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DESCRIPCION

USO DE FLAGELINAS DEL GENERO MARINOBACTER COMO ADYUVANTES VACUNALES

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencién puede adscribirse al campo técnico de la medicina, preferentemente dentro de la rama de la
inmunologia, asi como a la industria farmacéutica, especificamente en el campo tecnoldgico del desarrollo de vacunas.

La presente invencion se refiere al uso de flagelinas recombinantes de bacterias de la especie Marinobacter algicola,
como adyuvantes vacunales, capaces de desarrollar una respuesta inmune especifica, contra péptidos o proteinas,
fusionadas o sin fusionar, a dichas flagelinas. La presente invencién también se refiere a vacunas que combinan
flagelinas de bacterias de la especie Marinobacter algicola y flagelinas de bacterias de la especie Salmonella
typhimurium.

ANTECEDENTES

Flagelina es el nombre genérico de la proteina estructural principal que forma el flagelo de las bacterias. Son estructuras
cilindricas de diversa longitud (aprox. 530 nm) y alrededor de 21 nm de diametro [1]. Los flagelos se observan tanto en
bacterias Gram-positivas como Gram-negativas, son estructuras de longitud diversa que permiten el movimiento de las
bacterias en medios liquidos. El flagelo bacteriano aparte de estar formado por la flagelina, también lo constituyen otras
muchas proteinas que intervienen en el ensamblaje, en la interaccion con las envueltas externas de la célula, o que
participan en procesos quimiotacticos.

El estudio de la estructura por difraccion de rayos-X de la flagelina de bacterias del género Salmonella ha permitido
ahondar en el conocimiento de su funcién e implicaciones bioldgicas [1, 2]. La flagelina puede jugar un papel importante
en la patogénesis bacteriana [3] y se ha definido como un prototipo de “patron molecular asociado a patégenos”
(PAMPs) ya que es capaz de activar el sistema inmune innato a través de la interaccién con receptores especificos [4],
[5].

La mayoria de las flagelinas bacterianas son reconocidas por el receptor “Toll-like-5” (TLR5), que se localiza en la
membrana de células epiteliales y células del sistema inmune: monocitos, linfocitos T, células NK y células dendriticas
inmaduras. TLR5 es uno de los receptores de la familia “Toll-like” que tienen la capacidad de interaccionar con PAMPs
[6], teniendo cada TLR la capacidad de reconocer PAMPs especificos [7]. Una vez que la flagelina se une a TLR5, se
inicia una cascada de transduccién de sefales a través de MyD88 (Myeloid differentiation primary response gene 88)
para mediar en la produccion de citocinas necesarias para el desarrollo y regulacién de una respuesta inmune innata y
adaptativa del hospedador [8-10]. La union de la flagelina de Salmonella al TLR5 es muy especifica y actia con una
gran afinidad, a concentraciones tan bajas como 8.5x10™° M [11]. Por otro lado, también es conocido que flagelinas de
algunas bacterias no son capaces de activar el sistema inmune cuando se produce una infeccion natural, es decir no se
unen al receptor TLR5 para inducir la respuesta inflamatoria [12]. El escape inmunoldgico de estas flagelinas se ha
circunscrito a bacterias de los subgrupos alfa y épsilon (Helicobacter pylori, por ejemplo), mientras que las flagelinas
respondedoras, aquellas que activan el sistema inmune del huésped, serian de los grupos beta y gamma [12]. El
andlisis molecular y funcional de las flagelinas no respondedoras, aquéllas que no activan el sistema inmune del
huésped, llevaron a definir una region especifica de interaccion de las flagelinas con el receptor TLR5, siendo esta
region especifica, la comprendida entre los aminoacidos 89-96 de las secuencias proteicas de las flagelinas [13].

El documento W0O2005/070455 describe adyuvantes vacunales mucosos que contienen flagelinas originadas a partir de
Vibrio vulnificus, Salmonella typhimurium, and Listeria monocytogenes como componente activo [14]. Lee S et al. (2006)
describe la muy potente actividad del adyuvante mucoso de una flagelina mayor de Vibrio vulnificus (FlaB), cuando se
co-administra con la toxina del tétanos (TT) [15].

La mayoria de las vacunas actuales se componen del antigeno de interés y de adyuvantes [16], [17]. A pesar que los
adyuvantes mejoran la respuesta inmune, también pueden provocar efectos secundarios adversos como ocurre con el
adyuvante completo de Freund [18], [19], o incluso como es el caso de otros adyuvantes aprobados por la FDA o la
EMEA. Para solucionar dicho problema asociado a la fabricacién de vacunas y mejorar la efectividad de las mismas, se
ha utilizado la flagelina de Salmonella typhimurium como adyuvante vacunal, ya que se ha demostrado que esta
flagelina en fusion transcripcional a péptidos o proteinas induce frente a ellas una respuesta inmune humoral y celular,
innata y adaptativa, muy rapida y potente. Algunas de las vacunas basadas en la flagelina de Salmonella se han dirigido
contra el célera [20], influenza [21], 20[22], peste (Yersinia pestis) [23], 22[24], malaria (Plasmodium falciparum) [25], y
el virus West Nile [26].

La bacteria Salmonella se clasifica actualmente en las especies S. bongori y S. enterica [27]. La mayoria de las
Salmonella que infectan a mamiferos y aves pertenecen a S. enterica, que se divide en seis subespecies (enterica,
salamae, arizonae, diarizonae, houtenae, indica) con aproximadamente 2000 serotipos definidos en base a diferencias
en composicién de lipopolisacéaridos (LPS) y antigenos del flagelo [27]. Algunos serotipos son exclusivos de hospedador
como S. typhi (humanos) y S. pullorum (aves), y otros mayoritariamente adaptados a algin hospedador como S.
cholerae-suis (porcinos), S. abortus-ovis (ovinos), y S. dublin (bovinos) [27].
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La infeccion por Salmonella provoca la aparicién de inmunidad celular y humoral contra diversos antigenos de dicha
bacteria. Uno de estos antigenos es la flagelina, como asi lo demuestran diversos estudios realizados en personas de
origen caucasico de Dinamarca y Estados Unidos [28]-[29]. En un estudio aleatorio de poblacion en EE. UU, el 30%
tenian anticuerpos anti-flagelina de Salmonella [30]. Por otro lado, la capacidad de respuesta a flagelina en infecciones
con bacterias es diversa, encontrandose altos respondedores y bajos respondedores a la reinmunizacion con flagelina
[29]; atribuyéndose estos resultados a ciertos genotipos Gm de la flagelina [29]. Asimismo, las aves y otros animales
son muy susceptibles de infeccién por Salmonella entérica [31]. Por tanto, las infecciones por Salmonella se producen
en distintas especies y paises, lo que indica la importancia del alcance de estas patologias, y por ello desde hace afios
se han establecido programas de control en humanos, mientras que es una enfermedad de declaracién obligatoria en
bovinos, ovinos y caprinos (http://www.oie.int/esp/maladies/es_classification2009.htm?e1d7). Todos estos datos indican
gue un porcentaje importante de la poblacion que se infecta presenta anticuerpos contra la flagelina de Salmonella.

La mayoria de variantes de Salmonella tienen dos tipos de genes distintos que codifican para la flagelina, aunque sélo
se expresa la flagelina de uno de estos genes a un tiempo. La bacteria es capaz de alternar la expresiéon de las dos
flagelinas denominadas flagelina de fase 1y flagelina de fase 2. El operon que controla la sintesis de la flagelina de fase
1 también codifica un represor de la sintesis de la flagelina de fase 2, y viceversa. Es posible que el mecanismo de
cambio de fase 1 a fase 2 de sintesis de la flagelina sea consecuencia del intento de la bacteria de evitar la inmunidad
celular

Un estudio reciente [32] ha aclarado mucho sobre los aspectos relacionados con la inmunogenicidad de la flagelina de
Salmonella typhimurium. Los ratones que se inmunizan en sucesivas ocasiones con la flagelina producen anticuerpos
que neutralizan la capacidad de interaccion TLR5-flagelina. Estos anticuerpos se dirigen principalmente frente a la
region hipervariable (RHPV) de la flagelina. La obtenciéon de diversas flagelinas cuyas regiones hipervariables son
eliminadas en distintos grados, ha permitido observar que estas flagelinas modificadas conservan su capacidad de
interaccion con TLR5, y reaccionan menos con un suero de ratén hiperinmune obtenido de inmunizarse con la flagelina
salvaje. Sin embargo, la reactividad de un suero de ratdn hiperinmune tras inmunizarse con una version de flagelina sin
RHPV, es muy similar entre la flagelina salvaje y otras sin RHPV, lo que indica que existen anticuerpos neutralizantes de
las regiones conservadas de las flagelinas, incluyendo las regiones de interaccion con TLR5. Por otro lado, la
eliminacion completa de la RHPV impide que la flagelina modificada inicie con normalidad la produccién de citocinas
inflamatorias (CCL20 y CXCL2) a nivel sistémico, si bien esta alteracion en la flagelina no produce el mismo efecto a
nivel de mucosas [32]. Es decir, cuando esta flagelina es inyectada falla en la producciéon de mediadores inflamatorios,
pero tiene un comportamiento adecuado cuando se aplica a mucosas. En resumen, todos estos datos indican que:

1. La funcién de la flagelina puede ser neutralizada por anticuerpos preexistentes contra la flagelina salvaje
(completa). Los anticuerpos generados contra una flagelina salvaje se dirigen fundamentalmente contra la
region hipervariable.

2. Si se elimina la regién hipervariable completamente, los anticuerpos generados contra la flagelina reconocen
los dominios conservados entre los que se encuentra la region de interaccién con TLR5. Por tanto, seria
preferible no eliminar la regién hipervariable puesto que es mas inmunodominante, y asi los anticuerpos
generados no van dirigidos contra la regién de interaccion con TLR5.

3. Distintas versiones de la flagelina sin fragmentos de RHPV son funcionales al activar TLR5 a nivel de
mucosas, pero no funcionan igual a nivel sistémico, salvo una de las versiones obtenidas que posee parte de
RHPV, que si se comporta como la flagelina salvaje. Sin embargo, ésta puede ser neutralizada, aunque en
menor medida que la salvaje, por anticuerpos de sueros que han reaccionado contra la flagelina salvaje [30].

Todo lo expuesto indica que una vacuna basada en la flagelina de Salmonella capaz de activar el sistema inmune en
todas sus formas, no podria usarse de forma repetida porque los anticuerpos preexistentes neutralizarian su potencial.

Por todo ello, seria un hito muy interesante para el desarrollo y aplicacidon de vacunas basadas en flagelinas, el disponer
de otras flagelinas que indujeran la misma activacion del sistema inmune innato y escaparan de la respuesta
inmunoloégica desencadenada frente a las flagelinas de Salmonella.

En este sentido, la presente invencion ha descubierto sorprendentemente que las vacunas basadas en flagelinas de
bacterias marinas de la especie Marinobacter algicola son igual, o incluso méas efectivas, que las vacunas basadas en
las flagelinas de Salmonella. Al ser las bacterias de Marinobacter algicola, bacterias marinas, la infeccién previa de
organismos no acuaticos es muy poco probable. Incluso se desconoce hasta la fecha, si dicha bacteria es capaz de
infectar a organismos acuéticos. Hasta la fecha se han reconocido 12 especies de Marinobacter aisladas de distintas
fuentes como conductos de extraccion de crudo en plataformas marinas [33], en aguas termales de costa [34], aguas
templadas [35] y aguas antarticas [36], suelos salinos [37] y sedimentos marinos [38]. Del estudio en laboratorio de
diferentes algas se han aislado tres cepas de bacterias del género Marinobacter, que se han denominado Marinobacter
algicola, procediendo dos del Mar Amarillo en la costa de Corea (DG893T y DG1136) y una de la Ria de Vigo en Galicia
(GC21V) [39].

Al igual que en Salmonella, la bacteria Marinobacter algicola posee dos genes que codifican para dos flagelinas. Asi, en
la presente invencion se describe el uso de las dos secuencias proteicas recombinantes de las flagelinas de la especie
Marinobacter algicola (cepa DG893T), denominadas flagelina F y flagelina FR, capaces de inducir y desarrollar una
respuesta inmune especifica por si solas, sin la ayuda de otros adyuvantes, indicando que dichas flagelinas son
capaces de interaccionar de manera apropiada con el receptor TLR5, desencadenando la respuesta inmunologica. Pero
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también, la presente invencion pone de manifiesto que las flagelinas F y FR de Marinobacter algicola pueden fusionarse
a péptidos, proteinas o antigenos vacunales, o bien administrarse conjuntamente con dichos péptidos y proteinas, pero
sin fusionarse a los mismos, y desarrollar una respuesta inmune especifica.

Ademas, se pone de manifiesto la escasa reactividad cruzada existente entre las flagelinas descritas en la presente
invencion del género Marinobacter y la flagelina de Salmonella. Esta escasa reactividad entre las flagelinas de ambas
especies se debe a la relativa baja homologia de secuencia existente entre ambas flagelinas (33%-36%). Es muy
destacable el hecho de que la baja reactividad cruzada entre dichas flagelinas supone una ventaja en la efectividad de
las vacunas basadas en las flagelinas de Marinobacter, ya que como hemos comentado anteriormente, podria existir
una neutralizacion parcial de vacunas basadas en la flagelina de Salmonella en sujetos que hayan sufrido infecciéon o
contacto previo frente a Salmonella, o bien que hayan sido inmunizados previamente con la flagelina de Salmonella. Sin
embargo, es muy poco probable tener inmunidad previa frente a bacterias del género Marinobacter ya que es una
bacteria marina, que no se conoce que infecte al ser humano u otros organismos, y la probabilidad de contacto con
organismos no marinos y producir en ellos una respuesta inmunolégica es muy baja.

También se describen las diferentes estrategias de vacunacién combinada basadas en la utilizacion de las dos
flagelinas de Marinobacter descritas en la presente invencion y la flagelina de Salmonella typhimurium. Asi, en este
sentido, los individuos que previamente hayan estado en contacto con Salmonella, podrian vacunarse utilizando las
flagelinas de Marinobacter (F y FR), mientras que aquellos individuos no expuestos a Salmonella previamente, podrian
llevar a cabo una estrategia diferente: en primer lugar, se podrian inmunizar con una vacuna basada en la flagelina de
Marinobacter y posteriormente aplicar otra vacuna basada en la flagelina de Salmonella. Asi, se potenciaria el uso de
estas vacunas para multiples antigenos sin restar eficacia por seroneutralizacion cruzada entre flagelinas.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

Breve descripcion de lainvencion

La presente invencion se basa en el uso de dos flagelinas recombinantes, de la especie Marinobacter algicola (cepa
DG893T), como adyuvantes vacunales capaces de desarrollar una respuesta inmune especifica contra péptidos o
proteinas fusionados a dichas flagelinas, o bien administrados conjuntamente sin fusionar. También se definen
estrategias de vacunacion combinada basadas en las dos flagelinas de Marinobacter algicola y la flagelina de
Salmonella typhimurium, asi como los métodos de sintesis de los adyuvantes vacunales que comprenden las flagelinas
descritas en la presente invencion.

Descripcion de las figuras

Figura 1. Niveles de IL-8 medidos por ELISA tras la estimulacion de células CACO-2 en presencia de distintas flagelinas
de Marinobacter (Flagelina F y FR) y Salmonella typhimurium (Flagelina STF y STF4DUD). STF4DUD: flagelina
recombinante purificada de Salmonella typhimurium (STF) fusionada a 4 copias en tandem del epitopo DUD (DUD es
una secuencia génica que codifica para un péptido de union a dineina). Como controles negativos se han cultivado las
células en presencia de PBS y en ausencia de PBS (MOCK). La figura representa la media aritmética de los niveles de
IL-8 de dos mediciones realizadas mediante ELISA. Los resultados se expresan como la densidad 6ptica medida a 490
nm (eje Y).

Figura 2. Nivel de anticuerpos IgG (dilucién 1/100) contra la secuencia DUD inducida por las distintas flagelinas y
medido mediante ELISA. Los datos representados corresponden a las medias aritméticas de todos los animales (n=5)
dentro de cada grupo. Los resultados se expresan como la densidad éptica medida a 405 nm (eje Y) de dos mediciones
realizadas. STF4DUD: representan los niveles de IgG obtenidos en el suero de ratones inmunizados via subcutanea con
la flagelina recombinante purificada de Salmonella typhimurium (STF) fusionada a 4 copias en tdndem del epitopo DUD.
FADUD: representan los niveles de 1gG obtenidos en el suero de ratones inmunizados via subcutanea con la flagelina
recombinante purificada de Marinobacter (F) fusionada a 4 copias en tAndem del epitopo DUD. FR4DUD: representan
los niveles de IgG obtenidos en el suero de ratones inmunizados via subcutanea con la flagelina recombinante
purificada de Marinobacter (FR) fusionada a 4 copias en tandem del epitopo DUD. FADUD-in: representan los niveles de
IgG obtenidos en el suero de ratones inmunizados via intranasal con la flagelina recombinante purificada de
Marinobacter (F) fusionada a 4 copias en tandem del epitopo DUD. 4DUD: se corresponde con el control negativo del
experimento. Representan los niveles de IgG obtenidos en el suero de ratones inmunizados via subcutdnea con 4
copias en tAndem del epitopo DUD, sin flagelinas.

Figura 3. Titulo de anticuerpos 1gG (dilucion 1/12800) contra la secuencia DUD inducida por las distintas flagelinas y
medido mediante ELISA. Los resultados se expresan como la densidad éptica medida a 405 nm (eje Y) de dos
mediciones realizadas. STF4DUD: representan los niveles de IgG obtenidos en el suero de ratones inmunizados via
subcutanea con la flagelina recombinante purificada de Salmonella typhimurium (STF) fusionada a 4 copias en tandem
del epitopo DUD. F4DUD: representan los niveles de IgG obtenidos en el suero de ratones inmunizados via subcutanea
con la flagelina recombinante purificada de Marinobacter (F) fusionada a 4 copias en tandem del epitopo DUD.
FR4DUD: representan los niveles de 1gG obtenidos en el suero de ratones inmunizados via subcutanea con la flagelina
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recombinante purificada de Marinobacter (FR) fusionada a 4 copias en tandem del epitopo DUD. F4DUD-in: representan
los niveles de IgG obtenidos en el suero de ratones inmunizados via intranasal con la flagelina recombinante purificada
de Marinobacter (F) fusionada a 4 copias en tandem del epitopo DUD. 4DUD: se corresponde con el control negativo del
experimento. Representan los niveles de IgG obtenidos en el suero de ratones inmunizados via subcutanea con 4
copias en tandem del epitopo DUD, sin flagelinas. 3x4DUD: es otro control negativo del experimento. Representa tres
veces el valor de densidad oOptica del tetrapéptido 4DUD. Dicho valor de densidad dptica sirve como linea de corte a
partir de la cual todos los sueros deberian estar por encima para concluir que son capaces de producir una respuesta
inmune potente.

Figura 4. Titulo de anticuerpos IgG contra la secuencia 4M2-2009 inducida por la flagelina de fusién FR-4M2-2009 y
medido mediante ELISA. 4M2-2009: se corresponde con las 4 copias en tandem del epitopo M2-2009, perteneciente al
virus de la gripe de la cepa pandémica A/Castilla-La-Mancha/GP13/2009/H1N1. Los resultados se expresan como la
densidad 6ptica medida a 405 nm (eje Y) de dos mediciones realizadas. El eje X representa el grado de dilucién de los
sueros. R1, R2, R3 y R4 representan el suero de los ratones inoculados con la flagelina FR-4M2-2009. C1, C2, C3y C4
representa el suero de los ratones control que fueron inoculados con el péptido M2-2009 en PBS.

Figura 5. Titulo de anticuerpos 1gG que reconocen la flagelina STF de Salmonella typhimurium, y que estan presentes
en sueros anti-flagelina de Salmonella typhimurium (grupo de sueros A), en sueros anti-flagelina F de Marinobacter
(grupo de sueros B), y en un suero anti-4DUD (suero D1). Se representa la densidad 6ptica medida a 405 nm (eje Y) de
2 mediciones realizadas. En el eje X se representa el suero de cada individuo de menor a mayor dilucion (ver leyenda).

Figura 6. Titulo de anticuerpos IgG que reconocen la flagelina F de Marinobacter, y que estan presentes en sueros anti-
flagelina F de Marinobacter (grupo de sueros B), en sueros anti-flagelina de Salmonella typhimurium (grupo de sueros
A), y en un suero anti-4DUD (suero D1). Se representa la densidad Optica medida a 405 nm (eje Y) de 2 mediciones
realizadas. En el eje X se representa el suero de cada individuo de menor a mayor dilucién (ver leyenda).

Figura 7. Titulo de anticuerpos 1gG que reconocen la flagelina STF de Salmonella typhimurium, y que estan presentes
en un suero anti-flagelina STF de Salmonella typhimurium (suero Al), en sueros anti-flagelina FR de Marinobacter
(grupo de sueros C), y en un suero anti-4DUD (suero D1). Se representa la densidad 6ptica medida a 405 nm (eje Y) de
2 mediciones realizadas. En el eje X se representa el suero de cada individuo de menor a mayor dilucion (ver leyenda).

Figura 8. Titulo de anticuerpos IgG que reconocen la flagelina FR de Marinobacter, y que estan presentes en sueros
anti-flagelina FR de Marinobacter (grupo de sueros C), en sueros anti-flagelina de Salmonella typhimurium (grupo de
sueros A), y en un suero anti-4DUD (suero D1). Se representa la densidad 6ptica medida a 405 nm (eje Y) de 2
mediciones realizadas. En el eje X se representa el suero de cada individuo de menor a mayor dilucién (ver leyenda).

Figura 9. Titulo de anticuerpos IgG que reconocen la flagelina F de Marinobacter, y que estan presentes en sueros anti-
flagelinas F y FR de Marinobacter. Se representa la densidad Optica medida a 405 nm (eje Y) de 2 mediciones
realizadas. Las barras enladrilladas representan el suero de ratones que contiene anticuerpos anti-flagelina FR
(Marinobacter). Las barras negras y las barras con lineas oblicuas respectivamente representan el suero de 2 ratones
diferentes que contiene anticuerpos anti-flagelina F (Marinobacter).

Descripcion detallada de la invencién

La invencion describe el uso de las flagelinas denominadas F y FR de la especie Marinobacter algicola (cepa DG893T)
como adyuvantes vacunales y vacunas propiamente dichas, capaces de desarrollar una respuesta inmune especifica
contra péptidos, proteinas o antigenos vacunales fusionados a las flagelinas, o administrados sin fusionar junto con
estas flagelinas. También define nuevas estrategias de vacunacién combinada basadas en las dos flagelinas de
Marinobacter algicola y la flagelina de Salmonella typhimurium (STF). Ademas de los métodos de sintesis de los
adyuvantes vacunales que comprenden las flagelinas descritas en la presente invencion.

Para demostrar la capacidad vacunal y adyuvantadora, in vitro e in vivo, de las flagelinas F y FR de Marinobacter,
respecto a la flagelina STF de Salmonella typhimurium, en la presente invencién se han utilizado diferentes versiones de
las secuencias génicas codificantes de las proteinas recombinantes de las flagelinas mencionadas. Por un lado, las
secuencias génicas codificantes de las flagelinas recombinantes por si solas (F, FR y STF), y por otro lado, las
secuencias génicas codificantes de las flagelinas recombinantes fusionadas a diferentes epitopos. Por epitopo se
entiende una secuencia proteica de una macromolécula que es reconocida por el sistema inmunoldgico,
especificamente por anticuerpos, células B o células T, y que ademas es capaz de generar respuesta inmunoldgica.

