel, MyD88, IRAK, TRAF®G, IkB, Inactive NIK, SAP K, SAP-1, JNK, genes
de respuesta a interferon, NFkB, Bax, TRAIL, TRAILrec, TRAILrecDRC5, TRAIL-R3, TRAIL-R4, RANK, RANK
LIGAND, Ox40, ligando de Ox40, NKG2D, MICA, MICB, NKG2A, NKG2B, NKG2C, NKG2E, NKG2F, TAP1, TAP2 y
fragmentos funcionales de los mismos o combinaciones de los mismos. La vacuna puede administrarse ademas en
combinacién con proteina CTACK, proteina TECK, proteina MEC o fragmentos funcionales de las mismas.
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La vacuna puede administrarse por diferentes vias, incluyendo oral, parenteral, sublingual, transdérmica, rectal,
transmucosal, tépica, mediante inhalacién, mediante administracion bucal, intrapleural, intravenosa, intraarterial,
intraperitoneal, subcutanea, intramuscular, intranasal, intratecal e intraarticular, o combinaciones de las mismas. Para
la utilizacion veterinaria, la composicion puede administrarse en forma de una formulacion convenientemente
aceptable de acuerdo con la practica veterinaria normal. El veterinario podra determinar faciimente el régimen de
administraciéon y la via de administracion que resulte mas apropiada para el animal particular. La vacuna puede
administrar mediante jeringas tradicionales, dispositivos de inyeccién sin aguja, “pistolas génicas de bombardeo de
microproyectiles” u otros métodos fisicos, tales como la electroporacion (‘EP”), el “método hidrodinamico”, o los
ultrasonidos.

El plasmido de la vacuna puede administrarse en el mamifero mediante varias tecnologias bien conocidas, incluyendo
la inyeccion de ADN (también denominada vacunacion de ADN) con y sin electroporacién in vivo, mediada por
liposomas, facilitada por nanoparticulas, vectores recombinantes, tales como adenovirus recombinantes, virus
asociados a adenovirus recombinante y Vaccinia recombinante. El antigeno del VFA puede administrarse mediante
inyeccion de DAN y junto con la electroporacién in vivo.

b. Electroporacion

La administracién de la vacuna mediante electroporacion de los plasmidos de la vacuna puede llevarse a cabo
utilizando dispositivos de electroporacion que pueden configurarse para la administracion en un tejido deseado de un
mamifero de un pulso de energia productor de una corriente constante similar a una entrada de corriente prefijada por
un usuario. El dispositivo de electroporacion puede comprender un componente de electroporacion y un conjunto de
electrodos o conjunto de mandos. El componente de electroporacion puede incluir e incorporar uno o mas de los
diversos elementos de los dispositivos de electroporacion, incluyendo: controlador, generador de forma de onda de
corriente, probador de impedancia, registrador de forma de onda, elemento de entada, elemento notificador de estado,
puerto de comunicacion, componente de memoria, fuente de alimentaciéon y conmutador de alimentacion. La
electroporacion puede llevarse a cabo utilizando el sistema VGXP Cellectra™ para facilitar la transfeccion de células
con el plasmido.

El componente de electroporacion puede funcionar como un elemento de los dispositivos de electroporacion y los
demas elementos son elementos (o componentes) separados en comunicacion con el componente de electroporacion.
El componente de electroporacion puede funcionar como mas de un elemento de los dispositivos de electroporacion,
que pueden encontrarse en comunicacion con todavia otros elementos de los dispositivos de electroporacion
separados del componente de electroporacion. Los elementos de los dispositivos de electroporacion existentes como
partes de un dispositivo electromecanico o mecanico pueden no encontrarse limitados, ya que los elementos pueden
funcionar como un dispositivo o como elementos separados en comunicacion mutua. EI componente de
electroporacion puede ser capaz de administrar el pulso energético que produce la corriente constante en el tejido
deseado, e incluye un mecanismo de retroalimentacion. El conjunto de electrodos puede incluir una matriz de
electrodos con una pluralidad de electrodos en una disposicion espacial, en el que el conjunto de electrodos recibe el
pulso energético procedente del componente de electroporacion y lo administra en el tejido deseado mediante los
electrodos. Por lo menos uno de la pluralidad de electrodos es neutro durante la administracion del pulso energético
y mide la impedancia en el tejido deseado y comunica la impedancia al componente de electroporacion. El mecanismo
de retroalimentacion puede recibir la impedancia mediad y puede ajustar el pulso energético administrado por el
componente de electroporacion para mantener la corriente constante.

Una pluralidad de electrodos puede administrar el pulso energético en un patrén descentralizado. La pluralidad de
electrodos puede administrar el pulso energético en el patron descentralizado mediante el control de los electrodos
bajo una secuencia programada, y la secuencia programada puede ser introducida por un usuario en el componente
de electroporacion. La secuencia programada puede comprender una pluralidad de pulsos administrada en secuencia,
en la que cada pulso de la pluralidad de pulsos es administra mediante por lo menos dos electrodos activos con un
electrodo neutro que mide la impedancia, y en el que un pulso posterior de la pluralidad de pulsos es administrado por
un electrodo diferente de entre por lo menos dos electrodos activos, con un electrodo neutro que mide la impedancia.

El mecanismo de retroalimentacion puede llevarse a cabo con hardware o software. El mecanismo de
retroalimentacion puede llevarse a cabo mediante un circuito de bucle cerrado analdgico. La retroalimentacion se
produce cada 50 ps, 20 ps, 10 us o 1 us, aunque es preferentemente una retroalimentacion en tiempo real o
instantanea (es decir, sustancialmente instantanea segun se determina mediante las técnicas disponibles para
determinar el tiempo de respuesta). El electrodo neutro puede medir la impedancia en el tejido deseado y comunicarla
al mecanismo de retroalimentacion, y el mecanismo de retroalimentacion responde a la impedancia y ajusta el pulso
energético para mantener la corriente constante en un valor similar a la corriente prefijada. El mecanismo de
retroalimentacion puede mantener la corriente constante continua e instantdneamente durante la administracion del
pulso energético.

Entre los ejemplos de dispositivos de electroporacion y métodos de electroporacion que pueden facilitar la
administracion de las vacunas de ADN de la presente invencion se incluyen los indicados en la patente US n°
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7.245.963, de Draghia-Akli et al., publicacion de patente US n° 2005/0052630, presentada por Smith, et al. Otros
dispositivos de electroporacién y métodos de electroporacion que pueden utilizarse para facilitar la administracion de
las vacunas de ADN se incluyen los proporcionados en las publicaciones copendientes y copropietarias de las
publicaciones de patente US n° US 2008-0091135, presentada el 17 de octubre de 2007, que reivindica el beneficio
bajo 35 USC 119(e) a solicitudes provisionales de patente US n° de serie 60/852,149, presentada el 17 de octubre de
2006 y n° 60/978,982, presentada el 10 de octubre de 2007.

La patente US n°® 7.245.963, de Draghia-Akli et al., describe sistemas modulares de electrodos y su utilizacion para
facilitar la introduccién de una molécula biolégica en células de un tejido seleccionado en un cuerpo o planta. Los
sistemas modulares de electrodos pueden comprender una pluralidad de electrodos de agua: una aguja hipodérmica,
un conector eléctrico que proporciona un enlace conductor de un controlador programable de pulso de corriente
constante con la pluralidad de electrodos de aguja y una fuente de alimentacion. Un operador puede coger la pluralidad
de electrodos de aguja que estan montados en una estructura de soporte e insertarlos firmemente en el tejido
seleccionado en un cuerpo o planta. A continuacion, las biomoléculas se administran mediante la aguja hipodérmica
en el tejido seleccionado. El controlador programable de pulso de corriente constante se activa y el pulso eléctrico de
corriente constante se aplica en la pluralidad de electrodos de aguja. El pulso eléctrico de corriente constante aplicado
facilita la introduccién de la molécula biolégica en la célula entre la pluralidad de electrodos.

La publicacion de patente US n° 2005/0052630, presentada por Smith, et al. describe un dispositivo de electroporacién
que puede utilizarse para facilitar eficazmente la introduccién de una molécula bioldgica en células de un tejido
seleccionado en un cuerpo o planta. El dispositivo de electroporacion comprende un dispositivo electrocinético
(“dispositivo EKD”) cuyo funcionamiento es especificado por el software o firmware. El dispositivo EKD produce una
serie de patrones programables de pulsos de corriente constante entre electrodos en una matriz basada en el control
y entrada por el usuario de los parametros del pulso, y permite el almacenamiento y adquisicion de datos de forma de
onda de corriente. El dispositivo de electroporacion comprende ademas un disco de electrodos sustituible con una
matriz de electrodos de aguja, un canal de inyeccién central para una aguja de inyeccion y un disco guia extraible.

Las matrices de electrodos y métodos indicados en la patente US n°® 7.245.963 y en la publicacion de patente US n°
2005/0052630 pueden adaptarse para la penetracion profunda en no sélo tejidos tales como el musculo, sino también
otros tejidos u 6rganos. Debido a la configuracion de la matriz de electrodos, la aguja de inyeccion (para administrar
la molécula bioldgica seleccionada) también se inserta por completo en el 6rgano diana, y la inyeccion se administra
perpendicularmente al tejido diana, en la zona que se predelimita con los electrodos. Los electrodos indicados en la
patente US n°7.245.963 y en la publicacion de patente US n° 2005/005263 preferentemente son de 20 mm de longitud
y de calibre 21.

Adicionalmente, se encuentra contemplado en algunas realizaciones que incorporan dispositivos de electroporacion y
usos de los mismos, dispositivos de electroporacidn que son los indicados en las patentes a continuacion: patente US
n°® 5.273.525, publicada el 28 de diciembre de 1993, las patentes US n° 6.110.161, publicada el 29 de agosto de
2000, n°® 6.261.281, publicada el 17 de julio de 2001, y n° 6.958.060, publicada el 25 de octubre de 2005 y la patente
US n° 6.939.862, publicada el 6 de septiembre de 2005. Ademas, las patentes que cubren la materia proporcionadas
en la patente US n° 6.697.669, publicada el 24 de febrero de 2004, que se refiere a la administracion de ADN utilizando
cualquiera de entre una diversidad de dispositivos y la patente US n°® 7.328.064, publicada el 5 de febrero de 2008,
referida a un método de inyeccion de ADN, se encuentran contempladas en la presente memoria.

c. Método de preparacion de vacuna

En la presente memoria se proporcionan métodos para preparar la vacuna. En algunas realizaciones, los métodos son
métodos de preparacion de las vacunas que comprenden plasmidos de ADN. Los plasmidos de ADN, tras la etapa
final de subclonacion en el plasmido de expresion de mamifero, pueden utilizarse para inocular un cultivo celular en
un tanque de fermentacion a gran escala utilizando métodos conocidos de la técnica. El plasmido se transforma en
una célula huésped compatible y se cultiva y se mantiene bajo condiciones en las que tiene lugar la expresion del
antigeno del VFA. El antigeno del VFA puede recuperarse a partir del cultivo mediante lisado de las células o a partir
del medio de cultivo y aislarse. Las proteinas de consenso VP1-4 aisladas pueden utilizarse en la vacuna como una
fuente natural de anticuerpos. El antigeno de VFA puede producirse mediante técnicas recombinantes utilizando
sintetizadores automaticos, que también pueden utilizarse para producir antigeno de VFA esencialmente puro aislado.
Dichas técnicas pueden resultar utiles para introducir variantes del antigeno de VFA para subtipos particulares de
VFA.

Los plasmidos de ADN para la utilizaciéon con los dispositivos de EP de la presente invencion pueden formularse o
prepararse utilizando una combinacion de dispositivos y técnicas conocidos, aunque preferentemente se preparan
utilizando una técnica de preparacion de plasmidos optimizada que esta descrita en una solicitud provisional de patente
US copendiente objeto de licencia n® de serie 60/939.792, que fue presentada el 23 de mayo de 2007. En algunos
ejemplos, los plasmidos de ADN utilizados en dichos estudios pueden formularse a concentraciones superiores o
iguales a 10 mg/ml. Entre las técnicas de preparacion se incluyen o se incorporan ademas diversos dispositivos y
protocolos que son comunmente conocidos por el experto ordinario en la materia, ademas de los indicados en el
documento de patente US n° de serie 60/939792, incluyendo los indicados en una patente objeto de licencia; patente
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US n° 7.238.522, publicada el 3 de julio de 2007. La solicitud y patente anteriormente indicadas, n° de serie US
60/939.792 y patente US n° 7.238.522, respectivamente, se indican en la presente memoria.

Ejemplos
Ejemplo 1

Tal como se indica en las figuras 1 a 17, se prepararon y sometieron a ensayo constructos de algunas realizaciones.
Dichas figuras muestran que las vacunas se prepararon y se generaron datos a partir de su utilizacion.

La figura 17 muestra una representacion esquematica de un constructo genérico de vacuna de ADN del VFA, indicando
que el inserto se clona en los sitios BamHI y Xho-1. Un mapa plasmidico de la vacuna genérica de VFA se basa en el
plasmido pVAX. Pueden ser ejemplos de los insertos de VFA la forma larga, que se muestra en la figura 17 como
inserto de forma larga, o la forma corta, que se muestra en la figura 7 como inserto de forma corta. El lider de IgE
mostrado en cada forma se indica que es opcional o puede sustituirse con un lider diferente. La secuencia de 2A se
indica como opcional y el sitio de corte de furina (rgrkrrs - SEC ID n° 27) se indica como sustituible.

La figura 1 es una version VFA-As1-Shamir-89 de la vacuna de ADN genérica de VFA mostrada en la figura 17. La
figura 3 es una version de ADN de VFA-A24cruzeiro de la vacuna genérica de ADN de VFA mostrada en la figura 17.
La figura 5 es una version de ADN de VFA-SAT2 de la vacuna genérica de ADN de VFA mostrada en la figura 17. La
figura 1 muestra una representacion esquematica de los constructos de vacuna de VFA-As1-Shamir-89 para el
serotipo Asia 1, que indican que se clona un inserto de As1 Shamir89 en los sitios BamH1 y Xho-1. El constructo de
vacuna de ADN de VFA-A24cruzeiro mostrado en la figura 3 se clond en los sitios BamH1 y Xho-1. El constructo de
vacuna de ADN de VFA-SAT mostrado en la figura 5 se cloné en los sitios BamH1 y Xho-1. En cada una de las figuras
1, 3y 5, el mapa plasmidico se basa en el plasmido pVAX. Pueden ser ejemplos del inserto de VFA-Asl-Shamir, la
forma larga, que se muestra en la figura 1, como pVFA-As1 Shamir-89-L, o la forma corta, que se muestra en la figura
1, como pVFA-As1 Shamir-89-S. Pueden ser ejemplos del inserto de VFA-A24cruzeiro, la forma larga, que se muestra
en la figura 3 como pVFA-A24cruzeiro-L o la forma corta, que se muestra en la figura 3 como pVFA-A24cruzeiro-S.
Pueden ser ejemplos del inserto de VFA-SAT2, la forma larga, que se muestra en la figura 5 como pVFA-As1 SAT2
forma larga, o la forma corta, que se muestra en la figura 5 como pVFA-SAT2 forma corta.

La figura 2 muestra una pareja de geles tefiidos que muestra la clonacion de As1-Shamir89-S (izquierda, SEC ID n°
7) y As1-Shamir89-L (derecha, SEC ID n° 5); la figura 4 muestra una pareja de geles tefiidos que muestra la clonacion
de A24-cruzeiro-S (izquierda, SEC ID n° 3) y A24cruzeiro-L (derecha, SEC ID n° 1). La figura 6 muestra una pareja de
geles tefidos que muestra la clonacion de SAT2-S (izquierda, SEC ID n® 11) y SAT2-L (derecha, SEC ID n° 9). Estos
datos muestran que los insertos se han incorporado correctamente en los plasmidos respectivos. La figura 2 muestra
la secuencia de aminoacidos para VFA-As1-Shamir89-L forma larga. La figura 4 muestra la secuencia de aminoacidos
para VFA-A24cruzeiro-L forma larga. La figura 6 muestra la secuencia de aminoacidos para VFA-SAT2 forma larga.
En cada forma larga, la secuencia incluia la secuencia lider de IgE en el extremo N-terminal sombreada, los sitios de
corte proteolitico en mindscula y las secuencias de VP4 en negrita entre el lider de IgE y el primer sitio de corte
proteolitico. Entre el primer sitio de corte proteolitico y el segundo sitio de corte proteolitico se encuentra la secuencia
codificante de VP2. Entre el segundo sitio de corte proteolitico y el tercer sitio de corte proteolitico se encuentra la
secuencia codificante de VP3. Entre el tercer sitio de corte proteolitico y el cuarto sitio de corte proteolitico se encuentra
la secuencia codificante de VP1. La secuencia de 2A entre el ultimo (cuarto) sitio de corte proteolitico y la parada.

La figura 7 muestra los resultados experimentales de expresion de proteinas. Transferencias Western de proteinas en
geles de SDS de comparacion de la expresion de proteinas procedentes de muestras producidas por VFA-
A24cruzeiro-S forma corta, VFA-A24cruzeiro-L forma larga, pVAX, VFA-As1-Shamir89-S forma corta y VFA-As1-
Shamir89-L forma larga. La transferencia se sondeo con antisueros anti-A24.

La figura 8 muestra un protocolo experimental de experimentos de inmunizacion utilizando la electroporacion para
evaluar las respuestas inmunitarias tras la administracion de: 1) pVAX, 2) VFA-A24cruzeiro-L, 3) VFA-A24cruzeiro-S,
4) VFAShamir89-L, 5) VFA-Shamir89-S, VFA-Sat2-L, VFA-Sat2-S frente a la no exposicion.

La figura 9 muestra datos de las respuestas inmunitarias celulares inducidas por las vacunas de VFA-A24cruzeiro-L y
VFA-A24cruzeiro-S. La figura 10 muestra datos de respuestas inmunitarias celulares inducidas por vacunas de VFA-
As1-Shama89-L y VFA-As1-Sharma89-S. La figura 11 muestra datos de las respuestas inmunitarias celulares
inducidas por las vacunas de VFA-Sat2-L y VFA-Sat2-S. La figura 12 muestra un protocolo experimental de
transfeccion de ADN y preparacion de lisados celulares para el analisis de ELISA. La figura 13 muestra datos de la
induccion de anticuerpos en ratones inducidos con vacunas de VFA-A24cruzeiro-L y VFA-A24cruzeiro-S y con
vacunas de VFA-As1-Sharma89-L y VFA-As1-Sharma89-S. La figura 14 muestra datos del analisis de ELISA de la
unioén de proteinas utilizando lisados de proteinas preparados a partir de células transfectadas por VFA-A24cruzeiro-
L y células transfectadas por VFA-As1-Sharma89-L. La vacuna de VFA era inmunogénica en los ratones. Se observo
seroconversion en todos los animales inmunizados. Las formas largas de las vacunas eran mas potentes que las
formas cortas. Las respuestas humorales aparentemente son mas potentes contra la vacuna Shamir que contra la
vacuna Cruzeiro; sin embargo, ambas vacunas eran potentes. Las respuestas celulares presentaban mayor
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reactividad cruzada con la vacuna Shamir que con la vacuna Cruzeiro. La comparacion con los sueros seropositivos
bovinos muestra que las vacunas indujeron niveles razonables de reactividad inmunitaria.

La figura 15 muestra comparaciones de secuencias de aminoacidos entre las secuencias Shamir y Cruzeiro. Las
secuencias de VP4 Shamir (SEC ID n° 17) se muestran en comparacion con las secuencias de VP4 Cruzeiro (SEC ID
n°® 18); se muestran las secuencias de VP2 Shamir (SEC ID n® 19) en comparacién con secuencias de VP2 Cruzeiro
(SEC ID n° 20) y secuencias 2A Shamir (SEC ID n°® 21) en comparacion con 2A Cruzeiro (SEC ID n° 22).