En la presente invencion se han utilizado como epitopos la secuencia génica que codifica para un péptido de unién a
dineina (DUD) y la secuencia génica que codifica para un péptido utilizado como diana vacunal del virus de la influenza
o gripe. El péptido DUD esta formado por la secuencia génica responsable de la unién de la proteina p54 (proteina
responsable de la unién del virus de la peste porcina africana (PPA) a la célula hospedadora) [40] a una secuencia
génica especifica de las cadenas ligeras de la dineina, DLC8. La secuencia aminoacidica responsable de la union de la
proteina p54 a la cadena ligera de la dineina DCLS8, la constituye un epitopo de 13 aminoacidos (SEQ ID NO:13) de
dicha proteina p54 [41]. El péptido utilizado como diana vacunal frente al virus de la influenza, es el péptido conocido
como ectodominio de la proteina M2 (M2e). La proteina M2 tiene un papel importante en el ciclo viral del virus influenza.
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Forma un canal idénico que posibilita la entrada de protones al virus, disminuyendo el pH y permitiendo la disociacion de
la proteina de la matriz M1 de la ribonucleoproteina NP, para finalmente descargar todo el contenido en el citoplasma de
la célula infectada. La region M2e esta especialmente conservada. En la presente invencién se ha seleccionado la
region M2e del virus de la gripe de la cepa pandémica A/Castilla-La-Mancha/GP13/2009/H1N1 (M2-2009), que codifica
para un péptido de 24 aminoacidos (SEQ ID NO:27). Anticuerpos frente a los epitopos SEQ ID NO:13 y SEQ ID NO:27,
no aparecen en animales tras ser inmunizados en ausencia de adyuvantes con las proteinas recombinantes p54 y M2
respectivamente, Unicamente aparecen en animales hiperinmunizados frente al virus de la PPA y frente al virus
influenza, respectivamente, por lo que podemos decir que estos epitopos son buenos modelos para comprobar la
capacidad vacunal y adyuvantadora de las flagelinas de Marinobacter F y FR respecto a la flagelina STF de Salmonella
typhimurium.

Estudios previos han demostrado que la respuesta inmune que se desarrolla frente a cuatro copias en tdndem de un
epitopo, es mayor que frente a una sola copia ese epitopo [22]. Por este motivo, para demostrar la capacidad
adyuvantadora-vacunal de las flagelinas de Marinobacter, la presente invencién, ha utilizado las proteinas
recombinantes de la flagelina F por si sola (SEQ ID NO:20), de la flagelina F unida a una cola de histidinas y a una
secuencia KDEL (SEQ ID NO:2), de la flagelina F fusionada a cuatro copias en tdnden del péptido DUD modificado
dando lugar a la flagelina F de fusion FADUD (SEQ ID NO: 24) y la indicada flagelina F de fusién FADUD unida a una
cola de histidinas y a una secuencia KDEL (SEQ ID NO:6). También, en la presente invencion se ha utilizado las
proteinas recombinantes de la flagelina FR sola (SEQ ID NO:22), de la flagelina FR fusionada a una cola de histidinas y
a una secuencia KDEL (SEQ ID NO:4), de la flagelina FR fusionada a cuatro copias en tdnden del péptido DUD
modificado dando lugar a la flagelina FR de fusion FR4DUD (SEQ ID NO: 26) y de dicha flagelina FR de fusién FR4DUD
unida a una cola de histidinas y a una secuencia KDEL (SEQ ID NO:8). Ademas, se han utilizado las proteinas
recombinantes de la flagelina FR fusionada a cuatro copias en tanden del péptido M2-2009 dando lugar a la flagelina FR
de fusion FR4M2-2009 (SEQ ID NO:31) y de la flagelina FR de fusion FR4M2-2009 unida a una cola de histidinas y a
una secuencia KDEL (SEQ ID NO:29). Por dltimo, se ha utilizado la flagelina de Salmonella typhimurium (STF) sola
(SEQ ID NO:15), flagelina STF fusionada a cuatro copias en tanden del péptido DUD modificado y unido a una cola de
histidinas y a una secuencia KDEL dando lugar a la flagelina STF de fusion STF4DUD (SEQ ID NO: 10). El péptido DUD
modificado (SEQ ID NO: 14) se diferencia del péptido DUD sin modificar (SEQ ID NO: 13) en que contiene una
secuencia de aminoacidos de la region de unidon de p54 ampliada con cinco aminoacidos mas en su extremo 3" y siete
amino&cidos méas en su extremo 57, con el fin de que el reconocimiento de los epitopos para el desarrollo de la
respuesta humoral sea lo mas parecido posible a la respuesta inducida por la proteina completa en condiciones
fisiologicas.

Asi la presente invencion analiza la funcionalidad y la capacidad adyuvante-vacunal de las flagelinas F y FR de
Marinobacter algicola (cepa DG893T) en distintas versiones: F (SEQ ID NO:2), FR (SEQ ID NO:4), F4DUD (SEQ ID
NO:6), FR4DUD (SEQ ID NO:8) y FR4M2-2009 (SEQ ID NO:29). Las flagelinas FADUD (SEQ ID NO:6) y FR4DUD
(SEQ ID NO:8), son las flagelinas F y FR que llevan 4 copias en tandem del péptido DUD fusionado en su extremo 3’.
La flagelina FR4M2-2009 (SEQ ID NO: 29), es la flagelina FR que lleva 4 copias en tanden del pétido M2-2009,
fusionado en su extremo 3". Con el fin de comparar la actividad y funcién de las flagelinas de Marinobacter, también se
ha obtenido la flagelina de Salmonella typhimurium en las siguientes versiones: STF (SEQ ID NO:15) y STF4DUD (SEQ
ID NO:10), siendo esta ultima una flagelina de fusion que lleva 4 copias en tdndem del péptido DUD fusionado en su
extremo 3.

Los genes de las flagelinas F (SEQ ID NO:1) y FR (SEQ ID NO:3) de Marinobacter algicola utilizados en la presente
invencion, se sintetizaron quimicamente a partir de su secuencia primaria de ADN (Genbank: NZ_ABCP01000018.1).
En cambio, el gen de la flagelina STF de Salmonella typhimurium se obtuvo a partir del ADN de Salmonella
typhimurium mediante la amplificacion por PCR con cebadores especificos de secuencia SEQ ID NO:11 y SEQ ID
NO:12. Todas las secuencias de las flagelinas solas: F, FR y STF, y de las flagelinas de fusién con el epitopo en
tandem, ya sea el epitopo DUD o el epitopo M2-2009: FADUD, FR4DUD, STF4DUD y FR4M2-2009; incluyen en su
extremo 3" 6 5, una cola de histidinas para que las proteinas recombinantes expresadas posteriormente, ya sea
mediante el sistema baculovirus-células de insecto, 0 mediante la transformacion de bacterias con los plasmidos
portadores de dichas secuencias, sean mas faciles de purificar posteriormente mediante cromatografia, aunque puede
utilizarse cualquier método o sistema reconocido en el estado de la técnica que facilite la posterior purificacion de dichas
proteinas recombinantes. Ademas, también se ha incluido en todas las secuencias de las flagelinas descritas en la
presente invencion, la secuencia de aminoacidos “KDEL” que sirve para la retencion de las proteinas en reticulo
endoplasmico quedando asi menos expuestas a degradacion, incrementandose finalmente la obtencién de la proteina
expresada. De la misma manera que se ha comentado anteriormente, se puede utilizar cualquier secuencia
aminoacidica capaz de evitar la degradacién de las proteinas recombinantes obtenidas. En el caso particular de la
presente invencion, incrementandose la obtencién de las flagelinas de interés F, FADUD, FR, FR4DUD, FR4M2-2009,
STFy STF4DUD.

La presente invencion pone de manifiesto la capacidad de las flagelinas de Marinobacter para evocar una respuesta
inmune similar a la desencadenada por la flagelina STF de Salmonella typhimurium, tanto a nivel in vitro, siendo capaz
de inducir la liberacion de la citocina IL-8 al medio extracelular en cultivos celulares en presencia de las flagelinas F y
FR (Figura 1); como in vivo, llegandose a obtener niveles similares de anticuerpos IgG anti-DUD (Figura 2) en muestras
de sueros procedentes de ratones inmunizados via subcutanea (sc) o intranasal (in) con las flagelinas de fusion
purificadas de Marinobacter, FADUD y FR4DUD, respecto a los ratones inmunizados con la flagelina de fusiéon de
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Salmonella typhimurium STF4DUD (Figuras 2 y 3). De la misma manera se obtuvieron altos niveles de anticuerpos IgG
anti-4M2-2009 en muestras de sueros procedentes de ratones inmunizados via subcutanea con las flagelinas de fusion
purificadas FR-4M2-2009, frente a los niveles obtenidos en los sueros de ratones control inmunizados con el péptido
M2-2009 en PBS (Figura 4). Por lo tanto, estos resultados ponen de evidencia que las flagelinas de Marinobacter
interaccionan de manera apropiada con el receptor TLR5, y de forma similar a la flagelina de Salmonella typhimurium.

Las secuencias aminoacidicas de las flagelinas F y FR de Marinobacter, que interaccionan con TLR5 desencadenando
la activacion del sistema inmune, son distintas a las de Flagelina de Salmonella typhimurium. Estas secuencias
aminoacidicas de interaccion entre el receptor TLR5 y las flagelinas FR y F vienen definidas por SEQ ID NO: 16 y SEQ
ID NO: 17 respectivamente. En la presente invencién también se ha demostrado que la secuencia de interaccion de la
flagelina F ampliada con algin aminoacido mas en su regién 3" (SEQ ID NO: 18) sigue siendo capaz de unirse al
receptor TLR5 y desencadenar la activacion del sistema inmune. Mediante los programas bioinforméticos BLAST y
CLUSTAL W [42-44], se ha analizado la homologia existente entre las secuencias proteicas de las flagelinas F (SEQ ID
NO:20) y FR (SEQ ID NO:22) de Marinobacter algicola (Cepa DG893T) y la flagelina STF (SEQ ID NO:15) de
Salmonella typhimurium poniendo en evidencia que:

a) Cuando se analizan las secuencias completas de todas las flagelinas mencionadas, la homologia entre F
y FR es de un 63%, entre F y STF es de un 33%, y entre FR y STF es de un 36%.

b) Cuando se analizan las regiones méas conservadas (excluyendo la parte central que es hipervariable) que
corresponden a los primeros 170 aminoacidos de la zona amino-terminal, y a los 90 aminoacidos ultimos (zona
carboxilo-terminal) de las flagelinas mencionadas, la homologia entre F y FR es de un 78%, entre F y STF es de un
55%, y entre FR y STF es de un 57%.

En esta invencion también se ha analizado la reactividad cruzada de los anticuerpos anti-flagelina de Salmonella
typhimurium frente a las flagelinas de Marinobacter, y viceversa, asi como la reactividad cruzada entre ambas flagelinas
de Marinobacter (Figuras 5-9). La finalidad de dicho analisis ha sido estudiar la presencia de anticuerpos capaces de
reconocer distintas flagelinas, después de un proceso de inmunizacién estandar, aunque en la presente invencion se
han utilizado dosis de flagelinas vacunales mas elevadas de lo necesario (30 ug) para desarrollar una respuesta inmune
efectiva con dichas moléculas. Como se ha comentado con anterioridad, los anticuerpos generados frente a la flagelina
con la que se inmunizé (por ejemplo, de Salmonella typhimurium) podrian ser especificos de regiones que no
interaccionan con el TLR5 o de regiones que si son importantes en este reconocimiento. En definitiva, la aparicion de
estos anticuerpos puede neutralizar la funcionalidad de nuevas administraciones de flagelina vacunal, por lo que hace
méas complicado el uso reiterado como vacuna de la flagelina de un mismo organismo. Por otro lado, la ausencia de
reconocimiento de los anticuerpos generados por la flagelina de la especie Salmonella typhimurium respecto a las
flagelinas de Marinobacter, y viceversa, permitiria establecer nuevas estrategias de vacunacion, que solventaran dicho
problema.

Los resultados mostrados en la presente invencién indican que los anticuerpos anti-flagelina F de Marinobacter
reconocen levemente, en general, la flagelina de Salmonella typhimurium STF (Figura 5), teniendo el suero que es mas
positivo en anticuerpos anti-F entre 16 y 32 veces menos reconocimiento sobre la flagelina de Salmonella (STF) que un
suero positivo. Los sueros anti-flagelina FR también reaccionan levemente ante la flagelina STF, si bien el suero mas
positivo reconoce 32 veces menos la flagelina STF que un control positivo (Figura 7).

Por su parte los anticuerpos anti-flagelina (STF) de Salmonella typhimurium reconocen levemente la flagelina F (Figura
6), y es practicamente inexistente el reconocimiento de la flagelina FR de Marinobacter (Figura 8) a dilucion 1/100. Los
sueros anti-flagelina de Salmonella typhimurium tienen un titulo de IgG mayor de 1/12800, y que podria alcanzar
1/25600, lo que indica que la escasa reactividad cruzada entre las flagelinas de Marinobacter (especialmente FR) y
Salmonella typhimurium se explicaria por su baja homologia de secuencia que corresponde a un 33%-36%. Sin
embargo, los anticuerpos anti-F y anti-FR presentan una reactividad cruzada con las flagelinas de Marinobacter FR y F,
respectivamente. Este hecho se explica por el grado de homologia existente entre las flagelinas F y FR que corresponde
al 63% de la estructura completa, y a un 78% de la estructura que representa las zonas mas conservadas, como se ha
mencionado anteriormente.

La presente invencién describe una nueva estrategia de vacunacion basada en el uso de las flagelinas F y FR de
Marinobacter. Por un lado, propone utilizar vacunas basadas en la flagelina F o FR en aquellos individuos que hayan
estado en contacto con Salmonella typhimurium y presenten anticuerpos anti-flagelina de Salmonella por infecciones
previas o por inmunizacion previa con la flagelina de Salmonella typhimurium, pudiendo estos individuos vacunarse con
al menos una dosis efectiva de una de las flagelinas de Marinobacter unida o administrada conjuntamente a un epitopo
especifico para generar la inmunidad y por otro lado, vacunarse con al menos otra dosis efectiva de la otra flagelina de
Marinobacter unida o administrada conjuntamente a otro epitopo diferente del anterior, generando asi doble inmunidad
frente a dos epitopos diferentes. Por otro lado, se propone que en aquellos individuos no expuestos a Salmonella
previamente, ni inmunizados aun con su flagelina, se les podria inmunizar primero con al menos una dosis efectiva de
una vacuna basada en cualquiera de las flagelinas de Marinobacter (F o FR) y posteriormente se les aplicaria al menos
otra dosis efectiva basada en la flagelina de Salmonella, preferentemente basada en la flagelina de Salmonella
typhimurium, y viceversa, es decir, inmunizarles primero con al menos una dosis efectiva de una vacuna basada en la
flagelina de Salmonella, preferentemente Salmonella typhimurium y en segundo lugar inmunizarles con al menos una
dosis efectiva de una vacuna en cualquiera de las flagelinas de Marinobacter (F o FR). Otra estrategia de vacunacion a
contemplar en individuos que no presentan inmunidad previa frente a la flagelina de Salmonella, preferentemente
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Salmonella typhimurium es inmunizarlos con al menos una dosis efectiva de una vacuna basada en esta flagelina,
posteriormente inmunizarlos con al menos una dosis efectiva de una vacuna basada en una de las flagelinas de
Marinobacter unida o administrada conjuntamente a un epitopo especifico para generar la inmunidad y por otro lado,
inmunizarlos al menos una dosis efectiva de una vacuna basada en la otra flagelina de Marinobacter unida o
administrada conjuntamente a otro epitopo diferente del anterior, generando asi triple inmunidad frente a tres epitopos
diferentes. El orden de administracion de las dosis efectivas de las vacunas en los individuos se puede realizar
indistintamente, primero vacunando con las vacunas basadas en las flagelinas de Marinobacter y en segundo lugar
vacunando con la vacuna basada en la flagelina de Salmonella typhimurium y viceversa. Mediante las estrategias de
vacunacion descritas en la presente invencion se potencia el uso de las vacunas para multiples antigenos sin restar
eficacia por posible seroneutralizacion cruzada entre flagelinas.

Asi uno de los objetos de la presente invencion se refiere a un adyuvante vacunal que comprende al menos una
flagelina del género Marinobacter, preferentemente de la especie Marinobacter algicola.

En otra realizacion preferida, el adyuvante vacunal de la invencion puede fusionarse al menos a un epitopo capaz de
generar respuesta inmunolégica preferentemente 4 copias en tandem. En otra realizacion preferida de la invencién, los
epitopos capaces de generar respuesta inmunolégica, no se fusionan al adyuvante vacunal, sino que pueden ser
administrados conjuntamente con él, pero sin estar fusionados al mismo.

En otra realizacion preferida, el adyuvante vacunal de la invencion comprende al menos una secuencia de aminoacidos
seleccionada entre: SEQ ID NO:16, SEQ ID NO:17 y SEQ ID NO:18.

En otra realizacion preferida, el adyuvante vacunal de la invencion se caracteriza por contener, al menos, una secuencia
de aminoacidos seleccionada entre: SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:20, SEQ ID
NO:22, SEQ ID NO:24, SEQ ID NO:26, SEQ ID NO:29 6 SEQ ID NO:31 6 una secuencia de amino&cidos codificada por:
SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:19, SEQ ID NO:21, SEQ ID NO:23,SEQ ID
NO:25, SEQ ID NO:28 6 SEQ ID NO:30.

Otro objeto de la presente invencion se refiere a una vacuna que comprende al menos un adyuvante vacunal segun se
ha descrito anteriormente, opcionalmente comprendiendo otros adyuvantes vacunales, ademas también puede contener
un epitopo capaz de generar respuesta inmunolégica, pero no fusionado al adyuvante vacunal.

Otro objeto de la presente invencion se refiere al método de sintesis de adyuvantes vacunales caracterizados por
comprender al menos una flagelina bacteriana del género Marinobacter caracterizado por:

a) Seleccionar al menos una de las secuencias génicas que codifican para flagelinas del género Marinobacter.

b) Clonar al menos una de las secuencias génica del paso anterior en un vector de expresion.

¢) Generar organismos modificados mediante la insercion de vector del paso anterior.

d) Crecer los organismos modificados del paso anterior en condiciones adecuadas para favorecer la expresion
de al menos una de las secuencias incluidas en el vector

e) Aislar al menos una de las proteinas expresadas por los organismos portadores del vector de expresién del
paso anterior.

En otra realizacion preferida, el método de la invencién se caracteriza porque las secuencias génicas que codifican para
las flagelinas se selecciona preferentemente entre SEQ ID NO:1, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO:7, SEQ ID
NO:19, SEQ ID NO:21, SEQ ID NO:23, SEQ ID NO:25, SEQ ID NO:28 y SEQ ID NO:30.

En una realizacién preferida, el método de la invencién se caracteriza porque a las secuencias génicas que codifican
para las flagelinas del género Marinobacter se les puede afadir al menos un epitopo capaz de generar respuesta
inmunologica especifica, preferentemente 4 copias en tandem.

En otra realizacion preferida, el método de la invencién se caracteriza porque a las secuencias génicas de las flagelinas
del género Marinobacter se le puede afiadir una secuencia génica que codifica para un péptido capaz de facilitar el
aislamiento o purificacion de la flagelina. Esta secuencia puede ser afiadida tanto en el extremo 3" como en el extremo
57, siendo preferentemente afiadida en el extremo 3".

En otra realizacion preferida, el método de la invencion se caracteriza porque la secuencia que codifica para una
secuencia peptidica capaz de facilitar el aislamiento o purificacién de la flagelina es preferentemente una cola de
histidinas.

En otra realizacion preferida, el método de la invencién se caracteriza porque a las secuencias génicas de las flagelinas
del género Marinobacter también se les puede afiadir una secuencia génica que codifica para un péptido capaz de evitar
la degradacion de la flagelina, siendo preferentemente una secuencia que codifica para el péptido KDEL.

En otra realizacion preferida, el método de la invencién se caracteriza porque el vector de expresion utilizado se
selecciona preferentemente los comprendidos en las cepas: CECT 7633, CECT 7634, CECT 7635y CECT 7636.

En otra realizacion preferida, el método de la invencion se caracteriza porque los organismos modificados se
seleccionan preferentemente entre virus y bacterias.

En otra realizacion preferida, el método de la invencién se caracteriza porque los virus son preferentemente baculovirus.
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En otra realizacién preferida, el método de la invencién se caracteriza porque los virus generados mediante el método
de la invencion son preferentemente Baculovirus y se utilizan para transfectar células de mamifero o de insecto, siendo
preferentemente utilizadas las células de insecto.

Otro objeto de la presente invencion se refiere a un vector de expresion que se caracteriza por comprender cualquiera
de las secuencias SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:19, SEQ ID NO:21, SEQ ID
NO:23, SEQ ID NO:25, SEQ ID NO:28 y SEQ ID NO:30 y que se selecciona preferentemente entre cualquiera de los
comprendidos en las cepas: CECT 7633, CECT 7634, CECT 7635y CECT 7636.

Es otro objeto de la presente invencion los virus transformados con cualquiera de los vectores de expresion
mencionados anteriormente, siendo preferentemente baculovirus.

Es otro objeto de la presente invencién las bacterias transformadas con cualquiera de los vectores de expresién
mencionados anteriormente, siendo preferentemente bacterias de la cepa E.coli DH5c.

Otro objeto de la presente invencion son las células infectadas con los virus transformadas vectores descritos
anteriormente, pudiendo ser células de mamifero o insecto.

Otro objeto de la presente invencion se refiere al uso de cualquiera de las secuencias seleccionadas entre: SEQ ID
NO:1, SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:8; SEQ ID
NO:19, SEQ ID NO:20, SEQ ID NO:21, SEQ ID NO:22, SEQ ID NO:23, SEQ ID NO:24, SEQ ID NO:25, SEQ ID NO:26,
SEQ ID NO:28, SEQ ID NO:29, SEQ ID NO:30 y SEQ ID NO:31 para la fabricacion de adyuvantes vacunales y/o
vacunas.

Es otro objeto de la presente invencién un método de vacunacion que comprende la administracion a un individuo, de al
menos, una dosis efectiva de una vacuna que comprenda los adyuvantes vacunales de la invencion.

En una realizacién preferida, el método de vacunacién de la invencidn se caracteriza porque comprende ademas la
administracion a un individuo, de al menos, una segunda dosis efectiva de una vacuna que comprenda, al menos, una
flagelina de Salmonella typhimurium como adyuvante vacunal, antes o después de la administracion de la dosis
cualquiera de las vacunas segun se han descrito en la presente invencion.

La dosis efectiva, es aquella dosis minima capaz de producir el efecto deseado. En el caso de la presente invencion se
entiende por dosis efectiva aquella dosis minima capaz de inducir una respuesta inmunoldgica especifica en los
individuos a los que se les administra una vacuna. Se pueden administrar diferentes dosis de cada una de las vacunas,
hasta conseguir la inmunidad en el individuo.

DEPOSITO DE MICROORGANISMOS SEGUN EL TRATADO DE BUDAPEST

Las cepas de Escherichia coli DH5« portadoras de los plasmidos utilizados en la presente invencidn fueron depositados
en la Coleccién Espafiola de Cultivos Tipo (CECT), sita en el Edificio de Investigacion de la Universidad de Valencia,
Campus Burjassot, Burjassot 46100 (Valencia, Espafia) el dia 26 de Noviembre del afio 2009 con n° de depdsito:

. CECT 7633: pFastBac-FR4DUD-HisKdel; contiene la secuencia génica que codifica para la flagelina
recombinante FR de Marinobacter, unida a 4 copias en tandem del epitopo DUD.

. CECT 7634: pFastBac-FADUD-HisKdel; contiene la secuencia génica que codifica para la flagelina
recombinante F de Marinobacter, unida a 4 copias en tAndem del epitopo DUD.

. CECT 7635: pFastBac-F-HisKdel; contiene la secuencia génica que codifica para la flagelina
recombinante F de Marinobacter.

) CECT 7636: pFastBac-FR-HisKdel; contiene la secuencia génica que codifica para la flagelina

recombinante FR de Marinobacter.
Todas ellas comprenden ademas la secuencia génica que codifica para una cola de histidinas y para el péptido KDEL.

Los ejemplos que se detallan a continuacién tienen como objetivo ilustrar la invencion sin limitar el alcance de la misma.

Ejemplo 1. Obtencion y purificacion de las secuencias recombinantes de las flagelinas.

En la presente invencion se estudian la funcionalidad y la capacidad adyuvante-vacunal de las flagelinas F y FR de
Marinobacter algicola (cepa DG893T). Con el fin de comparar la actividad y funcion de las flagelinas de Marinobacter,
también se ha obtenido y utilizado la flagelina STF de Salmonella typhimurium.

Los genes F y FR de las flagelinas de Marinobacter algicola se sintetizaron quimicamente (MrGene, Alemania) a partir
de las secuencias primarias de DNA de ambas flagelinas SEQ ID NO:19 y SEQ ID NO:21 respectivamente.
Posteriormente a dichas secuencias se les afiadié una secuencia que codifica para una cola de histidinas (para facilitar
la purificacién de la proteina recombinante obtenida) y una secuencia que codifica para el péptido KDEL (evita la
degradacion de la proteina recombinante obtenida). Por otro lado, a partir del DNA de Salmonella typhimurium
(GenBank: AY649721) se obtuvo el gen de la flagelina mediante la amplificacion por reaccion en cadena de la
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polimerasa con cebadores especificos, SEQ ID NO: 11 y SEQ ID NO: 12. Las condiciones de PCR fueron: 5 min a 96
°C; 30 ciclos de 20 seg a 96 °C, 30 seg a 60 °C, 1 min y 45 seg a 72 °C; y un ciclo final de 10 min a 72 °C.

Como se ha comentado anteriormente, en todas las secuencias génicas de las flagelinas se han incluido en su extremos
3’ (aunque puede incluirse también en el extremo 5°), una secuencia que codifica para una cola de histidinas, utilizada
posteriormente para la purificacion de dichas proteinas tras su expresion y una regiéon que codifica para el péptido
“KDEL” que sirve para la retencion de proteinas en reticulo endoplasmico, quedando asi menos expuesta la proteina
recombinante a su degradacion, e incrementandose asi la obtencién de de la proteina expresada. Ademas, todas las
secuencias génicas de DNA de las flagelinas utilizadas, incluian dianas de restriccion (Bam HI y Xba 1) para
posteriormente ser clonadas en el plasmido pFastbac. Para la transformacion y crecimiento de los diferentes plasmidos
portadores de las secuencias de las flagelinas de la invencién, se ha usado la cepa Escherichia coli DH5a. Dichas
cepas fueron depositadas en la Coleccién Espafiola de Cultivos tipo con nimero de depoésito CECT 7633 (pFastBac-
FR4DUD-HisKdel), CECT 7634 (pFastBac-FADUD-HisKdel), CECT 7635 (pFastBac-F-HisKdel) y CECT 7636
(pFastBac-FR-HisKdel).

Las proteinas recombinantes de las flagelinas se obtuvieron mediante dos mecanismos diferentes, por un lado,
utilizando baculovirus recombinantes mediante el uso del sistema comercial “Bac-to-Bac® Baculovirus system”
(Invitrogen, USA), siguiendo las instrucciones del fabricante y posteriormente transfectando células de insecto (utilizadas
como biobactoria) con dichos baculovirus recombinantes, para obtener las flagelinas recombinantes. El otro mecanismo
de obtencion de las flagelinas recombinantes fue mediante la obtencién de un plasmido recombinante especifico para la
transformacion de bacterias BL21(DE3)pLysS siguiendo las recomendaciones del fabricante (Invitrogen, Reino Unido).
Posteriormente la expresion de las proteinas recombianates de las flagelinas en dichas bacterias se indujo mediante la
adicion al medio de cultivo bacteriano de IPTG (isopropil-b-D-tiogalactésido, es un inductor artificial del gen lacz,
determinante de la B-galactosidasa).

Para la obtencion de las flagelinas recombinantes a partir de los baculovirus recombinantes generados, estos se
crecieron hasta alcanzar un titulo de 10° pfu/mL. Posteriormente, con dichos baculovirus recombinantes se transfectaron
durante 72 horas, células de insecto Sf21 y Sf9 de la especie Spodoptera frugiperda, que crecen en monocapa y
suspension, respectivamente. Transcurrido este tiempo se procedié a purificar las flagelinas recombinantes mediante
cromatografia de afinidad gracias a la cola de histidinas (Clontech-Takara Bio Europe, Francia; Amocol, Alemania) que
llevan incorporada todas las flagelinas expresadas.

Para la obtencion de las flagelinas recombinantes mediante la transformacién de bacterias, se procedié de la siguiente
manera. A partir de los plasmidos con las secuencias de las flagelinas de la invencion, y mediante digestion con las
enzimas de restriccion Bam HI y Hind 1ll, se aisl6 el fragmento de interés que contiene la flagelina de fusion junto con la
cola de histidinas y la secuencia KDEL, y se cloné mediante procedimientos estandar (rapid DNA ligation kit, Roche,
Espafa) en el vector pRSET-A (Invitrogen, Reino Unido), para dar lugar al plasmido recombinante pRSETA unido a la
secuencia de la flagelina de interés. Con el plasmido recombinante pRSETA se transformaron bacterias
BL21(DE3)pLysS siguiendo las recomendaciones del fabricante (Invitrogen, Reino Unido). La expresion de la proteina
en estas bacterias transformadas se indujo tras afiadir IPTG a una concentracion final de 1mM. La purificacion se realizo
mediante cromatografia de afinidad como se ha explicado previamente.

Ejemplo 2. Estudio in vitro de la actividad de las flagelina F y FR de Marinobacter.

Para analizar la actividad in vitro de las flagelinas recombinantes F y FR de Marinobacter obtenidas mediante el método
comercial “Bac-to-Bac® Baculovirus system” (Invitrogen, USA), se utilizaron células humanas de carcinoma de colon
CACO-2 que expresan el receptor TLR5 de forma constitutiva. Cuando TLR5 se activa en estas células induce la
activacion de MyD88 para finalmente secretar IL8 al medio extracelular [8-10].

Se cultivaron células CACO-2 (0.5 ml) en una placa de 24 pocillos (Nunc, Dinamarca) con una confluencia del 80% vy
una concentracién de 5x10° células/pocillo. Posteriormente se afiadid al medio de cultivo las proteinas recombinantes
de las flagelinas STF (Salmonella typhimurium) utilizadas como control positivo, F y FR (Marinobacter algicola) a una
concentracion final de 1 ug/mL, y se incubaron durante 18 horas a 37° C en atmosfera al 5% de CO2. Como controles
negativos se utilizaron muestras a las que no se les afiadié nada (MOCK) y otras a las que se les afiadié PBS.
Transcurrido dicho tiempo, se recogieron los sobrenadantes y 100 uL de los mismos se usaron en la determinacién de
los niveles secretados de la citocina IL-8 mediante ELISA, siguiendo las instrucciones del fabricante (eBioscience, Ltd,
Reino Unido). La densidad 6ptica se midié a 490 nm tras detener la reaccion de revelado.

Los niveles de IL-8 secretados por las células CACO-2 cultivadas en presencia de las distintas flagelinas, se muestran
en la Figura 1. Las flagelinas F y FR de Marinobacter inducen la secrecién de IL-8, mediante la activacion de TLRS5, a
unos niveles similares a los que induce la flagelina de Salmonella typhimurium (STF) sola o en fusién con el péptido
4DUD (STF4DUD). Por otro lado, los controles negativos de CACO-2 (PBS y MOCK) muestran una densidad optica
muy baja, lo que indica la validez del ensayo. Los valores representados corresponden a las medias aritméticas de dos
ensayos independientes.
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Ejemplo 3. Estudio “in vivo” de capacidad vacunal e inmunogenicidad de las flagelinas de fusiéon de
Marinobacter Fy FR unidas a 4 copias en tandem del epitopo DUD.

Para analizar in vivo la capacidad vacunal e inmunogenicidad de las flagelinas F y FR de Marinobacter obtenidas
mediante el método comercial “Bac-to-Bac® Baculovirus system” (Invitrogen, USA), se han inmunizado por la via
subcutanea (sc), grupos de 5 ratones con 30 ug de las flagelinas de fusién purificadas STF4DUD (Salmonella
typhimurium), FADUD y FR4DUD (Marinobacter algicola). También se ha inmunizado por via intranasal (in) un grupo de
5 ratones con la proteina F4ADUD. Como grupo control se han inoculado 5 ratones con el tetrapéptido DUD (4DUD). Se
aplicaron 3 inmunizaciones, sin adyuvantes, a los dias 0, 15 y 30 del ensayo, y se obtuvieron muestras de sangre de
todos los animales, antes de cada inmunizacion y 15 dias después de la dltima inmunizacion, si bien los estudios
serolégicos de la presencia de anticuerpos se realizaron con los sueros tras la segunda inmunizacion.

De la sangre extraida a cada uno de los grupos de animales que incluyen el ensayo, se aisl6 el suero y fue analizado
mediante ELISA indirecto sobre placas de de plastico Maxisorp de 96 pocillos (Nunc, Dinamarca) tapizadas con 500 ng
de proteina purificada p54, la cual contiene el epitopo DUD. La proteina se deja adsorber a 4°C durante toda la noche.
El andlisis se realizé usando 100 uL/pocillo, partiendo de una dilucion 1/100 de los sueros y diluciones seriadas a la
mitad (1/100, 1/200, 1/400, 1/800, 1/1600, 1/3200, 1/6400, 1/12800) con buffer BSA-PBST, compuesto de 2%-BSA
(albimina de suero bovino) en buffer fosfato al 0,1% de Tween 20 (PBST). Las diluciones de los sueros se dejan
incubar durante 60 minutos, y posteriormente se lavan los pocillos con 300 uL de PBST. Después, los pocillos se
incubaron durante 60 minutos con 100 uL de anticuerpo monoclonal de raton anti-lgG conjugado con HRP (peroxidasa
de rabano) a una diluciéon 1/2000 (Amersham, UK). Después los pocillos se lavaron con buffer PBST. Para el revelado,
se afiadieron 100 uL/pocillo de ABTS (2,2'-azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid)) (KPL, EEUU). La reaccién
de la peroxidasa se deja desarrollar durante 15 minutos a temperatura ambiente, y se mide la densidad 6ptica a 405 nm
en un lector de ELISA (Multiskan EX, Thermo Electron Corp, EEUU).

En la figura 2 se muestra la presencia de anticuerpos IgG anti-DUD presente en los sueros de los distintos grupos de
ratones a dia 30, usando una diluciéon 1/100 de dichos sueros. En dicha figura se pone de manifiesto, que las flagelinas
de Marinobacter, cuando se inoculan por via subcutanea, inducen una respuesta inmune humoral frente al epitopo DUD
tan potente como lo hace la flagelina STF de Salmonella typhimurium, mientras que el péptido 4DUD por si solo, no es
capaz de inducir anticuerpos. Los datos representados en la figura 2 corresponden a las medias aritméticas de todos los
animales dentro de cada grupo. Asi, la Tabla 1 muestra los maximos y minimos de densidad éptica media a 405nm para
cada grupo de muestras de suero de ratones. Por otro lado, la respuesta de anticuerpos IgG inducida por FADUD
cuando se inocula por via intranasal (in) es muy buena, aunque ligeramente inferior (en la media aritmética) a la
obtenida por via subcutanea (sc) (figura 2 y tabla 1).

Tabla 1. Medias aritméticas de los valores maximos y minimos de anticuerpos IgG anti-DUD presente en los sueros de
los ratones inmunizados con las flagelinas de fusion FR4DUD, FADUD STF4DUD y FAFUDin (intranasal).

Maximo Minimo
FR4DUD 2,28 1,63
FADUD 2,494 2,115
STF4DUD | 2,541 2,023
F4DUDin 2,144 1,236

Los sueros de los animales inmunizados con las flagelinas de Marinobacter (FADUD y FR4DUD) y Salmonella
typhimurium (STF4DUD) tienen anticuerpos IgG anti-4DUD a un titulo mayor de 1/12800 (figura 3), ya que los valores
de densidad éptica de todos los sueros estan por encima del punto de corte definido como 3 veces el valor de densidad
Optica del tetrapéptido 4DUD (figura 3). Estos datos nos indican que las flagelinas de fusion (con el epitopo DUD) de
Marinobacter, inducen una respuesta inmune muy potente contra dicho epitopo DUD, sin la ayuda de adyuvantes,
llegando a alcanzar titulos de anticuerpos mayores de 1/12800. Estos resultados indican que las flagelinas de
Marinobacter interaccionan de manera apropiada con TLR5, activando el sistema inmune de forma potente, de manera
similar a la flagelina de Salmonella typhimurium, pero sin tener los posibles perjuicios asociados a dichas flagelinas en
aquellos individuos que posean una inmunidad previa a Salmonella typhimurium.

Ejemplo 4. Estudio “in vivo” de capacidad vacunal de la flagelina de fusion de Marinobacter FR unida a 4 copias
en tandem del epitopo M2-2009.

En este ejemplo se ha estudiado la capacidad vacunal e inmunogénica “in vivo” de la flagelina FR de Marinobacter en
fusion transcripcional a 4 copias en tandem del péptido M2-2009 (SEQ ID NO:27) en el extremo 3’ (c-terminal) de dicha
flagelina FR. La secuencia del péptido M2 corresponde al virus de la gripe de la cepa pandémica A/Castilla-La
Mancha/GP13/2009(H1N1) (GenBank: FJ985750), y que en la presente invencion se ha denominado 4M2-2009 (SEQ
ID NO:27). Esta flagelina FR recombinante se ha obtenido a partir del plasmido pFastbac-FR-4M2-2009 (SEQ ID
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NO:29). A partir de este plasmido y mediante digestion con las enzimas de restriccion Bam HI y Hind lll, se aisl6 el
fragmento de interés que contiene la flagelina de fusién junto con la cola de histidinas y la secuencia KDEL (SEQ ID NO:
29), y se cloné mediante procedimientos estandar (rapid DNA ligation kit, Roche, Espafia) en el vector pRSET-A
(Invitrogen, Reino Unido), para dar lugar a un plasmido recombinante pRSETA-FR4M2-2009 (SEQ ID NO:33). Con este
plasmido recombinante se transformaron bacterias BL21(DE3)pLysS siguiendo las recomendaciones del fabricante
(Invitrogen, Reino Unido). La expresién de la proteina en estas bacterias transformadas se indujo tras afiadir IPTG a una
concentracion final de 1mM. La purificacion se realizé6 mediante cromatografia de afinidad.

Para evaluar la inmunogenicidad de la flagelina recombinante FR-4M2-2009, se inocularon por la via subcutanea (sc) 4
ratones con 10 ug de dicha flagelina purificada y como grupo control se inocularon 4 ratones con 10 ug del péptido 4M2-
2009 en PBS. Se aplicaron 2 inmunizaciones, sin adyuvantes, a los dias 0, y 15 del ensayo, y se obtuvieron muestras
de sangre de todos los animales, antes de cada inmunizacion y 15 dias después de la Ultima inmunizacion, si bien los
estudios seroldgicos de la presencia de anticuerpos se realizaron con los sueros tras la segunda inmunizacion.

De la sangre extraida se aisl6 el suero y fue analizado mediante ELISA indirecto sobre placas de de plastico Maxisorp
de 96 pocillos (Nunc, Dinamarca) tapizadas con 500 ng de una proteina carrier que contiene las 4 copias del péptido
M2-2009. El ELISA se realiz6 usando 100 pL/pocillo, partiendo de una dilucién 1/100 de los sueros y diluciones seriadas
a la mitad (1/100, 1/200, 1/400, 1/800, 1/1600, 1/3200, 1/6400, 1/12800) con buffer BSA-PBST, y realizando los pasos
explicados previamente.

En la figura 4 se muestra el nivel de anticuerpos IgG anti-4M2-2009 presente en los sueros de los 4 ratones estudiados
(R1, R2, R3 y R4). Se observa un titulo elevado de anticuerpos en los ratones inmunizados con FR-4M2-2009 respecto
a los ratones control (C1, C2, C3 y C4), indicando que esta flagelina es funcional y apropiada a la hora de generar una
respuesta inmune contra el epitopo 4M2-2009.

Ejemplo 5. Reactividad cruzada entre las flagelinas F y FR de Marinobacter y la flagelina STF de Salmonella.

Para el estudio de la reactividad cruzada que pueda existir entre las flagelinas de Marinobacter (F y FR) y la flagelina de
Salmonella thyphimurium (STF) (obtenidas mediante el método comercial “Bac-to-Bac® Baculovirus system” (Invitrogen,
USA)), se estudiaron todos los sueros de cada grupo de animales inmunizados con las distintas versiones de flagelinas-
4DUD. El estudio se realiza después de una pauta estandar de inmunizacion como se describe en el Ejemplo 2.

5.1. Reactividad cruzada frente la flagelina STF de Salmonella.

Para analizar la reactividad cruzada existente entre la flagelina STF y los anticuerpos anti-flagelinas F de Marinobacter y
STF de Salmonella, como control positivo, se tapizaron placas de cultivo de 96 pocillos, antes mencionadas, con 500 ng
de proteina STF purificada previamente mediante cromatografia de afinidad basada en la presencia de la cola de
histidinas, como se ha explicado anteriormente. La proteina STF purificada se deja adsorber sobre la placa de cultivo a
4°C durante toda la noche. Para el analisis se estudiaron los sueros de ratones inmunizados con la flagelina STF4DUD
(grupo de sueros A), como control positivo, y los sueros de ratones que contenian anticuerpos contra la flagelina F4ADUD
(grupo de sueros B) (figura 5). Se sigui6 el procedimiento de ELISA indirecto descrito anteriormente partiendo de los
sueros a una diluciéon 1/100 y haciendo diluciones seriadas a la mitad con el buffer BSA-PBST hasta alcanzar la dilucion
1/12800. El resultado (figura 5) muestra que los sueros de animales inmunizados con STF4DUD (grupo de sueros A)
contienen gran cantidad de anticuerpos anti-STF que se unen a la proteina purificada STF presente en la placa de
cultivo, alcanzando un titulo mayor de 1/12800. Por su parte, los sueros de ratones inmunizados con F4DUD (grupo de
sueros B) presentan una reactividad muy baja frente a la flagelina STF, con excepcion del suero B5 que es Unico que si
presenta reactividad, aunque con niveles de anticuerpos 32 veces menos que los controles positivos (grupo de sueros
A). Los titulos de anticuerpos IgG contra la flagelina F (grupo de sueros B) se muestran en la figura 6, donde se aprecia
que el suero B5 tiene mas titulo de anticuerpos que el resto de sueros de ese grupo. Sin embargo, la respuesta inducida
frente a DUD en cada uno de los ratones de ese grupo fue muy buena (representado en la figura 2). Por tanto, puede
haber muy buena inmunidad frente al epitopo que lleva en fusion la flagelina, pero una inmunidad heterogénea frente a
la flagelina vacunal.

Estos resultados indican que puede no haber reaccién cruzada entre los anticuerpos generados contra la flagelina F de
Marinobacter y la flagelina STF de Salmonella typhimurium, pero que, si existe, es 32 veces menor respecto de un suero
muy positivo (mayor de 1/12800).

También se ha ensayado la reaccién cruzada entre la flagelina STF de Salmonella y los anticuerpos anti-FR (grupo de
sueros C) (figura 7), mostrando un comportamiento similar al observado para los anticuerpos anti-F. S6lo uno de los
cinco sueros del grupo de ratones inmunizados con la flagelina FR4DUD (grupo de sueros C) presenta mas reactividad
cruzada frente STF (suero C3), aunque esta reactividad se puede cuantificar en 32 veces menos que los controles
positivos a STF. El suero C3 presenta mas titulo de anticuerpos anti-FR (3200>1gG>6400) que el resto de sueros de su
grupo (figura 8). Se puede decir que aquellos sueros mas positivos de animales inmunizados con la flagelina FR de
Marinobacter reconocerian en menor medida la flagelina de Salmonella typhimurium.

5.2. Reactividad cruzada frente a flagelina F de Marinobacter.

Para analizar la reactividad cruzada existente entre la flagelina F y los anticuerpos anti-flagelinas STF de Salmonella
typhimurium y F de Marinobacter, como control positivo, se realiz6 el mismo protocolo experimental detallado
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anteriormente, tapizandose la placa de cultivo con 500 ng de la flagelina F purificada mediante cromatografia de
afinidad. Se analizaron los sueros de ratones que contienen anticuerpos contra la flagelina STF4DUD (grupo de sueros
A) y los sueros de ratones que contienen anticuerpos contra la flagelina FADUD (grupo de sueros B), que serviran como
control positivo. El resultado (figura 6) muestra que los sueros de animales inmunizados con F4DUD (grupo de sueros
B) reaccionan positivamente al reconocimiento de la flagelina F, y se aprecia que la positividad va disminuyendo con la
dilucion de los sueros. Por otra parte, los sueros de ratones inmunizados con STFADUD (grupo de sueros A) presentan
una reaccion cruzada escasa con la flagelina F de Marinobacter, siendo muy débilmente positivos a una dilucién 1/100,
y teniendo entre 16 y 32 veces menos reactividad que los sueros con anticuerpos anti-flagelina F, que actian como
control positivo. Estos sueros anti-STF que dan esta escasa reactividad son, sin embargo, muy positivos para el
reconocimiento de STF (figuras 3 y 5) con titulos IgG anti-STF mayores de 1/12800, y que posiblemente alcancen
1/25600 (figura 5).

5.3. Reactividad cruzada frente a flagelina FR de Marinobacter.

Para analizar la reactividad cruzada existente entre la flagelina FR y los anticuerpos anti-flagelinas STF de Salmonella
typhimurium y FR de Marinobacter, como control positivo, se realizd el mismo protocolo experimental detallado
anteriormente, tapizdndose la placa de cultivo con 500 ng de la flagelina FR purificada mediante cromatografia de
afinidad. Se estudiaron los sueros de ratones que contienen anticuerpos contra la flagelina FR4DUD (grupo de sueros
C) y los sueros de ratones que contienen anticuerpos contra la flagelina STF4DUD (grupo de sueros A). El resultado
(figura 8) muestra que los sueros de animales inmunizados con FR4DUD (grupo de sueros C) reaccionan positivamente
al reconocimiento de la flagelina FR, y se aprecia que la positividad va disminuyendo con la dilucién de los sueros. Por
otra parte, los antisueros que reconocen la flagelina STF (grupo de sueros A) (tras la inmunizaciéon con STF4DUD), no
reconocen practicamente la flagelina FR, suponiendo entre 64 y 128 veces menos reconocimiento que los sueros
positivos con anticuerpos anti-STF, los cuales son muy positivos para la deteccién de STF (figuras. 3 y 5) con titulos 1gG
anti-STF mayores de 1/12800, y que posiblemente alcancen 1/25600 (figura 5).

5.4. Reactividad cruzada frente a flagelina F de los sueros anti-flagelinas F y FR de Marinobacter.

Para analizar la reactividad cruzada existente entre ambas flagelinas de Marinobacter, se realiz6 un ELISA utilizando
sueros de ratones que contienen anticuerpos anti-flagelinas de Marinobacter FR y F, estos dltimos como controles
positivos. Se tapizaron placas de cultivo de 96 pocillos con 500 ng de la flagelina F purificada mediante cromatografia de
afinidad. Se analizaron sueros de ratdn que contiene anticuerpos contra la flagelina FR4DUD y sueros de raton que
contienen anticuerpos contra la flagelina FADUD (control positivo). El resultado (figura 9) muestra que el suero anti-FR
(barras enladrilladas) tiene una densidad oOptica de 0,838, un poco menor que la obtenida por el control positivo (barras
negras) con una densidad Optica de 1,14, siendo estos valores los correspondientes a la dilucion 1/100 del suero. El otro
suero analizado con anticuerpos anti-F4DUD (barras con lineas negras oblicuas) presenta un valor a dilucion 1/100 de
densidad 6ptica de 0.329, lo que indica que no se ha comportado como un buen control positivo, porque aun siendo
positivo tiene menos anticuerpos que su homologo (barras negras, densidad 6ptica de 1,14).

En resumen, estos resultados indican la flagelina F de Marinobacter tiene una reactividad cruzada algo menor, pero
considerable, frente a los anticuerpos anti-flagelina FR que respecto a los anticuerpos anti-flagelina F. Esto se puede
explicar por la homologia de secuencia de aminoacidos entre ambas flagelinas F y FR de Marinobacter.