La figura 16 muestra comparaciones de secuencias de aminoacidos entre las secuencias Shamir y Cruzeiro. Se
muestras las secuencias de VP3 Shamir (Sec ID n° 23) en comparacién con secuencias de VP3 Cruzeiro (SEC ID n°
24) y se muestran secuencias de VP1 Shamir (SEC ID n°® 25) en comparacién con secuencias de VP1 Cruzeiro (SEC
ID n° 26).

Ejemplo 2

Se disefiaron catorce constructos para la preparacion de una vacuna de VFA. Se utilizaron secuencias de siete virus
de la fiebre aftosa, subtipos A, Asia 1, C, O, SAT1, SAT2, SAT3 y SAT4. Pueden utilizarse dos disefios de constructo:
una version larga y una version corta. De acuerdo con lo anterior, hay formas largas y cortas de constructos para cada
uno de los subtipos, A, Asia 1, C, O, SAT1, SAT2, SAT3 y SAT4, rindiendo 14 constructos. Las vacunas pueden
producirse utilizando tan solo 4 constructos, y tipicamente 7.

Se muestra una forma larga genérica en la figura 17. Las secuencias codificantes de inmundgeno estan dispuestas
en el orden VP4, VP2, VP3 y VP1. Secuencias codificantes de sitios de corte de proteasa separan cada una de las
cuatro proteinas viricas. Puede proporcionarse la secuencia codificante para cualesquiera secuencias de lider de IgE
opcionales. De manera similar, se proporciona una cola de péptido 2A de VFA en el extremo incluyendo un sitio de
corte de proteasa.

En la figura 17 también se muestra una forma corta genérica. Las secuencias codificantes de inmundgeno estan
dispuestas en el orden VP2, VP3 y VP1. Secuencias codificantes de sitios de corte de proteasa separan cada una de
las cuatro proteinas viricas. Puede proporcionarse la secuencia codificante para cualesquiera secuencias de lider de
IgE opcionales. De manera similar, se proporciona una cola 2A de 16 aminoacidos en el extremo incluyendo un sitio
de corte de proteasa.

Se insertan constructos en los vectores de expresion plasmidicos, resultando en 14 plasmidos.

En algunas realizaciones, las vacunas comprenden A - forma larga, Asia 1-laga, C-forma larga, O-forma larga, SAT1-
forma larga, SAT2-forma larga, SAT3-forma larga y SAT4-forma larga.

En algunas realizaciones, las vacunas comprenden A-forma corta, Asia 1-corta, C-forma corta, O-forma corta, SAT1-
forma corta, SAT2-forma corta, SAT3-forma corta y SAT4-forma corta.

En algunas realizaciones, las vacunas comprenden A-forma larga, Asial-larga, C-forma larga y O-forma larga.
En algunas realizaciones, las vacunas comprenden A-forma corta, Asia 1-corta, C-forma corta y O-forma corta.
El extremo N-terminal puede ser una secuencia lider, tal como IgE o IgE, o no presentar lider.

Las proteinas viricas individuales deben encontrarse separadas entre si por una proteasa, que se encuentra
comunmente presente en las células en las que se desea la expresion.

El documento n® WO 2011/054011 da a conocer vacunas de VFA. En la exposiciéon se incluyen secuencias de
aminoacidos y secuencias codificantes para las 28 secuencias que pueden incluirse en diversas realizaciones. Las
catorce secuencias viricas son: VP1, VP2, VP3 Y vP4, para cada uno de los subtipos de VFA: A, Asia 1, O, C, SAT,
SAT2 y SAT3. Las secuencias dadas a conocer pueden utilizarse para generar constructos que pueden incluirse en
vacunas.

Los constructos incluyen una forma larga y una forma corta. La figura 1 muestra una forma parcialmente genérica de
cada uno. Tal como se muestra en la figura 17, en la presente invencion, los constructos proporcionan las proteinas
viricas VP1, VP2, VP3 y VP4 en un orden especifico. VP4 - VP2 - VP3 - VP1. Se proporciona ademas una cola
opcional, 2A. Los constructos presentan una secuencia lider de IgE opcional. Al expresarse, se proporciona un sitio
de corte proteolitico “SC” entre cada una de VP4, VP2, VP3 y VP1 y en caso de presencia de 2A. La proteasa que
puede procesar el sitio puede ser la furina en algunas realizaciones. Pueden utilizarse otros sitios de proteasa. El sitio
debe ser reconocido por una proteasa observada comunmente en células en la que se expresa la vacuna.

En un aspecto de la presente exposicion, hay proteinas de fusion que comprenden las proteinas de VFA de consenso
VP1, VP2, VP3, VP4 y/o 3C y, en un aspecto de la presente invencion, segun las reivindicaciones adjuntas, se
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proporcionan secuencias de acidos nucleicos codificantes de dichas proteinas, que pueden generarse y utilizarse en
una vacuna para proporcionar proteccion a los mamiferos frente a la enfermedad de la fiebre aftosa en uno o mas
subtipos de VFA, incluyendo A, Asia 1, O, C, SAT1, SAT2 y SAT3.

En otro aspecto de la presente exposicion, hay proteinas de fusion que comprenden proteinas VP1 de VFA de
consenso Y, en un aspecto de la presente invencién segun las reivindicaciones adjuntas, se proporcionan secuencias
de acidos nucleicos codificantes de dichas proteinas, de dos subtipos diferentes que pueden generarse y utilizarse en
una vacuna para proporcionar proteccion de mamiferos frente a la enfermedad de la fiebre aftosa en uno o mas
subtipos de VFA, incluyendo A, Asia 1, O, C, SAT1, SAT2 y SAT3.

En otro aspecto de la presente exposicion, hay proteinas VP1 de VFA de consenso y, en un aspecto de la presente
invencion segun las reivindicaciones adjuntas, se proporcionan secuencias de acidos nucleicos codificantes de las
mismas, que pueden generarse y utilizarse en una vacuna para proporcionar protecciéon de mamiferos frente a la
enfermedad de la fiebre aftosa en uno o mas subtipos de VFA, incluyendo A, Asia 1, O, C, SAT1, SAT2 y SAT3.
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<400> 1
ggatcecgeca

cattcagggg
gggagcatca
ggggataacg
actaccaata
ctctttggag
accaccctge
cagtcttcag
aataccagtg
tttgactgga
caccacggcg
gtggaggtct
cccgagtgga
tttatctctce

cggtacgacce

ccatggattg
ccggacagte
ttaacaatta
ccatcagcgg
cccagaacaa
ctctgctege
tggaggacag
tgggcgtcac
gcctggagac
ccacagataa
tgttcggeca
ccgctgtggg
aggaatttga
ctagaactaa

agtataagaa
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gacatggatt
ttcaccegea
ctatatgcag
cggcagcaat
tgactggttc
aaggggaaga
aatcctgacce
acacggatac
acgagtggtc
ggccttegge
tctggtegat
caaccagtte
taccagggaa
catgaccgcc

acacaaacct

ctgttecctgg
accggatcac
cagtaccaga
gagggctcca
tctaaactgg
aagaggagaa
acaagaaacg
tcaactgagg
caggctgaaa
cacctggaga
agctacgect
aatggcggat
aaataccagce
catattaccg

tggaccctgg

25

tggctgetge
agaaccagag
acagcatgga
cagataccac
caagctccgce
gcgataagaa
ggcacactac
aagaccatgt
ggttctacaa
aactggaact
atatgagaaa
gcetgetegt
tgacactctt
tgccttatct

tggtcatggt

tactagagtg
tggaaatacc
cacacagctg
atctactcac
cttcaccgge
aacagaggaa
cagcacaact
ggccgggceca
gaaatatctg
cccctcagac
cggatgggac

ggctatggtg

cccacaccag
gggcgtcaat

ggtcagtcce

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900
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ctcacagtga
tatgtgecacg
atcttcccag
gcagatccceg
accaacctge
ccatacgtga
gcagccaaac
tcecgggacca
atggtggecat
cactgcatcc
tacgtgtctg
cagggatggg
gtctcegtgt
cgaggcagga
acagtcgaga
ttcattatgg
atgcagacac
agcgacctgg
cctgagtcag
cggcetggeac
tctaagtatg
gtggtcaage
gagctgeteg
gaggtgagta
agaggccgga
aatcctggat

<210> 2
<211> 799
<212> PRT

acaatactag
tcgcaggaga
tggcatgtge
cctacggaaa
tcgatgtgge
caactcggac
acatgtcaaa
ttaatctgea
atatccctec
atgccgagtg
ccgctgacta
tctgtatcta
ctgctggcaa
agcgaaggag
actacggcgg
atagatttgt
accagcatgg
agategtggt
ctctgctcaa
tccectatac
ctgtgggcgg
agctgccage
tgegcatgaa
gccaggacag
agagacgatc

gataactcga

<213> Secuencia artificial

<220>
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cgcegetecag
getgecttee
tgacggatac
agtgtataac
agaggcctge
agacgatact
cacctacctg
tttecatgttt
cggegtegag
ggacacagga
cgcttatacc
ccagattact
ggacttcgaa
caccacagcc
agaaacacag
gaagatccag
actggtgggg
ccgecatgaa
cactagtaat
agccccacac
cagcggcagg
ttctttcaac
gcgagcagaa
acataagcag
taattttgac

g

<223> A24cruzeiro-Aminoacido largo

atcaaggtct

aaggaacggg
ggagggctgg
ccacccagga
cccaccttee
cgcctgeteg
agtggaatcg
accggcetcta
accccacctg
ctgaacagca
gcatccgata
cacgggaaag
ctgegecteo
accggagagt
attcagagac
tcactgagtce
gcectgetee
ggcaacctga
cccaccgcecat
cgegtgetgg
aggggcgaca
tacggagcaa
ctgtattgee
aaaatcattg

ctgctcaage

26

acgccaacat
gacgcaaacg
tcactaccga
ctaattaccc
tgtgetttga
ccaagtttga
cccagtacta
cagactcaaa
atacacctga
agttcacttt
ctgccgaaac
ccgagaatga
ctatecgatec
ccgcectgacee
ggcaccatac
ccacccacgt
gagcagcaac
catgggtgec
acaacaaagc
ccacagtcta
tggggtecct
tcaaagectga
ccaggccact
ccccegetaa

tcgeceggaga

tgctccaacce
gegetetggg
ccctaagace
agggcggtte
cgatggcaag
cctgagecte
tactcagtat
ggctcgctac
aagggctgca
ttccattecce
cattaacgtg
caccctggtg
ccgacagcag
tgtgactacc
tgacatcgga
gattgatctce
ctactactte
aaatggagcce
cececcttcace
caatggcact
cgctgcacgg
cgcaattcac
gctegetate
gcagctgete

cgtggaatct

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2421



<400> 2
Met Asp Trp

His

Ser

Gln

Ser

Gln

Leu

Lys

Asn

Gly

145

Leu

Phe

Leu

Ala

Gln

225

Glu

Ser

Gly

Asn

50

Asn

Asn

Phe

Thr

Gly

130

Tyr

Glu

Asp

Pro

Tyr

210

Phe

Phe

Gly

Asn

35

Ser

Glu

Asn

Gly

Glu

115

His

Ser

Thr

Trp

Ser

195

Met

Asn

Asp

Thr

Ala

20

Thr

Met

Gly

Asp

Ala

100

Glu

Thr

Thr

Arg

Thr

180

Asp

Arg

Gly

Thr

Trp

Gly

Gly

Asp

Ser

Trp

85

Leu

Thr

Thr

Glu

Val

165

Thr

His

Asn

Gly

Arg
245

Ile

Gln

Ser

Thr

Thr

70

Phe

Leu

Thr

Ser

Glu

150

Val

Asp

His

Gly

Cys

230

Glu

Leu

Ser

Ile

Gln

55

Asp

Ser

Ala

Leu

Thr

135

Asp

Gln

Lys

Gly

Trp

215

Leu

Lys

Phe

Ser

Ile

40

Leu

Thr

Lys

Arg

Leu

120

Thr

His

Ala

Ala

Val

200

Asp

Leu

Tyr
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Leu

Pro

25

Asn

Gly

Thr

Leu

Gly

105

Glu

Gln

val

Glu

Phe

185

Phe

val

Val

Gln

val

Ala

Asn

Asp

Ser

Ala

90

Arg

Asp

Ser

Ala

Arg

170

Gly

Gly

Glu

Ala

Leu
250

Ala

Thr

Tyr

Asn

Thr

75

Ser

Lys

Arg

Ser

Gly

155

Phe

His

His

Val

Met

235

Thr

Ala

Gly

Tyr

Ala

60

His

Ser

Arg

Ile

val

140

Pro

Tyr

Leu

Leu

Ser

220

Val

Leu

27

Ala

Ser

Met

45

Tle

Thr

Ala

Arg

Leu

125

Gly

Asn

Lys

Glu

Val

205

Ala

Pro

Phe

Thr

Gln

30

Gln

Ser

Thr

Phe

Ser

110

Thr

vVal

Thr

Lys

Lys

190

Asp

val

Glu

Pro

Arg

Asn

Gln

Gly

Asn

Thr

95

Asp

Thr

Thr

Ser

Tyr

175

Leu

Ser

Gly

Trp

His
255

Vval

Gln

Tyr

Gly

Thr

80

Gly

Lys

Arg

His

Gly

160

Leu

Glu

Tyr

Asn

Lys

240

Gln



Phe

Leu

Leu

Ala

305

Ala

Ile

Asp

Arg

Ala

385

Thr

Ala

Tyr

Ser

val

465

Ala

Tyr

Ile

Gly

val

290

Gln

Gly

Phe

Pro

Thr

370

Cys

Arg

Ala

Thr

Thr

450

Glu

Glu

Val

Ser

val

275

val

Ile

Glu

Pro

Lys

355

Asn

Pro

Thr

Lys

Gln

435

Asp

Thr

Trp

Ser

Pro

260

Asn

Met

Lys

Leu

val

340

Thr

Tyr

Thr

Asp

His

420

Tyr

Ser

Pro

Asp

Ala
500

Arg

Arg

val

Val

Pro

325

Ala

Ala

Pro

Phe

Asp

405

Met

Ser

Lys

Pro

Thr

485

Ala

Thr

Tyr

val

Tyr

310

Ser

Cys

Asp

Gly

Leu

390

Thr

Ser

Gly

Ala

Asp

470

Gly

Asp

Asn

Asp

Ser

295

Ala

Lys

Ala

Prao

Arg

375

Cys

Arg

Asn

Thr

Arg

455

Thr

Leu

Tyr

Met

Gln

280

Pro

Asn

Glu

Asp

Ala

360

Phe

Phe

Leu

Thr

Ile

440

Tyr

Pro

Asn

Ala
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Thr

265

Tyr

Leu

Ile

Arg

Gly

345

Tyr

Thr

Asp

Leu

Tyr

425

Asn

Met

Glu

Ser

Tyr
505

Ala

Lys

Thr

Ala

Gly

330

Tyr

Gly

Asn

Asp

Ala

410

Leu

Leu

Val

Arg

Lys

490

Thr

His

Lys

Val

Pro

315

Arg

Gly

Lys

Leu

Gly

395

Lys

Ser

His

Ala

Ala

475

Phe

Ala

Ile

His

Asn

300

Thr

Lys

Gly

Val

Leu

380

Lys

Phe

Gly

Phe

Tyr

460

Ala

Thr

Ser

28

Thr

Lys

285

Asn

Tyr

Arg

Leu

Tyr

365

Asp

Pro

Asp

Ile

Met

445

Ile

His

Phe

Asp

Val

270

Pro

Thr

Val

Arg

Val

350

Asn

Val

Tyr

Leu

Ala

430

Phe

Pro

Cys

Ser

Thr
510

Pro

Trp

Ser

His

Ser

335

Thr

Pro

Ala

val

Ser

415

Gln

Thr

Pro

Ile

Ile

495

Ala

Tyr

Thr

Ala

Val

320

Gly

Thr

Pro

Glu

Thr

400

Leu

Tyr

Gly

Gly

His

480

Pro

Glu
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Thr Ile Asn Val Gln Gly Trp Val Cys Ile Tyr Gln Ile Thr His Gly
515 520 525

Lys Ala Glu Asn Asp Thr Leu Val Val Ser Val Ser Ala Gly lys Asp
530 535 540

Phe Glu Leu Arg Leu Pro Ile Asp Pro Arg Gln Gln Arg Gly Arg Lys
545 550 555 560

Arg Arg Ser Thr Thr Ala Thr Gly Glu Ser Ala Asp Pro Val Thr Thr
565 570 575

Thr Val Glu Asn Tyr Gly Gly Glu Thr Gln Ile Gln Arg Arg His His
580 585 590

Thr Asp Ile Gly Phe Ile Met Asp Arg Phe Val Lys Ile Gln Ser Leu
595 600 605

Ser Pro Thr His Val Ile Asp Leu Met Gln Thr His Gln His Gly Leu
610 615 620

Val Gly Ala Leu Leu Arg Ala Ala Thr Tyr Tyr Phe Ser Asp Leu Glu
625 630 635 640

Ile Val Val Arg His Glu Gly Asn Leu Thr Trp Val Pro Asn Gly Ala
645 650 655

Pro Glu Ser Ala Leu Leu Asn Thr Ser Asn Pro Thr Ala Tyr Asn Lys
660 665 670

Ala Pro Phe Thr Arg Leu Ala Leu Pro Tyr Thr Ala Pro His Arg Val
675 680 685

Leu Ala Thr Val Tyr Asn Gly Thr Ser Lys Tyr Ala Val Gly Gly Ser
690 695 700

Gly Arg Arg Gly Asp Met Gly Ser Leu Ala Ala Arg Val Val Lys Gln
705 710 715 720

Leu Pro Ala Ser Phe Asn Tyr Gly Ala Ile Lys Ala Asp Ala Ile His
725 730 735

Glu Leu Leu Val Arg Met Lys Arg Ala Glu Leu Tyr Cys Pro Arg Pro
740 745 750

Leu Leu Ala Ile Glu Val Ser Ser Gln Asp Arg His Lys Gln Lys Ile

755 760 765

Ile Ala Pro Ala Lys Gln Leu Leu Arg Gly Arg Lys Arg Arg Ser Asn
770 775 780

Phe Asp Leu Leu Lys Leu Ala Gly Asp Val Glu Ser Asn Pro Gly
785 790 795

29
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<210> 3
<211> 2145
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2817903 T3

<223> A24cruzeiro-Acido nucleico corto

<400> 3

ggatccgcca
cattcagaca
aacggccaca
gaggaagacc
gaaagattct
gagaaactgg
gcctatatga
ggatgcctge
cagctgacac
acagtgcctt
ctggtggtca
gtctacgeaa
cgcggacgaa
ctggtcacta
aggactaatt
ttecectgtget
ctcgccaagt
atcgecccagt
tcaacagaca
cctgatacac
tctaagttca

gatactgecceg

ccatggactg
aaaagaccga
ctacctccac
atgtggecgg
acaagaagta
aactccectce
ggaacggatg
tcgtggcectat
tctteccaca
atctgggcgt
tggtggtgag
acattgccee
aaaggagaag
ccgaccctaa
acccaggceg
ttgacgatgg
ttgacctgag
actatactca
gtaaagcccg
ctgaaagggce
ctttttcaat

agaccatcaa

gacctggatt
agagactaca
aactcagagc
gccaaatacce
tctettegac
tgaccaccac
ggacgtggag
ggtgcccgag
ccagtttatc
caatcggtac
cccectgaca
aacctatgtg
tgggatctte
gaccgetgat
cttcaccaat
caagccatac
cctegeagece
gtatagcggg
ctacatggtg
tgcacactgc

tccectacgtg

cgtgcaggga

ctgrtccrceg
cteetggagyg
tecegtgggeg
tceggectgg
tggaccacag
ggcgtgttcg
gtctccgetg
tggaaggaat
tctecctagaa
gaccagtata
gtgaacaata
cacgtagecg
ccagtggcat
ccegeatacg
ctgetegatg
gtgacaactc
aaacacatga
accattaatc
gcttatatcc
atccatgecg
agtgccgcectg

tgggtctgta

30

tcgeegecge
atagaatcet
tcacacacgg
agacaagggt
ataaggcecctt
gccatctggt
tgggcaacca
ttgataccag
ctaacatgac
agaaacacaa
cttctgecge
gcgagetgece
gtgctgacgg
ggaaagtgta
tggcagagge
gcacagacga
gcaacaccta
tgcatttcat
ctcccggagt
agtgggacac
actacgccta

tctaccagat

aacacgggctg
gaccacacgg
atacagcact
ggteccagget
cggacacctg
cgattcatac
gttcaatggc
ggaaaaatac
cgcecatatt
accttggacc
tcagatcaag
ttcaaaggaa
atacggcgga
taacccacce
ctgecccace
tactcgactg
cctgtecgga
gtttaccgge
cgagacccca
agggctgaac
taccgccage

tactcacggg

ou

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

200

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320



10

aaagccgaga
ctecectateg
gagtcagceceg
cgaaggcacc
tetcecacac
ctccgagcag
ctgacctggg
gcttacaaca
ctggcaacag
gatatggggt
gctatcaaag
tgcccecegee
attgccecceg
aagctcgcag
<210> 4

<211> 707
<212> PRT

atgacaccct
ateccaaggca
acecctgtgac
ataccgacat
acgtgattga
caacatacta
tgccaaatgg
aagcaccctt
tctacaatgg
ccctegetge
ctgacgcaat
cactgectege

ctaagcagcet

gcgacgtgga

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2817903 T3

ggtggtgage
gcagaggggc
taccacagte
cgggttcatt
tctcatgeag
cttcagcgac
agcacctgag
caccagactg
gactagtaag
acgggtggtc
tcacgagcectg
aatcgaggtg
gctecagggge

atctaaccce

<223> A24cruzeiro-Aminoacido corto

<400> 4

Met Asp Trp

1

His

Leu Thr

35

Gly Vval
50

Asn Thr

65

Lys Lys

Ser Asp

Thr Arg

Thr

Ser

Tyr

Thr
5

Lys
20

Lys

Asn

His

Gly

Leu

Gly

Phe
85

Leu

Thr

Gly

Tyr

Glu

70

Asp

Trp Ile Leu Phe

Glu Glu

Thr
40

His

Ser Thr

55

Thr Arg

Trp Thr

gtgagcgecg
agaaagcggc
gagaactacg
atggatagat
acccaccagc
ctggagatcg
agcgeccetge
gctcteeeet
tatgcagtgg
aagcagcetge
ctcegtgcgaa
tettecacagg
aggaaaagac

ggctgataac

val
10

Leu Ala

Thr
25

Thr Leu

Thr Ser Thr

Glu Glu Asp

Val val Gln

75

Thr Asp Lys

31

gaaaggactt
gctctaccac
gaggggaaac
ttgtgaagat
atggactggt
tggtccgecca
tcaacacttc
atacagcacc
gcggaagcgg
cagecctettt
tgaagagggc
accgacataa
gcagtaattt

tcgag

Ala Ala Thr

Leu Glu Asp

30

Thr Gln

45

Ser

His Val Ala

60

Ala Glu Arg

Ala Phe Gly

cgaactgecga
agcaaccgga
acagattcag
ccagtcecctg
gggggcccetg
tgaaggcaac
caatcccacce
acaccgggtg
cagacgggga
caactacggce
tgaactgtat
gcagaaaatce

cgaccteccte

Arg Val
15

Arg Ile

Ser Vval

Gly Pro

Phe Tyr

80

His Leu

95

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2145



Glu

val

Ala

Pro

145

Phe

Thr

Lys

Asn

Tyr

225

Arg

Leu

Tyr

Asp

Pro

305

Asp

Ile

Lys

Asp

val

130

Glu

Pro

val

Pro

Thr

210

val

Arg

vVal

Asn

Val

290

Tyr

Leu

Ala

Leu

Ser

115

Gly

Trp

His

Pro

Trp

195

Ser

His

Ser

Thr

Pro

275

Ala

val

Ser

Gln

Glu

100

Tyr

Asn

Lys

Gln

Tyr

180

Thr

Ala

val

Gly

Thr

260

Pro

Glu

Thr

Leu

Tyr
340

Leu

Ala

Gln

Glu

Phe

165

Leu

Leu

Ala

Ala

Ile

245

Asp

Arg

Ala

Thr

Ala

325

Tyr

Pro

Tyr

Phe

Phe

150

Ile

Gly

Vval

Gln

Gly

230

Phe

Pro

Thr

Cys

Arg

310

Ala

Thr

Ser

Met

Asn

135

Asp

Ser

Val

Val

Ile

215

Glu

Pro

Lys

Asn

Pro

295

Thr

Lys

Gln

Asp

Arg

120

Gly

Thr

Pro

Asn

Met

200

Lys

Leu

vVal

Thr

Tyr

280

Thr

Asp

His

Tyr

ES 2817903 T3

His

105

Asn

Gly

Arg

Arg

Arg

185

Val

Val

Pro

Ala

Ala

265

Pro

Phe

Asp

Met

Ser
345

His

Gly

Cys

Glu

Thr

170

Tyr

Val

Tyr

Ser

Cys

250

Asp

Gly

Leu

Thr

Ser

330

Gly

Gly

Trp

Leu

Lys

155

Asn

Asp

Ser

Ala

Lys

235

Ala

Pro

Arg

Cys

Arg

315

Asn

Thr

Val

Asp

Leu

140

Tyr

Met

Gln

Pro

Asn

220

Glu

Asp

Ala

Phe

Phe

300

Leu

Thr

Ile

32

Phe

val

125

val

Gln

Thr

Tyr

Leu

205

Ile

Arg

Gly

Tyr

Thr

285

Asp

Leu

Tyr

Asn

Gly

110

Glu

Ala

Leu

Ala

Lys

190

Thr

Ala

Gly

Tyr

Gly

270

Asn

Asp

Ala

Leu

Leu
350

His

val

Met

Thr

His

175

Lys

Vval

Pro

Arg

Gly

255

Lys

Leu

Gly

Lys

Ser

335

His

Leu

Ser

Val

Leu

160

Ile

His

Asn

Thr

Lys

240

Gly

Val

Leu

Lys

Phe

320

Gly

Phe



Met

Ile

His

385

Phe

Asp

Ile

Ala

Arg

465

Pro

Arg

Ile

Gln

Ser

545

Pro

Ala

Pro

Phe

Pro

370

Cys

Ser

Thr

Thr

Gly

450

Gly

val

Arg

Gln

His

530

Asp

Asn

Tyr

His

Thr

355

Pro

Ile

Ile

Ala

His

435

Lys

Arg

Thr

His

Ser

515

Gly

Leu

Gly

Asn

Arg

Gly

Gly

His

Pro

Glu

420

Gly

Asp

Lys

Thr

His

500

Leu

Leu

Glu

Ala

Lys

580

vVal

Ser

val

Ala

Tyr

405

Thr

Lys

Phe

Arg

Thr

485

Thr

Ser

val

Ile

Pro

565

Ala

Leu

Thr

Glu

Glu

390

Val

Ile

Ala

Glu

Arg

470

Val

Asp

Pro

Gly

Val

550

Glu

Pro

Ala

Asp

Thr

375

Trp

Ser

Asn

Glu

Leu

455

Ser

Glu

Ile

Thr

Ala

535

Vval

Ser

Phe

Thr

Ser

360

Pro

Asp

Ala

val

Asn

440

Arg

Thr

Asn

Gly

His

520

Leu

Arg

Ala

Thr

val

ES 2817903 T3

Lys

Pro

Thr

Ala

Gln

425

Asp

Leu

Thr

Tyr

Phe

505

Val

Leu

His

Leu

Arg

585

Tyr

Ala

Asp

Gly

Asp

410

Gly

Thr

Pro

Ala

Gly

490

Ile

Ile

Arg

Glu

Leu

570

Leu

Asn

Arg

Thr

Leu

395

Tyr

Trp

Leu

Ile

Thr

475

Gly

Met

Asp

Ala

Gly

555

Asn

Ala

Gly

33

Tyr

Pro

380

Asn

Ala

val

val

Asp

460

Gly

Glu

Asp

Leu

Ala

540

Asn

Thr

Leu

Thr

Met

365

Glu

Ser

Tyr

Cys

val

445

Pro

Glu

Thr

Arg

Met

525

Thr

Leu

Ser

Pro

Ser

Val

Lys

Thr

Ile

430

Ser

Arg

Ser

Gln

Phe

510

Gln

Tyr

Thr

Asn

Tyr

590

Lys

Ala

Ala

Phe

Ala

415

Tyr

Val

Gln

Ala

Ile

495

val

Thr

Tyr

Trp

Pro

575

Thr

Tyr

Tyr

Ala

Thr

400

Ser

Gln

Ser

Gln

Asp

480

Gln

Lys

His

Phe

Val

560

Thr

Ala

Ala
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595

Val Gly Gly
610

Val val Lys
625

Asp Ala
645

Cys Pro Arg Pro Leu Leu Ala

660

Lys Gln Lys Ile

675

Arg Arg Ser

690

ES 2817903 T3

600

Ser Gly Arg Arg Gly

615

Gln Leu Pro Ala Ser
630

Ile His Glu Leu Leu Val

Ile

Ile Ala Pro Ala

680

Asn Phe Asp Leu Leu

Asn Pro Gly

705

<210>5
<211> 2409
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

695

<223> Asl-Shamir-89-Acido nucleico largo

<400> 5

ggatcecgeca
cattetgggg
gggtccatca
ggcgataacg
actaacaata
ctgtttggag
accaccctge
cagtcttcag
aacacaagcg
ttcgattgga
cacaaggggg

atcgaggtga

ccatggattg
ccggacagte
ttaacaatta
ccatctecgg
cccagaacaa
cactgctege
tggaggatcg
tgggagtcac
gcctggagac
cacctaatct
tgtacggctce

ccgcagtcgg

gacatggatt
ttcacctget
ctatatgcag
cggatctaat
tgattggttce
ccggggeege
aatcctgaca
ctacgggtat
tagagtgcag
ggcectttgge
actgatgggg

aaaccagttc

Asp Met Gly

Phe Asn Tyr
635

Arg Met Lys
650

Glu Vval
665

Ser

Lys Gln Leu

Lys Leu Ala

ctgttecctgg
actgggagce
cagtaccaga
gagggatcta
agtagactcg
aagaggagat
actaggaacg
gctgtegecag
caggctgaac
cattgctact
agttacgcat

aatggcggat

34

605

Ser Leu Ala Ala Arg

620

Gly 2Ala

Ile

Lys Ala
640

Arg Ala Glu Leu Tyr

Ser Gln Asp
670

Leu Arg Gly

685

Gly Asp Val
700

tcgecegecge
agaaccagag
acagcatgga
ctgacaccac
ccagcteege
ccgacaagaa
gacataccac
aagacgccgt
ggttctttaa
atctggagcet
atatgcggaa

gtctgetegt

655

Arg His

Arg Lys

Glu

Ser

aacacgggtg
cggaaataca
cacccagcetg
atcaacacac
tttctetgga
aaccgaggaa
aagcactacc
gagtgggcce
gaaacaccte
ccccaccgaa
cggatgggac

ggctctggte

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720
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cctgagcectga
tttattaacce
cggtacgacce
ctgaccgtga
tatgtgcacg
attgtgceccag
gocgatccag
acaaactttc
ttcgtcaaga
gccggocaca
gggacaatga
gtcgectatg
atccacagcg
tcagccgetg
tgggtgtgceca
gtgagegeceg
cggaagcgaa
gagaactacg
ctcgatcget
attccatccce
ctggaggteg
gatgectctga
gctcteccat
tacggcgaga
cgcctgccca
attaggatga
caggatagga
agacggagta
taactcgag

<210> 6
<211> 795
<212> PRT

aggaactcga
ccagaacaaa
agtatgcecccet
agacaggagg
tcgeceoggega
tcgecatgege
tctatggaaa
tggatgtggce
ccgtgaacag
tgagtaacac
atgtgcactt
tgeccetcecgg
aatgggatac
actacgccta
tctaccagat
ggaaagactt
ggtctactac
gcggagaaac
ttgtgaagcet
atacactggt
ctetegtgea
acaatcagac
atacagcacc
ccacaagccg
catctttcaa
aaagagccga
gaaagcagga

atttcgacct

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2817903 T3

tacaaggcag
tatgactgcce
ccataagect
gtccgageag
gctgecttea
tgacggatac
agtgttcaac
agaggcctgt
cggcgaccga
ctacctgget
catgtttact
gatgacacca
tggcctcaac
tacagccagc
tacccacggce
cgaatttegg
cacaactggg
ccagacagca
gacagccccce
gggcgeactg
cactggacca
caatccaaca
tcacagagtc
ccgaggcgac
ttacggagca
aacctattgc
gatcattgcce

gctcaagete

<223> Asl-Shamir-89-Aminoacido largo

aaataccagce
cacatcaacg
tggaccctgg
atcaaagtgt
aaggaacgag
ggaaacatgg
ccacccagga
cccacattcc
ctgctcgcca
ggactcgcac
ggcccaaceg
cctactgace
tccaaattca
gatgtggccg
aaggctgagg
ctgcecgtgg
gaatcagceg
agacggctge
aaaaatatcc
ctcaggagtg
gtcacctggg
gcctaccaga
ctggctacecg
atggcagccc
gtgaaggccg
cccaggccac
ccagaaaaac

gctggegatg

35

tgactctctt
tgcectacgt
tggtcatggt
acatgaacgc
gcaggaaacg
tgacaactga
ccaatctcce
tgcggtttgg
aatttgacgt
agtactatac
acgctaagge
ctgagcacge
ccttttcetat
agaccacatc
gagacgcact
atgcacgcecea
acccagtcac
acaccgacgt
agactctgga
ccacttacta
tgcctaacgg
aacagcctat
tgtacaacgg
tggcccageg
atactatcac
tgctcgetcet
aggtgctgeg

tggaaagtaa

ccctecatecag
cggcattaat
ggtcgectece
cgctccaace
gegceteotgga
ccccaagace
tgggcgatte
ggaagtgcca
gagcctggcc
ccagtatage
aagatacatg
tgcacattge
tccctacctyg
cgtccaggga
ggtggtgage
gcagagagga
cacaactgtg
ggccttcate
cctcatgcag
tttcagecgac
agcaccaaag
caccaggctg
aaagaccgcce
gctctecget
cgagctgctc
ggacactacc
cggccgaaaa

tcccggatga

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2409



<400> 6

Met

His

Ser

Gln

Ser

65

Gln

Leu

Lys

Asn

Gly

145

Leu

Phe

Leu

Ala

Asp

Ser

Gly

Asn

50

Asn

Asn

Phe

Thr

Gly

130

Tyr

Glu

Asp

Pro

Tyr
210

Trp

Gly

Asn

35

Ser

Glu

Asn

Gly

Glu

115

His

Ala

Thr

Trp

Thr

195

Met

Thr

Ala

20

Thr

Met

Gly

Asp

Ala

100

Glu

Thr

Vval

Arg

Thr

180

Glu

Arg

Trp

Gly

Gly

Asp

Ser

Trp

85

Leu

Thr

Thr

Ala

val

165

Pro

His

Asn

Ile

Gln

Ser

Thr

Thr

70

Phe

Leu

Thr

Ser

Glu

150

Gln

Asn

Lys

Gly

Leu

Ser

Ile

Gln

55

Asp

Ser

Ala

Leu

Thr

135

Asp

Gln

Leu

Gly

Trp
215

Phe

Ser

Ile

40

Leu

Thr

Arg

Arg

Leu

120

Thr

Ala

Ala

Ala

Vval

200

Asp

ES 2817903 T3

Leu

Pro

25

Asn

Gly

Thr

Leu

Gly

105

Glu

Gln

Vval

Glu

Phe

185

Tyr

Ile

val

10

Ala

Asn

Asp

Ser

Ala

90

Arg

Asp

Ser

Ser

Arg

170

Gly

Gly

Glu

Ala

Thr

Tyr

Asn

Thr

75

Ser

Lys

Arg

Ser

Gly

155

Phe

His

Ser

val

36

Ala

Gly

Tyr

Ala

60

His

Ser

Arg

Ile

Val

140

Pro

Phe

Cys

Leu

Thr
220

Ala

Ser

Met

45

Ile

Thr

Ala

Arg

Leu

125

Gly

Asn

Lys

Tyr

Met

205

Ala

Thr

Gln

30

Gln

Ser

Asn

Phe

Ser

110

Thr

Val

Thr

Lys

Tyr

190

Gly

val

Arg

15

Asn

Gln

Gly

Asn

Ser

95

Asp

Thr

Thr

Ser

His

175

Leu

Ser

Gly

val

Gln

Tyr

Gly

Thr

80

Gly

Lys

Arg

Tyr

Gly

160

Leu

Glu

Tyr

Asn



Gln

225

Glu

Phe

Val

Leu

Glu

305

Ala

ITle

Asp

Arg

Ala

385

Val

Ala

Thr

Thr

Thr
465

Phe

Leu

Ile

Gly

Val

290

Gln

Gly

val

Pro

Thr

370

Cys

Asn

Gly

Gln

Asp

450

Pro

Asn

Asp

Asn

Ile

275

Val

Ile

Glu

Pro

Lys

355

Asn

Pro

Ser

His

Tyr

435

Ala

Pro

Gly

Thr

Pro

260

Asn

Met

Lys

Leu

Val

340

Thr

Leu

Thr

Gly

Met

420

Ser

Lys

Thr

Gly

Arg

245

Arg

Arg

Val

val

Pro

325

Ala

Ala

Pro

Phe

Asp

405

Ser

Gly

Ala

Asp

Cys

230

Gln

Thr

Tyr

Val

Tyr

310

Ser

Cys

Asp

Gly

Leu

390

Arg

Asn

Thr

Arg

Pro
470

Leu

Lys

Asn

Asp

Ala

295

Met

Lys

Ala

Pro

Arg

375

Arg

Leu

Thr

Met

Tyr

455

Glu

Leu

Tyr

Met

Gln

280

Pro

Asn

Glu

Asp

Val

360

Phe

Phe

Leu

Tyr

Asn

440

Met

His

ES 2817903 T3

Val

Gln

Thr

265

Tyr

Leu

Ala

Arg

Gly

345

Tyr

Thr

Gly

Ala

Leu

425

Vval

Val

Ala

Ala

Leu

250

Ala

Ala

Thr

Ala

Gly

330

Tyr

Gly

Asn

Glu

Lys

410

Ala

His

Ala

Ala

Leu

235

Thr

His

Leu

Val

Pro

315

Arg

Gly

Lys

Phe

Val

395

Phe

Gly

Phe

Tyr

His
475

Val

Leu

Ile

His

Lys

300

Thr

Lys

Asn

val

Leu

380

Pro

Asp

Leu

Met

Val

460

Cys

37

Pro

Phe

Asn

Lys

285

Thr

Tyr

Arg

Met

Phe

365

Asp

Phe

val

Ala

Phe

445

Pro

Ile

Glu

Pro

val

270

Pro

Gly

Val

Arg

Val

350

Asn

val

Val

Ser

Gln

430

Thr

Pro

His

Leu

His

255

Pro

Trp

Gly

His

Ser

335

Thr

Pro

Ala

Lys

Leu

415

Tyr

Gly

Gly

Ser

Lys

240

Gln

Tyr

Thr

Ser

val

320

Gly

Thr

Pro

Glu

Thr

400

Ala

Tyr

Pro

Met

Glu
480



Trp

Ser

Ser

Glu

Phe

545

Ser

Glu

Val

Ile

Ala

625

Leu

Asp

Tle

Thr

Gly

705

Ser

Asp

Ala

Val

Gly

530

Arg

Thr

Asn

Ala

Gln

610

Leu

vVal

Ala

Thr

val

690

Asp

Phe

Thr

Ala

Gln

515

Asp

Leu

Thr

Tyr

Phe

595

Thr

Leu

His

Leu

Arg

675

Tyr

Met

Asn

Gly

Asp

500

Gly

Ala

Pro

Thr

Gly

580

Ile

Leu

Arg

Thr

Asn

660

Leu

Asn

Ala

Tyr

Leu

485

Tyr

Trp

Leu

Val

Thr

565

Gly

Leu

Asp

Ser

Gly

645

Asn

Ala

Gly

Ala

Gly
725

Asn

Ala

val

Val

Asp

550

Gly

Glu

Asp

Leu

Ala

630

Pro

Gln

Leu

Lys

Leu

710

Ala

Ser

Tyr

Cys

Val

535

Ala

Glu

Thr

Arg

Met

615

Thr

Val

Thr

Pro

Thr

695

Ala

Val

Lys

Thr

Ile

520

Ser

Arg

Ser

Gln

Phe

600

Gln

Tyr

Thr

Asn

Tyr

680

Ala

Gln

Lys

ES 2817903 T3

Phe

Ala

505

Tyr

Val

Gln

Ala

Thr

585

Val

Ile

Tyr

Trp

Pro

665

Thr

Tyr

Arg

Ala

Thr

490

Ser

Gln

Ser

Gln

Asp

570

Ala

Lys

Pro

Fhe

vVal

650

Thr

Ala

Gly

Leu

Asp
730

Phe

Asp

Ile

Ala

Arg

555

Pro

Arg

Leu

Ser

Ser

635

Pro

Ala

Pro

Glu

Ser

715

Thr

Ser

Val

Thr

Gly

540

Gly

val

Arg

Thr

His

620

Asp

Asn

Tyr

His

Thr

700

Ala

Ile

38

Ile

Ala

His

525

Lys

Arg

Thr

Leu

Ala

605

Thr

Leu

Gly

Gln

Arg

685

Thr

Arg

Thr

Pro

Glu

510

Gly

Asp

Lys

Thr

His

590

Pro

Leu

Glu

Ala

Lys

670

Val

Ser

Leu

Glu

Tyr

495

Thr

Lys

Phe

Arg

Thr

575

Thr

Lys

Vval

Val

Pro

655

Gln

Leu

Arg

Pro

Leu
735

Leu

Thr

Ala

Glu

Arg

560

val

Asp

Asn

Gly

Ala

640

Lys

Pro

Ala

Arg

Thr

720

Leu
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Ile Arg Met

Leu Asp Thr
755

Lys Gln Val

770

Lys Leu Ala

785

<210>7
<211> 2133
<212> ADN

ES 2817903 T3

Lys Arg Ala Glu Thr

740

Thr Gln Asp Arg Arg

760

Leu Arg Gly Arg Lys

775

Gly Asp Val Glu Ser
790

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Asl-Shamir-89-Acido nucleico corto