En la presente invencion, se han obtenido resultados sobre el reconocimiento muy escaso de la flagelina de Salmonella
typhimurium (STF) por parte de sueros anti-flagelina F de Marinobacter (figura 6) y, en especial, el practicamente nulo
reconocimiento de STF por parte de anticuerpos anti-FR de Marinobacter. Estos hechos se podrian explicar por las
diferencias de homologia de secuencias aminoacidicas entre proteinas. La flagelina de Salmonella debe poseer
determinantes antigénicos inmunodominantes contra los que se producen anticuerpos, y estos determinantes, o no
estan presentes en las flagelinas F y FR, o algin cambio de secuencia de aminoacidos no les permite ser reconocidos.
Es importante indicar que en la pauta de inmunizacién contra STF4ADUD no han aparecido anticuerpos frente a regiones
de interaccion con TLR5, puesto que si estos existieran darian positivo en la reactividad frente a sueros anti-F y anti-FR.

La existencia de anticuerpos anti-flagelina de Salmonella typhimurium por infecciones previas o por el uso vacunal
previo de la flagelina de Salmonella, puede inhibir de forma progresiva hasta la anulacién total la funcionalidad de
vacunas basadas en la flagelina de Salmonella typhimurium. En este sentido, la presente invencidon nos permite
concretar la administracion de las flagelinas F y FR (preferentemente) vacunales de Marinobacter a individuos con gran
cantidad de anticuerpos anti-flagelina de Salmonella con seguridad de que las flagelinas vacunales de Marinobacter no
van a ser reconocidas por los anticuerpos preformados contra la flagelina de Salmonella typhimurium, generados tras un
procedimiento de inmunizacion con elevadas dosis de flagelina de Salmonella typhimurium como el descrito.

Asi, individuos de cualquier especie expuestos a Salmonella typhimurium, o vacunados con la flagelina de Salmonella
typhimurium, que presenten cierto titulo de anticuerpos preformados contra ésta flagelina de Salmonella, se podrian
vacunar con las flagelinas de Marinobacter (F o FR), en pautas de inmunizacion estandar, con la seguridad de que estas
flagelinas vacunales de Marinobacter no van a ser reconocidas por los anticuerpos preformados anti-flagelina de
Salmonella typhimurium. Por otro lado, en aquellos individuos no expuestos a Salmonella typhimurium previamente, se
podria usar otra estrategia vacunal administrando inicialmente cualquiera de las dos flagelinas de Marinobacter (F o FR)
y posteriormente administrar otra vacuna basada en la flagelina de Salmonella, o viceversa, es decir, administrar la
flagelina vacunal de Salmonella y posteriormente la flagelina vacunal de Marinobacter. Asi, se potenciaria el uso de
estas vacunas para multiples antigenos sin restar eficacia por seroneutralizacion cruzada entre flagelinas. Estos
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resultados, por tanto, permiten establecer nuevas estrategias de administracion de mdltiples vacunas basadas en
flagelinas, aplicando Unicamente las vacunas de flagelinas de Marinobacter, o en conjuncién con vacunas de flagelina
de Salmonella.
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<222> (1)..(1566)

<220>

<221> caracteristica

<222> (1525)..(1545)

<223> Region que codifica para una cola de histidinas

<220>

<221> caracteristica

<222> (1553)..(1563)

<223> Regidn que codifica para la secuencia KDEL

<400> 1
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atgoctcaga tcatcaacac caatattgeg tcgotgaatg cacagcocgaaa cctgaatact 60
tcgecaggaag actccaacgt tgeocctgoag cgactgtecat cecggectgog tatcaacteco 120
gccaaggacg acgccgecgg actggccatc tccgagegat tcacatcgceca gatcaaaggt 180
ctcaaccagyg ccattcgaaa cgccaatgac ggtatttcce tggetcagac cgeccgaagge 240
gcectgggeg aatceggaaa catcctgeoag cgeatceoggg aactegcocogt acagtecgec 300
aacgctacca actccgecatc tgacaggaag gcoccctgcagt ctgaagtaaa ccagctaaaa 360
ggtgagctcg agegeattge caccaccacc gaattcaacg gactgaaact tctggacgge 420
accttccagg ctcagaagtt ccaggctggce gcoccaacgaaa accagagecat cgoogtttec 480
atcgaaggtg cccgaacege cgacctagea aacaacacgce tcgacgctge caacgcaacco 540
ctgaaccagg gcaccggttc aacaacggcoca gogaatgega cgttaccoge acaaaacacg 600
atcgccacge agaatctcac catttcocage togetggaca gecaggtggt - goccattaca 660
gcaggtgaca cagcggaaga catcgecgea gccatcaacg acattggtge cacgacgggt 720
gtgaacgcaa cggoaagaac atcggcgace ctgagcaaca ccgctaccac gocaatcgeco 780
gtgectcaaa ccgtatecget cacgetttec aacggtagca gttcagcaac catttecocgeg 840
cagatcaccg atgcgaacga cctctcageca attgcacgtg aggtgaacge agettcegge 900
aagaccggca ttaccgegga agtcocgectaac gacggcocagca tcacgcetgat tcaggagcaa 9560
ggtaaagaca tcactattga agactttacc gcagcgggct ctcagcaact ggcoggtacag 1020
ggtagtggeg atccaagtge catcgaactg acaaacggtg gtgocaatge cacacgtate 1080
geoggggaat tgacactgga ctectcegtt agettegegg cgacgtcetga cgocacccetg 1140
gceogecaggeca gegttctgaa cagtgcacag aataccgeceg ccocggctccac acctgaagaa 1200
gtggecaggta ttgatataag caccgttgac ggcogecaacca gtgecacttge agttgtggat 1260
geggecattgg aaaccatcag tggeattegt gecgatctgg geogeocogeogea gaatcgacte 1320
gagtcogacca ttgocaacct gagtacgacc tctgagaacc tttecggoccocge gegttocgega 1380
attegtgatg cagactttge cgccgaatec geggaactcg ccogcaccca agbgectcocag 1440
caggctgget tgteggtatt ggocccaggece aacgcoaagac cgecagoaggt tcetgecagetg 1500
ctgecagggtg catgeggtte tagacatcac caccaccate accatgetag aaaagatgaa 560
ctgtaa 566

<210> 2

<211>521

<212> PRT

<213>Marinobacter algicola (DG893)

<220>
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<221> Flagelina F
<222> (1)..(521)

<220>

<221> CARACTERISTICA
<222> (509)..(515)

<223> Cola de histidinas

<220>

<221> CARACTERISTICA
<222> (518)..(521)

<223> Secuencia KDEL

<400> 2

Met Pro Gln Ile Ile Asn Thr Asn Ile Ala Ser Leu Asn Ala Gln Arg
1 5 10 15

Asn Leu Asn Thr Ser Gln Glu Asp Ser Asn Val Ala Leu Gln Arg Leu
20 25 30

Ser Ser Gly Leu Arg Ile Asn Ser Ala Lys Asp Asp Ala Ala Gly Leu
35 40 45
Ala Ile Ser Glu Arg Phe Thr Ser Gln Ile Lys Gly Leu Asn Gln Ala

50 55 60

Ile Arg Asn Ala Asn Asp Gly Ile Ser Leu Ala Gln Thr Ala Glu Gly
65 70 75 BO

Ala Leu Gly Glu Ser Gly Asn Ile Leu Gln Arg Ile Arg Glu Leu Ala
85 90 95

Val Gln Ser Ala Asn Ala Thr Asn Ser Ala Ser Asp Arg Lys Ala Leu
100 105 110
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Gln Ser Glu Val Asn Gln Leu Lys Gly Glu Leu Glu Arg Ile Ala Thr
115 120 125

Thr Thr Glu Phe Asn Gly Leu Lys Leu Leu Asp Gly Thr Phe Gln Ala
130 135 140

Gln Lys Phe Gln Ala Gly Ala Asn Glu Asn Gln Ser Ile ARla Val Ser
145 150 155 160

Ile Glu Gly Ala Arg Thr Ala Asp Leu Ala Asn Asn Thr Leu Asp Ala
165 170 175

Ala Asn Ala Thr Leu Asn Gln Gly Thr Gly Ser Thr Thr Ala Ala Asn
180 185 1390

Ala Thr Leu Pro Ala Gln Asn Thr Ile Ala Thr Gln Asn Leu Thr Ile
195 200 205

Ser Ser Ser Leu Asp Ser Gln Val Val Pro Ile Thr Ala Gly Asp Thr
210 215 220

Ala Glu Asp Ile Ala Ala Ala Ile Asn Asp Ile Gly Ala Thr Thr Gly
225 230 ‘ 235 240

Val Asn Ala Thr Ala Arg Thr Ser Ala Thr Leu Ser Asn Thr Ala Thr
245 250 255

Thr Pro Ile Ala Val Pro Gln Thr Val Ser Leu Thr Leu Ser Asn Gly
260 265 270

Ser Ser Ser Ala Thr Ile Ser Ala Gln Ile Thr Asp Ala Asn Asp Leu
275 280 285

Ser Ala Ile Ala Arg Glu Val Asn Ala Ala Ser Gly Lys Thr Gly Ile
290 295 300

Thr Ala Glu Val Ala Asn Asp Gly Ser Ile Thr Leu Ile Gln Glu Gln
305 310 315 320

Gly Lys Asp Ile Thr Ile Glu Asp Phe Thr Ala Ala Gly Ser Gln Gln
325 330 335

Leu Ala Val Gln Gly Ser Gly Asp Pro Ser Ala Ile Glu Leu Thr Asn
340 345 350

Gly Gly Ala Asn Ala Thr Arg Ile Ala Gly Glu Leu Thr Leu Asp Ser
355 360 365

Ser vVal Ser Phe Ala Ala Thr Ser Asp Ala Thr Leu Ala Ala Gly Ser
370 375 380

Val Leu Asn Ser Ala Gln Asn Thr Ala Ala Gly Ser Thr Pro Glu Glu
385 390 395 400

Val Ala Gly Ile Asp Ile Ser Thr Val Asp Gly Ala Thr Ser Ala Leu
405 410 415

Ala Val Val Asp Ala Ala Leu Glu Thr Ile Ser Gly Ile Arg Ala Asp
420 425 430

Leu Gly Ala Ala Gln Asn Arg Leu Glu Ser Thr Ile Ala Asn Leu Ser
435 440 445

Thr Thr Ser Glu Asn Leu Ser Ala Ala Arg Ser Arg Ile Arg Asp Ala

19



10

15

20

ES 2569417 T3

450 455

Asp Phe Ala Ala Glu Ser Ala Glu
465 470

Leu

460

Ala Arg Thr Gln Val Leu Gln
475 480

Gln Ala Gly Leu Ser Val Leu Ala Gln Ala Asn Ala Arg Pro Gln Gln

485

Val Leu Gln Leu Leu Gln Gly Ala
500

His His His Ala Arg Lys Asp Glu
515 520

<210>3

<211> 1557

<212> DNA

<213> Marinobacter algicola (DG893)

<220>
<221> Flagelina FR
<222> (1)..(1557)

<220>

<221> caracteristica

<222> (1516)..(1536)

<223> Region que codifica para una cola de histidinas

<220>

<221> caracteristica

<222> (1543)..(1554)

<223> Regidn que codifica para la secuencia KDEL

<400> 3

Cys
505

Leu

20

490 495

Gly Ser Arg His His His His
510



atggctcteg
teccaggage
gccaaggacg
ctgaatgttyg
gctctggaag
aactctacca
caagagcttg
agcttcactyg
gtaactggeg
actgtcagtec
aacaatacga
ggtattacce
acgactggtyg
ggtacggttt
acgaccactg

gttacggcetg

cgtctgcagg
ggtgacccat
tctgttgaat
ggtagcatte
tectatcgaca
ctggagcaga
acgatcgecca
gatgcagacﬁ
ggtatctetg
gcatgeggtt
<210> 4

<211>518
<212> PRT

gtattaacac
tttectaaceca
atgctgcetgg
cccagogtaa
daaccaccaa
actcttette
atcgtattge
cccagteatt
ctegtggtge

agggcacggg

ttgctacaca
agggcgatac
taacggctac
cctttacget

acctgggtge

aagcaaacgg

actttgcocaa
cagcggttac
tegectotte
tgaacgtege
tcggtactgt
tcagtggtat
acctgagecac
tegeatotga
tactggecaca

ctagacatca

ES 2569417 T3

taacgttgeg
agctctggag
ccttgeaatt
cgccaacgac
catcctgcag
cgaccgctet
cggtaccacc
ccaggttggt
cgacottggt
ttctgttgea
gaacatcaceg
tgcagaagcg
ggcatccace
tggcagtggt
gctqgccaaa

tggcgaaate

ctcaggtaac
tttgaccget
cggtgeatte
agcecgacace
tgogggeget
ccgegeogat
aactgccgaa
aactgctaag
ggcgaatgee

ccaccaccat

<213> Marinobacter algicola (DG893)

<220>

<221> Flagelina FR

<222> (1)..(518)

tcactgtcag
cgtctgtett
tcg;cccgtt
ggtatttece
cgcateccogtg
gcacttcagg
cagtttaacg
gccaacgcta
aaCaacaccqg
gtogeoggecg
gtttectggaa
attgoggotg
acggcaaccc
ggcgacacag
gcgatcaacyg

acactgacecec

gcgacecggta
ggcagcactg
tcagtaagct
gtggttggtt
aacagcgcaa
ctgggtgctg
aacctgtegg
ctgtecaagyg
cgtcecacage

caccatgecta

21

ctcagaacca
ccggtetgeg
ttecagtcceca
tggctcagac
agctgtctgt
gcgaagtaaa
goctcaacct
accagaccat
tatceggtga
ctgatgtgge
ctgaaggetc
ctgttaacge
tegetggtet
cgaccatcte

atacctcagg

aggctgatgg

cocgocacget
acagcacgat
cctetgtege
ccaacctcca
tegagattge
cccagaaccg
ccgctaacag
cgcaggttet
aggttctgte

gaaaagatga

gctgaacaaa
catcaactce
gatctetggt
tgectgaaggt
tecagtecggec
ccagctgaag
tctggatgge
cteggtetet
aagtgatacc
aaccgttgee
tgaggtcate
tgaaaccgge
gtetgacgat
cgcagcggta
caccactggt

caaagacatec

gcagggcage
tgettetgge
agagactgec
gtcagtgtet
agatgegget
gttogagtet
ceggattetg
ccagcaaget
cctoctgeag

actgtaa

&0

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1557
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<220>

<221> CARACTERISTICA
<222> (506)..(512)

<223> Cola de histidinas

<220>

<221> CARACTERISTICA
<222> (514)..(518)

<223> Secuencia KDEL
<400> 4

Met Ala Leu Gly
1l

Gln Leu Asn Lys
20

Ser Ser Gly Leu
Ala Ile Ser Thr
50

Gln Arg Asn Ala
65

Ala Leu Glu Glu
Val Gln Ser Ala
100

Gln Gly Glu Vval
115

Ile

Ser

Arg

Arg

Asn

Thr

85

Asn

Asn

Asn

Gln

Ile

Phe

Asp

Thr

Ser

Gln
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Thr

Glu

Asn

Gln

55

Gly

Asn

Thr

Asn

Leu

Ser

40

Ser

Ile

Ile

Asn

Lys
120

Val

Ser
25

Ala

Gln

Ser

Leu

Ser

105

Gln

22

Ala
10

Asn

Lys

Ile

Leu

Gln

20

Ser

Glu

Ser

Gln

Asp

Ser

Ala

75

Arg

Ser

Leu

Ala

Asp

Gly

60

Gln

Ile

Asp

Asp

Ser

Leu

Ala

45

Leu

Thr

Arg

125

Ala

Glu

30

Ala

Asn

Ala

Glu

Ser

110

Ile

Gln
15

Arg
Gly
Val
Glu
Leu
95

Ala

Ala

Asn

Leu

Leu

Ala

Gly

Ser



Thr

Gln

145

Val

Glu

Ala

Ile

Gly

225

Thre

Thr

Ala

Ala

305

Leu

Thr

Ala

Asn

385

Ser

Ala

Ala

Ala

Ala

Thr
130
Ser
Thr
Sar
Ala
Thr
210
Asp

Thr

Ser

Lys
290

Asn

Leu

Gln

Asp

Phe

370

Val

Ile

Asp

Ala

Glu

450

Ser

Gln

Phe

Gly

Asp

Asp

195

Val

Thr

Gly

Asp

Thr

275

Ala

Gly

Gln

Gly

Ser

355

Ser

Ala

Asp

Ala

Gln

435

Asn

Glu

Phe

Gln

Ala

Thr

180

Val

Ser

Ala

Val

ASp

260

Ila

Ile

Gly

Asp

Ser

340

Thr

Val

Ala

Ile

Ala

420

Asn

Leu

Thr

Asn Gly Leu

val

Arg

165

Thr

Ala

Gly

Glu

Thr

245

Gly

Ser

Asn

Glu

Phe

325

Gly

Ile

Ser

Asp

Gly

405

Leu

Arg

Ser

Ala

Gly

150

Gly

Val

Thr

Thr

Ala

230

Ala

Thr

Ala

Ile

310

Ala

Asp

Ala

Ser

Thr

3590

Thr

Glu

Fhe

Ala

Lys

135

Ala

Ala

Sar

Val

Glu

215

Ile

Thr

Val

Ala

Thr

295

Thr

Pro

Ser

Ser

375

Val

Val

Gln

Glu

Ala

455

Leu
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Asn

Asn

Asp

Gln

Ala

200

Gly

Ala

Ala

Sar

Val

280

Ser

Leu

Ser

Ser

Gly

360

val

Val

Ala

Ile

Ser

440

Asn

Ser

Leu

Ala

Gly

185

Asn

Ser

Ala

Ser

Phe

265

Thr

Gly

Thr

Gly

Ala

345

Ser

Ala

Gly

Gly

Ser

425

Thr

Ser

Lys

Leu

Asn

Gly

170

Thr

Asn

Glu

Ala

Thr

250

Thr

Thr

Thr

Gln

Asn

330

Vval

Val

Glu

Ser

Ala

410

Gly

Ile

Ala

23

Asp

Gln

155

Asn

Gly

Thr

Val

Val

235

Thr

Leu

Thr

Thr

Ala

315

Ala

Thr

Glu

Thr

Asn

395

ASn

Ile

Ala

Ile

Gln

Gly

140

Thr

Asn

Sar

Ile

Ile

220

Asn

Ala

Gly

Asp

Gly

300

Asp

Thr

Leu

Phe

Ala

380

Lau

Ser

Arg

Asn

Leu

460

Val

Ser

Ile

Thr

Val

Ala
205

Gly

Ala

Thr

Ser

Leu

285

val

Gly

Gly

Thr

Ala

365

Gly

Gln

Ala

445

Asp

Leu

Phe

Ser

val

Ala

130

Thr

Ile

Glu

Leu

Gly

270

Gly

Thr

Lys

Thr

Ala

350

Ser

Ser

Ser

Ile

Asp

430

Ser

Ala

Gln

Thr
Val
Ser
175

Val

Gln

Thr

Ala

255

Gly

Ala

Ala

Asp

Ala

335

Gly

Ser

Ile

vVal

Glu

415

Leu

Thr

Asp

Gln

Ala

Ser

160

Gly

Ala

Asn

Gln

Gly

240

Gly

Asp

Leu

Glu

Ile

320

Thr

Ser

Gly

Leu

Ser

400

Ila

Gly

Thr

Phe

Ala
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465 470

480

Gly Ile Ser Val Leu Ala Gln Ala Asn Ala Arg Pro Gln Gln Val Leu

495

Ser Leu Leu Gln Ala Cys Gly Ser Arg His His His His His His His

485
500 505
Ala Arg Lys Asp Glu Leu
515
<210>5
<211> 1884
<212> DNA

<213> Marinobacter algicola (DG893)

<220>
<221> Flagelina F4ADUD
<222>(1)..(1884)

<220>

<221> caracteristica

<222> (1516)..(1590)
<223> Epitopo DUD

<220>

<221> caracteristica

<222> (1597)..(1671)
<223> Epitopo DUD

<220>

<221> caracteristica

<222> (1678)..(1752)
<223> Epitopo DUD

<220>

<221> caracteristica

<222> (1759)..(1833)
<223> Epitopo DUD

<220>

<221> caracteristica

<222> (1834)..(1863)

<223> Secuencia que codifica para una cola de histidinas

<220>

<221> caracteristica

<222> (1870)..(1881)

<223> Secuencia que codifica para la secuencia KDEL

<400>5

24

510



atgecctcaga
tegcaggaag
gccaaggacg
ctcaaccagg
gccctgggeg
aacgctacca

ggtgagctcg

tcatcaacac
actocaacgt
acgocgocgg
ccattcgaaa
aatccggaaa
actcegecate

agcgcattge

ES 2569417 T3

caatattgeg
tgocetgeag
actggcecate
cgccaatgac
catecctgecag
tgacaggaag

caccaccacc

tcgetgaatg
cgactgtcat
tccgagegat
ggtatttece
cgcatooggyg
gcecctgcagt

gaattcaacg

25

cacagcgaaa
ceggectgeg
tcacategea
tggctcagac
aactocgecgt
ctgaagtaaa

gactgaaact

cctgaatact
tatcaactec
gatcaaaggt
cgecgaaggce
acagtecgec
ccagctaaaa

tctggacgge

60

120

180

240

300

360

420



10

accttocagg
atecgaaggtg
ctgaaccagg
ategcecacge
gcaggtgaca
gtgaacgcaa
gtgectcaaa
cagatcaccg
aagaccggca
ggtaaagaca
ggtagtggeg
geoggggaat
gocogeaggea
gtggcaggta
geggeattgg
gagtegacca
attcgtgatg
caggctgget
ctgcagggtg
tcacaaacaa
gtcactacte
cogactgage
attgaaaatt
gctteacaaa
cattectagaa

<210>6
<211> 626
<212> PRT

ctecagaagtt
ccocgaaccgoe
gcaccggtte
agaatctcac
cagcggaaga
cggcaagaac
cegtataeget
atgcgaacga
ttacecgegga
tcactattga
atcecaagtge
tgacactgga
gcgttectgaa
ttgatataag
aaaccatcag
ttgcoccaacet
cagactttge
tgtcggtatt
catgccatce
tgtcggetat
agaacactge
cttacacgac
tactegagea
caatgtegge

aagatgaact

ES 2569417 T3

ccaggectgge
cgacctagca
aacaacggca
catttecage
catcgoccgea
atcggocgace
cacgctttoe
cctctcagea
agtcgctaac
agactttace
catcgaactg
ctectcegtt
cagtgcacag
caccgttgac
tggcattogt
gagtacgace
cgccgaatcc
ggcccaggce
gactgagcct
tgaaaattta
ttcacaaaca
agtcactact
tececgactgag
tattgaaaat

gtaa

<213> Marinobacter algicola (DG893)

<220>

<221> Flagelina FADUD

<222> (1)..(626)

<220>

<221> CARACTERISTICA

<222> (506)..(530)

goccaacgaaa
aac aacacgc
gcgaatgega
tegetggaca
geccatcaacg
ctgagcaaca
aacggtagca
attgcacgtg
gacggcagca
gcagegggcet
acaaacggtg
agettegegy
aataccgccg
ggcgcaacea
gccgatctgg
tetgagaace
gcggaactcg
aacgcaagac
tacacgacag
ggtaccecatec
atgteggeta
cagaacactg
ccttacacga

ttacaccatc

26

accagagecat
tegacgectge
cgttacecege
gccaggtggt

acattggtge

cegctaceac
gttcagecaac
aggtgaacgc
tcacgctgat
ctcagcaact
gtgccaatge
cgacgtctga
ccggctccac
gtgcacttge
gcgoogogea
ttteggecoge
cccgcaccca
cgcagcaggt
tcactacteca
cgactgagecc
ttgaaaattt
cttcacaaac
cagtcactac

accatcacca

cgoegtttee
caacgcaacc
acaaaacacyg
geccattaca
cacgacgggt
gccaatcgec
cattteegeg
agcttocogge
tcaggagcaa
ggcggtacag
cacacgtatc
cgecacectyg
acctgaagaa
agttgtggat
gaatecgactc
gegttegega
agtgctcecag
tctgeagetg
gaacactgct
ttacacgaca
agctagccat
aatgtcgget
tcagaacact

tcaccatcac

480
540
600
660
720
780
840
S00
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860