<400>7

ggatcecgeca
cattcagata
aacggccata
gcagaggacg
gaacgcttct
tactatctgg
gcttatatga
ggatgtctge
cagctgacte
aacgtgccct
ctggtggtca
gtgtacatga
aggggcagaa
atggtgacca
aggaccaatc
ttecectgeggt
gccaaatttg

gctcagtact

ccatggactg
aaaagaccga
ctaccagcac
ccgtgtccgg
ttaagaaaca
agctcccocac
gaaacggctg
tegtggetet
tcttecctea
acgtcggceat
tggtggtcge
acgcegetee
aaaggaggag
cagaccccaa
tcectggeag
ttggcgaagt
atgtgagccet

atacccagta

gacctggatt
agagactaca
aactcagagc
accaaacaca
cctettcegat
cgaacacaag
ggacatcgag
ggtccectgag
tcagtttatt
taatcggtac
tccecctgace
aacctatgtg
cggaattgtg
gaccgccgat
gttcacaaac
gccattegte
ggcagccegge

tagcgggaca

Tyr Cys Pro

745

Lys Gln Glu

Arg Arg Ser

Asn Pro Gly

795

ctgttecctgg
ctectggaag
tecegtgggag
tctggectgg
tggacaccta
ggggtgtacyg
gtgaccgcag
ctgaaggaac
aaccccagaa
gaccagtatg
gtgaagacag
cacgtcgecg
ccagtcgect
ccagtctatg
tttetggatg
aagaccgtga
cacatgteca

atgaatgtge

39

Arg Pro Leu Leu Ala

750

Ile Ile Ala Pro Glu

765

Asn Phe Asp Leu Leu

780

tggccgecge
acagaatcet
tcacctacgg
agactcgggt
atctggectt
gcagtctgat
tcgggaacca
tcgatacaag
caaatatgac
cactccataa
ggggctecga
gagagctgcc
gcgctgacgg
ggaaagtgtt
tggcagaggc
acagcggaga
acacctacct

acttcatgtt

aactcgcgtg
gaccacaaga
gtatgctgte
gcagcaggct
tggacattge
ggggagctac
gttcaatggce
gcagaaatac
tgcccacate
gecttggaca
gcagatcaaa
ttccaaggaa
ctacggaaac
caacccacce
ctgtcccaca
cegectgete
ggccggacte

tactggccca

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080
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accgacgcta
gaccctgage
ttcaccttta
gccgagacta
gagggagacg
gtggatgectc
gccgatccag
ctgcacaceg
atccagactce
tcecgecaacct
tgggtgccta
cagaaacagc
accgtgtaca
gcecctggeac
gcagatacta
ccactgeteg
aaacaggtgce
gacgtggaat
<210> 8

<211> 703
<212> PRT

aggcacggta
acgctgeaca
gtattceccta
cctcagtcca
ctectegtggt
gacagcagcg
tcactaccac
acgtggeatt
tggacctcat
actatttctc
acggagcacc
ctatcacceg
acggaaagac
agegectcete
tcaccgaget
ccetggacac
tgegaggeag

ctaatccecgg

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2817903 T3

catggtcgecce
ttgecatccac
cctgagegece
ggggtgggtyg
gagcgtgage
gggacgcaag
agtggagaac
catcctegat
gcagattcca
tgacctggag
aaaggatgcc
cctggececete
cgcttatggg
agcccgactg
gctcattaga
aactcaggat
gaaaagacgce

atgataactc

<223> Asl-Shamir-89-Aminodacido corto

<400> 8

Met Asp Trp Thr Trp Ile Leu Phe

1

5

His Ser Asp Lys Lys Thr Glu Glu

20

Leu Thr Thr Arg Asn Gly His Thr

35

40

Gly Val Thr Tyr Gly Tyr Ala Val

50

55

tatgtgecte
agcgaatggg
gctgactacg
tgcatctacc
gccggcaaag
cggcgcagta
tacggagggg
cgetttgtga
tceccatacte
gtcgeteteg
ctgaacaatc
ccatatacag
gagaccacca
cccacaagtt
atgaaacggg
cgccgaaage
agtaattteg

gag

Leu Val Ala
10

Thr Thr Leu
25

Thr Ser Thr

Ala Glu Asp

40

ccggcatgac
atactggact
catatacage
agattaccca
acttcgagtt
caactaccac
aaacccagac
agctgacage
tggtgggcge
tgcacactgg
agaccaatcc
ctectcaceg
gcaggagggg
tcaattacgg
cagaaaccta
aggagatcat

acctcctcaa

accacctact
caactcaaaa
ctctgatgtg
cggcaaggca
caggctgecca
aggggaaage
agctcgaagg
ccccaaaaat
tetgetecagg
accagtcacc
aacagcctac
agtecctggee
cgacatggca
ggctgtgaag
ttgccecagg
tgcccecagaa

gctegeagge

Ala Ala Thr Arg Val

15

Leu Glu Asp Arg Ile

30

Thr Gln Ser Ser Val

45

Ala Val Ser Gly Pro

60

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2133



Asn

65

Lys

Tyr

Met

Ala

Pro

145

Phe

Asn

Lys

Thr

Tyr

225

Arg

Met

Phe

Asp

Phe
305

Thr

Lys

Tyr

Gly

Val

130

Glu

Pro

val

Pro

Gly

210

vVal

Arg

Val

Asn

val

290

Val

Ser

His

Leu

Ser

115

Gly

Leu

His

Pro

Trp

195

Gly

His

Ser

Thr

Pro

275

Ala

Lys

Gly

Leu

Glu

100

Tyr

Asn

Lys

Gln

Tyr

180

Thr

Ser

val

Gly

Thr

260

Pro

Glu

Thr

Leu

Phe

Leu

Ala

Gln

Glu

Phe

165

Val

Leu

Glu

Ala

Ile

245

Asp

Arg

Ala

vVal

Glu

70

Asp

Pro

Tyr

Phe

Leu

150

Ile

Gly

val

Gln

Gly

230

Val

Pro

Thr

Cys

Asn
310

Thr

Trp

Thr

Met

Asn

135

Asp

Asn

Ile

val

Ile

215

Glu

Pro

Lys

Asn

Pra

295

Ser

Arg

Thr

Glu

Arg

120

Gly

Thr

Pro

Asn

Met

200

Lys

Leu

Val

Thr

Leu

280

Thr

Gly

ES 2817903 T3

Val

Pro

His

105

Asn

Gly

Arg

Arg

Arg

185

Val

Val

Pro

Ala

Ala

265

Pro

Phe

Asp

Gln

Asn

Lys

Gly

Cys

Gln

Thr

170

Tyr

val

Tyr

Ser

Cys

250

Asp

Gly

Leu

Arg

Gln

75

Leu

Gly

Trp

Leu

Lys

155

Asn

Asp

Ala

Met

Lys

235

Ala

Pro

Arg

Arg

Leu
315

Ala

Ala

Val

Asp

Leu

140

Tyr

Met

Gln

Pro

Asn

220

Glu

Asp

Val

Phe

Phe

300

Leu

41

Glu

Phe

Tyr

Ile

125

vVal

Gln

Thr

Tyr

Leu

205

Ala

Arg

Gly

Tyr

Thr

285

Gly

Ala

Arg

Gly

Gly

110

Glu

Ala

Leu

Ala

Ala

190

Thr

Ala

Gly

Tyr

Gly

270

Asn

Glu

Lys

Phe

His

Ser

Val

Leu

Thr

His

175

Leu

val

Pro

Arg

Gly

255

Lys

Phe

Vval

Phe

Phe

80

Cys

Leu

Thr

Val

Leu

160

Ile

His

Lys

Thr

Lys

240

Asn

Val

Leu

Pro

Asp
320



val

Ala

Phe

Pro

Ile

385

Ile

Ala

His

Lys

Arg

465

Thr

Leu

Ala

Thr

Leu

545

Gly

Ser

Gln

Thr

Pro

370

His

Pro

Glu

Gly

Asp

450

Lys

Thr

His

Pro

Leu

530

Glu

Ala

Leu

Tyr

Gly

355

Gly

Ser

Tyr

Thr

Lys

435

Phe

Arg

Thr

Thr

Lys

515

val

Val

Pro

Ala

Tyr

340

Pro

Met

Glu

Leu

Thr

420

Ala

Glu

Arg

val

Asp

500

Asn

Gly

Ala

Lys

Ala

325

Thr

Thr

Thr

Trp

Ser

405

Ser

Glu

Phe

Ser

Glu

485

Val

Tle

Ala

Leu

Asp
565

Gly

Gln

Asp

Pro

Asp

390

Ala

Val

Gly

Arg

Thr

470

Asn

Ala

Gln

Leu

Val

550

Ala

His

Tyr

Ala

Pro

375

Thr

Ala

Gln

Asp

Leu

455

Thr

Tyr

Phe

Thr

Leu

535

His

Leu

Met

Ser

Lys

360

Thr

Gly

Asp

Gly

Ala

440

Pro

Thr

Gly

Ile

Leu

520

Arg

Thr

Asn

ES 2817903 T3

Ser

Gly

345

Ala

Asp

Leu

Tyr

Trp

425

Leu

val

Thr

Gly

Leu

505

Asp

Ser

Gly

Asn

Asn

330

Thr

Arg

Pro

Asn

Ala

410

Val

val

Asp

Gly

Glu

490

Asp

Leu

Ala

Pro

Gln
570

Thr

Met

Tyr

Glu

Ser

395

Tyr

Cys

Val

Ala

Glu

475

Thr

Arg

Met

Thr

Val

555

Thr

Tyr

Asn

Met

His

380

Lys

Thr

Ile

Ser

Arg

460

Ser

Gln

Phe

Gln

Tyr

540

Thr

Asn

42

Leu

val

val

365

Ala

Phe

Ala

Tyr

Val

445

Gln

Ala

Thr

val

Tle

525

Tyr

Trp

Pro

Ala

His

350

Ala

Ala

Thr

Ser

Gln

430

Ser

Gln

Asp

Ala

Lys

510

Pro

Phe

val

Thr

Gly

335

Phe

Tyr

His

Phe

Asp

415

Ile

Ala

Arg

Pro

Arg

495

Leu

Ser

Ser

Pro

Ala
575

Leu

Met

val

Cys

Ser

400

val

Thr

Gly

Gly

val

480

Arg

Thr

His

Asp

Asn

560

Tyr
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Gln Lys Gln Pro

580

ES 2817903 T3

Ile Thr Arg Leu

Arg Val Leu Ala Thr Val Tyr Asn

595

600

Thr Ser Arg Arg Gly Asp Met Ala

610

Arg Leu Pro

625

615

Thr Ser Phe Asn Tyr
630

Thr Glu Leu Leu Ile Arg Met Lys

645

Pro Leu Leu Ala Leu Asp Thr Thr

Ile Ala Pro
675

Phe Asp Leu

690

<210>9
<211> 2421
<212> ADN

660

Ala Leu Pro
585

Gly Lys Thr

Ala Leu Ala

Gly Ala Vval
635

Arg Ala Glu
650

Gln Asp Arg
665

Glu Lys Gln Val Leu Arg Gly Arg

680

Leu Lys Leu Ala Gly Asp Val Glu

<213> Secuencia artificial

<220>

695

<223> Sat2-Acido nucleico largo

<400> 9

ggatcegeca
cactcagggg
gggagcatca
ggggataacg
actaacaata
ctegtgggag
actaccctge
cagagctccg
aacacatcecg

ttcgactgga

ccatggattg
ctggacagtc
ttaacaatta
ccatetcagg
cccagaacaa
cactgctcge
tggaggacag
tcggaattac
gactggaaac

cttctgataa

gacatggatt
ttcacctgcet
ctatatgcag
cggaagtaat
tgactggttce
taggggaaga
gategtgaca
ctacgggtat
tcgggtggag

gecttttgga

ctetttetgg
acaggctcte
cagtaccaga
gaaggcteca
agtaaactgg
aagaggagat
actagacatg
gccgacgcectg
caggccgaac

accctccacyg

43

Tyr Thr Ala Pro His

550

Ala Tyr Gly Glu Thr

605

Gln Arg Leu Ser Ala

620

Lys Ala Asp Thr

Thr Tyr Cys

Arg Lys

Lys Arg Arg

685

Ser Asn Pro

700

tegeagecge
agaaccagag
actccatgga
ctgataccac
ctcagagcge
cagataagaa
gcaccacaac
atagcttcag
gcttetttaa

tgctggaget

Gln Glu
670

Ile
640

Pro Arg
655

Ile

Ser Asn

Gly

aacacgggtg
tggaaatacc
cacccagcetg
atctacacac
attttccgga
aaccgaggaa
ttctaccaca
acctggcccce
gaaaaagctg

ccccaaagac

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600
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cagaagggga
gtccaggtga
cccgagetgt
tttatcaacc
cgacacgacc
ctcacaactg
accaatgtct
ggaatcattc
acagecgatce
tatagcaacc
ccatacgtgg
acccacaaag
cagggcagee
atggtggett
gccgeteact
gtccecatatg
accacaaatg
gtggtcgtgt
cgacagaggg
acaactgatc
ttegtgetgg
atggatacaa
gatctggaga
cctcgaacta
gcaatccecect
tacacagtgg
ctececetagea
cgcatgaage
cgettegatg
cgaggaagga

aatceceggat

<210> 10
<211> 799
<212> PRT

tetacggete
ccgecacate
cttcactcaa
ctcggaccaa
aggggaagcg
aggctcagat
tegtggcagyg
cagtggettg
ccatctacgg
tgctcgacgt
tcaccaaaaa
tccataagaa
tgaactatca
atatcecccce
gctaccattce
tcagtgcaag
gctggatcge
ccgtgtctge
gcagaaagcg
catctacaca
atcgcetttac
aaaaggccect
tcgectgtgt
cccagcetggg
ataccgeccce
ccattagagg
cattcaactt
gagctgaact
ccccaatcgg
agcgeegate

gataactcga

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2817903 T3

actgattgat
aactcagttce
ggaaagagag
tactaccgce
gcatcaggcc
gaatagtgga
agagatgcct
cgcagacgge
atatgtgtac
ggccgaggcet
caatggggac
cacttttetg
cttecatgtac
aggggtcgag
tgagtgggac
cgacttcage
tgtctacecag
tggaccagac
aaggtctact
cggeggagtyg
tcacgtgecat
ggtgggagca
gggagaacac
cgacaaccce
acataggctg
agaccgggct
tggccatgtg
gtattgcecca
cgtggagaaa
caacttecgac

g

<223> Sat2-Aminoacido largo

gcatacgect
aatgggggca
gaattccagc
catattcagg
tggtcactgg
acagtcgaag
gcaaaacagc
tacggagggt
aaccctagte
tgtceccacac
aaggtcatgg
gctggececg
acagggccaa
accgacaaac
accggectga
tacacccaca
gtgacecgaca
ctggagttca
acctcageccg
gagaaaagac
accaacaaga
ctgetcaggg
aagagagtct
atggtcttca
ctctecaceg
gtecectggetg
actgccgaca
aggcctctge
cagctgtgta

ctgctecaage

44

atacccgaaa
gtctgectegt
tgacactcta
tcccttacct
tggtcatggt
tgtacgcaaa
gaggacgaaa
ttcagaacac
gcaatgattg
tgctcaattt
cttgtttcga
cagactacta
ctcaccataa
tgcccaagac
actcacagtt
cagatactce
cacatteccge
gatttcctat
gggaaggcgce
ggatgcatac
ccacattcaa
ctagcaccta
tttggcagcc
gccacaatgt
tgtataacgg
caaagtacgce
aacccgtcga
tcccageata
actttgacct

tggceggega

cggatgggac
cgctatggtg
tcoccacaccag
gggagtgaac
gctgaccccc
catcgcecea
gcgacgaagce
cgaccctaag
ccacgggagg
cgatggaaag
tgtggececttce
tacccagtac
agccaagttt
accagaagat
cacatttgcet
tgcaatggec
agaagcagca
tgatccegtg
tgacgtcgtg
cgacgtegece
tgtcgacctg
ctatttetge
aaacggagca
gactcgcettt
cgagtgtaaa
cactcacacc
tgtgtactat
ccaccgagac
gctcaaacte

tgtggagtct

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2421



<400> 10

Met

His

Ser

Gln

Ser

65

Gln

Leu

Lys

His

Gly

145

Leu

Phe

Leu

Ala

Asp

Ser

Gly

Asn

50

Asn

Asn

val

Thr

Gly

130

Tyr

Glu

Asp

Pro

Tyr

Trp

Gly

Asn

35

Ser

Glu

Asn

Gly

Glu

115

Thr

Ala

Thr

Trp

Lys

195

Thr

Thr

Ala

20

Thr

Met

Gly

Asp

Ala

100

Glu

Thr

Asp

Arg

Thr

180

Asp

Arg

Trp

Gly

Gly

Asp

Ser

Trp

85

Leu

Thr

Thr

Ala

Val

165

Ser

Gln

Asn

Ile

Gln

Ser

Thr

Thr

70

Phe

Leu

Thr

Ser

Asp

150

Glu

Asp

Lys

Gly

Leu

Ser

Ile

Gln

55

Asp

Ser

Ala

Leu

Thr

135

Ser

Gln

Lys

Gly

Trp

Phe

Ser

Ile

40

Leu

Thr

Lys

Arg

Leu

120

Thr

Phe

Ala

Pro

Tle

200

Asp

ES 2817903 T3

Leu

Pro

25

Asn

Gly

Thr

Leu

Gly

105

Glu

Gln

Arg

Glu

Phe

185

Tyr

val

val

10

Ala

Asn

Asp

Ser

Ala

90

Arg

Asp

Ser

Pro

Arg

170

Gly

Gly

Gln

Ala

Thr

Tyr

Asn

Thr

75

Gln

Lys

Arg

Ser

Gly

155

Phe

Thr

Ser

Val

45

Ala

Gly

Tyr

Ala

60

His

Ser

Arg

Ile

val

140

Pro

Phe

Leu

Leu

Thr

Ala

Ser

Met

45

Ile

Thr

Ala

Arg

Val

125

Gly

Asn

Lys

His

Ile

205

Ala

Thr

Gln

30

Gln

Ser

Asn

Phe

Ser

110

Thr

Ile

Thr

Lys

val

1%0

Asp

Thr

Arg

15

Asn

Gln

Gly

Asn

Ser

95

Asp

Thr

Thr

Ser

Lys

175

Leu

Ala

Ser

val

Gln

Tyr

Gly

Thr

80

Gly

Lys

Arg

Tyr

Gly

160

Leu

Glu

Tyr

Thr



Gln

225

Ser

Phe

Leu

Leu

Ser

305

val

Gly

Thr

Ser

Glu

385

Thr

Thr

Tyr

Pro

210

Phe

Leu

Ile

Gly

Vval

290

Gly

Ala

Ile

Asp

Arg

370

Ala

Lys

His

Thr

Thr
450

Asn

Lys

Asn

val

275

val

Thr

Gly

Ile

Pro

355

Asn

Cys

Asn

Lys

Gln

435

His

Gly

Glu

Pro

260

Asn

Met

Val

Glu

Pro

340

Lys

Asp

Pro

Asn

val

420

Tyr

His

Gly

Arg

245

Arg

Arg

val

Glu

Met

325

val

Thr

Cys

Thr

Gly

405

His

Gln

Lys

Ser

230

Glu

Thr

His

Leu

val

310

Pro

Ala

Ala

His

Leu

390

Asp

Lys

Gly

Ala

215

Leu

Glu

Asn

Asp

Thr

295

Tyr

Ala

Cys

Asp

Gly

375

Leu

Lys

Asn

Ser

Lys
455

Leu

Phe

Thr

Gln

280

Pro

Ala

Lys

Ala

Pro

360

Arg

Asn

Val

Thr

Leu

440

Phe

ES 2817903 T3

val

Gln

Thr

265

Gly

Leu

Asn

Gln

Asp

345

Ile

Tyr

Phe

Met

Phe

425

Asn

Met

Ala

Leu

250

Ala

Lys

Thr

Ile

Arg

330

Gly

Tyr

Ser

Asp

Ala

410

Leu

Tyr

Val

Met

235

Thr

His

Arg

Thr

Ala

315

Gly

Tyr

Gly

Asn

Gly

395

Cys

Ala

His

Ala

46

220

val

Leu

Ile

His

Glu

300

Pro

Arg

Gly

Tyr

Leu

380

Lys

Phe

Gly

Phe

Tyr
460

Pro

Tyr

Gln

Gln

285

Ala

Thr

Lys

Gly

vVal

365

Leu

Pro

Asp

Pro

Met

445

Ile

Glu

Pro

val

270

Ala

Gln

Asn

Arg

Phe

350

Tyr

Asp

Tyr

val

Ala

430

Tyr

Pro

Leu

His

255

Pro

Trp

Met

Val

Arg

335

Gln

Asn

Val

val

Ala

415

Asp

Thr

Pro

Ser

240

Gln

Tyr

Ser

Asn

Phe

320

Ser

Asn

Pro

Ala

val

400

Phe

Tyr

Gly

Gly



Vval

465

Tyr

val

Pro

Asp

Pro

545

Arg

Thr

Thr

Lys

Gly

625

Ala

Pro

val

Thr

Arg
705

Glu

His

Pro

Ala

Thr

530

Asp

Lys

Thr

Asp

Thr

610

Ala

Cys

Arg

Thr

val

630

Ala

Thr

Ser

Tyr

Met

515

His

Leu

Arg

Asp

val

595

Thr

Leu

Val

Thr

Arg

675

Tyr

vVal

Asp

Glu

Val

500

Ala

Ser

Glu

Arg

Pro

580

Ala

Phe

Leu

Gly

Thr

660

Phe

Asn

Leu

Lys

Trp

485

Ser

Thr

Ala

Phe

Ser

565

Ser

Phe

Asn

Arg

Glu

645

Gln

Ala

Gly

Ala

Leu

470

Asp

Ala

Thr

Glu

Arg

550

Thr

Thr

val

val

Ala

630

His

Leu

Ile

Glu

Ala
710

Pro

Thr

Ser

Asn

Ala

535

Phe

Thr

His

Leu

Asp

615

Ser

Lys

Gly

Pro

Cys

695

Lys

Lys

Gly

Asp

Gly

520

Ala

Pro

Ser

Gly

Asp

600

Leu

Thr

Arg

Asp

Tyr

680

Lys

Tyr

ES 2817903 T3

Thr

Leu

Phe

505

Trp

Val

Ile

Ala

Gly

585

Arg

Met

Tyr

Val

Asn

665

Thr

Tyr

Ala

Pro

Asn

490

Ser

Ile

Val

Asp

Gly

570

Val

Phe

Asp

Tyr

Phe

650

Pro

Ala

Thr

Thr

Glu

475

Ser

Tyr

Ala

Val

Pro

555

Glu

Glu

Thr

Thr

Phe

635

Trp

Met

Pro

Val

His
715

Asp

Gln

Thr

Val

Ser

540

Val

Gly

Lys

His

Lys

620

Cys

Gln

Val

His

Ala

700

Thr

47

Ala

Phe

His

Tyr

525

vVal

Arg

Ala

Arg

val

605

Lys

Asp

Pro

Phe

Arg

685

Ile

Leu

Ala

Thr

Thr

510

Gln

Ser

Gln

Asp

Arg

590

His

Ala

Leu

Asn

Ser

670

Leu

Arg

Pro

His

Phe

495

Asp

Val

Ala

Arg

Vval

575

Met

Thr

Leu

Glu

Gly

655

His

Leu

Gly

Ser

Cys

480

Ala

Thr

Thr

Gly

Gly

560

Val

His

Asn

Val

Ile

640

Ala

Asn

Ser

Asp

Thr
720
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Phe Asn

Arg Met

Tyr His

Phe

Lys

Arg Asp

Gly His

725

Arg Ala
740

Arg

755

Cys Asn
770

Phe Asp
785

<210> 11
<211> 2145
<212> ADN

Phe

Leu

Asp Leu

Leu Lys

val

Glu

Phe

Leu

Leu

ES 2817903 T3

Thr Ala

Leu

Tyr

Ala
760

Asp

Lys Leu

775

Ala Gly

790

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sat2-Acido nucleico corto

<400> 11

ggatcecgeca
catagcgaca
cacggcacta
gctgattcett
gaacgattct
cacgtgetgg
gcctataccce
ggcagcctgce
cagctgacac
caggtccett
ctggtggtca
gaagtgtacg
cagcgcgggce
ggctttcaga
tcccggaatg
acactgctca

atggcctgtt

ccatggactg
aaaagaccga
ccacaagcac
tcagacctgg
ttaagaaaaa
agctccccaa
gaaacggatg
tcgtcgcetat
tctatccaca
acctgggagt
tggtgctgac
ctaacatcge
gaaagaggag
acaccgacce
attgccacgg
atttcgatgg

tcgatgtgge

gacttggatt
agagactaca
tacccagage
ccccaacaca
getgttcegac
agaccagaag
ggacgtccag
ggtgccagag
ccagtttatc
gaacaggcac
cececctcace
accaaccaat
aagcggcatc
taagacagcce
ccgetattet
aaagccatac

ttttacacac

Asp Lys Pro

730

Cys Pro

745

Arg

Pro Ile Gly

Arg Gly Arg

Val Glu

795

Asp

ctgttecctgg
ctgctggagg
tcegtgggaa
tcaggactgg
tggactagtg
gggatctacg
gtgaccgcca
ctgtcttcac
aaccctcgga
gaccagggga
acagaggctc
gtcttecgtgg
attccagtgg
gatcccatcet
aacctgceteg
gtggtcacca

aaagtccata

48

Val Asp Val

Leu
750

Pro Leu

Vval Glu

765

Lys

Lys
780

Ser Asn Pro

tggctgecge
acagaatcgt
ttacctacgg
aaactcgcegt
ataagcettt
gctcectgat
caagcactca
tcaaagaaag
ccaatacaac
agagacatca
agatgaattc
ctggcgagat
cttgcgcaga
acggctatgt
acgtggeccga
aaaacaatgg

agaacacttt

Arg Arg

Tyr Tyr
735

Pro Ala

Gln Leu

Ser Asn

Gly

aacacgggtg
gaccacacgg
gtatgeecgac
ggagcaggcce
tgggacccte
tgatgcatac
gttcaatgga
agaggaattc
tgcccatatt
ggcctggage
cgggacagtc
gcoctgcaaaa
cggatacggg
gtacaaccct
ggcttgtece
ggacaaggte

totggeecgge

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020



10

caccgetgact
ccaactcacc
aaactgceca
ctgaacagece
cacacagata
gacacacatt
ttcaggttte
gcaggcgaag
cgaaggatge
aagactacct
agggcctcta
gtecttttgge
ttctctcaca
acagtgtata
gctgcaaagt
gacaaacccg
ctgctececeg
tgtaactttg
aagctggceceg

<210> 12
<211> 707
<212> PRT

actataccca
ataaagcaaa
agacaccaga
agttcacatt
ctectgeaat
cagctgaage
ctattgatece
gagccgacgt
ataccgacgt
tcaatgtcga
cctactattt
agccaaacgg
atgtgactcg
acggcgagtg
acgccactca
tecgatgtgta
cttaccaccg
acctgctcaa

gcgatgtgga

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2817903 T3

gtaccagggce
gtttatggtg
agatgccgcet
tgcegtcecca
ggccactace
agcagtggtce
cgtgaggecag
cgtgaccaca
cgcettegtg
cctgatggat
ctgcgatctg
agcacctcga
ctttgctatc
taaatacacc
caccctcect
ctatcgaatg
cgaccgatte
actcaggggg

gagtaatccce

<223> Sat2-Aminoacido corto

<400> 12

agcctgaact
gcctatatce
cactgctace
tatgtcagtg
aatggctgga
gtgtccgtgt
agaggacgaa
gatccatcca
ctggateget
accaaaaagg
gagatcgcect
acaactcage
ccctataccg
gtggcaattc
tccacattca
aagagggctg
gatgcaccaa
agaaagagac

ggatgataac

Met Asp Trp Thr Trp Ile Leu Phe Leu Val Ala

1

5

10

His Ser Asp Lys Lys Thr Glu Glu Thr Thr Leu

20

25

Val Thr Thr Arg His Gly Thr Thr Thr Ser Thr

35

40

Gly Ile Thr Tyr Gly Tyr Ala Asp Ala Asp Ser

49

atcacttcat
ccecaggegt
atagtgagtg
ctagcgactt
tegeegtceta
ctgcaggace
agecgacgatce
cacacggagg
ttactcacgt
ctectegtggg
gtgtggggga
tgggcgacaa
caccacatag
gaggagaccg
actttggcca
aactgtattg
tcggagtgga
ggtcaaactt

tcgag

gtacacaggg
cgagaccgac
ggataccgga
ctcttacace
ccaggtgacce
agacctggag
aacaactagt
ggtggagaaa
gcataccaac
agcactgctce
acacaagcga
ccccatggte
gctgctctca
agcagtcctg
tgtgactgcc
cccaagacct
gaaacagctg

cgacctgcte

Ala Ala Thr Arg Val

15

Leu Glu Asp Arg Ile

30

Thr Gln Ser Ser Val

45

Phe Arg Pro Gly Pro

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2145



Asn

65

Lys

His

Ile

Ala

Pro

145

Tyr

Gln

Gln

Ala

Thr

225

Lys

Gly

val

Leu

50

Thr

Lys

Val

Asp

Thr

130

Glu

Pro

val

Ala

Gln

210

Asn

Arg

Phe

Tyr

Asp
290

Ser

Lys

Leu

Ala

115

Ser

Leu

His

Pro

Trp

195

Met

val

Arg

Gln

Asn

275

vVal

Gly

Leu

Glu

100

Tyr

Thr

Ser

Gln

Tyr

180

Ser

Asn

Phe

Ser

Asn

260

Pro

Ala

Leu

Phe

85

Leu

Ala

Gln

Ser

Phe

165

Leu

Leu

Ser

val

Gly

245

Thr

Ser

Glu

Glu

70

Asp

Pro

Tyr

Phe

Leu

150

Ile

Gly

Val

Gly

Ala

230

Ile

Asp

Arg

Ala

55

Thr

Trp

Lys

Thr

Asn

135

Lys

Asn

val

Val

Thr

215

Gly

Ile

Pro

Asn

Cys
295

Arg

Thr

Asp

Arg

120

Gly

Glu

Pro

Asn

Met

200

val

Glu

Pro

Lys

Asp

280

Pro

ES 2817903 T3

val

Ser

Gln

105

Asn

Gly

Arg

Arg

Arg

185

Val

Glu

Met

Val

Thr

265

Cys

Thr

Glu

Asp

90

Lys

Gly

Ser

Glu

Thr

170

His

Leu

val

Pro

Ala

250

Ala

His

Leu

Gln

75

Lys

Gly

Trp

Leu

Glu

155

Asn

Asp

Thr

Tyr

Ala

235

Cys

Asp

Gly

Leu

50

60

Ala

Pro

Ile

Asp

Leu

140

Phe

Thr

Gln

Pro

Ala

220

Lys

Ala

Pro

Arg

Asn
300

Glu

Phe

Tyr

val

125

val

Gln

Thr

Gly

Leu

205

Asn

Gln

Asp

Ile

Tyr

285

Phe

Arg

Gly

Gly

110

Gln

Ala

Leu

Ala

Lys

190

Thr

Ile

Arg

Gly

Tyr

270

Ser

Asp

Phe

Thr

95

Ser

Vval

Met

Thr

His

175

Arg

Thr

Ala

Gly

Tyr

2585

Gly

Asn

Gly

Phe

80

Leu

Leu

Thr

val

Leu

160

Ile

His

Glu

Pro

Arg

240

Gly

Tyr

Leu

Lys



Pro

305

Asp

Pro

Met

Ile

Ala

385

Phe

His

Tyr

val

Arg

465

Ala

Arg

val

Lys

Asp
545

Tyr

val

Ala

Tyr

Pro

370

Ala

Thr

Thr

Gln

Ser

450

Gln

Asp

Arg

His

Ala

530

Leu

Val

Ala

Asp

Thr

355

Pro

His

Phe

Asp

val

435

Ala

Arg

Val

Met

Thr

515

Leu

Glu

Val

Phe

Tyr

340

Gly

Gly

Cys

Ala

Thr

420

Thr

Gly

Gly

Val

His

500

Asn

Val

Ile

Thr

Thr

325

Tyr

Pro

Val

Tyr

val

405

Pro

Asp

Pro

Arg

Thr

485

Thr

Lys

Gly

Ala

Lys

310

His

Thr

Thr

Glu

His

390

Pro

Ala

Thr

Asp

Lys

470

Thr

Asp

Thr

Ala

Cys
550

Asn

Lys

Gln

His

Thr

375

Ser

Tyr

Met

His

Leu

455

Arg

Asp

Val

Thr

Leu

535

Vval

Asn

Val

Tyr

His

360

Asp

Glu

Val

Ala

Ser

440

Glu

Arg

Pro

Ala

Phe

520

Leu

Gly

ES 2817903 T3

Gly

His

Gln

345

Lys

Lys

Trp

Ser

Thr

425

Ala

Phe

Ser

Ser

Phe

505

Asn

Arg

Glu

Asp

Lys

330

Gly

Ala

Leu

Asp

Ala

410

Thr

Glu

Arg

Thr

Thr

490

Val

Vval

Ala

His

Lys

315

Asn

Ser

Lys

Pro

Thr

395

Ser

Asn

Ala

Phe

Thr

475

His

Leu

Asp

Ser

Lys
555

Val

Thr

Leu

Phe

Lys

380

Gly

Asp

Gly

Ala

Pro

460

Ser

Gly

Asp

Leu

Thr

540

Arg

51

Met

Phe

Asn

Met

365

Thr

Leu

Phe

Trp

val

445

Ile

Ala

Gly

Arg

Met

525

Tyr

val

Ala

Leu

Tyr

350

Val

Pro

Asn

Ser

Ile

430

Vval

Asp

Gly

Val

Phe

510

Asp

Tyr

Phe

Cys

Ala

335

His

Ala

Glu

Ser

Tyr

415

Ala

val

Pro

Glu

Glu

495

Thr

Thr

Phe

Trp

Phe

320

Gly

Phe

Tyr

Asp

Gln

400

Thr

Val

Ser

Val

Gly

480

Lys

His

Lys

Cys

Gln
560
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Pro Asn Gly Ala

Phe

Arg Leu Leu

Ser His

565

Asn Val
580

Ser

595

Ile Arg Gly Asp Arg Ala Val

610

Leu Pro
625

Asp Val

Leu Leu Pro Ala

Glu Lys

Ser

Tyr

Gln Leu

Thr

Pro Arg Thr

Thr Vval

Phe Asn

ES 2817903 T3

Thr

Thr Arg Phe

Tyr Asn
600

Leu
615

Phe Gly

630

645

Tyr
660

675

Arg Arg
690

Asn Pro
705

<210> 13
<211> 5357
<212> ADN

Ser Asn

Gly

<213> Secuencia artificial

<220>

Tyr Arg Met

Cys Asn

Phe Asp

Lys Arg

His Arg Asp

Phe Asp
680

Leu Leu
695

Gln Leu Gly
570

Ala
585

Ile

Pro

Gly Glu Cys

Ala Ala Lys

VvVal Thr

635

His

Ala Glu Leu
650

Arg Phe Asp
665

Leu Leu Lys

Lys Leu Ala

<223> A24cruzeiro-Largo en &cido nucleico de pVAX

<400> 13
gactcttege

atagtaatca
acttacggta
aatgacgtat
gtatttacgg
ccctattgac

atgggacttt

gatgtacggg
attacggggt
aatggcccge
gttcccatag
taaactgecce
gtcaatgacg

cctacttgge

ccagatatac
cattagttca
ctggctgacc
taacgccaat
acttggcagt
gtaaatggcce

agtacatcta

gcgttgacat
tagcccatat
gcccaacgac
agggactttc
acatcaagtg
cgcctggeat

cgtattagtce

52

Asp Asn Pro Met Vval

Thr Ala
590

Tyr

Lys Tyr

605

Tyr Ala Thr

620

Ala Asp Lys

Tyr Cys

Ala Ile

670

Pro

575

Pro His

Thr Vval Ala

His Thr

Pro Val
640

Pro Arg Pro

655

Gly Vval

Leu Arg Gly Arg Lys

685

Gly Asp Val
700

tgattattga
atggagttcce
ccecgeccat
cattgacgtce
tatcatatge
tatgcccagt

atcgctatta

Glu Ser

ctagttatta
gegttacata
tgacgtcaat
aatgggtgga
caagtacgcce
acatgacctt

ccatggtgat

60

120

180

240

300

360

420



gcggttttgg
tctccacece
aaaatgtcgt
ggtctatata
aattaatacg
accgagceteg
actagagtge
ggaaatacceg
acacagctgg
tctactcaca
ttcaccggec
acagaggaaa
agcacaactc
gccgggecaa
aaatatctgt
ccctecagace
ggatgggacg
gctatggtgc
ccacaccagt
ggcgtcaate
gtcagtcccee
gcteccaacet
cgctctggga
cctaagaceg
gggcggttcea
gatggcaage
ctgageccteg
actcagtatt
gctegetaca
agggctgeac