1884
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<223> Epitopo DUD

<220>

<221> CARACTERISTICA
<222> (533)..(557)

<223> Epitopo DUD

<220>

<221> CARACTERISTICA
<222> (560)..(584)

<223> Epitopo DUD

<220>

<221> CARACTERISTICA
<222> (587)..(611)

<223> Epitopo DUD

<220>

<221> CARACTERISTICA
<222> (612)..(621)

<223> Cola de histidinas

<220>

<221> CARACTERISTICA
<222> (624)..(627)

<223> Secuencia KDEL

<400> 6

ES 2569417 T3

27



Met

Asn

Ser

Ala

Ile

65

Ala

Val

Ser

Lys
145
Glu

Asn

Thr

Pro

Leu

Ser

Ile

50

Leu

Gln

Glu

Glu

130

Phe

Ala

Leu

Gln

Asn

Gly

Ser

Asn

Gly

Ser

Val

115

Fhe

Gln

Ala

Thr

Pro
195

Ile

Thr

20

Leu

Glu

Ala

Glu

Asn

100

Asn

Asn

Ala

Arg

Leu

180

Ala

Ile

Ser

Asn
Ser
85

Ala
Gln
Gly
Gly
Thr
165

Asn

Gln

Asn

Gln

Ile

Phe

Asp

Gly

Thr

Leu

Leu

Ala

150

Ala

Gln

Asn

ES 2569417 T3

Thr

Glu

Asn

Thr

55

Gly

Asn

Asn

Lys

Lys

135

F.5-3,1

Asp

Gly

Thr

Asn

Asp

Ser

40

Ser

Ile

Ile

Ser

Gly

120

Leu

Glu

Leu

Thr

Ile
200

Ile

Ser

25

Ala

Gln

Ser

Leau

Ala

105

Glu

Leu

Asn

Ala

Gly

185

Ala

28

Ala

10

Asn

Lys

Ile

Leu

Gln

90

Ser

Leu

Asp

Gln

Asn

170

Ser

Thr

Ser

Val

Asp

Lys

Ala

75

Arg

Asp

Glu

Gly

Ser

155

Asn

Thr

Gln

Leu

Ala

Gly

Gln

Ile

Arg

Thr

140

Ilea

Thr

Thr

Asn

Asn

Leu

Ala

45

Leu

Thr

Arg

Lys

Ile

125

Phe

Ala

Leu

Ala

Leu
205

Ala

Gln

30

Ala

AsSn

Ala

Glu

Ala

110

Ala

Gln

Val

ASP

Ala

190

Thr

Gln
15

Arg
Gly
Gln
Glu
Leu
95

Leu
Thr
Ala
Ser
Ala
175

Asn

I]:E

Arg

Leu

Ala

Gly

Ala

Gln

Thr

Gln

Ile

160

Ala

Ala

Ser



Ser

Glu

225

Asn

Fro

Ser

Ala

Ala

305

Lys

Ala

Gly

Val

Leu

385

Ala

val

Gly

Thr

FPhe

465

Ala

Leu

val

Ser

210

Asp

Ala

Ile

Ser

Ile

290

Glu

Asp

Val

Ala

Ser

370

Asn

Gly

Vval

Ala

Ser

450

Ala

Gly

Gln

Thr

Gly
530

Leu

Ile

Thr

Ala

Ala

275

Ala

Val

Ile

Gln

Agn

355

Phe

Ser

Ile

Asp

Ala

435

Glu

Ala

Leu

Thr
515

Thr

Asp

Ala

Ala

val

260

Thr

Arg

Ala

Thr

Gly

340

Ala

Ala

Ala

Asp

Ala

420

Gln

Asn

Glu

Ser

Leu

500

Gln

His

Ser

Ala

Arg

245

Pro

Ile

Glu

Asn

Ile

325

Ser

Thr

Ala

Gln

Ile

405

Ala

Asn

Leu

Ser

Val

485

Gln

Asn

Pro

Gln

Ala

230

Thr

Gln

Ser

val

Asp

310

Glu

Gly

Arg

Thr

Asn

390

Ser

Leu

Arg

Ser

Ala

470

Gly

Thr

Thr

Val

215

Ile

Ser

Thr

Ala

Asn

295

Gly

Asp

Asp

Ile

Ser

375

Thr

Thr

Glu

Leu

Ala

455

Glu

Ala

Ala

Ala

Glu
535

ES 2569417 T3

val

Asn

Ala

Val

Gln

280

Ala

Ser

Phe

Pro

Ala

360

Asp

Ala

Val

Thr

Glu

440

Ala

Leun

Gln

Cys

Ser

520

Pro

Pro

Asp

Thr

Ser

265

Ile

Ala

Ile

Thr

Sar

345

Gly

Ala

Asp

Ile

425

Ser

Arg

Ala

Ala

His

505

Gln

Tyr

Ile

Ile

Leun

250

Thr

Ser

Thr

Ala

330

Ala

Glu

Thr

Gly

Gly

410

Ser

Thr

Ser

Asn
490
Pro

Thr

Thr

29

Thr
Gly
235
Ser
Thr
Asp
Gly
Leu
315
Ala

Ile

Leu

Sear
395
Ala

Gly

Ile

Thr
475
Ala

Thr

Thr

Ala Gly Asp

220

Ala

Asn

Leu

Ala

Lys

300

Ile

Gly

Glu

Thr

Ala

380

Thr

Thr

Ile

Ala

Ile

460

Gln

Glu

Ser

Val
540

Thr

Thr

Ser

Asn

285

Thr

Gln

Ser

Leu

Leu

365

Ala

Pro

Ser

Arg

Asn

445

Arg

val

Pro

Pro

Ala

525

Thr

Thr

Ala

Asn

270

Asp

Gly

Glu

Gln

Thr

350

Azp

Gly

Glu

Ala

Ala

430

Leu

Asp

Leu

Gln

Tyr

510

Ile

Thr

Thr

Gly

Thr

255

Gly

Leu

Ile

Gln

Gln

335

Asn

Ser

Ser

Glu

Leu

415

Asp

Ser

Ala

Gln

Gln

495

Thr

Glu

Gln

Ala

Val

240

Thr

Ser

Ser

Thr

Gly

320

Leu

Gly

Ser

Val

val

400

Ala

Leu

Thr

Asp

Gln

480

val

Thr

Asn

Asn
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Thr Ala

545

Ala Gln Thr Met

550

Ser Ser

Thr Thr
565

Thr Glu Fro Tyr WVal Thr

Ala Ile Glu Asn Leu

580

Ser Leu

Thr Thr Gln Asn Thr Ala

€00

val Thr

595
His His
615

Leu His His His His

610

Asn

Glu Leu

625

<210>7

<211> 1875

<212> DNA

<213> Marinobacter algicola (DG893)

<220>
<221> Flagelina FR4DUD
<222> (1)..(1875)

<220>

<221> caracteristica

<222> (1507)..(1581)
<223> Epitopo DUD

<220>

<221> caracteristica

<222> (1588)..(1662)
<223> Epitopo DUD

<220>

<221> caracteristica

<222>(1669)..(1743)
<223> Epitopo DUD

<220>

<221> caracteristica

<222> (1750)..(1824)
<223> Epitopo DUD

<220>

<221> caracteristica

<222> (1825)..(1854)

<223> Secuencia que codifica para una cola de histidinas

<220>

<221> caracteristica

<222> (1861)..(1872)

<223> Secuencia que codifica para la secuencia KDEL

<400> 7

Ile

Thr

Glu

585

Ser

His

30

Glu

Gln

570

His

Gln

His

Asn

555

Asn

Pro

Thr

His

Leu

Thr

Thr

His
620

Ala Ser

Ala Ser

Glu Pro
590

Ser Ala
605

Ser Arg

His

Gln

575

Tyr

Ile

Lys

Pro

560

Thr

Thr

Glu

Asp



ES 2569417 T3

atggctecteg gtattaacac taacgttgeg tecactgtcag ctcagaacca gctgaacaaa 60
tcccaggage tttctaacca agctectggag cgtcetgtett ccggtetgeg catcaactec 120
gccaaggacg atgctgctgg cocttgecaatt tegaccecgtt ttecagtecca gatectctggt 180

31



ctgaatgttg
gctctggaaq
aactctacca
caagagcttg
agcttecactg
gtaactggeg
actgtcagte
aacaatacga
ggtattacecc
acgactggtg
ggtacggttt
acgaccactg
gttacggctg
cgtctgcagg
ggtgacccat
tctgttgaat
ggtagecattc
tetategaca
ctggagcaga
acgatcogcca
gatgcagact
ggtatctetg
caatteocate
atgtcggecta
cagaacactg
ccttacacga
ttactegage

acaatgtcgg

aaagatgaac

<210> 8
<211> 624
<212> PRT

cccagcgtaa
aaaccaccaa
actcttctte
atcgtattge
cccagteatt
ctegtggtge

agggcacggg

ttgctacaca
agggcgatac
taacggctac
cctttacget
acctgggtge
dagcaaacqgqg
actttgcocaa
cagcggttac
togectette
tgaacgtege
teggtactgt
tcagtggtat
acctgagcac
togecatctga
tactggecaca
cgactgagce
ttgaaaattt
cttecacaaac
cagtcactac
atcecgactga

ctattgaaaa

tgtaa

ES 2569417 T3

cgccaacgac
catcctqcag
cgaccgctct
cggtaccacc
ccaggttggt
cgaccttggt
ttetgttgea
gaacatcacc
tgcagaagcg
ggcatccacc
tggcagtggt
gctggocaaa
tggcgaaatc
ctcaggtaac
tttgaccget
cggtgcatte
agccgacacc
tgcgggegcet
ccgcgccgat
aactgccgaa
aactgctaag
ggcgaatgceo
ttacacgaca
aggtacccat
aatgtcgget
tcagaacact
gcettacacg

tttacaccat

ggtatttece
cgcatcocgtyg
gcacttcagg
cagtttaacg
gccaacgcta
aacaacaccg
gtcgeggecg
gtttctggaa
attgecggetg
acggcaaccc
ggcgacacag
gogatcaacg
acactgaccc
gcgaccggta
ggcagcactg
tcagtaagct
gtggttggtt
aacagcgcaa
ctgggtgctg
aacctgtegg
ctgtoccaagg
cgtccacagc
gtoactacte
ccgactgago
attgaaaatt
gcttcacaaa
acagtcacta

caccatcace

32

tggectcagac
agctgtetgt
gcgaagtaaa
gocctecaaccet
accagacecat
tatccggtga
ctgatgtgge
ctgaaggctc
ctgttaacge
tegctggtet
cgaccatcte
atacctcagg
aggctgatgg
ccgocacget
acagcacgat
ccteotgtege
ccaaccteca
tcgagattgc
cccagaaccg
ccgctaacag
cgcaggttot
aggttetgte
agaacactge
cttacacgac
tagctageca
caatgtegge
ctcagaacac

atcaccatea

tgctgaaggt
tcagteggece
ccagctgaag
tctggatgge
cteggtctet
aagtgatacec
aacecgttgeco
tgaggtcate
tgaaaccggc
gtctgacgat
cgcagoggta
caccactggt
caaagacatc
gcagggcage
tgettetgge
agagactgcec
gtcagtgtet
agatgcggct
gttcgagtct
ccggattctg
ccagcaagcet
cctectgecag
ttcacaaaca
agtcactact
tcegactgag
tattgaaaat
tgcttcacaa

ccattctaga

240
300
360
420
480
540
€00
660
720
780
B840
S00
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860

1875
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<213> Marinobacter algicola (DG893)

<220>
<221> Flagelina FR4DUD
<222> (1)..(624)

<220>

<221> CARACTERISTICA
<222> (503)..(527)

<223> Epitopo DUD

<220>

<221> CARACTERISTICA
<222> (530)..(554)

<223> Epitopo DUD

<220>

<221> CARACTERISTICA
<222> (557)..(581)

<223> Epitopo DUD

<220>

<221> CARACTERISTICA
<222> (584)..(608)

<223> Epitopo DUD

<220>

<221> CARACTERISTICA
<222> (609)..(618)

<223> Cola de histidinas

<220>

<221> CARACTERISTICA
<222> (621)..(624)

<223> Secuencia KDEL

<400> 8

ES 2569417 T3

33



Gln

Ser

Ala

Gln

65

Ala

Val

Gln

Thr

Gln
145

Ala

Leu

Ser

Ile
50

Leu

Asn

Gly

Ser

Arg Asn

Leu

Gln

Gly

Thr

130

Ser

Glu

Ser

Glu

115

Gln

FPhe

Lys

20

Leu

Thr

Ala

Glu

Ala

100

val

Phe

Gln

Ile

Ser

Arg

A=sn

Thr

85

Asn

Asn

Asn

val

Asn

Gln

Ile

Fhe

Asp

Thr

Ser

Gln

Gly

Gly
150

ES 2569417 T3

Thr

Glu

Asn

Gln

55

Gly

Asn

Thr

Leu

Leu

135

Ala

Asn

Ser

40

Ser

Ile

Ile

Asn

Lys

120

Asn

Asn

Val
Ser
25

Ala
Gln
Ser
Leu
Ser
105
Gln

Leu

Ala

34

Ala

10

Asn

Lys

Ile

Leu

Gln

90

Ser

Glu

Leu

Asn

Ser

Gln

Asp

Ser

Ala

75

Ser

Leu

Asp

Gln
155

Leu

Ala

Asp

Gly

Gln

Ile

Asp

Asp

Gly

140

Thr

Ser

Ala
45

Leu

Thr

Arg
125

Sar

Ile

Ala

Glu

30

Ala

Asn

Ala

Glu

Ser

110

Ile

Phe

Ser

Gln

15

Gly

Val

Glu

Leu

95

Ala

Ala

Thr

val

Asn

Leu

Ala

Gly

Ser

Leu

Gly

Ala

Ser
160



Val

Glu

Ala

Ile

Gly

225

Thr

Leu

Thr

Ala

Ala
305

Thr

Ala

Asn

385

Ser

Ala

Ala

Ala

Ala

465

Gly

Ser

Thr

Ser

Ala

Thr

210

Asp

Thr

Ser

Ala

Lys

250

Asn

Gln

Asp

Phe

370

Val

Ile

Asp

Ala

Glu

450

Ser

Ile

Leu

Gly

Asp

Asp

195

val

Thr

Gly

Asp

Thr

275

Ala

Gly

Gln

Gly

Ser

355

Ser

Ala

Asp

Ala

Gln

435

Asn

Glu

Ser

Leu

Ala

Thr

180

Val

Ser

Ala

val

Asp

260

Ile

Ile

Gly

Asp

Ser

340

Thr

val

Ala

Ile

Ala

420

Asn

Leu

val

Gln
500

Arg

165

Thr

Ala

Gly

Glu

Thr

245

Gly

Ser

Asn

Glu

Phe

325

Gly

Ile

Ser

Asp

Gly

405

Lean

Arg

Ser

Ala

Leu

485

Gln

Gly

Val

Thr

Thr

Ala

230

Ala

Thr

Ala

Asp

Ile

310

Ala

Asp

Ala

Ser

Thr

390

Thr

Glu

Phe

Ala

Lys

470

Ala

Phe

Ala

Ser

Val

Glu

215

Ile

Thr

Val

Ala

Thr

295

Thr

Asn

Pro

Ser

Ser

375

Val

Val

Gln

Glu

Ala

455

Leu

Gln

His

Asp

Gln

Ala

200

Gly

Ala

Ala

Ser

val

280

Ser

Leu

Ser

Ser

Gly

360

Val

Val

Ala

Ile

Ser

440

Asn

Ser

Ala

Pro

ES 2569417 T3

Leu

Gly

185

Asn

Ser

Ala

Ser

Fhe

265

Thr

Gly

Thr

Gly

aAla

345

Ser

Ala

Gly

Gly

Ser

425

Thr

Ser

Lys

Asn

Thr
505

Gly
170

Thr

Glu

Ala

Thr

250

Thr

Thr

Thr

Gln

Asn

330

Val

Val

Glu

Ser

Ala

410

Gly

Ile

Ala

Ala
490

Glu

Asn

Gly

Thr

val

Val

235

Thr

Leu

Thr

Thr

Ala

315

Ala

Thr

Glu

Thr

ASD

355

Asn

Ile

Ala

Ile

Gln

475

Arg

Pro

35

Asn

Ser

Ile

Ile

220

Asn

Ala

Gly

Asp

Gly

300

Asp

Thr

Leu

Fhe

Ala

380

Leu

Ser

Arg

Asn

Leu

460

Val

FPro

Tyr

Thr

Val

Ala

205

Gly

Ala

Thr

Ser

Leu

285

val

Gly

Gly

Thr

Ala

365

Gly

Gln

Ala

Leu

445

Asp

Leu

Gln

Thr

val

Ala

130

Thr

Ile

Glu

Leu

Gly

270

Gly

Thr

Lys

Thr

Ala

350

Ser

Ser

Ser

Ile

Asp

430

Ser

Ala

Gln

Gln

Thr
510

Ser

175

val

Gln

Thr

Thr

Ala

255

Ala

Ala

Asp

Ala

335

Gly

Ser

Ile

Val

Glu

415

Leu

Thr

Asp

Gln

val

495

val

Gly

Ala

Asn

Gln

Gly

240

Gly

Asp

Leu

Glu

Ile

320

Thr

Ser

Gly

Leu

Ser

400

Ile

Gly

Thr

Phe

Ala

480

Leu

Thr
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Thr

Thr

Ser

545

Pro

Ala

Thr

His

<210>9

Gln

His

530

Gln

Tyr

Ile

Thr

His
]

<211> 1893
<212> DNA

<213> Salmonella typhimurium

<220>

Asn

515

Pro

Thr

Thr

Glu

Gln

595

His

Thr

Thr

Thr

Asn

580

Asn

His

<221> Flagelina STF4DUD

<222> (1)..(1893)

<220>

<221> caracteristica
<222> (1525)..(1599)
<223> Epitopo DUD

<220>

<221> caracteristica
<222> (1606)..(1680)
<223> Epitopo DUD

<220>

<221> caracteristica
<222> (1686)..(1761)
<223> Epitopo DUD

<220>

<221> caracteristica
<222> (1768)..(1842)
<223> Epitopo DUD

<220>

<221> caracteristica
<222>(1843)..(1872)
<223> Secuencia que codifica para una cola de histidinas

<220>

<221> caracteristica
<222> (1889)..(1890)
<223> Secuencia que codifica para la secuencia KDEL

<400> 9

ES 2569417 T3

Ala Ser Gln

Glu

Ser

val

565

Leu

Thr

His

Pro

Ala

550

Thr

Leu

Ala

Tyr

535

Ile

Thr

Glu

Ser

His
€15

Thr
520

Thr

Glu

Gln

His

Gln

&00

His

Met

Thr

Asn

Asn

Pro

585

Thr

His

36

Ser

Val

Leu

Thr

570

Thr

His

Ala

Thr

Ala

555

Ala

Glu

Ser

Ser

Ile

Thr

540

Ser

Ser

Pro

Ala

Arg
620

Glu
525

Gln

His

Gln

Tyr

Ile

605

Lys

Asn

Asn

Pro

Thr

Thr

530

Glu

Asp

Thr

Thr

Met

575

Asn

Glu

Gly
Ala
Glu
560

Ser

Val

Leu



atggroacaag
tecccagteeg
gcgaaagacg
ctgactcagg
gcgetgaacg
aacagcacca
aacgaaatcg
gacaacaccc
aagcagatca
gtgaaagata
tcgggtettg
gtaaccggtg
ggctttactg
ggtacagtaa
aaaacagaag
gocttaattg
tecttataceg
aagtattacg
tatactgctg
aaaaccgaag
gatttcaaag
cagaaaattg
caaaaccgtt
gcgegtagec
cagattetge
gtgectgtote
aacactgett
tacacgacag
gctageocate
atgteggecta
cagaacactg

caccatcacc

taatcaacac
cactgggcac
atgcggcagg
cttcccgtaa
aaatcaacaa
actcccagte
accgtgtate
tgaccatcca
actctcagac
cagcagtaac
atgatgcage
gtgcggttaa
gtgectgatge
cccttgegge
tacaggagtt
ctggeggegt
ataaaaatgg
cocgoagatta
ctgacggcac
tcgttactat
cacaaccaga
atgcecgeget
tcaactectge
gtatcgaaga
agcaggccgg
tgttacgtga
cacaaacaat
tcactactea
cgactgagee
ttgaaaattt
cttcacaaac

attctagaaa

ES 2569417 T3

taacagteatyg
cgctatcgag
tcaggocgatt
cgctaacgac
caacctgcag
tgacctecgac
cggccagact
ggttggegee
cctgggtetg
aacgaaagct
tattaaageg
atttgacgeca
cgccaaaaat
tggoegcaact
aaaagataca
tgacgctacc
taagacaatt
cgatgaageg
taccaaaaca
cgacggtaaa
gctggoggaa

ggcgcaggtg

tatcaccaac
tteocgactac
tacttcegtt
attcecatcecg
gteggetatt
gaacactgect
ttacacgaca
actcgagcat
aatgtcggcet

agatgaactg

togoetgotga
cgtctgtett
gctaacegtt
ggtatctceca
cgtgtgegtyg
tecatccagg
cagttcaacg
aacgacggtg
gactcactga
tatgccaata
gctacgggtyg
gataataaca
ggcgattatg
aagaccacaa
coggecagttg
gatgctaatg
gaaggcggtt
acaggagcaa
goeggctaace
acctacaatg
gcagcogeta
gatgegetgce
ctgggcaata
chaccga;g
ctggegeagg
actgagcctt
gaaaatttag
tcacaaacaa
gtcactacte
ccgactgagce
attgaaaatt

taa

37

accagaataa
ctggtctgecg
tcaccgogaa
ttgcgeagac
aactggcggt
ctgaaatcac
gcgtgaaagt
aaactatcga
acgtgﬁagaa
atggtactac
gtacgaatgg
agtactttgt
aagttaacgt
tgectgetgg
tttcagcaga
gcgetgagtt
atgcgecttaa
ttaaagctaa
aactgggtgg
ccagcaaagc
aaaccaccga
gctctgatcet
ccgtaaacaa
tttccaacat
ctaaccaggt
acacgacagt
gtacceatecc
tgtcggetat
agaacactge
cttacacgac

tacaccatca

cctgaacasaa
tatcaacage
catcaaaggt
cactgaaggc
tcagtetget
cecagcgectg
cetggegeag
tatcgatctg
agcgtatgat
actggatgta
tacggottet
tactattggt
tgctactgac
tgcgacaact
tgctaaaaat
ggtcaaaatg
agctggcgat
aaccacaagt
cgtagacggt
cgctggteat
aaacccgetg
gggtgeggta
tctgtctgaa
gtctegegeg
cccgcagaac
cactactcag
gactgagecect
tgaaaattta
ttcacaaaca
agtecactact

ccatcacecat

60
120
180
240
300
360
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

1893
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<210> 10

<211> 630

<212> PRT

<213> Salmonella typhimurium

<220>
<221> Flagelina STF4DUD
<222> (1)..(630)

<220>

<221> CARACTERISTICA
<222> (509)..(533)

<223> Epitopo DUD

<220>

<221> CARACTERISTICA
<222> (536)..(560)

<223> Epitopo DUD

<220>

<221> CARACTERISTICA
<222> (563)..(587)

<223> Epitopo DUD

<220>

<221> CARACTERISTICA
<222> (590)..(614)

<223> Epitopo DUD

<220>

<221> CARACTERISTICA
<222> (615)..(624)

<223> Cola de histidinas

<220>

<221> CARACTERISTICA
<222> (627)..(630)