tccattecet

cagtacatca
attgacgtca
aacaactccg
agcagagctc
actcactata
gateccgecac
attcagggge
ggagcatcat
gggataacge
ctaccaatac
tetttggage
ccaccctget
agtecttcagt
ataccagtgg
ttgactggac
accacggcgt
tggaggtcte
ccgagtggaa
ttatctctcc
ggtacgacca
tcacagtgaa
atgtgcacgt
tcttceccagt
cagatcccgce
ccaacctget
catacgtgac
cagccaaaca
ccgggaccat
tggtggcata
actgcateca

acgtgtctge

ES 2817903 T3

atgggcgtgg
atgggagttt
ccceattgac
tctggctaac
gggagaccca
catggattgg
cggacagtct
taacaattac
catcagecgge
ccagaacaat
tctgetegea
ggaggacaga
gggegtcaca
cctggagaca
cacagataag
gttcggceccat
cgetgtggge
ggaatttgat
tagaactaac
gtataagaaa
caatactagc
cgcaggagag
ggcatgtgct
ctacggaaaa
cgatgtggca
aactcggaca
catgtcaaac
taatctgeat
tatececctece
tgcegagtgg

cgcetgactac

atageggttt
gttttggcac
gcaaatgggc
tagagaaccc
agctggctag
acatggattce
tcaccecgecaa
tatatgcagce
ggcagcaatg
gactggttct
aggggaagaa
atcctgacca
cacggatact
cgagtggtece
gecctteggee
ctggtcgata
aaccagttca
accagggaaa
atgaccgeccce
cacaaacctt
gccgetcaga
ctgecctteca
gacggatacg
gtgtataacc
gaggcctgee
gacgatactce
acctacctga
ttcatgttta
ggcgtegaga
gacacaggac

gcttataceg

53

gactcacggg
caaaatcaac
ggtaggcgtg
actgcttact
cgtttaaact
tgttectggt
ccggatcaca
agtaccagaa
agggctcocac
ctaaactggc
agaggagaag
caagaaacgg
caactgagga
aggctgaaag
acctggagaa
gctacgeccta
atggcggatg
aataccagct
atattaccgt
ggaccctggt
tcaaggtcta
aggaacgggg
gagggctggt
cacccaggac
ccaccttect
gcetgetege
gtggaatcge
ccggeteotac
ccccacctga
tgaacagcaa

catcecgatac

gattteceaag
gggactttee
tacggtggga
ggcttatcga
taagcttggt
ggctgcetget
gaaccagagt
cagcatggac
agataccaca
aagctcecgec
cgataagaaa
gcacactace
agaccatgtg
gttctacaag
actggaactc
tatgagaaac
cetgetegtg
gacactcttc
gccttatctg
ggtcatggtg
cgccaacatt
acgcaaacgg
cactaccgac
taattaccca
gtgctttgac
caagtttgac
ccagtactat
agactcaaag
tacacctgaa
gttcactttt

tgccgaaace

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280



attaacgtge
accctggtgg
cgacagcagce
gtgactacca
gacatcggat
attgatctca
tactacttca
aatggagccc
ccetteoacce
aatggcactt
gctgcacggg
gcaattcacg
ctcgctatcg
cagctgectcea
gtggaatcta
gcctagactg
ttgaccetgg
cattgtctga
gaggattggg
gggceggtttt
ttgggaagcce
ggggatcaag
gattgcacge
aacagacaat
ttetttttgt
ggctategtg
aagecgggaag
accttgetee
ttgatcegge
ctcggatgga
cgccagecga

tgaccecatgg

agggatgggt
tcteegtgte
gaggcaggaa
cagtcgagaa
tcattatgga
tgcagacaca
gcgacctgga
ctgagtcage
ggctggeact
ctaagtatgc
tggtcaagca
agctgctegt
aggtgagtag
gaggccggaa
atcctggatg
tgccttetag
aaggtgccac
gtaggtgtca
aagacaatag
atggacagca
ctgcaaagta
ctctgatcaa
aggttcteccg
cggetgetet
caagaccgac
gctggccacyg
ggactggctg
tgccgagaaa
tacctgecca
agcceggtett
actgttecgee

cgatgcotge

ctgtatctac
tgctggcaag
gcgaaggagce
ctacggcgga
tagatttgtg
ccagcatgga
gatcgtggtc
tctgcteaac
ccectataca
tgtgggegge
gctgocaget
gcgcatgaag
ccaggacaga
gagacgatct
ataactcgag
ttgccagececa
teoccactgtce
ttctattctg
caggcatgcet
agegaaccegg
aactggatgg
gagacaggat
gcegettggg
gatgeegecg
ctgteccggtg
acgggcgttc
ctattgggeg
gtatccatca
ttecgaccacc
gtcgatcagg
aggctcaagg

ttgcegaata

ES 2817903 T3

cagattactce
gacttcgaac
accacagcca
gaaacacaga
aagatccagt
ctggtggggg
cgccatgaag
actagtaatc
gccccacace
agcggcagga
tetttcaact
cgagcagaac
cataagcaga
aattttgacc
tctagaggge
tcetgttgttt
ctttecctaat
gggggtgggg
ggggatgcgg
aattgecage
ctttecttgee
gaggatcgtt
tggagaggcet
tgtteegget
ccctgaatga
cttgcgeage
aagtgecggg
tggctgatge
aagcgaaaca
atgatctgga
cgagcatgec

tecatggtgga

acgggaaagce
tgcgectcece
ccggagagte
ttcagagacg
cactgagtcce
ccctgetecg
gcaacctgac
ccaccgcata
gegtgetgge
ggggcgacat
acggagcaat
tgtattgecee
aaatcattgc
tgctcaagct
ccgtttaaac
gccactecea
aaaatgagga
tggggcagga
tgggctetat
tggggaegcce
gccaaggatc
tcgcatgatt
attcggetat
gtcagecgeag
actgcaagac
tgtgctegac
gcaggatcte
aatgcggcgg
tcgecategag
cgaagagcat
cgacggcgag

aaatggccage

54

cgagaatgac
tatcgatcce
cgctgaccct
gcaccatact
cacccacgtg
agcagcaacc
atgggtgcca
caacaaagcc
cacagtctac
ggggtcecte
caaagctgac
caggccactg
ccccgctaag
cgccggagac
ccgetgatca
cgtgecttee
aattgcatcg
cagcaagggg
ggcttctact
tetggtaagg
tgatggcgca
gaacaagatg
gactgggcac
gggcegeccegg
gaggcagcege
gttgtcactg
ctgtcatcte
ctgcatacge
cgagcacgta
caggggctcg
gatctegteg

ttttetggat

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200



10

tcatcgactg
gtgatattge
tagacgetec
ttattaacgce
cacaccgcat
ttctaaatac
taatagcacg
gataatctca
gtagaaaaga
caaacaaaaa
ctttttcega
tagcecgtagt
ctaatcctgt
tcaagacgat
cagcccagcet
gaaagcgcca
ggaacaggag
gtcgggttte
agcctatgga

tttgctcaca

<210> 14
<211> 5081
<212> ADN

tggceggetg
tgaagagctt
cgattegeag
ttacaatttc
caggtggcac
attcaaatat
tgctaaaact
tgaccaaaat
tcaaaggatc
aaccaccget
aggtaactgg
taggccacca
taccagtgge
agttaccgga
tggagcgaac
cgcttecega
agcgcacgag
gccacctctg
aaaacgccag

tgttctt

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2817903 T3

ggtgtggcgg
ggcggcgaat
cgcategect
ctgatgcggt
ttttcgggga
gtatccgete
tcatttttaa
cccttaacgt
ttcttgagat
accagcggtg
cttcagcaga
cttcaagaac
tgctgecagt
taaggcgecag
gacctacacc
agggagaaag
ggagcttcca
acttgagcgt

caacgcggec

accgctatca
gggctgaccg
tctategect
attttctect
aatgtgegeg
atgagacaat
tttaaaagga
gagttttcgt
cecttttttte
gtttgtttge
gcgcagatac
tctgtagcac
ggcgataagt
cggtcgggcet
gaactgagat
geggacaggt
gggggaaacg
cgatttttgt

tttttacggt

<223> A24cruzeiro-Corto en acido nucleico de pVAX

<400> 14
gactcttege

atagtaatca
acttacggta
aatgacgtat
gtatttacgg

ccctattgac

gatgtacggg
attacggggt
aatggcccge
gtteccatag
taaactgeccece

gtcaatgacg

ccagatatac
cattagttca
ctggctgace
taacgecaat
acttggcagt

gtaaatggcce

gcgttgacat
tagcccatat
goccaacgac
agggacttte
acatcaagtg

cgcectggeat

55

ggacatagceg
cttecctegtg
tettgacgag
tacgcatctg
gaacccctat
aaccctgata
tctaggtgaa
tccactgagc
tgcgegtaat
cggatcaaga
caaatactgt
cgcctacata
cgtgtcttac
gaacgggggg
acctacageqg
atccggtaag
cctggtatet
gatgctegtce

tcetggectt

tgattattga
atggagttcc
ccocgeccat
cattgacgte
tatcatatge

tatgcccagt

ttggctacce
ctttacggta
ttettetgaa
tgcggtattt
ttgtttattt
aatgcttcaa
gatccttttt
gtcagacccc
ctgctgcettg
gctaccaact
tettctagtg
cctegetetg
cgggttggac
ttcgtgcaca
tgagctatga
cggcagggte
ttatagtcct

aggggggcgg

ttgectggect

ctagttatta
gegttacata
tgacgtcaat
aatgggtgga
caagtacgcce

acatgacctt

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5357

60

120

180

240

300

360



atgggacttt
gcggttttgg
tctecacecee
aaaatgtcgt
ggtctatata
aattaatacg
accgageteg
acacgggtge
accacacgga
tacagcactg
gtccaggetg
ggacacctgg
gattcatacg
ttcaatggcg
gaaaaatacc
gcccatatta
ccttggaccce
cagatcaagg
tcaaaggaac
tacggeggac
aacccaccca
tgcecccacct
actcgactge
ctgtceoggaa
tttaccgget
gagaccccac
gggctgaact
accgcecageg
actcacggga
gaactgcgac
gcaaccggag

cagattecage

cctacttgge
cagtacatca
attgacgtca
aacaactccg
agcagagctce
actcactata
gatccgecac
attcagacaa
acggccacac
aggaagacca
aaagattcta
agaaactgga
cctatatgag
gatgecctgcect
agctgacact
cagtgccotta
tggtggtcat
tctacgcaaa
gcggacgaaa
tggtcactac
ggactaatta
tcctgtgett
tegecaagtt
tegeccagta
caacagacag
ctgatacacc
ctaagttcac
atactgocga
aagccgagaa
tccctatega
agtcagccga

gaaggcacca

agtacatcta
atgggcgtagg
atgggagttt
ccccattgac
tectggcectaac
gggagaccca
catggactgg
aaagaccgaa
tacctccaca
tgtggeccggg
caagaagtat
actceccectet
gaacggatgg
cgtggctatg
cttcccacac
taotgggegtce
ggtggtgagc
cattgcccca
aaggagaagt
cgaccctaag
ccecaggcecgc
tgacgatggc
tgacctgage
ctatactcag
taaagcccge
tgaaagggct
tttttcaatt
gaccatcaac
tgacacecctg
tccaaggcag
ccetgtgact

taccgacatc

ES 2817903 T3

cgtattagte
atagcggttt
gttttggcac
gcaaatgggc
tagagaaccc
agctggctag
acctggattce
gagactacac
actcagagcet
ccaaatacct
ctettegact
gaccaccacg
gacgtggagyg
gtgccegagt
cagtttatct
aatcggtacg
ccectgacag
acctatgtge
gggatcttee
acegetgate
ttcaccaatc
aagccatacg
ctegeageca
tatageggga
tacatggtgg
gcacactgca
ccctacgtga
gtgcagggat
gtggtgagcg
cagaggggca
accacagtceg

gggttcatta

atcgetatta
gactcacggg
caaaatcaac
ggtaggcgtg
actgcttact
cgtttaaact
tgttcctagt
tcectggagga
ccgtgggegt
ccggectgga
ggaccacaga
gcgtgttegg
tctccgetgt
ggaaggaatt
ctcoctagaac
accagtataa
tgaacaatac
acgtcgcecgg
cagtggcatg
cagceatacgg
tgctcgatgt
tgacaactcg
aacacatgag
ccattaatct
cttatatcce
tccatgecga
gtgccgetga
gggtctgtat
tgagecgecgyg
gaaagcggcg
agaactacgg

tggatagatt

56

ccatggtgat
gatttccaag
gggactttee
tacggtggga
ggcttatcga
taagecttggt
cgcocgecgea
tagaatcctg
cacacacgga
gacaagggtg
taaggccette
ccatectggte
gggcaaccag
tgataccagg
taacatgacc
gaaacacaaa
ttctgeceget
cgagctgect
tgctgacgga
gaaagtgtat
ggcagaggcc
cacagacgat
caacacctac
gecattteatg
tcccggagtce
gtgggacaca
ctacgcctat
ctaccagatt
aaaggactte
ctctaccaca
aggggaaaca

tgtgaagatc

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280



cagtecetgt
ggggecctge
gaaggcaacc
aatcccaccg
caccgggtge
agacggggag
aactacggeg
gaactgtatt
cagaaaatca
gacctcctca
gggcecegttt
gtttgcecet
taataaaatg
ggggtggggce
gecggtggget
cagctgggge
tgececgecaag
cgtttcgcat
ggctattcgg
ggctgtcage
atgaactgca
cagctgtget
cggggcagga
atgcaatgeg
aacatcgcat
tggacgaaga
tgcecegacgg
tggaaaatgg
atcaggacat
accgettect

gccttettga

ctecccacaca
tcecgagecage
tgacctgggt
cttacaacaa
tggcaacagt
atatggggtc
ctatcaaage
gccccegece
ttgeccecge
agctcgcagg
aaacccgcetg
ccceegtgee
aggaaattgc
aggacagcaa
ctatggcettce
gccctetggt
gatctgatgg
gattgaacaa
ctatgactgg
gcaggggcgc
agacgaggca
cgacgttgte
tctecctgtca
gcggctgeat
cgagcgagcea
gcatcagggg
cgaggatctc
cegettttet
agcgttgget
cgtgetttac

cgagttette

ES 2817903 T3

cgtgattgat
aacatactac
gccaaatgga
agcaccctte
ctacaatggg
cctegetgea
tgacgcaatt
actgctcgceca
taagcagcetg
cgacgtggaa
atcagecctceg
ttcecttgace
atcgcattgt
gggggaggat
tactgggegyg
aaggttggga
cgcaggggat
gatggattgc
gcacaacaga
ccggttettt
gcgeggcetat
actgaagegg
tctcaccttg
acgcttgatce
cgtactcgga
ctegegecag
gtcgtgaccc
ggattcatcg
accegtgata
ggtategecg

tgaattatta

ctcatgcaga
ttcagcgace
gcacctgaga
accagactgg
actagtaagt
cgggtggtca
cacgagctge
atcgaggtgt
ctcaggggea
tctaacceccg
actgtgecctt
ctggaaggtg
ctgagtaggt
tgggaagaca
ttttatggac
agccctgcaa
caagctctga
acgcaggttc
caatcggctg
ttgtcaagac
cgtggctgge
gaagggactg
ctcctgecga
cggctacctg
tggaagcegg
ccgaactgtt
atggcgatge
actgtggeceg
ttgectgaaga
ctccagatte

acgcttacaa

57

cccaccagca
tggagatcgt
gcgeectget
ctctececta
atgcagtggg
agcagctgece
tcgtgecgaat
cttcacagga
ggaaaagacg
gctgataact
ctagttgcca
ccactecccac
gtcattectat
atagcaggca
agcaagcgaa
agtaaactgg
tcaagagaca
tccggeeget
ctctgatgce
cgacctgtce
cacgacgggc
gctgetattg
gaaagtatcc
cccattegac
tcttgtegat
cgccaggete
ctgecttgeeg
gctgggtgtg
gcttggegge
gcagegeate

tttcetgatg

tggactggtg
ggtccgecat
caacacttcc
tacagcacca
cggaagcggc
agcctcttte
gaagagggct
ccgacataag
cagtaattte
cgagtctaga
gccatctgtt
tgtcctttee
tctggggggt
tgetggggat
ccggaattge
atggetttet
ggatgaggat
tgggtggaga
gccgtgttec
ggtgccetga
gttcettgeg
ggcgaagtge
atcatggctg
caccaagcga
caggatgatc
aaggcgagca
aatatcatgg
gcggaccecgcet
gaatgggctg
gccttetate

cggtatttte

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140



10

tecttacgea
cgcggaaccea
caataaccct
aggatctagg
tegttecact
tttetgegeg
ttgeoecggate
ataccaaata
gcaccgcecta
aagtcgtgte
ggctgaacgg
agatacctac
aggtatccgg
aacgcctggt
ttgtgatget
cggttcectgg

<210> 15
<211> 5345
<212> ADN

tctgtgeggt
ctatttgttt
gataaatgct
tgaagatcct
gagcgtcaga
taatctgetg
aagagctacce
ctgttecttet
catacctcge
ttaccgggtt
ggggttegtg
agcegtgaget
taagcggcag
atctttatag

cgtcaggggg

ccttttgetg

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2817903 T3

atttcacacc
atttttctaa
tcaataatag
ttttgataat
cccegtagaa
cttgcaaaca
aactettttt
agtgtagccg
tetgctaate
ggactcaaga
cacacagccc
atgagaaagc
ggtcggaaca
tecctgteggg
gecggagecta

geettttget

gcatcaggtg

atacattcaa
cacgtgctaa
ctcatgacca
aagatcaaag
aaaaaaccac
ccgaaggtaa
tagttaggece
ctgttaccag
cgatagttac
agcttggage
gccacgette
ggagagcgca
tttcgecace
tggaaaaacg

cacatgttct

<223> Asl-Shamir-89-Largo en acido nucleico de pVAX

<400> 15
gactcttege

atagtaatca
acttacggta
aatgacgtat
gtatttacgg
cactattgac
atgggacttt
gcggttttgg
tctecacccee
aaaatgtcgt

ggtctatata

gatgtacggg
attacggggt
aatggcccge
gttcccatag
taaactgcece
gtcaatgacg
cctacttggce
cagtacatca
attgacgtca
aacaactceqg

agcagagctc

ccagatatac
cattagttca
ctggctgacc
taacgccaat
acttggcagt
gtaaatggcce
agtacatcta
atgggcgtgg
atgggagttt
ccccattgac

tctggctaac

gcgttgacat
tagcccatat
gcccaacgac
agggacttte
acatcaagtg
cgcctggeat
cgtattagtc
atagcggttt
gttttggeac
gcaaatggge

tagagaaccce

58

gcactttteg
atatgtatecc
aacttcattt
aaatccctta
gatcttettg
cgctaccage
ctggettecag
accacttcaa
tggctgetge
cggataaggce
gaacgaccta
ccgaagggag
cgagggagct
tctgacttga
ccagcaacgce

t

tgattattga
atggagttcce
ccccgeccat
cattgacgtc
tatcatatgce
tatgecccagt
atcgctatta
gactcacggg
caaaatcaac
ggtaggegtg

actgcttact

gggaaatgtg
gctcatgaga
ttaatttaaa
acgtgagttt
agatcctttt
ggtggtttgt
cagagcgcag
gaactctgta
cagtggcgat
gcagcggtcg
caccgaactg
aaaggcggac
tccaggggga
gegtcgattt

ggccttttta

ctagttatta
gegttacata
tgacgtcaat
aatgggtgga
caagtacgcce
acatgacctt
ccatggtgat
gatttccaag
gggactttce
tacggtggga

ggcttatcga

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5081

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660



aattaatacg
accgageteg
acacgggtgc
ggaaatacag
acccagctgg
tcaacacaca
ttctetggac
accgaggaaa
agcactacce
agtgggccca
aaacacctct
cccaccgaac
ggatgggaca
gctetggtec
cctcatcagt
ggcattaatc
gtegetecee
gctccaacct
cgctctggaa
cccaagaceg
gggcgattca
gaagtgecat
agcctggeccg
cagtatageg
agatacatgg
gcacattgca
ccctaccetgt
gtccagggat
gtggtgageg
cagagaggac

acaactgtgg

actcactata
gatccgecac
attctggggc
ggtccatcat
gcgataacgc
ctaacaatac
tgtttggagce
ccaccctget
agtcttcagt
acacaagcgg
tcgattggac
acaagggggt
tocgaggtgac
ctgagectgaa
ttattaaccc
ggtacgacca
tgaccgtgaa
atgtgcacgt
ttgtgccagt
ccgatccagt
caaactttct
tegtcaagac
ccggccacat
ggacaatgaa
tcgectatgt
teccacagega
cagccgetga
gggtgtgcat
tgagcgecgg
ggaagcgaag

agaactacgg

ES 2817903 T3

gggagaccca
catggattgg
cggacagtct
taacaattac
catctececgge
ccagaacaat
actgctegee
ggaggatcga
gggagtcacce
cctggagact
acctaatctg
gtacggctca
cgcagtcgga
ggaactcgat
cagaacaaat
gtatgceccte
gacaggaggg
cgccggcgag
cgcatgcgct
ctatggaaaa
ggatgtggea
cgtgaacagce
gagtaacacc
tgtgcacttc
gccteceggyg
atgggatact
ctacgectat
ctaccagatt
gaaagacttc
gtctactace

cggagaaacc

agctggcectag
acatggattc
tcacctgceta
tatatgcage
ggatctaatg
gattggttca
cggggccgea
atcctgacaa
tacgggtatg
agagtgcagc
gcectttggec
ctgatgggga
aaccagttca
acaaggcaga
atgactgcce
cataagcectt
tcecgagecaga
ctgccttcaa
gacggatacg
gtgttcaacc
gaggcctgte
ggcgaccgac
tacctggctg
atgtttactg
atgacaccac
ggcctcaact
acagccagceg
acccacggca
gaatttcgge
acaactgggg

cagacagcaa

59

cgtttaaact
tgttecctggt
ctgggagcca
agtaccagaa
agggatctac
gtagactcge
agaggagatc
ctaggaacgg
ctgtagecaga
aggctgaacg
attgctacta
gttacgcata
atggcggatg
aataccagct
acatcaacgt
ggaccctggt
tcaaagtgta
aggaacgagg
gaaacatggt
cacccaggac
ccacattcct
tgctegecaa
gactcgcaca
gcccaaccga
ctactgaccce
ccaaattcac
atgtggccga
aggctgaggg
tgcecegtgga
aatcagccga

gacggctgea

taagettggt
cgecgecgea
gaaccagagc
cagcatggac
tgacaccaca
cagctceget
cgacaagaaa
acataccaca
agacgcegtg
gttctttaag
tctggagctc
tatgcggaac
tetgetegtg
gactectette
gccctacgte
ggtcatggtyg
catgaacgcec
caggaaacgg
gacaactgac
caatctececet
gcggtttggg
atttgacgtg
gtactatacc
cgctaaggca
tgagcacgcet
cttttctatt
gaccacatcc
agacgcactg
tgecacgeocag
cccagtecace

caccgacgtg

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520



gcctteoatee
ctcatgcaga
ttcagcgace
gcaccaaagg
accaggctgg
aagaccgcect
ctctecgete
gagctgctca
gacactaccce
ggccgaaaaa
cccggatgat
ccttctagtt
ggtgccactc
aggtgtcatt
gacaatagca
ggacagcaag
gcaaagtaaa
ctgatcaaga
gtteteegge
gcetgetetga
agaccgacct
tggccacgac
actggetget
ccgagaaagt
cctgceccatt
ccggtettgt
tgttcgecag
atgecctgett
gceggetggg
aagagcttgg
attcgcageg

acaatttecct

tcgatcgett
ttccatoecca
tggaggtcge
atgctctgaa
ctcteccata
acggcgagac
gcctgeccac
ttaggatgaa
aggataggag
gacggagtaa
aactcgagtce
gccagcceate
ccactgtcct
ctattctggg
ggcatgetgg
cgaaccggaa
ctggatggct
gacaggatga
cgcttgggtyg
tgcegeegtg
gtceggtgece
gggcgttect
attgggcgaa
atccatcatg
cgaccaccaa
cgatcaggat
gctcaaggeg
gcecgaatate
tgtggcggac
cggcgaatgg
catcgcette

gatgeggtat

tgtgaagetg
tacactggtg
tctegtgeac
caatcagacc
tacagcacct
cacaagccgc
atctttcaat
aagagccgaa
aaagcaggag
tttcgacctg
tagagggcce
tgttgtttge
ttcctaataa
gggtggggtyg
ggatgeggtg
ttgccagetg
ttettgeege
ggatcgtttc
gagaggctat
ttecggetgt
ctgaatgaac
tgcgcagcectg
gtgcegggge
gatgatgeaa
gcgaaacatc
gatctggacg
agcatgceeg
atggtggaaa
cgctatcagg
gctgaccget
tatcgectte

tttetectta

ES 2817903 T3

acagcccccea
ggcgcactge
actggaccag
aatccaacag
cacagagtcc
cgaggcgaca
tacggagcag
acctattgec
atcattgeee
ctcaagcteg
gtttaaaccc
ccecteeceeceg
aatgaggaaa
gggcaggaca
ggctctatgg
gggcgeccte
caaggatctg
gcatgattga
tcggctatga
cagecgcaggyg
tgcaagacga
tgctcgacgt
aggatctccet
tgeggegget
gcatcgageg
aagagcatca
acggcgagga
atggcegett
acatagegtt
tcetegtget
ttgacgagtt

cgecatetgtg

aaaatatcca
tcaggagtgce
tcacctgggt
cctaccagaa
tggctaccgt
tggcagccct
tgaaggccga
ccaggccact
cagaaaaaca
ctggcgatgt
gctgatcage
tgcettectt
ttgcatcgca
gcaaggggga
cttctactgg
tggtaaggtt
atggcgcagg
acaagatgga
ctgggcacaa
gcegecceggtt
ggcagcgcgyg
tgtcactgaa
gtcatctcac
gcatacgett
agcacgtact
ggggctegeg
tctegtegtg
ttcetggattce
ggctaccegt
ttacggtatc
cttectgaatt

cggtattteca

60

gactctggac
cacttactat
gcctaacgga
acagcctatc
gtacaacgga
ggcccagegyg
tactatcacc
gctegetetg
ggtgctgege
ggaaagtaat
ctcegactgtg
gaccctggaa
ttgtctgagt
ggattgggaa
geggttttat
gggaageccct
ggatcaagct
ttgcacgcag
cagacaatcg
ctttttgteca
ctatcgtgge
gcgggaagag
cttgetectg
gatceggeta
cggatggaag
ccagccgaac
acccatggeg
atcgactgtg
gatattgetg
gccgeteceg
attaacgcett

caccgcatca

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440



10

ggtggcactt
tcaaatatgt
ctaaaacttc
accaaaatcc
aaaggatctt
ccaccgctac
gtaactggcet
ggccaccact
ccagtggcetg
ttaccggata
gagcgaacga
ctteccgaag
cgcacgaggg
cacctctgac
aacgccagca
ttectt
<210> 16

<211> 5069
<212> ADN

ttecggggaaa
atececgetcat
atttttaatt
cttaacgtga
cttgagatcc
cagcggtggt
tcagcagage
tcaagaactc
ctgccagtgg
aggcgcagceg
cctacaccga
ggagaaaggc
agcttccagg
ttgagegteg

acgeggectt

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2817903 T3

tgtgcgcgga
gagacaataa
taaaaggatc
gttttecgttc
tttttttctg
ttgtttgeeg
gcagatacca
tgtagecaccg
cgataagtcg
gtcgggctga
actgagatac
ggacaggtat
gggaaacgcc
atttttgtga

tttacggtte

acccctattt
ccctgataaa
taggtgaaga
cactgagcgt
cgecgtaatcet
gatcaagagc
aatactgtte
cctacatace
tgtcttacceg
acggggggtt
ctacagcgtg
ccggtaageg
tggtatcttt
tgctegteag

ctggectttt

<223> Asl-Shamir-89-Corto en acido nucleico de pVAX

<400> 16
gactcttege

atagtaatca
acttacggta
aatgacgtat
gtatttacgg
ccctattgac
atgggacttt
gcggttttgg
tctecaccce

aaaatgtcgt

gatgtacggg
attacggggt
aatggcccge
gtteccatag
taaactgccece
gtcaatgacg
cctacttgge
cagtacatca
attgacgtca

aacaactccg

ccagatatac
cattagttca
ctggctgacc
taacgecaat
acttggcagt
gtaaatggcce
agtacatcta
atgggcgtgg
atgggagttt

ccccattgac

gcgttgacat
tagcccatat
gcccaacgac
agggacttte
acatcaagtg
cgecetggeat
cgtattagtce
atagcggttt
gttttggecac

gcaaatggge

61

gtttattttt
tgcttcaata
tcectttttga
cagaccccgt
gctgettgea
taccaactct
ttctagtgta
tegetetget
ggttggactc
cgtgcacaca
agctatgaga
gcagggtcgyg
atagtcctgt

ggg9g9gcggag

getggecettt

tgattattga
atggagttce
ccccgeccat
cattgacgte
tatcatatge
tatgccceagt
atcgectatta
gactcacggg

caaaatcaac

ggtaggegtg

ctaaatacat
atagcacgtg
taatctcatg
agaaaagatc
aacaaaaaaa
ttttcegaag
gacgtagtta
aatcctgtta
aagacgatag
gcccagettg
aagcgccacg
aacaggagag
cgggtttcge
cctatggaaa

tgctcacatg

ctagttatta
gegttacata
tgacgtcaat
aatgggtgga
caagtacgce
acatgacctt
ccatggtgat
gatttccaag
gggactttce

tacggtggga

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5345

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600



ggtctatata
aattaatacg
accgageteg
actcgcgtge
accacaagaa
tatgctgtcg
cagcaggctg
ggacattgct
gggagctacyg
ttcaatggcg
cagaaatacc
gcccacatca
ccttggacac
cagatcaaag
tccaaggaaa
tacggaaaca
aacccaccca
tgtcccacat
cgectgeteg
gcceggacteg
actggcccaa
ccacctactg
aactcaaaat
tctgatgtgg
ggcaaggcag
aggctgecag
ggggaaagcg
gctegaagge
cccaaaaata
ctgetcaggt
ccagtcacct

acagcctacce

agcagagcte
actcactata
gatcegeceac
attcagataa
acggccatac
cagaggacgc
aacgcttett
actatctgga
cttatatgag
gatgtctgct
agctgactct
acgtgcoccta
tggtggtcat
tgtacatgaa
ggggcagaaa
tggtgaccac
ggaccaatct
tcctgecggtt
ccaaatttga
ctcagtacta
ccgacgctaa
accctgagca
tcacctttag
ccgagactac
agggagacgc
tggatgecteg
ccgatccagt
tgcacaccga
tccagactet
ccgcaacceta
gggtgcctaa

agaaacagcc

tetggetaac
gggagaccca
catggactgg
aaagaccgaa
taccagcaca
cgtgtecgga
taagaaacac
gcteccececace
aaacggctgg
cgtggctectg
cttcecteat
cgtcggeatt
ggtggtcget
cgecgcecteca
aaggaggagc
agaccccaag
ccectggecagg
tggcgaagtg
tgtgagectg
tacccagtat
ggcacggtac
cgctgcacat
tattececctac
ctcagtccecag
tectegtggtyg
acagcagcgg
cactaccaca
cgtggecattc
ggaccteatg
ctatttctet
cggagcacca

tatcaccege

ES 2817903 T3

tagagaaccc
agctggctag
acctggatte
gagactacac
actcagagct
ccaaacacat
ctottogatt
gaacacaagg
gacatcgagg
gtccectgage
cagtttatta
aatcggtacg
cccctgaceg
acctatgtge
ggaattgtge
acagccgate
ttcacaaact
ccattcgtca
gcagcecggec
agegggacaa
atggtcgcct
tgcatccaca
ctgagegeeg
gggtgggtgt
agcegtgageg
ggacgcaagc
gtggagaact
atactegatc
cagattccat
gacctggagg
aaggatgccec

ctggeccteca

actgcttact
cgtttaaact
tgttecectggt
tcctggaaga
ccgtgggagt
ctggecctgga
ggacacctaa
gggtgtacgy
tgaccgcagt
tgaaggaact
accccagaac
accagtatge
tgaagacagg
acgtcgececgg
cagtcgectg
cagtctatgg
ttctggatgt
agaccgtgaa
acatgtccaa
tgaatgtgea
atgtgcctece
gcgaatggga
ctgactacge
gcatctacca
ccggcaaaga
ggcgcagtac
acggagggga
gctttgtgaa
cccatactct
tcegetetegt
tgaacaatca

catatacage

62

ggcttatecga
taagecttggt
ggccgecgea
cagaatcctg
cacctacggyg
gactcgggtg
tctggocttt
cagtctgatg
cgggaaccag
cgatacaagg
aaatatgact
actccataag
gggctcegag
agagctgect
cgcetgacgge
gaaagtgttce
ggcagaggcce
cagcggagac
cacctacctg
cttcatgttt
cggcatgaca
tactggactc
atatacagce
gattacccac
cttcgagtte
aactaccaca
aacccagaca
getgacagee
ggtgggeget
gcacactgga
gaccaatcca

tectcaccga

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520



gtectggeca
gacatggcag
gctgtgaagg
tgccecagge
gccccagaaa
ctcegecaggeg
acccgectgat
ccegtgeett
gaaattgecat
gacagcaagg
atggcttcta
cctctggtaa
tctgatggeg
ttgaacaaga
atgactggge
aggggecgccec
acgaggcagce
acgttgtcac
tecctgtcatc
ggctgcatac
agcgagcacg
atcaggggcet
aggatctcgt
gcttttetgg
cgttggetac
tgctttacgg
agttcttectg
tgtgeggtat
atttgtttat
taaatgette

aagatccettt

cegtgtacaa
ccctggeaca
cagatactat
cactgctcege
aacaggtgct
acgtggaatc
cagcctcegac
ccttgacccet
cgcattgtet
gggaggattg
ctgggceggtt

ggttgggaag

caggggatca
tggattgecac
acaacagaca
ggttettttt
geggctateg
tgaagcggga
tcaccttget
gcttgatceg
tactcggatg
cgcgccagec
cgtgacccat
attcatcgac
ccgtgatatt
tategeeget
aattattaac
ttcacaccge
ttttctaaat
aataatagca

ttgataatct

ES 2817903 T3

cggaaagacc
gcgectetea
caccgagetg
cctggacaca
gcgaggcagg
taatceccgga
tgtgccttcet
ggaaggtgce
gagtaggtgt
ggaagacaat
ttatggacag
ccctgcaaag
agctctgate
gcaggttete
atcggetget
gtcaagaccg
tggetggeca
agggactgge
cctgcecgaga
gctacctgee
gaagccggtce
gaactgttceg
ggcgatgcct
tgtggccgge
gctgaagage
cccgattege
gcttacaatt
atcaggtgge
acattcaaat
cgtgctaaaa

catgaccaaa

gcttatgggg
gcccgactge
ctcattagaa
actcaggatc
aaaagacgca
tgataactcg
agttgecage
actcccactg
cattctatte
agcaggcatg
caagcgaacce
taaactggat
aagagacagg
cggccagettg
ctgatgcege
acctgteccgg
cgacgggcegt
tgctattggg
aagtatccat
cattcgacca
ttgtcgatca
ccaggctcaa
gcttgccgaa
tgggtgtgge
ttggcggega
agcgecatege
tcctgatgeg
acttttcggg
atgtatcege
cttcattttt

atcccttaac

63

agaccaccag
ccacaagttt
tgaaacgggc
gccgaaagcea
gtaatttcga
agtctagagg
catctgttgt
tcectttecta
tggggggtgg
ctggggatge
ggaattgcca
ggcttteottg
atgaggatcg
ggtggagagg
cgtgttecgg
tgcecetgaat
tcecttgegea
cgaagtgccg
catggctgat
ccaagcgaaa
ggatgatctg
ggcgagcatg
tatcatggtg
ggaccgctat
atgggctgac
cttctatcge
gtattttecte
gaaatgtgceg
tcatgagaca
aatttaaaag

gtgagtttte

caggaggggc
caattacggg
agaaacctat
ggagatcatt
cctcctcaag
gcccegtttaa
ttgcecectee
ataaaatgag
ggtggggcag
ggtgggctcet
gctggggcge
ccgccaagga
tttcgecatga
ctattcgget
ctgtcagcecge
gaactgcaag
gctgtgeteg
gggcaggatc
gcaatgcgge
catcgcatceg
gacgaagage
cccgacggeg
gaaaatggcc
caggacatag
cgcttecteg
cttcttgacg
cttacgcatc
cggaacccecet
ataaccctga
gatctaggtg

gttccactga

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380



10

15

20

gcgtcagacce
atctgetget
gagctaccaa
gttcttctag
tacctcgcetce
accgggttgg
ggttegtgea
cgtgagctat
agcggcaggg
ctttatagtc
tcaggggggc

ttttgectgge

<210> 17
<211> 86
<212> PRT

ccgtagaaaa
tgcaaacaaa
ctectttttee
tgtagccgta
tgctaatcct
actcaagacg
cacagcccag
gagaaagcgce
tcggaacagg
ctgtecgggtt
ggagcctatg

cttttgctca

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2817903 T3

gatcaaagga
aaaaccaccg
gaaggtaact
gttaggccac
gttaccagtg
atagttaccg
cttggagega
cacgcttecce
agagcgcacg
teogecaccete
gaaaaacgcc

catgttctt

<223> Aminoacidos de Asl-ShamirVP4

<400> 17

Met Gly Ala Gly Gln Ser Ser Pro

1

tcttettgag
ctaccagegg
ggcttcagca
cacttcaaga
gctgctgcca
gataaggcgce
acgacctaca
gaagggagaa
agggagcttce
tgacttgage

agcaacgcgg

Ala Thr Gly

10

Gly Asn Thr Gly

Asn Ser Met

35

20

Asp

Asn Glu Gly Ser

50

Asn Asn Asp Trp

65

Phe Gly Ala Leu

<210> 18
<211> 86
<212> PRT

Ser

Thr

Thr

Phe

Leu
85

<213> Secuencia artificial

<220>

Ile Ile Asn Asn Tyr Tyr

25

Gln Leu Gly Asp Asn Ala
40

Asp Thr Thr
55

Ser Thr His

Ser Arg Leu Ala Ser Ser
70 75

Ala

<223> Aminoacidos de As1- cruzeiroVP4

64

atcetttttt
tggtttgttt
gagcgcagat
actctgtagc
gtggcgataa
agcggtcggg
ccgaactgag
aggcggacag
cagggggaaa
gtcgattttt

cctttttacg

tectgegegta
gacggatcaa
accaaatact
accgcctaca
gtcgtgtctt

ctgaacgggyg

atacctacag
gtatceggta
cgectggtat
gtgatgctceg

gttcctggee

Ser Gln Asn Gln Ser

Gln Gln
30

Met

Ile Ser Gly

45

Thr Asn Asn
60

Ala Phe Ser

15

Tyr

Gly

Thr

Gly

Gln

Ser

Gln

Leu
80

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4320

4980

5040

5069



10

ES 2817903 T3

<400> 18
Met Gly Ala Gly Gln Ser Ser Pro Ala

Gly Asn Thr Gly Ser Ile Ile Asn Asn
20 25

Asn Ser Met Asp Thr Gln Leu Gly Asp
35 40

Asn Glu Gly Ser Thr Asp Thr Thr Ser
50 55

Asn Asn Asp Trp Phe Ser Lys Leu Ala
65 70

Phe Gly 2Ala Leu Leu Ala
85

<210>19

<211> 219

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Aminoacidos de VFA-Asl- shamirVP2