<223> Secuencia KDEL

<400> 10

ES 2569417 T3

38



Met

Asn

Ser

Ala

Ser

€5

Ala

val

Gln

Gln

Ala

Leu

Ser

Ile

50

Leu

Gln

Ala

Thr
130

Gln

Asn

Gly

35

Ala

Asn

Asn

Ser

Glu

115

Gln

val

Lys

20

Leu

Asn

Ala

Glu

Ala

100

Ile

Phe

Ile

Ser

Arg

Asn

Ile

85

Asn

Thr

Asn

Asn

Gln

Ile

Phe

Asp

70

Asn

Ser

Gln

Gly

ES 2569417 T3

Thr

Sar

Asn

Thr

35

Gly

Asn

Thr

Arg

val
135

Asn

Ala

Ser

40

Ala

Ile

Asn

Asn

Leu

120

Lys

Ser

Leu

25

Ala

Asn

Ser

Leu

Ser

105

Asn

Val

39

Leu
10

Gly
Lys
Ile
Ile
Gln
90

Gln

Glu

Ser

Thr

Asp

Lys

Ala

75

Ser

Ile

Ala

Leu
Ala
Asp
Gly
60

Gln

Val

Asp

Gln
140

Leu

Ile

Ala

45

Leu

Thr

Leu

125

Asp

Thr

Glu

30

Ala

Thr

Thr

Glu

Asp

110

val

Aszsn

GEln

15

Gly

Gln

Glu

Leu

95

Ser

Ser

Thr

Asn

Leu

Gln

Ala

Gly

80

Ala

Ile

Gly

Leu



Thr

145

Lys

Lys

Asn

Lys

Ala

225

Gly

Val

Thr

Asp

Gly

305

Ser

Lys

Ala

Lys

Val

385

Asp

Glu

Thr

Ile
465

Gln

Ile

Gln

Ala

Asn

Ala

210

Val

Phe

Ala

Met

Thr

290

Gly

Tyr

Ala

Ile

Thr

370

Thr

Phe

Asn

Asn
450

Glu

Ile

Gln

Ile

Tyr

Gly

135

Ala

Lys

Thr

Thr

Fro

275

Pro

Val

Thr

Gly

Lys

355

Ala

Ile

Lys

Pro

Sar

435

Leu

Asp

Leu

Val

Asn

Asp

180

Thr

Thr

Phe

Gly

Asp

260

Ala

Ala

Asp

Asp

Asp

340

Ala

Ala

Asp

Ala

Leu

420

Asp

Gly

Ser

Gln

Gly

Ser

165

val

Thr

Gly

Asp

Ala

245

Gly

Gly

val

Ala

Lys

325

Lys

Lys

Asn

Gly

Gln

405

Gln

Leu

Asn

Asp

Gln
485

Ala

150

Gln

Lys

Leu

Gly

Ala

230

Asp

Thr

Ala

val

Thr

310

Asn

Tyr

Thr

Gln

Lys

390

Pro

Lys

Gly

Thr

Tyr

470

Ala

Asn

Thr

RAsp

Asp

Thr

215

Asp

Ala

Val

Thr

Ser

285

Asp

Gly

Tyr

Thrx

Leu

375

Thr

Glu

Ile

Ala

Val

455

Ala

Gly

Asp

Leu

Thr

Val

200

Asn

Asn

Ala

Thr

Thr

280

Ala

Ala

Lys

Ala

Ser

360

Gly

Tyr

Leu

Asp

Val

440

Asn

Thr

Thr

ES 2569417 T3

Gly
Gly
Ala
185
Ser
Gly
Asn
Lys
Leu
265
Lys
Asp
Asn
Thr
Ala
345
Tyr
Gly
Asn
Ala
Ala
425
Gln
Asn

Glu

Sar

Glu

Leu

Thr
155

Asp

170,

Val

Gly

Thr

Lys

ASD

250

Ala

Thr

Ala

Gly

Ile

330

Asp

Thr

Val

Ala

Glu

410

Ala

Asn

Leu

Val

val
490

Thr

Ala

Tyr

235

Gly

Ala

Glu

Lys

Ala

315

Glu

Tyr

Ala

Asp

Ser

395

Ala

Leau

Arg

Ser

Ser

475

Leu

40

Ile
Ser
Thr
Asp
Ser
220
Phe
Asp
Gly
Val
Asn
300
Glu
Gly
Asp
Ala
Gly
380
Lys
Ala
Ala
Phe
Glu
460

Asn

Ala

Asp

Leu

Lys

Asp

205

Val

Val

Tyr

Ala

Gln

285

Ala

Leu

Gly

Glu

Asp

365

Lys

Ala

Ala

Gln

Asgn

445

Ala

Gln

Ile

Asn

Ala

1%0

Ala

Thr

Thr

Glu

Thr

270

Glu

Leu

Val

Tyr

Ala

350

Gly

Thr

Ala

Lys

Vval

430

Ser

Arg

Ser

Ala

hsp

Val

175

Tyr

Ala

Gly

Ila

Val

255

Lys

Leu

Ile

Lys

Ala

335

Thr

Thr

Glu

Gly

Thr

415

Asp

Ala

Ser

Asn
495

Leu
160
Gln
Ala
Ile
Gly
Gly
240
Asn
Thr
Lys
Ala
Met
320
Leu
Gly
Thr
val
His
400
Thr

Ala

Ile

Ala
480

Gln
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Val Pro Gln Asn Val Leu Ser Leu Leu
500 505

Pro Tyr Thr Thr Val Thr Thr Gln Asn
515 520

Ala Ile Glu Asn Leu Gly Thr His Pro
530 535

Thr Thr Gln.Asn Thr Ala Ser Gln Thr
545 550

Ala Ser His Pro Thr Glu Pro Tyr Thr
565

Ala Ser Gln Thr Met Ser Ala Ile Glu
580 585

Glu Pro Tyr Thr Thr Val Thr Thr Gln
595 €00

Ser Ala Ile Glu Asn Leu His His His
610 615

Ser Arg Lys Asp Glu Leu
625 630

<210> 11

<211> 29

<212> DNA

<213> Salmonella typhimurium

<220>
<221> caracteristica
<223> Cebador 5" de la flagelina STF

<400> 11
gccggatcca tggcacaagt aatcaacac 29

<210> 12

<211> 27

<212> DNA

<213> Salmonella typhimurium

<220>
<221> caracteristica
<223> Cebador 3"de la flagelina STF

<400> 12
gcggaattca cgtaacagag acagcac 27

<210> 13

<211>13

<212> PRT

<213> Virus de la peste porcina africana (PPA)

<220>

<221> CARACTERISTICA
<222> (1)..(13)

41

Thr

Thr

Thr
570

Asn

Asn

Glu

Ala

Glu

Ser

555

Vval

Leun

Thr

His

Phe

Ser

Pro
540

Ala

Thr

Leu

Ala

His
€20

His

Gln

525

Tyr

Ile

Thr

Glu

Ser

605

His

Pro
510
Thr

Thr

Glu

Gln

His

590

Gln

His

Thr

Asn

Azsn

575

Pro

Thr

His

Glu

Ser

val

Leu

560

Thr

Thr

Met

His
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<223> Dominio de unién de la proteina p54 a la dineina DCL8

<400> 13

Tyr Thr Thr Val Thr Thr Gln Asn Thr Ala Ser Gln Thr

1 5

<210> 14

<211>25

<212> PRT

<213> Virus de la peste porcina africana (PPA)

<220> )
<221> CARACTERISTICA
<222> (1)..(25)

<223> Péptido modificado de la zona de unién de la proteina p54 a dineina (DUD modificado)

<220>
<221> CARACTERISTICA
<222> (1)..(5)

<223> Secuencia de aminoéacidos afiadidos en el extremo 5°

<220>
<221> CARACTERISTICA
<222> (19)..(5)

<223> Secuencia de aminoacidos afiadidos en el extremo 3”

<400> 14

His Pro Thr Glu Pro Tyr Thr Thr Val Thr Thr Gln Asn Thr Ala Ser

1 3

10

Gln Thr Met Ser Ala Ile Glu Asn Leu

20

<210>5

<211> 495

<212> PRT

<213> Salmonella typhimurium

<220>
<221> Flagelina STF
<222> (1)..(495)

<400> 15

25

42



Met

Asn

Ser

Ala

Ser

65

Ala

Val

Gln

Ala

Leu

Ser

Ile

50

Leu

Gln

Ala

Gln

Asn

Gly

35

Ala

Asn

Asn

Ser

Glu

Val

Lys

20

Leu

Asn

Ala

Glu

Ala

100

Ile

Ile

Ser

Arg

Arg

Asn

Ile

85

Thr

Gin

Ile

Phe

hsp

Asn

Ser

Gln

ES 2569417 T3

Thr

Ser

Asn

Thr

55

Gly

Asn

Thr

Asn

Ala

Ser

40

Ala

Ile

Asn

Asn

Leu

Ser

Leu

25

Ala

Asn

Ser

Leu

Ser

105

Asn

43

Leu
10

Gly
Lys
Ile
Ile
Gln
a0

Gln

Glu

Ser

Thr

Asp

Lys

Ala

75

Ser

Ile

Leu

Ala

Asp

Gly

60

Gln

Val

Asp

Asp

Leu

Ile

Ala

45

Leu

Thr

Leu

Thr

Glu

30

Ala

Thr

Thr

Glu

Asp

110

val

Gln
15

Arg
Gly
Gln
Glu
Leu
a5

Ser

Ser

Asn

Leu

Gln

Gly

Ala

Ile

Gly



Gln

Thr
145

Lys

Gln

Asp

Gly

Asp

225

Gly

Val

Leu

Ala

305

Asp

Gln

Asp

Gly

Lys

385

Ala

Ala

Phe

Ser

Thr

130

Ile

Gln

Lys

Thr

Leu

210

Thr

Lys

Thr

Thr

Thr

290

Ser

Gly

Asn

Asp

Lys

370

Ala

Ala

Gln

Asn

Ala
450

115

Gln

Gln

Ile

Tyr

Thr

155

Gly

Thr

Asp

Leu

Ala

275

Glu

Val

Gly

Lys

Gly

355

Thr

Glu

Thr

Vval

Ser

435

Arg

FPhe
Val
Asn
Lys
180
Ile
Gly
Gly
Gly
Ala
260
Thr
Ala
Val
Leu
Asp
340
Thr
Glu
Gly
Thr
Asp
420

Ala

Ser

Asn
Gly
Ser
165
val
Ala
Thr
Lys
Tyr
245
Gly
Glu
Lys
Lys
Ala
325
Gly
Ser
val
His
Thr
405
Thr

Ile

Arg

Gly

Ala

150

Gln

Ser

Leu

Asp

Tyr

230

Tyr

Gly

Asp

Ala

Met

310

val

Ser

Lys

Vval

Asn

390

Glu

Leu

Thr

Ile

Val

135

Asn

Thr

Asp

Asp

Gln

215

Tyr

Glu

Ala

vVal

Ala

295

Ser

Lys

Ile

Thr

Ser

375

Phe

Asn

Arg

Asn

Glu
455

120

Lys

Asp

Lau

Thr

Asn

200

Lys

Ala

val

Thr

Lys

280

Leu

Tyr

Val

Ser

Ala

360

Ile

Lys

Pro

Ser

Leu

440

Asp

ES 2569417 T3

Val Leu

Gly Glu

Gly Leu
170

Ala Ala
185

Ser Thr

Ile Asp

Lys Val

Ser Val
250

Ser Pro
265

Asn Val

Thr Ala

Thr Asp

Gly Asp
330

Ile Asn
345

Leu Asn
Gly Gly
Ala Gln
Leu Gln

410

Asp Leu
425

Gly Asn

Ser Asp

Ala

Thr

155

Asp

Thr

Phe

Gly

Thr

235

Asp

Leu

Gln

Ala

Asn

315

Asp

Thr

Lys

Lys

Pro

395

Lys

Gly

Thr

Tyr

44

Gln

140

Ile

Thr

Val

Lysa

Asp

220

Val

Lys

Thr

Val

Gly

300

Asn

Tyr

Thr

Leu

Thr

380

Asp

Ile

Ala

Val

Ala
460

125

Asp

Asp

Lau

Thr

Ala

205

Leu

Thr

Thr

Gly

Ala

285

val

Gly

Tyr

Lys

Gly

365

Tyr

Leu

Asp

val

Asn

445

Thr

Asn
Ile
Asn
Gly
190
Ser
Lys
Gly
Asn
Gly
270
Asn
Thr
Lys
Ser
Tyr
350
Gly
Ala
Ala
Ala
Gln
430

Asn

Glu

Thr—Ieu

Asp Leu
160

Val Gln
175

Tyr Ala

Ala Thr

Phe Asp

Gly Thr
240

Gly Glu
255

Leu Pro
Ala Asp
Gly Thr
Thr Ile

320

Ala Thr
335

Thr Ala
Ala Asp
Ala Ser
Glu Ala

400
Ala Leu
415
Asn Arg

Leu Thr

Val Ser
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ES 2569417 T3

Asn Met Ser Arg Ala Gln Ile Leu Gln Gln Ala Gly Thr Ser Val Leu

465 470 475 480
Ala Gln Ala Asn Gln Val Pro Gln Asn Val Leu Ser Leu Leu Arg
485 490 495
<210> 16
<211> 15
<212> PRT

<213> Marinobacter algicola (DG893)

<220>
<221> Secuencia de interaccion de la flagelina FR con TLR5
<222> (1)..(15)

<400> 16

Asn Ile Leu Gln Arg Ile Arg Glu Leu Ser Val Gln Ser Ala Asn
1 5 10 15

<210> 17

<211>15

<212> PRT

<213> Marinobacter algicola (DG893)

<220>
<221> Secuencia de interaccion de la flagelina F con TLR5
<222> (1)..(15)

<400> 17

Asn Ile Leu Gln Arg Ile Arg Glu Leu Ala Val Gln Ser Ala Asn
1 5 10 15

<210> 18

<211>17

<212> PRT

<213> Marinobacter algicola (DG893)

<220>
<221> Secuencia ampliada de interaccion de la flagelina F con TLR5
<222> (1)..(17)

<400> 18
Asn Ile Leu Gln Arg Ile Arg Glu Leu Ala Val Gln Ser Ala Asn Ala
1 5 10 15

Thr

<210> 19

<211> 1512

<212> DNA

<213> Marinobacter algicola (DG893)

<220>
<221> Flagelina F
<222> (1)..(1512)

<400> 19

45



atgoctcaga

tegcaggaag

gccaaggacg
ctecaaccagg
gecectgggeg
aacgctacca
ggtgagctcg
accttocagg
atcgaaggtg
ctgaaccagg
ategcecacge
gcaggtgaca
gtgaacgcaa
gtgcctcaaa
cagatcaccg
aagaccggca
ggtaaagaca
ggtagtggcg
gcoggggaat
gccgcaggca
gtggcaggta
gcggcattgg
gagtcgacca
gttcgtgatg
caggctggect
ctgcagggtt

<210> 20
<211> 503
<212> PRT

tcatcaacac

actccaacgt

acgcegeogy
ccattcgaaa
aatccggaaa
actccgecatc
agcgocattge
ctcagaagtt
cccgaaccge
gcacoggtte
agaatctcac
cagoggaaga
cggcaagaac
ccgtatoget
atgocgaacga
ttaccgegga
tcactattga
atccaagtgec
tgacactgga
gcgttctgaa
ttgatataag
aaaccatcag
ttgccaacct
cagactttge
tgteggtatt

aa

ES 2569417 T3

caatattgceg

tgccctgcag

actggccatc
cgccaatgac
catcctgeag
tgacaggaag
caccaccacc
ccaggectgge
cgacctageca
aacaacggca
cattteccage
catcgcegca
atcggogace
cacgctttee
cctctcageca
agtcgctaac
agactttace
catcgaactg
ctocctoegtt
cagtgcacag
caccgttgac
tggcattegt
gagtacgace
cgccgaatco

ggocccaggoc

<213> Marinobacter algicola (DG893)

tcgotgaatg

cgactgtcat

tccgagegat
ggtatttcce
cgcatecggg
gcecctgcagt
gaattcaacg
gccaacgaaa
aacaacacgc
gogaatgocga
tegetggaca
gccatcaacg
ctgagcaaca
aacggtagca
attgcacgtyg
gacggcagca
gcagcgggcet
acaaacggtg
agcttegegg
aataccgccg
ggcgcaaceca
gecgatetgyg
tctgagaacce
geggaactag

aacgcaagac

46

cacagcgaaa

ceggectgeg

tcacatcgca
tggctcagac
aactecgeegt
ctgaagtaaa
gactgaaact
accagagecat
tecgacgetge
cgttaccege
gccaggtggt
acattggtgce
ccgctaccac
gttcagcaac
aggtgaacgc
tecacgetgat
ctcagcaact
gtgccaatge
cgacgtctga
cocggcteoecac
gtgcacttgce
gogeogegea
ttteggeege
ccecgeaceca

cgcagcaggt

cctgaatact

tatcaactec

gatcaaaggt
cgocgaagge
acagtcegoc
ccagctaaaa
tctggacgge
cgcegtttee
caacgcaacce
acaaaacacyg
gcccattaca
cacgacgggt
gccaatcgec
cattteccgeg
agctteocegge
tcaggagcaa
ggceggtacag
cacacgtatec
cgeccaccectg
acctgaagaa
agttgtggat
gaatcgacte
gogttegega
agtgctcecag

tctgcagectg

60

120

180
240
300
360
420
480
540
€00
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500

1512



ES 2569417 T3

<220>
<221> Flagelina F

<222> (1)..(503)

<400> 20
Met Pro Gln Ile Ile Asn Thr Asn Ile Ala Ser Leu Asn Ala Gln Arg
1 5 10 15

Asn Leu Asn Thr Ser Gln Glu Asp Ser Asn Val Ala Leu Gln Arg Leu
20 25 30

47



ES 2569417 T3

Ser Ser Gly Leu Arg Ile Asn Ser Ala Lys Asp Asp Ala Ala Gly Leu
35 40 45

Ala Ile Ser Glu Arg Phe Thr Ser Gln Ile Lys Gly Leu Asn Gln Ala
50 55 €0

Ile Arg Asn Ala Asn Asp Gly Ile Ser Leu Ala Gln Thr Ala Glu Gly
65 T0 75 80

Ala Leu Gly Glu Ser Gly Asn Ile Leu Gln Arg Ile Arg Glu Leu Ala
85 30 35

Val Gln Ser Ala Asn Ala Thr Asn Ser Ala Ser Asp Arg Lys Ala Leu
100 105 110

Gln Ser Glu Val Asn Gln Leu Lys Gly Glu Leu Glu Arg Ile Ala Thr
115 120 125

Thr Thr Glu Phe Asn Gly Leu Lys Leu Leu Asp Gly Thr Phe Gln Ala
130 135 140

Gln Lys Phe Gln Ala Gly Ala Asn Glu Asn Gln Ser Ile Ala Val Ser
145 150 155 160

Ile Glu Gly Ala Arg Thr Ala Asp Leu Ala Asn Asn Thr Leu Asp Ala
165 170 175

Ala Asn Ala Thr Leu Asn Gln Gly Thr Gly Ser Thr Thr Ala Ala Asn
180 185 130

Ala Thr Leu Pro Ala Gln Asn Thr Ile Ala Thr Gln Asn Leu Thr Ile
195 200 205

Ser Ser Ser Leu Asp Ser Gln Val Val Pro Ile Thr Ala Gly Asp Thr
210 215 220

Ala Glu Asp Ile Ala Ala Ala Ile Asn Asp Ile Gly Ala Thr Thr Gly
225 230 235 240

Val Asn Ala Thr Ala Arg Thr Ser Ala Thr Leu Ser Asn Thr Ala Thr
245 250 255

Thr Pro Ile Ala Val Pro Gln Thr Val Ser Leu Thr Leu Ser Asn Gly
260 265 270

Ser Ser Ser Ala Thr Ile Ser Ala Gln Ile Thr Asp Ala Asn Asp Leu
275 280 285

Ser Ala Ile Ala Arg Glu Val Asn Rla Ala Ser Gly Lys Thr Gly Ile
230 295 300

Thr Ala Glu Val Ala Asn Asp Gly Ser Ile Thr Leu Ile Gln Glu Gln
305 310 315 320

Gly Lys Asp Ile Thr Ile Glu Asp Phe Thr Ala Ala Gly Ser Gln Gln
325 330 335

Leu Ala Val Gln Gly Ser Gly Asp Pro Ser Ala Ile Glu Leu Thr Asn
340 345 350

Gly Gly Ala Asn Ala Thr Arg Ile Ala Gly Glu Leu Thr Leu Asp Ser
355 360 365

Ser Val Ser Phe Ala Ala Thr Ser Asp Ala Thr Leu Ala Ala Gly Ser

48



10

370

Val Leu Asn Ser Ala
385

Val Ala Gly Ile Asp
405

Ala Val Val Asp Ala
420

Leu Gly Ala Ala Gln
435

Thr Thr Ser Glu Asn
450

Asp Phe Ala Ala Glu

465
Gln Ala Gly Leu Ser
485
Val Leu Gln Leu Leun
500
<210> 21
<211> 1503
<212> DNA

<213> Marinobacter algicola (DG893)
<220>

<221> Flagelina FR

<222> (1)..(1503)

<400> 21

Gln

390

Ile

Ala

Asn

Leu

Ser

470

Val

Gln

ES 2569417 T3

375

Asn Thr Ala Ala

Ser Thr Val Asp
410

Leu Glu Thr Ile
425

Arg Leu Glu Ser
440

Ser Ala Ala Arg
455

Ala Glu Leu Ala
Leu Ala Gln Ala
490

Gly

49

Gly
395
Gly
Ser
Thr
Ser
Arg

475

Asn

380

Ser

Ala

Gly

Ile

Arg

460

Thr

Ala

Thr

Thr

Ila

Ala

445

Ile

Gln

Pro

Sar

Arg

430

Asn

Val

FPro

Glu
Ala
415

Ala

Asp

Leu

Gln
495

Glu

400

Leu

Asp

Ser

Ala

Gln

480

Gln



10

atggctcteg
tcecaggage
gccaaggacg
ctgaatgttg
gctetggaag
aactctacca
caagagcttg
agcttecactg
gtaactggcg
actgtcagtce
aacaatacga
ggtattaccec
acgactggtg

ggtacqgttt

acgaccactg

gttacggctg
cgtctgecagg
ggtgacccat
tetgttgaat
ggtagcattc
tctatcgaca
ctggagcaga
acgatcgoca
gatgcagact
ggtatctctg

taa

<210> 22
<211>500
<212> PRT

gtattaacac
tttectaacca
atgetgetgg
cccagegtaa
aaaccaccaa
actcttette
atecgtattge
cccagtecatt
ctegtggtge
agggcacggg
ttgctacaca
agggcgatac
taacggctac

cctttacget

acctgggtge

daagcaaacgg
actttgccaa
cagcggttac
tegeoctotte
tgaacgtecge
tcggtactgt
tcagtggtat

acctgagecac
tcgeatctga

tactggcaca

ES 2569417 T3

taacgttgeg
agctctggag
ccttgecaatt
cgccaacgac
catcctgcag
cgacegetet
cggtaccacc
ccaggttggt
cgaccttggt
ttectgttgeca
gaacatcacc
tgcagaagcg
ggcatccacc
tggcagtggt

gctggoccaaa

tggcgaaatc
ctcaggtaac
tttgaceget
cggtgecatte
agccgacace
tgegggeget
ccgogcegat
aactgccgaa
aactgctaag

ggcgaatgcc

<213> Marinobacter algicola (DG893)