<400> 19
Met Asp Lys Lys Thr Glu Glu Thr Thr
1 5

Thr Thr Arg Asn Gly His Thr Thr Ser
20 25

Val Thr Tyr Gly Tyr Ala Val Ala Glu
35 40

Thr Ser Gly Leu Glu Thr Arg Val Gln
50 55

Lys His Leu Phe Asp Trp Thr Pro Asn
65 70

Tyr Leu Glu Leu Pro Thr Glu His Lys
85

Thr

10

Tyr

Asn

Thr

Ser

Leu

10

Thr

Asp

Gln

Leu

Gly

Gly

Tyr

Ala

His

Ser
75

Leu

Thr

Ala

Ala

Ala

75

Val

65

Ser

Met

Ile

Thr

60

Ala

Glu

Gln

val

Glu

60

Phe

Tyr

Gln

Gln

Ser

45

Thr

Phe

Asp

Ser

Ser

45

Arg

Gly

Gly

Asn

Gln

30

Gly

Asn

Thr

Arg

Ser

30

Gly

Phe

His

Ser

Gln

15

Tyr

Gly

Thr

Gly

Ile

15

val

Pro

Phe

Cys

Leu
95

Ser

Gln

Ser

Gln

Leu
80

Leu

Gly

Asn

Lys

Tyr

80

Met



10

Gly Ser Tyr Ala Tyr Met Arg Asn
100

Val Gly Asn Gln Phe Asn Gly Gly
115 120

Glu Leu Lys Glu Leu Asp Thr Arg
130 135

Pro His Gln Phe Ile Asn Pro Arg
145 150

Val Pro Tyr Val Gly Ile Asn Arg
165

Pro Trp Thr Leu Val Val Met Val
180

Gly Gly Ser Glu Gln Ile Lys Val
195 200

Val His Val Ala Gly Glu Leu Pro
210 215

<210> 20

<211> 219

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Aminoacidos de As1- cruzeiroVP2

<400> 20

Met Asp Lys Lys Thr Glu Glu Thr

1 5

Thr Thr Arg Asn Gly His Thr Thr
20

Val Thr His Gly Tyr Ser Thr Glu
35 40

Thr Ser Gly Leu Glu Thr Arg Val
50 55

Lys Tyr Leu Phe Asp Trp Thr Thr
65 70

ES 2817903 T3

Gly

105

Cys

Gln

Thr

Tyr

val

185

Tyr

Ser

Thr

Ser

25

Glu

vVal

Asp

Trp

Leu

Lys

Asn

Gly

170

Ala

Met

Lys

Leu

10

Thr

Asp

Gln

Lys

Asp

Leu

Tyr

Met

155

Gln

Pro

Asn

Glu

Leu

Thr

His

Ala

Ala
75

66

Ile

val

Gln

140

Thr

Tyr

Leu

Ala

Glu

Gln

val

Glu

Phe

Glu

Ala

125

Leu

Ala

Ala

Thr

Ala
205

Asp

Ser

Ala

45

Arg

Gly

val

110

Leu

Thr

His

Leu

val

190

Pro

Arg

Ser

Gly

Phe

His

Thr

vVal

Leu

Ile

His

175

Lys

Thr

Ile

15

Val

Pro

Tyr

Leu

Ala

Pro

Phe

Asn

160

Lys

Thr

Tyr

Leu

Gly

Asn

Lys

Glu
80



10

15

20

25

Lys

Asp

val

Glu

Pro

145

Val

Pro

Thr

Val

Leu

Ser

Gly

Trp

130

His

Pro

Trp

Ser

His
210

<210> 21
<211>17
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Aminoacidos de As1- shamir2A

<400> 21
Met Asn Phe Asp Leu Leu Lys Leu Ala Gly Asp Val Glu Ser Asn Pro

1

Gly

<210> 22
<211>17
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Aminoacidos de As1- cruzeiro2A

<400> 22
Met Asn Phe Asp Leu Leu Lys Leu Ala Gly Asp Val Glu Ser Asn Pro

1

Gly

<210> 23

<211> 220

Glu

Tyr

Asn

115

Lys

Gln

Tyr

Thr

Ala

195

Val

Leu

Ala

100

Gln

Glu

Phe

Leu

Leu

180

Ala

Ala

Pro

85

Tyr

Phe

Phe

Ile

Gly

165

vVal

Gln

Gly

5

5

Ser

Met

Asn

Asp

Ser

150

Val

Val

Ile

Glu

Asp

Arg

Gly

Thr

135

Pro

Asn

Met

Lys

Leu
215

His

Asn

Gly

120

Arg

Arg

Arg

val

val

200

Pro

ES 2817903 T3

His

Gly

105

Cys

Glu

Thr

Tyr

Val

185

Tyr

Ser

Gly

Trp

Leu

Lys

Asn

Asp

170

Ser

Ala

Lys

10

10

val

Asp

Leu

Tyr

Met

155

Gln

Pro

Asn

Glu

67

Phe

Val

val

Gln

140

Thr

Tyr

Leu

Ile

Gly

Glu

Ala

125

Leu

Ala

Lys

Thr

Ala
205

His

val

110

Met

Thr

His

Lys

Val

190

Pro

Leu

95

Ser

val

Leu

Ile

His

175

Asn

Thr

15

15

val

Ala

Pro

Phe

Thr

160

Lys

Asn

Tyr



10

15

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> aminoacidos de As1- shamirVP3

<400> 23
Met Gly Ile Val Pro

1

Thr

Pro

Ala

Lys

65

Leu

Tyr

Gly

Gly

Ser

145

Tyr

Thr

Lys

Phe

Thr

Pro

Glu

50

Thr

Ala

Tyr

Pro

Met

130

Glu

Leu

Thr

Ala

Glu
210

<210> 24

<211> 222

Asp

Arg

Ala

Val

Ala

Thr

Thr

115

Thr

Trp

Ser

Ser

Glu
195

Phe

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Aminoacidos de As1- cruzeiroVP3

5

Pro Lys
20

Thr Asn

Cys Pro

Asn Ser

Gly His
85

Gln Tyr
100

Asp Ala

Pro Pro

Asp Thr

Ala Ala
165

val Gln
180

Gly Asp

Arg Leu

Val Ala Cys

Thr

Leu

Thr

Gly

70

Met

Ser

Lys

Thr

Gly

150

Asp

Gly

Ala

Pro

Ala

Pro

Phe

55

Asp

Ser

Gly

Ala

Asp

135

Leu

Tyr

Trp

Leu

Val
215

Asp

Gly

40

Leu

Arg

Asn

Thr

Arg

120

Pro

Asn

Ala

Val

Val
200

Asp

ES 2817903 T3

Ala

Pro

25

Arg

Arg

Leu

Thr

Met

105

Tyr

Glu

Ser

Tyr

Cys

185

val

Ala

Asp

10

Vval

Phe

Phe

Leu

Tyr

90

Asn

Met

His

Lys

Thr
170

Ile

Ser

Arg

Gly

Tyr

Thr

Gly

Ala

75

Leu

val

Val

Ala

Phe

155

Ala

Tyr

Val

Gln

68

Tyr

Gly

Asn

Glu

60

Lys

Ala

His

Ala

Ala

140

Thr

Ser

Gln

Ser

Gln
220

Gly

Lys

Phe

45

Val

Phe

Gly

Phe

Tyr

125

His

Phe

Asp

Ile

Ala
205

Asn

val

Leu

Pro

Asp

Leu

Met

110

val

Cys

Ser

Val

Thr
190

Gly

Met

15

Phe

Asp

Phe

val

Ala

95

Phe

Pro

Ile

Ile

Ala
175

His

Lys

val

Asn

Val

Val

Ser

80

Gln

Thr

Pro

His

Pro

160

Glu

Gly

Asp



10

<400> 24

Met

Thr

Pro

Ala

val

65

Ser

Gln

Thr

Pro

Ile

145

Ile

Ala

His

Gly

Thr

Pro

Glu

50

Thr

Leu

Tyr

Gly

Gly

130

His

Pro

Glu

Gly

Lys Asp

210

<210> 25

<211> 212

Ile

Asp

Arg

35

Ala

Thr

Ala

Tyr

Ser

115

Val

Ala

Tyr

Thr

Lys
195

Phe

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Aminoacidos de As1- shamirVP1

Phe

Pro

20

Thr

Cys

Arg

Ala

Thr

100

Thr

Glu

Glu

val

Ile
180

Ala

Glu

Pro

Lys

Asn

Pro

Thr

Lys

85

Gln

Asp

Thr

Trp

Ser

165

Asn

Glu

Leu

val

Thr

Tyr

Thr

Asp

70

His

Tyr

Ser

Pro

Asp

150

Ala

val

Asn

Arg

Ala

Ala

Pro

Phe

55

Asp

Met

Ser

Lys

Pro

135

Thr

Ala

Gln

Asp

Leu
215

Cys

Asp

Gly

40

Leu

Thr

Ser

Gly

Ala

120

Asp

Gly

Asp

Gly

Thr
200

Pro

ES 2817903 T3

Ala

Pro

25

Arg

Cys

Arg

Asn

Thr

105

Arg

Thr

Leu

Tyr

185

Leu

Ile

Asp

10

Ala

Phe

Phe

Leu

Thr

90

Ile

Tyr

Pro

Asn

Ala

170

val

Val

Asp

Gly

Tyr

Thr

Asp

Leu

75

Tyr

Asn

Glu

Ser

155

Tyr

Cys

Val

Pro

69

Tyr

Gly

Asn

Asp

Ala

Leu

Leu

Val

Arg

140

Lys

Thr

Ile

Ser

Arg
220

Gly

Lys

Leu

45

Gly

Lys

Ser

His

Ala

125

Ala

Phe

Ala

Tyr

Val
205

Gln

Gly

val

30

Leu

Lys

Phe

Gly

Phe

110

Tyr

Ala

Thr

Ser

Gln
190

Ser

Gln

Leu

15

Tyr

Asp

Pro

Asp

Ile

95

Met

Ile

His

Phe

Asp

175

Ile

Ala

val

Asn

Val

Tyr

Leu

Ala

Phe

Pro

Cys

Ser

160

Thr

Thr

Gly
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<400> 25

Met

Glu

vVal

Ile

Ala

65

Leu

Asp

Ile

Thr

Gly
145

Ser

Ile

Leu

Lys

Thr

Asn

Ala

Gln

50

Leu

Val

Ala

Thr

Val

130

Asp

Phe

Arg

Asp

Gln
210

<210> 26

<211> 214

Thr

Tyr

Phe

35

Thr

Leu

His

Leu

Arg

115

Tyr

Met

Asn

Met

Thr

195

Val

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Aminoacidos de As1- cruzeiroVP1

Thr Thr Gly Glu
5

Gly Gly Glu Thr
20

Ile Leu Asp Arg

Leu Asp Leu Met
55

Arg Ser Ala Thr
70

Thr Gly Pro Val
85

Asn Asn Gln Thr
100

Leu Ala Leu Pro

Asn Gly Lys Thr
135

Ala Ala Leu Ala
150
Tyr Gly Ala Val

165

Lys Arg Ala Glu
180

Thr Gln Asp Arg

Leu

Ser

Gln

Phe

40

Gln

Tyr

Thr

Asn

Tyr

120

Ala

Gln

Lys

Thr

Arg
200

ES 2817903 T3

Ala Asp Pro
10

Thr Ala Arg
25

Val Lys Leu

Ile Pro Ser

Tyr Phe Ser
75

Trp Val Pro
90

Pro Thr Ala
105

Thr Ala Pro

Tyr Gly Glu

Arg Leu Ser
155

Ala Asp Thr
170

Tyr Cys Pro
185

Lys Gln Glu

70

val

Arg

Thr

His

60

Asp

Asn

Tyr

His

Thr

140

Ala

Ile

Arg

Ile

Thr

Leu

Ala

45

Thr

Leu

Gly

Gln

Arg

125

Thr

Arg

Thr

Pro

Ile
205

Thr

His

30

Pro

Leu

Glu

Ala

Lys

110

Val

Ser

Leu

Glu

Leu
190

Ala

Thr

15

Thr

Lys

val

val

Pro

95

Gln

Leu

Arg

Pro

Leu

175

Leu

Pro

val

Asp

Asn

Gly

Ala

80

Lys

Pro

Ala

Arg

Thr
160

Leu

Ala

Glu
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15

<400> 26
Met Thr Thr Ala Thr Gly Glu
1 5

Glu Asn Tyr Gly Gly Glu Thr
20

Ile Gly Phe Ile Met Asp Arg
35

Thr His Val Ile Asp Leu Met
50 55

Ala Leu Leu Arg Ala Ala Thr
65 70

Val Arg His Glu Gly Asn Leu
85

Ser Ala Leu Leu Asn Thr Ser
100

Phe Thr Arg Leu Ala Leu Pro
115

Thr Val Tyr Asn Gly Thr Ser
130 135

Arg Gly Asp Met Gly Ser Leu
145 150

Ala Ser Phe Asn Tyr Gly Ala
165

Leu Val Arg Met Lys Arg Ala
180

Ala Ile Glu Val Ser Ser Gln
195

Pro Ala Lys Gln Leu Leu
210

<210> 27

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sitio de corte proteolitico

<400> 27
Arg Gly Arg Lys Arg Arg Ser
1 5

<210> 28
<211> 756

Ser

Gln

Phe

40

Gln

Tyr

Thr

Asn

Tyr

120

Lys

Ala

Ile

Glu

Asp
200

ES 2817903 T3

Ala

Ile

25

val

Thr

Tyr

Trp

Pro

105

Thr

Tyr

Ala

Lys

Leu

185

Arg

Asp

10

Gln

Lys

His

Phe

Val

90

Thr

Ala

Ala

Arg

Ala

170

Tyr

His

Pro

Arg

Ile

Gln

Ser

75

Pro

Ala

Pro

Val

val

155

Asp

Cys

Lys

71

val

Arg

Gln

His

60

Asp

Asn

Tyr

His

Gly
140

Val

Ala

Pro

Gln

Thr

His

Ser

45

Gly

Leu

Gly

Asn

Arg

125

Gly

Lys

Ile

Arg

Lys
205

Thr

His

30

Leu

Leu

Glu

Ala

Lys

110

val

Ser

Gln

His

Pro
1350

Ile

Thr

15

Thr

Ser

Val

Ile

Pro

95

Ala

Leu

Gly

Leu

Glu

175

Leu

Ile

val

Asp

Pro

Gly

val

80

Glu

Pro

Ala

Arg

Pro

160

Leu

Leu

Ala
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<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2817903 T3

<223> Acido nucleico de proteasa C3 de consenso

<400> 28
tactgegtga

gagagcggceg
gagctgatcc
gectacctgg
cgcgcecatga
gacatgctga
accaagcact
aacaacgccg
gtggtgtgca
goccggetact
acccacagceg
ctgctgaaga
acccgcgacy
<210> 29

<211> 251
<212> PRT

agaagcccgt
ccceccccac
tggacggcaa
tgecccgeca
ccgacagcga
gcgacgecge
tcegegacac
acgtgggcceg
tggacggcga
gcggeggege
ccggceggecg
tgaaggccca

tggaggageg

<213> Secuencia artificial

<220>

ggccctgaag
cgacctgcag
gaccgtggcece
ccetgttegece
ctaccgegtg
cctgatggtg
cgcecgeatg
cctgatctte
caccatgecece
cgtgcetggece
caacggcgtg
catcgaccce

cgtgecacgtyg

gtgaaggecca
aagatggtga
atctgetgeg
gagaagtacg
ttcgagtteg
ctgcaccgeg
aagaagggca
agcggcgagg
ggecctgtteg
aaggacggcg
ggctactgca
gagccccace

atgtga

agaacaccct
tgggcaacac
ccaccggegt
acaagatcat
agatcaaggt
gcaaccgegt
cceoccegtggt
ccctgaccta
cctacaagge
ccgacacctt
gctgcgtgag

acgagggcct

<223> Secuencia de aminoacidos de proteasa C3 de consenso

72

gatcegtgace
caagccegtyg
gttecggcacce
gctggacgge
gaagggccag
gegegacate
gggcgtgate
caaggacatc
cgccaccaag
catcgtggge
ccgeagcatg

gatecgtggac

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

756



<400> 29

Tyr

Leu

Val

val

Pro

65

Arg

Val

Arg

Arg

val

145

val

Ala

Gly

Gly

Lys

225

Thr

Cys

Ile

Met

Ala

50

Arg

Ala

Lys

Gly

Met

130

Gly

val

Ala

Ala

val

210

Ala

Arg

Val Lys

Val Thr
20

Gly Asn
35

Ile Cys

His Leu

Met Thr

Gly Gln

100

Asn Arg
115

Lys Lys

Arg Leu

Cys Met

Thr Lys

180

Asp Thr

195

Gly Tyr

His Ile

Asp Val

Lys

Glu

Thr

Cys

Phe

Asp

Asp

val

Gly

Ile

Asp

165

Ala

Phe

Cys

Asp

Glu
245

Pro

Ser

Lys

Ala

Ala

70

Ser

Met

Arg

Thr

Phe

150

Gly

Gly

Ile

Ser

Pro

230

Glu

val

Gly

Pro

Thr

55

Glu

Asp

Leu

Asp

Pro

135

Ser

Asp

Tyr

val

Cys

215

Glu

Arg

Ala

Ala

val

40

Gly

Lys

Tyr

Ser

Ile

120

val

Gly

Thr

Cys

Gly

200

Val

Pro

vVal

ES 2817903 T3

Leu

Pro

25

Glu

Val

Tyr

Arg

Asp

105

Thr

val

Glu

Met

Gly

185

Thr

Ser

His

His

Lys

10

Pro

Leu

Phe

Asp

Vval

90

Ala

Lys

Gly

Ala

Pro

170

Gly

His

Arg

His

vVal
250

val

Thr

Ile

Gly

Lys

75

Phe

Ala

His

val

Leu

155

Gly

Ala

Ser

Ser

Glu

235

Met

73

Lys

Asp

Leu

Thr

60

Ile

Glu

Leu

Phe

Ile

140

Thr

Leu

val

Ala

Met
220

Gly

Ala

Leu

Asp

45

Ala

Met

Phe

Met

Arg

125

Asn

Tyr

Phe

Leu

Gly
205

Leu

Leu

Lys

Gln

30

Gly

Tyr

Leu

Glu

Val

110

Asp

Asn

Lys

Ala

Ala

190

Gly

Leu

Ile

Asn

15

Lys

Lys

Leu

Asp

Ile

95

Leu

Thr

Ala

Asp

Tyr

175

Lys

Arg

Lys

Val

Thr

Met

Thr

val

Gly

Lys

His

Ala

Asp

Ile

160

Lys

Asp

Asn

Met

Asp
240
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ES 2817903 T3

REIVINDICACIONES

Molécula de acidos nucleicos que comprende una secuencia de acidos nucleicos seleccionada del grupo que
consiste en SECIDn°1, SECIDn°3,SECIDn°5,SECIDn°7, SECIDn°9y SEC ID n° 11.

Plasmido que comprende una molécula de acidos nucleicos segun la reivindicacion 1.
Vacuna que comprende uno o mas plasmidos segun la reivindicacion 2.

Vacuna segun la reivindicacion 3 para la utilizacion en un método de generacion de una respuesta inmunitaria
contra el VFA en un individuo.

Vacuna segun la reivindicacién 3 para la utilizacién en un método de prevencién de la infeccion por VFA en
un individuo.

Vacuna segun la reivindicacion 3 para la utilizacion en un método de tratamiento de un individuo que ha sido
infectado por el VFA.

Vacuna para la utilizacién segun cualquiera de las reivindicaciones 4 a 6, en la que la vacuna induce una
respuesta inmunitaria de reactividad cruzada en un sujeto vacunado contra multiples subtipos de VFA.

Vacuna para la utilizaciéon segun la reivindicacion 7, en la que se seleccionan multiples subtipos de VFA del
grupo que consiste en A, Asia 1, C, O, SAT1, SAT2, SAT3 y SAT4.

74
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Expresion de proteinas (sueros de VFA-A24)
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