<220>

<221> Flagelina FR

<222> (1)..(500)

tcactgtcag
cgtetgtett
tcgaccegtt
ggtatttcoce
cgeatcogtg
gcacttcagg
cagtttaacg
gccaacgcta
aacaacacog
gtcgeggccg
gtttctggaa
attgcggctg

acggcaaccc

ggcgacacag

gogatcaacg

acactgacco
gcgaccggta
ggcagcactyg
teagtaaget
gtggttggtt
aacagcgcaa
ctgggtgctyg
aacctgtcogg
ctgtecaagy

cgtccacagc

50

ctcagaacca
ccggtetgeg
ttcagtccca
tggctcagac
agctgtctgt
gogaagtaaa
gecctcaacect
accagaccat
tatccggtga
ctgatgtggc
qtgaaggctc
ctgttaacgc
tcgotggtot
cgaccatctc

atacctcagg

aggctgatgg
ccgccacget
acagcacgat
cctetgtege
ccaacctcca
tcgagattge
cecagaacceg
ccgctaacag
cgcaggttct

aggttctgtc

gctgaacaaa
catcaactce
gatctetggt
tgetgaaggt
tcagteggece
ccagctgaag
tctggatggc
cteoggtotet

aagtgatacc
aaccgttgece
tgaggtcatc
tgaaaccggc
gtctgacgat

cgcageggta

caccactggt

caaagacatc
gcagggcagc
tgcttctgge
agagactgec
gtcagtgtct
agatgcggcet
gttcogagtet
ccggattetg
ccagcaaget

cctectgeag

&0

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500

1503



<400> 22

Met

1

Gln

Ser

Ala

Gln

65

Ala

val

Gln

Thr

Gln

145

val

Ala

Lau

Ser

Ile

50

Leu

Gln

Gly

Thr

130

Ser

Thr

Leu

Asn

Gly

35

Ser

Asn

Glu

Ser

Glu

115

Gln

Phe

Gly

Gly

Lys

20

Leu

Thr

Ala

Glu

Ala

100

val

Phe

Gln

Ala

Ile

Ser

Arg

Asn

Thr

85

Asn

Asn

Asn

val

Arg

Asn
Gln
Ile
Phe
Asp
Thr
Sgr
Gln
Gly
Gly

1350

Gly

ES 2569417 T3

Thr

Glu

Agn

Gln

55

Gly

Asn

Thx

Leu

Leu

135

Ala

Ala

Asn

Ser

40

Ser

Ile

Ile

Asn

Lys

120

Asn

Asn

Asp

Val

Ser

25

Ala

Gln

Ser

Leu

Ser

105

Gln

Leu

Ala

51

Ala
10
Asn

Lys

Ile

Gln

S0

Ser

Glu

Leu

Asn

Gly

Ser

Gln

Ser

Ala

75

Ser

Leu

Asp

Gln

155

Asn

Leu

Ala

Asp

Gly

Gln

Ile

Asp

Asp

Gly

140

Thr

Asn

Ser

Leu

Ala

45

Leu

Thr

Arg

Arg
125
Ser

Ile

Thr

Ala

Glu

30

Ala

Asn

Ala

Glu

Ser

110

Ile

Phe

Ser

Val

Gln

15

Gly

Val

Glu

Leu

95

Ala

Ala

Thr

Val

Ser

Asn

Leu

Leu

Ala

Gly

Ser

Leu

Gly

Ala

Ser

160

Gly



ES 2569417 T3

165 170 175

Glu Ser Asp Thr Thr Val Ser Gln Gly Thr Gly Ser Val Ala Val Ala
180 185 190

Ala Ala Asp Val Ala Thr Val Ala Asn Asn Thr Ile Ala Thr Gln Asn
135 200 205

Ile Thr Val Ser Gly Thr Glu Gly Ser Glu Val Ile Gly Ile Thr Gln
210 215 220

Gly Asp Thr Ala Glu Ala Ile Ala Ala Ala Val Asn Ala Glu Thr Gly
225 230 235 240

Thr Thr Gly Val Thr Ala Thr Ala Ser Thr Thr Ala Thr Leu Ala Gly
245 250 255

Leu Ser Asp Asp Gly Thr Val Ser Phe Thr Leu Gly Ser Gly Gly Asp
260 265 270

Thr Ala Thr Ile Ser Ala Ala Val Thr Thr Thr Asp Leu Gly Ala Leu
275 280 285

Ala Lys Ala Ile Asn Asp Thr Ser Gly Thr Thr Gly Val Thr Ala Glu
290 295 300

Ala Asn Gly Gly Glu Ile Thr Leu Thr Gln Ala Asp Gly Lys Asp Ile
305 310 315 320

Arg Leu Gln Asp Phe Ala Asn Ser Gly Asn Ala Thr Gly Thr Ala Thr
325 330 335

Leu Gln Gly Ser Gly Asp Pro Ser Ala Val Thr Leu Thr Ala Gly Ser
340 345 350

Thr Asp Ser Thr Ile Ala Ser Gly Ser Val Glu Phe Ala Ser Ser Gly
355 360 365

Ala Phe Ser Val Ser Ser Ser Val Ala Glu Thr Ala Gly Ser Ile Leu
370 375 380

Asn Val Ala Ala Asp Thr Val Val Gly Ser Asn Leu Gln Ser Val Ser
385 390 395 400

Ser Ile Asp Ile Gly Thr Val Ala Gly Ala Asn Ser Ala Ile Glu Ile
405 410 415

Ala Asp Ala Ala Leu Glu Gln Ile Ser Gly Ile Arg Ala Asp Leu Gly
420 425 430

Ala Ala Gln Asn Arg Phe Glu Ser Thr Ile Ala Asn Leu Ser Thr Thr
435 440 445

Ala Glu Asn leu Ser Ala Ala Asn Ser Arg Ile Leu Asp Ala Asp Phe
450 455 460

Ala Ser Glu Thr Ala Lys Leu Ser Lys Ala Gln Val Leu Gln Gln Ala
465 470 475 480

Gly Ile Ser Val Leu Ala Gln Ala Asn Ala Arg Pro Gln Gln Val Leu
485 490 495

Ser Leu Leu Gln
500

52
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15

20

25

30

<210> 23
<211> 1836
<212> DNA

<213> Marinobacter algicola (DG893)

<220>

<221> Flagelina FADUD

<222> (1)..(1836)

<220>

<221> caracteristica

<222> (1516)..(1590)
<223> Epitopo DUD

<220>

<221> caracteristica

<222> (1597)..(1671)
<223> Epitopo DUD

<220>

<221> caracteristica

<222> (1678)..(1752)
<223> Epitopo DUD

<220>

<221> caracteristica

<222>(1759)..(1833)
<223> Epitopo DUD

<400> 23

ES 2569417 T3

53



atgocctcaga
tcgecaggaag
gccaaggacyg
ctcaaccagg
gecectgggeq
aacgctacca
ggtgageteg
accttccagg
atcgaaggtg
ctgaaccagg
atecgccacge
gcaggtgaca
gtgaacgcaa
gtgcctcaaa
cagatcaccg
aagaccggca
ggtaaagaca

ggtagtggeg

gccggggaat
gccgeoaggea
gtggcaggta
gocggeattgg
gagtcgacca
attcgtgatyg
caggctgget
ctgcagggtyg
tcacaaacaa
gtcactacte
ccgactgagce
attgaaaatt

gctteocacaaa

tecatcaacac
actccaacgt
acgeccgoogy
ccattcgaaa
aatccggaaa
actccgecatc
agcgcattge
ctecagaagtt
cccgaaccge
gcaccggtte
agaatctecac
cagcggaaga
cggcaagaac
cegtateget
atgcgaacga
ttaccgcgga
tcactattga

atccaagtge

tgacactgga
gcgttctgaa
ttgatataag
aaaccatcag
ttgcecaacct
cagactttge
tgteggtatt
catgcecatece
tgtcggectat
agaacactgc
cttacacgac
tactcgagea

caatgtcgge

ES 2569417 T3

caatattgog
tgccctgcag
actggccatc
cgccaatgac
catecctgeag
tgacaggaaqg
caccacgcacc
ccaggctgge
cgacctageca
aacaacggca
cattteccage
catcgccgea
atcggcgace
cacgotttec
cotetecagea
agtegctaac
agactttace

catcgaactg

cteocteocogtt
cagtgcacag
caccgttgac
tggecattegt
gagtacgacc
cgccgaatec
ggcccaggcc
gactgagcct
tgaaaattta
ttcacaaaca
agtcactact
tcegactgag

tattgaaaat

tcgetgaatg
cgactgtcat
tcegagegat
ggtattteoec
cgcatceggg
gccoctgeocagt
gaattcaacg
gccaacgaaa
aacaacacgc
gcgaatgega
tcgetggaca
gccatcaacg
ctgagcaaca
aacggtagca
attgcacgtg
gacggcagca
gcageggget

acaaacggtg

agcttegegg
aataccgccg
ggcgcaacca
gcegatetgg
tetgagaace
gceggaacteg
aacgcaagac
tacacgacag
ggtaccecatc
atgtcggcta
cagaacactg
ccttacacga

ttataa

54

cacagcgaaa
ceggectgeg
tcacatcgca
tggctecagac
aactegceegt
ctgaagtaaa
gactgaaact
accagagcat
tcgacgctge
cgttaceccge
gccaggtggt

acattggtgc

ccgetaccac
gttcagcaac
aggtgaacgc
tcacgctgat
ctcagcaact

gtgcoccaatgce

cgacgtctga
cocggctecac
gtgecacttge
gocgocgegea
ttteggeege
cccgcaccca
cgcagcaggt
tcactactea
cgactgagec
ttgaaaattt
cttcacaaac

cagtcactac

cctgaatact
tatcaactec
gatcaaaggt
cgccgaaggco
acagtcegec
ccagctaaaa
tctggacgge
cgccgtttoe
caacgcaacce
acaaaacacg
gcececattaca
cacgacgggt
gccaatocgee
catttecgeg
agctteegge
tcaggagcaa

ggcggtacag

cacacgtatc

cgocacecctg
acctgaagaa
agttgtggat
gaatcgacte
gcgttegega
agtgctccag
tctgecagectg
gaacactget
ttacacgaca
agctagoccat
aatgtegget

tcagaacact

&0

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

B40

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1836
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15

20

25

30

35

<210> 24

<211>610

<212> PRT

<213> Marinobacter algicola (DG893)

<220>
<221> Flagelina FADUD
<222> (1)..(610)

<220>

<221> CARACTERISTICA
<222> (506)..(530)

<223> Epitopo DUD

<220>

<221> CARACTERISTICA
<222> (533)..(557)

<223> Epitopo DUD

<220>

<221> CARACTERISTICA
<222> (560)..(584)

<223> Epitopo DUD

<220>

<221> CARACTERISTICA
<222> (587)..(610)

<223> Epitopo DUD

<400> 24

Met Pro Gln Ile Ile Asn Thr Asn Ile Ala Ser Leu Asn Ala Gln Arg

1 3

Asn Leu Asn Thr Ser Gln Glu Asp Ser Asn Val Ala Leu Gln Arg Leu

20

ES 2569417 T3

25

55

10

30

15



Ser

Ala

Ile

€5

Ala

Val

Ser

Thr

Lys

145

Glu

Thr

Ser

Glu

225

Asn

Pro

Ser

Ala

Ala

305

Lys

Ala

Gly

Val

Ser

Ile

50

Arg

Leu

Gln

Glu

Glu

130

Phe

Gly

Ala

Leu

Ser

210

Asp

Ala

Ile

Ser

Ile

230

Glu

Asp

Val

Ala

Ser

Gly
35

Ser

Asn

Gly

Ser

vVal

115

FPhe

Gln

Ala

Thr

Pro

195

Lau

Ile

Thr

Ala

Ala

275

Ala

Val

Ile

Gln

Asn

355

Phe

Leu

Glu

Ala

Glu

Asn

100

Asn

Asn

Ala

Arg

Leu

180

Ala

Asp

Ala

Val
260

Arg

Ala

Thr

Gly

340

Ala

Ala

Arg

Asn

Ser

Ala

Gln

Gly

Gly

Thr

165

Gln

Ser

Ala

Arg

245

Pro

Ila

Glu

AsSn

Ile

325

Ser

Thr

Ala

Ile

Fhe

RAsp

70

Gly

Thr

Leu

Leu

Ala

150

Ala

Gln

Asn

Gln

Ala

230

Thr

Gln

Sar

Val

Asp

310

Glu

Gly

Arg

Thr

Asn

Thr

55

Gly

Asn

Asn

Lys

Lys

135

ASBn

Asp

Gly

Thr

Val

215

Ile

Ser

Thr

Ala

Asn

295

Gly

Asp

Asp

Ile

Ser

Ser
40

Ser

Ile

Ile

Ser

Gly

120

Leu

Glu

Thr
Tle
200

val

Asn

Val

Gln

280

Ala

Ser

Fhe

Pro

Ala

360

Asp

ES 2569417 T3

Ala

Gln

Ser

Leu

Ala

105

Glu

Leu

Asn

Ala

Gly

185

Ala

Pro

Asp

Thr

Ser

265

Ila

Ala

Ile

Thr

Ser

345

Gly

Ala

Lys

Ile

Leu

Gln

20

Ser

Leu

Asp

Gln

Asn

170

Ser

Thr

Ile

Ile

Leu

250

Leu

Thr

Ser

Thr

Ala

330

Ala

Glu

Thr

Asp

Lys
Ala
75

Arg

Glu

Gly

Ser

155

Asn

Thr

Gln

Thr

Gly

235

Ser

Thr

Asp

Gly

Leu

315

Ala

Ile

Leu

Leau

56

Asp

Gly
&0
Gln

Ile

Thr
140
Ile

Thr

Asn
Ala
220

Ala

Asn

Ala

Lys

300

Ile

Gly

Glu

Thr

Ala

Ala
45

Lau

Thr

Arg

Lys

Ile

125

Fhe

Ala

Ala

Leu

205

Gly

Thr

Thr

Ser

ABn

285

Thr

Gln

Ser

Leu

Leu

365

Ala

Ala

Asn

Ala

Glu

Ala

110

Ala

Gln

val

Asp

Ala

190

Thx

AsSp

Thr

Ala

Asn

270

Asp

Gly

Glu

Gln

Thr

350

Asp

Gly

Gly

Gln

Glu

Leu

Leu

Thr

Ala

Ser

Ala

175

Asn

Ile

Thr

Gly

Thr

255

Gly

Leu

Ile

Gln

Gln

335

Asn

Ser

Ser

Ala

Gly

80

Ala

Gln

Thr

Gln

Ile

160

Ala

Ala

Ser

Ala

Val

240

Thr

Ser

Ser

Thr

Gly

320

Leu

Gly

Ser

val



10

370

Leu Asn Ser Ala Gln
385

Ala Gly Ile Asp Ile
405

Val Val Asp Ala Ala
420

Gly Ala Ala Gln Asn
435

Thr Ser Glu Asn Leu
450

Phe Ala Ala Glu Ser
465

Ala Gly Leu Ser Val
485

Leu Gln Leu Leu Gln
500

Val Thr Thr Gln Asn
515

Leu Gly Thr His Pro
530

Thr Ala Ser Gln Thr
545

Thr Glu Pro Tyr Thr
565

Met Ser Ala Ile Glu
580

Thr Val Thr Thr Gln
595

Asn Leu
610

<210> 25

<211> 1827

<212> DNA

<213> Marinobacter algicola (DG893)

<220>
<221> Flagelina FR4DUD
<222> (1)..(1827)

Asn

390

Ser

Leu

Arg

Ser

Ala

470

Leu

Thr

Thr

Met

550

Thr

Asn

Asn

ES 2569417 T3

375

Thr

Thr

Glu

Leu

Ala

455

Glu

Ala

Ala

Ala

Glu

535

Ser

Val

Leu

Thr

Ala

Val

Thr

Glu

440

Ala

Leu

Gln

Cys

Ser

520

Fro

Ala

Thr

Leu

Ala
600

Ala

Asp

Ile

425

Ser

Arg

Ala

Ala

His
505

Gln

Tyr

Ile

Thr

Glu

585

Ser

57

Gly
Gly
410
Ser

Thr

Ser

Asn
490

Pro

Thr

Glu
Gln
570

His

Gln

Ser
395
Ala

Gly

Ile

Thr
475

Thr

Thr
Asn
555
Asn

Pro

Thr

380

Thr

Thr

Ile

Ala

Ile

460

Gln

Glu

Ser

Val

540

Leu

Thr

Thr

Pro

Ser

Asn

445

val

Pro

Pro

Ala

525

Thr

Ala

Ala

Glu

Ser
605

Glu

Ala

430

Leu

Asp

Leu

Gln

Tyr

510

Ile

Thr

Ser

Ser

Pro

590

Ala

Glu

Leu

415

Ser

Ala

Gln

Gln

495

Thr

Glu

Gln

His

Gln

575

Tyr

Ile

val

400

Ala

Leu

Thr

Asp

Gln

480

val

Thr

Asn

Asn

Pro

560

Thr

Thr

.Glu
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15

20

<220>

<221> caracteristica

<222> (1507)..(1581)
<223> Epitopo DUD

<220>

<221> caracteristica

<222> (1588)..(1662)
<223> Epitopo DUD

<220>

<221> caracteristica

<222> (1669)..(1743)
<223> Epitopo DUD

<220>

<221> caracteristica

<222> (1750)..(1824)
<223> Epitopo DUD

<400> 25

ES 2569417 T3

58



atggctcteg
tcccaggage
gccaaggacy
ctgaatgttg
gctectggaag
aactctacca
caagagcttg
agcttecactyg
gtaactggceg
actgtecagte
aacaatacga
ggtattacce
acgactggtg
ggtacggttt
acgaccactg
gttacggetyg
cgtctgcagg
ggtgaccecat

tetgttgaat

ggtagecattce
tctatcgaca
ctggagcaga
acgatcgcca
gatgcagact
ggtatctetg
caattccate

atgteggeta

cagaacactg
cecttacacga
ttactecgage

acaatgtegg

gtattaacac
tttctaacca
atgectgctgg
cccagegtaa
aaaccaccaa
actettette
atcgtattge
cccagtcatt
ctecgtggtge
agggcacggg
ttgctacaca
agggcgatac
taacggctac
cctttacget
acctgggtge
aagcaaacgg
actttgccaa
cageggttac
togectette
tgaacgtege
tecggtactgt
tcagtggtat
acctgagcac
togecatctga
tactggcaca
cgactgagcc

ttgaaaattt

cttecacaaac
cagtcactac
atccgactga

ctattgaaaa

ES 2569417 T3

taacgttgcg
agctectggag
cocttgcaatt
cgocaacgac
catcctgecag
cgaccgetet
cggtaccacc
ccaggttggt
cgaccttggt
ttetgttgea
gaacatcacc
tgcagaagcg
ggcatcecace
tggcagtggt
gctggecaaa
tggcgaaatc
ctcaggtaac
tttgaccget
cggtgcatte
agccgacace
tgcgggeget
ccgogecgat
aactgccgaa
aactgctaag
ggcgaatgee
ttacacgaca

aggtacccat

aatgtogget
tcagaacact
geccttacacg

tttataa

tcactgtcag
cgtotgtett
tegaccegtt
ggtattteece
cgecatccgtg
gcacttcagg
cagtttaacg
gccaacgcta
aacaacaccg
gtegeggeeg
gtttctggaa
attgcggctg
acggcaaccc
ggcgacacag
gogatcaacg
acactgaccc
gcgaccggta
ggcagecactg
tcagtaaget
gtggttggtt
aacagcgcaa
ctgggtgetg
aacctgtegg
ctgtccaagg
cgtcecacage
gtcactacte

cocgactgage

attgaaaatt

gcttcacaaa

acagtcacta

59

ctcagaacca
ceggtctgog
tfcagtccca
tggctcagac
agctgtectgt
gcgaagtaaa
gcctcaacct
accagaccat
tatccggtga
ctgatgtgge
ctgaaggctc
ctgttaacge
tegetggtet
cgaccatecte
atacctcagg
aggctgatagg
ccgcocacget
acagcacgat
cctotgtoege
ccaacctcca
tcgagattgce
cccagaaccg
coegetaacag
cgcaggttct
aggttctgte
agaacactgc

cttacacgac

tagetageeca

caatgtegge

ctcagaacac

gctgaacaaa
catcaactcc
gatctetggt
tgotgaaggt
tcagteggee
ccagctgaag
tctggatgge
ctcggtetet
aagtgatacc
aaccgttgec
tgaggtcatec
tgaaaccggc
gtotgacgat
cgcagoggta
caccactggt
caaagacatc
gcagggcagc
tgettetgge
agagactgec
gtecagtgtet
agatgcocggct
gttegagtet
ccggattetg
ccagcaagcet
cectectgeag
ttcacaaaca

agtcactact

tcogactgag
tattgaaaat

tgettecacaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
300
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560

1620

1680

1740

1800

1827
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<210> 26

<211> 608

<212> PRT

<213> Marinobacter algicola (DG893)

<220>
<221> Flagelina FR4DUD
<222> (1)..(608)

<220>

<221> CARACTERISTICA
<222> (503)..(527)

<223> Epitopo DUD

<220>

<221> CARACTERISTICA
<222> (530)..(554)

<223> Epitopo DUD

<220>

<221> CARACTERISTICA
<222> (557)..(581)

<223> Epitopo DUD
<220>

<221> CARACTERISTICA
<222> (584)..(608)

<223> Epitopo DUD

<400> 26

Met Ala Leu Gly Ile Asn Thr Asn Val Ala Ser Leu Ser Ala Gln Asn
1 5 10 15

Gln Leu Asn Lys Ser Gln Glu Leu Ser Asn Gln Ala Leu Glu Arg Leu
20 25 30

Ser Ser Gly Leu Arg Ile Asn Ser Ala Lys Asp Asp Ala Ala Gly Leu
Ala Ile Ser Thr Arg Phe Gln Ser Gln Ile Ser Gly Leu Asn Val Ala
50 55 60

Gln Arg Asn Ala Asn Asp Gly Ile Ser Leu Ala Gln Thr Ala Glu Gly
65 70 75 80

Ala Leu Glu Glu Thr Thr Asn Ile Leu Gln Arg Ile Arg Glu Leu Ser
BS 30 95

Val Gln Ser Ala Asn Ser Thr Asn Ser Ser Ser Asp Arg Ser Ala Leu
100 105 110 '

Gln Gly Glu Val Asn Gln Leu Lys Gln Glu Leu Asp Arg Ile Ala Gly
115 120 125

Thr Thr Gln Phe Asn Gly Leu Asn Leu Leu Asp Gly Ser Phe Thr Ala

60
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130 135 140

Gln Ser Phe Gln Val Gly Ala Asn Ala Asn Gln Thr Ile Ser Val Ser
145 150 155 160

Val Thr Gly Ala Arg Gly Ala Asp Leu Gly Asn Asn Thr Val Ser Gly
165 170 175

Glu Ser Asp Thr Thr Val Ser Gln Gly Thr Gly Ser Val Ala Val Ala
180 185 150

Ala Ala Asp Val Ala Thr Val Ala Asn Asn Thr Ile Ala Thr Gln Asn
195 200 205

Ile Thr Val Ser Gly Thr Glu Gly Ser Glu Val Ile Gly Ile Thr Gln
210 215 220

Gly Asp Thr Ala Glu Ala Ile Ala Ala Ala Val Asn Ala Glu Thr Gly
225 230 235 240

Thr Thr Gly Val Thr Ala Thr Ala Ser Thr Thr Ala Thr Leu Ala Gly
245 250 255

Leu Ser Asp Asp Gly Thr Val Ser Phe Thr Leu Gly Ser Gly Gly Asp
260 265 270

Thr Ala Thr Ile Ser Ala Ala Val Thr Thr Thr Asp Leu Gly Ala Leu
275 280 285

Ala Lys Ala Ile Asn Asp Thr Ser Gly Thr Thr Gly Val Thr Ala Glu
290 295 300

Ala Asn Gly Gly Glu Ile Thr Leu Thr Gln Ala Asp Gly Lys Asp Ile
305 310 315 320

Arg Leu Gln Asp Phe Ala Asn Ser Gly Asn Ala Thr Gly Thr Ala Thr
325 330 335
Leu Gln Gly Ser Gly Asp Pro Ser Ala Val Thr Leu Thr Ala Gly Ser

340 345 350

Thr Asp Ser Thr Ile Ala Ser Gly Ser Val Glu Fhe Ala Ser Ser Gly
355 360 365

Ala Phe Ser Val Ser Ser Ser Val Ala Glu Thr Ala Gly Ser Ile Leu
370 375 380

Asn Val Ala Ala Asp Thr Val Val Gly Ser Asn Leu Gln Ser Val Ser
385 350 395 1400

Ser Ile Asp Ile Gly Thr Val Ala Gly Ala Asn Ser Ala Ile Glu Ile
405 410 415

Ala Asp Ala Ala Leu Glu Gln Ile Ser Gly Ile Arg Ala Asp Leu Gly
420 425 430

Ala Ala Gln Asn Arg Phe Glu Ser Thr Ile Ala Asn Leu Ser Thr Thr
435 440 445

Ala Glu Asn Leu Ser Ala Ala Asn Ser Arg Ile Leu Asp Ala Asp Phe
450 455 460

Ala Ser Glu Thr Ala Lys Leu Ser Lys Ala Gln Val Leu Gln Gln Ala
465 470 475 480

61
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30
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Gly Ile Ser Val Leu Ala Gln Ala Asn Ala
485 490

Ser Leu Leu Gln Gln Phe His Pro Thr Glu
500 505

Thr Gln Asn Thr Ala Ser Gln Thr Met Ser
515 520

Thr His Pro Thr Glu Pro Tyr Thr Thr Val
530 535

Ser Gln Thr Met Ser Ala Ile Glu Asn Leu
545 550

Pro Tyr Thr Thr ¥al Thr Thr Gln Asn Thr
E65 570

Ala Ile Glu Asn Leu Leu Glu His Pro Thr
580 585

Thr Thr Gln Asn Thr Ala Ser Gln Thr Met
585 600

<210> 27

<211> 24

<212> PRT

<213> Influenza A virus

<220>

<221> CARACTERISTICA
<222> (1)..(24)

<223> Péptido M2-2009

<400> 27

Pro

Ala

Thr

Ala

555

Ala

Glu

Ser

FPro

Tyr

Ile

Thr

540

Ser

Ser

FPro

Ala

Gln

Thr

Glu

525

Gln

His

Gln

Tyr

Ile
605

Gln

Thr

510

Asn

Asn

Pro

Thr

Thr

590

Glu

val

495

Val

Leu

Thr

Thr

Met

575

Thr

Asn

Leu

Thr

Gly

Ala

Glu

560

Ser

val

Leu

Met Ser Leu Leu Thr Glu Val Glu Thr Pro Thr Arg Ser Glu Trp Glu

1 5 10
Cys Arg Cys Ser Asp Ser Ser Asp
20
<210>28
<211>1854
<212> DNA

<213> Marinobacter algicola (DG893)

<220>
<221> Flagelina FR4M2-2009
<222> (1)..(1854)

<220>

<221> caracteristica
<222> (1538)..(1584)
<223> Epitopo M2-2009

<220>
<221> caracteristica

62

15
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20

<222> (1585)..(1655)
<223> Epitopo M2-2009

<220>

<221> caracteristica
<222> (1656)..(1728)
<223> Epitopo M2-2009

<220>

<221> caracteristica
<222> (1729)..(1800)
<223> Epitopo M2-2009

<220>
<221> caracteristica
<222> (1807)..(1825)

ES 2569417 T3

<223> Secuencia que codifica para una cola de histidinas

<220>
<221> caracteristica
<222> (1835)..(1846)

<223> Secuencia que codifica para la secuencia KDEL

<400> 28

63



ggatccatgg
aacaaatccc
aactcecgeca
tectggtectga
gaaggtgcte
tecggecaact
ctgaagcaag
gatggcagct
gtctetgtaa
gataccactg
gttgccaaca
gtcatcggta
accggoacga
gacgatggta
gcggtaacga
actggtgtta
gacatcecgte
ggcagcggty
tectggetetg
actgeceggta
gtgtctteta
goggetetgg

gagtctacga

ctctoggtat
aggagetttco
aggacgatgc
atgttgcceca
tggaagaaac
ctaccaactce
agettgateg
tcactgececa
ctggegeteg
tcagtcaggg
atacgattge
ttacccaggg
ctggtgtaac
cggtttectt
ccactgacct
cggctgaage
tgcaggactt
acccatcagc
ttgaattcge
gecattctgaa
tcgacategg
agcagatcag

tcgeocaacet

ES 2569417 T3

taacactaac
taaccaagct
tgctggoctt
gegtaacgcee
caccaacatec
ttcttecgac
tattgeecggt
gtcattccag
tggtgecgac
cacgggttct
tacacagaac
cgatactgca
ggctacggca
tacgottgge
gggtgecgetg
aaacggtgge
tgccaactca
ggttactttg
ctetteeggt
cgtcgecagee
tactgttgcg
tggtatecge

gagcacaact

gttgegtecac
ctggagegte
gcaatttcoga
aacgacggta
ctgcagegeca
cgectetgeac
accacccagt
gttggtgcca
cttggtaaca
gttgeocagteg
atcaccgttt
gaagcgattyg
tccaccacgg
agtggtggcg
gccaaagocga
gaaatcacac
ggtaacgcga
accgctggca
gecattcteag
gacaccgtgg
ggcgctaaca
gccgatctgg

gccgaaaacc

64

tgtcagctca
tagtcttecgg
ccegttttea
tttecetgge
teccgtgaget
ttcagggcga
ttaacggecct
acgctaacca
acaccgtatce
cggcegectga
ctggaactga
cggotgetgt
caaccctcoge
acacagegac
tcaacgatac
tgaceccaggce
ccggtaccge
gcactgacag
taagcteocte
ttggttecaa
gcgeaatega
gtgotgeeca

tgteggeege

gaaccagctg
totgegeate
gtoccagate
tcagactget
gtctgtteag
agtaaaccag
caaccttetg
gaccatcteg
cggtgaaagt
tgtggeaace
aggctctgag
taacgctgaa
tggtctgteot
catctocgea
ctcaggcace
tgatggcaaa
cacgctgcag
cacgattgct
tgtegcagag
cctocagtca
gattgcagat
gaaccggttc

taacagccgg

€0
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320

1380
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15

20

25

30

35

attctggatg
caagctggta
ctgcagcaat
tgcagatgeca
agcgaatggg
acgcocctacca
accgaggteg

tetagacate

<210> 29
<211> 617
<212> PRT

cagacttege
tetetgtact
tcatgagtct
gcgattcaag
agtgcagatg
gaagcgaatg
aaacgectac

accaccacca

ES 2569417 T3

atctgaaact
ggcacaggcyg
tctaacegag
tgatatgagt
cagcgattca
ggagtgcaga
cagaagcgaa

tocaccatget

<213> Marinobacter algicola (DG893)

<220>

<221> Flagelina FR4M2-2009

<222> (1)..(617)

<220>

<221> CARACTERISTICA

<222> (505)..(528)

<223> Epitopo M2-2009

<220>

<221> CARACTERISTICA

<222> (529)..(552)

<223> Epitopo M2-2009

<220>

<221> CARACTERISTICA

<222> (553)..(576)

<223> Epitopo M2-2009

<220>

<221> CARACTERISTICA

<222> (577)..(600)

<223> Epitopo M2-2009

<220>

<221> CARACTERISTICA

<222> (612)..(615)

<223> Secuencia KDEL

<400> 29

gctaagctgt
aatgccegtce
gtegaaacge
cttctaaceg
agtgatatga
tgecagcocgatt
tgggagtgea

agaaaagatg

65

ccaaggogea
cacagcaggt
ctaccagaag
aggtcgaaac
gtettotaac
caagtgatat
gatgcagoga

aactgtaaaa

ggttctcecag
tctgtecoceote
cgaatgggag
gcctaccaga
cgaggtcgaa
gagtcttcta
ttcaagtgat

gctt

1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800

1854



Gly

Ser Met Ala Leu
5

Asn Gln Leu Asn
20

Leu Ser Ser Gly
35

Len Ala Ile Ser
50

Gly Ile Asn Thr

Lys Ser Gln Glu

Leu Arg Ile Asn

Thr Arg Phe Gln

55

ES 2569417 T3

40

25

66

Asn

10

Leau

Ser

Ser

Val

Ser

Ala

Gln

Ala

Asn

Lys

Ile
60

Ser Leu Ser
15

Gln Ala Leu
30

Asp Asp Ala
45

Ser Gly Leu

Glu

Ala

Asn



ES 2569417 T3

Val Ala Gln Arg Asn Ala Asn Asp Gly Ile Ser Leu Ala Gln Thr Ala
65 70 75 80

Glu Gly Ala Leu Glu Glu Thr Thr Asn Ile Leu Gln Arg Ile Arg Glu
85 90 95

Leu Ser Val Gln Ser Ala Asn Ser Thr Asn Ser Ser Ser Asp Arg Ser
100 105 110

Ala Leu Gln Gly Glu Val Asn Gln Leu Lys Gln Glu Leu Asp Arg Ile
115 120 125

Ala Gly Thr Thr Gln Phe Asn Gly Leu Asn Leu Leu Asp Gly Ser Phe
130 135 140

Thr Ala Gln Ser Phe Gln Val Gly Ala Asn Ala Asn Gln Thr Ile Ser
145 150 155 160

Val Ser Val Thr Gly Ala Arg Gly Ala Asp Leu Gly Asn Asn Thr Val
165 170 175

Ser Gly Glu Ser Asp Thr Thr Val Ser Gln Gly Thr Gly Ser Val Ala
180 185 1590

Val Ala Ala Ala Asp Val Ala Thr Val Ala Asn Asn Thr Ile Ala Thr
195 200 205

Gln Asn Ile Thr Val Ser Gly Thr Glu Gly Ser Glu Val Ile Gly Ile
210 215 220

Thr Gln Gly Asp Thr Ala Glu Ala Ile Ala Ala Ala Val Asn Ala Glu
225 230 235 240

Thr Gly Thr Thr Gly Val Thr Ala Thr Ala Ser Thr Thr Ala Thr Leu
245 250 255

Ala Gly Leu Ser Asp Asp Gly Thr Vval Ser Phe Thr Leu Gly Ser Gly
260 265 270

Gly Asp Thr Ala Thr Ile Ser Ala Ala Val Thr Thr Thr Asp Leu Gly
275 280 285

Ala Leu Ala Lys Rla Ile Asn Asp Thr Ser Gly Thr Thr Gly Val Thr
290 295 300

Ala Glu Ala Asn Gly Gly Glu Ile Thr Leu Thr Gln Ala Asp Gly Lys
305 310 315 320

Asp Ile Arg Leu Gln Asp FPhe Ala Asn Ser Gly Asn Ala Thr Gly Thr
325 330 335

Ala Thr Leu Gln Gly Ser Gly Asp Pro Ser Ala Val Thr Leu Thr Ala
340 345 350

Gly Ser Thr Asp Ser Thr Ile Ala Ser Gly Ser Val Glu Phe Ala Ser
355 360 365

Ser Gly Ala Phe Ser Val Ser Ser Ser Val Ala Glu Thr Ala Gly Ser
370 375 380

Ile Leu Asn Val Ala Ala Asp Thr Val Val Gly Ser Asn Leu Gln Ser
385 390 395 400

Val Ser Ser Ile Asp Ile Gly Thr Val Ala Gly Ala Asn Ser Ala Ile
405 410 415

67
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15
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Glu Ile Ala Asp Ala Ala Leu Glu Gln
420 425

Leu Gly Ala Ala Gln Asn Arg Phe Glu
435 440

Thr Thr Ala Glu Asn Leu Ser Ala Ala
450 455

Asp Phe Ala Ser Glu Thr Ala Lys Leu
465 470

Gln Ala Gly Ile Ser Val Leu Ala Gln
485

Val Leu Ser Leu Leu Gln Gln Phe Met
500 505

Thr Pro Thr Arg Ser Glu Trp Glu Cys
515 520

Met Ser Leu Leu Thr Glu Val Glu Thr
530 535

Cys Arg Cys Ser Asp Ser Ser Asp Met
545 550

Thr Pro Thr Arg Ser Glu Trp Glu Cys
565

Met Ser Leu Leu Thr Glu Val Glu Thr
580 585

Cys Arg Cys Ser Asp Ser Ser Asp Ser
595 600

His Ala Arg Lys Asp Glu Leu Lys Leu
610 615

<210> 30

<211> 1815

<212> DNA

<213> Marinobacter algicola (DG893)

<220>
<221> Flagelina FR4M2-2009
<222> (1)..(1815)

<220>

<221> caracteristica
<222> (1538)..(1584)
<223> Epitopo M2-2009

<220>

<221> caracteristica
<222> (1585)..(1655)
<223> Epitopo M2-2009

68

Ile

Ser

Asn

Ser

Ala

490

Ser

Fro

Ser

Arg

570

Pro

Arg

Ser

Thr

Ser

Lys

475

Asn

Cys

Thr

Leu

555

Cys

Thr

His

Gly

Ile

Arg

460

Ala

Ala

Leu

Ser

Arg

540

Lenu

Ser

Arg

His

Ile

Ala

445

Ile

Gln

Arg

Thr

Asp

525

Ser

Thr

Asp

Ser

His
605

Arg

430

Asn

Leu

Val

Pro

Glu

510

Ser

Glu

Glu

Ser

Glu

580

His

Ala

Leu

Asp

Leu

Gln

495

Val

Sear

Trp

val

Ser
575

Trp

His

Asp

Ser

Ala

Gln

480

Gln

Glu

Asp

Glu

Glu

560

Glu

His
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<220>

<221> caracteristica
<222> (1656)..(1728)
<223> Epitopo M2-2009

<220>

<221> caracteristica
<222> (1729)..(1800)
<223> Epitopo M2-2009

<400> 30

ES 2569417 T3

69



ggatccatgg
aacaaatcecc
aactcocgeca
tctggtctga
gaaggtgctc
teoggocaact
ctgaagcaag
gatggecaget
gtctetgtaa
gataccactg
gttgccaaca
gtcatcggta
accggcacga
gacgatggta
goggtaacga
actggtgtta
gacatccgte
ggcagcggtyg
tectggetetg
actgocoggta
gtgtetteta
goeggetetgg
gagtctacga
attctggatg
caagctggta
ctgcagecaat
tgcagatgca
agcgaatggy
acgcctacea

accgaggtceg

cteoteoggtat
aggagctttc
aggacgatgc
atgttgccca
tggaagaaac
ctaccaacte
agcttgateg
tecactgeececa
ctggcgcectcg
tcagtcaggg
atacgattge
ttacccaggg
ctggtgtaac
cggtttectt
ccactgacct
cggctgaage
tgcaggactt
acccatecagc
ttgaattege
gcattctgaa
tcgacatogg
agcagatcag
togccaaccet
cagacttoge
tctetgtact
tcatgagtect
gcgattcaag
agtgcagatg
gaagcgaatg

aaacgcctac
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taacactaac
taaccaagct
tgectggectt
goegtaacgee
caccaacatc
ttetteegac
tattgcocggt
gtecatteocag
tggtgocgac
cacgggttct
tacacagaac
cgatactgca
ggctacggea
tacgecttgge
gggtgcgcetg
aaacggtggc
tgccaactea
ggttactttg
ctctteeggt
cgtcgcagec
tactgttgeg
tggtatcege
gagcacaact
atctgaaact
ggcacaggog
tctaaccgag
tgatatgagt
cagcgattea
ggagtgcaga

cagaagcgaa

gttgegtcac
ctggagegtce
gcaatttcga
aacgacggta
ctgcagogca
cgototgoac
accacccagt
gttggtgceca
cttggtaaca
gttgeagteg
atcaccgttt
gaagogattg
tecaccacgg
agtggtggcyg
gccaaagcga
gaaatcacac
ggtaacgcga
accgctggea
gcattctecag
gacaccgtgg
ggcgctaaca
gccgatctgg
gccgaaaacc
gctaagotgt
aatgcecegteo
gtogaaacge
cttectaaceg
agtgatatga
tgcagegatt

tgggagtgca

70

tgtcagetea
tgtecttecgg
ccegttttea
tttecectgge
tecegtgaget
ttcagggcga
ttaacggcct
acgctaaceca
acaccgtatc
cggocgectga
ctggaactga
cggctgetgt
caaccctoge
acacagogac
tcaacgatac
tgaccecaggc
ceggtacege
gcactgacag
taagectocte
ttggttccaa
gogocaatega
gtgctgcocca
tgteggeege
ccaaggogeca
cacagcaggt
ctaccagaaqg
aggtcgaaac
gbcttectaac
caagtgatat

gatgecagcga

gaaccagctg
tetgegeoate
gtcccagate
tcagactget
gtctgttcag
agtaaaccag
caaccttctg
gaccatcteg
cggtgaaagt
tgtggcaacce
aggctctgag
taacgctgaa
tggtctgtet
catcteogea
ctcaggecacc
tgatggcaaa
cacgctgecag
cacgattgect
tgtecgeagag
cctccagtca
gattgcagat
gaaccggttc
taacagcegg
ggttctecag
tectgteccte
cgaatgggag
goctaccaga
cgaggtcgaa
gagtcttcta

ttcaagtgat

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740

1800
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<210> 31

<211> 604

<212> PRT

<213> Marinobacter algicola (DG893)

<220>
<221> Flagelina FR4M2-2009
<222> (1)..(604)

<220>

<221> CARACTERISTICA
<222> (505)..(528)

<223> Epitopo M2-2009

<220>

<221> CARACTERISTICA
<222> (529)..(552)

<223> Epitopo M2-2009

<220>

<221> CARACTERISTICA
<222> (553)..(576)

<223> Epitopo M2-2009

<220>

<221> CARACTERISTICA
<222> (577)..(600)

<223> Epitopo M2-2009

<400> 31

ES 2569417 T3
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Gly Ser Met Ala Leu Gly Ile Asn Thr Asn Val Rla Ser Leu Ser Ala
Gln Asn Gln Leu Asn Lys Ser Gln Glu Leu Ser Asn Gln Ala Leu Glu
20 25 30

Arg Leu Ser Ser Gly ILeu Arg Ile Asn Ser Ala Lys Asp Asp Ala Ala
35 40 45

Gly Leu Ala Ile Ser Thr Arg Phe Gln Ser Gln Ile Ser Gly Leu Asn
50 55 60

Val Ala Gln Arg Asn Ala Asn Asp Gly Ile Ser Leu Ala Gln Thr Ala
65 70 75 80

Glu Gly Ala Leu Glu Glu Thr Thr Asn Ile Leu Gln Arg Ile Arg Glu
85 90 95

Leu Ser Val Gln Ser Ala Asn Ser Thr Asn Ser Ser Ser Asp Arg Ser
100 _ 105 110

Ala Leu Gln Gly Glu Val Asn Gln Leu Lys Gln Glu Leu Asp Arg Ile
115 120 125

Ala Gly Thr Thr Gln Phe Asn Gly Leu Asn Leu Leu Asp Gly Ser Fhe
130 135 140

Thr Ala Gln Ser Phe Gln Val Gly Ala Asn Ala Asn Gln Thr Ile Ser
145 150 155 160

72



val

Ser

Val

Gln

Thr

225

Thr

Ala

Gly

Ala

Ala

305

Asp

Ala

Gly

Ser

Ila

385

Val

Glu

Leau

Thr

Asp

465

Gln

Ser

Gly

Ala

Asn

210

Gln

Gly

Gly

Asp

Leu

290

Glu

Ile

Thr

Ser

Gly

370

Leu

Ser

Ile
Gly
Thr
450

Phe

Ala

Val

Glu

Ala

195

Ile

Gly

Thr

Leu

Thr

275

Ala

Ala

Arg

Leu

Thr

355

Ala

Asn

Ser

Ala
Ala
435

Ala

Ala

Thr

Ser

180

Ala

Thr

Asp

Thr

Ser

260

Ala

Lys

Asn

Leu

Gln

340

Asp

Phe

val

Ile

Asp

420

Ala

Glu

Ser

Ile

Gly

165

Asp

Asp

Val

Thr

Gly

245

Asp

Thr

Ala

Gly

Gln

325

Gly

Ser

Ser

Ala

Asp
405

Ala

Gln

Asn

Glu

Ser
485

Rla

Thr

vVal

Ser

Ala

230

Val

Asp

Ile

Ile

Gly

310

Asp

Ser

Thr

Val

Ala

3590

Ila

Ala

Asn

Lau

Thr

470

Val

Arg

Thr

Ala

Gly

215

Glu

Thr

Gly

Ser

Asn

295

Glu

Phe

Gly

Ile

Ser

375

Asp

Gly

Leu
Arg
Ser

455

Ala

Gly

val

Thr

200

Thr

Ala

Ala

Thr

Ala

280

Asp

Ile

Ala

Asp

Ala

360

Ser

Thr

Glu

Phe

440

Ala

Lys

Ala

ES 2569417 T3

Ala

Ser

185

Val

Glu

Ile

Thr

val

265

Ala

Thr

Thr

Asn

Pro

345

Ser

Ser

Val

Val

Gln

425

Glu

Ala

Leu

Gln

Asp

170

Gln

Ala

Gly

Ala

Ala

250

Ser

Val

Ser

Leu

Ser

330

Ser

Gly

Val

val

Ala
410

Ile

Ser

Asn

Ser

Ala
490

Leu

Gly

Asn

Ser

Ala

235

Ser

Phe

Thr

Gly

Thr

315

Gly

Ala

Ser

Ala

Gly

385

Gly

Sar

Thr

Ser

Lys

475

Asn

73

Gly

Thr

Asn

Glu

220

Ala

Thr

Thr

Thr

Thr

300

Gln

Asn

Val

vVal

Glu

380

Ser

Ala

Gly
Ile
Arg
460

Ala

Ala

Asn

Gly

Thr

205

Val

Val

Thr

Leu

285

Thr

Ala

Ala

Thr

Glu

365

Thr

Asn

Asn

Ile
Ala
445
Ile

Gln

Arg

Asn

Ser

1390

Ile

Ile

Asn

Ala

Gly

270

Asp

Gly

Asp

Thr

Leu

350

Phe

Ala

Leu

Ser

430

Asn

Leu

Val

Fro

Thr
175
val

Ala

Ala

Thr

255

Ser

Leau

Val

Gly

Gly

335

Thr

Ala

Gly

Gln

Ala
415

Ala

Lau

Asp

Leu

Gln
495

Val

Ala

Thr

Ile

Glu

240

Leu

Gly

Gly

Thr

Lys

320

Thr

Ala

Ser

Ser

Ser

400

Ile

Asp

Sear

Ala

Gln

480

Gln
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Val Leu Ser Leu Leu Gln Gln Phe Met
500 505

Thr Pro Thr Arg Ser Glu Trp Glu Cys
515 520

Met Ser Leu Leu Thr Glu val Glu Thr
530 535

Cys Arg Cys Ser Asp Ser Ser Asp Met
545 550

Thr Pro Thr Arg Ser Glu Trp Glu Cys
565

Met Ser Leu Leu Thr Glu vVal Glu Thr
580 585

Cys Arg Cys Ser Asp Ser Ser Asp Ser
595 600

<210> 32

<211> 1956

<212> DNA

<213> Marinobacter algicola (DG893)

<220>
<221> Plasmido pRSETA-FR4M2-2009
<222> (1)..(1956)

<220>

<221> caracteristica

<222> (110)..(1607)

<223> Secuencia de la Flagelina FR

<220>

<221> caracteristica
<222> (1613)..(1684)
<223> Epitopo M2-2009

<220>

<221> caracteristica
<222> (1685)..(1756)
<223> Epitopo M2-2009

<220>

<221> caracteristica
<222> (1757)..(1828)
<223> Epitopo M2-2009

<220>

<221> caracteristica
<222> (1829)..(1901)
<223> Epitopo M2-2009

<220>

<221> caracteristica

<222> (1908)..(1928)

<223> Secuencia que codifica para una cola de histidinas

74

Ser

Fro

Ser

570

Pro

Leu

Cys

Thr

Leu
555

Thr

Lys

Leu
Ser
Arg
540

Leu

Ser

Len

Thr

Asp

525

Ser

Thr

Asp

Ser

Glu

510

Ser

Glu

Glu

Ser

Glu
580

val Glu

Ser Asp

Trp Glu

val Glu
560

Ser Asp
575

Trp Glu
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<220>

<221> caracteristica

<222> (1935)..(1946)

<223> Secuencia que codifica para la secuencia KDEL

<400> 32

75



atgecggggtt
atgggtcggg
attaacacta
tctaaccaag
getgetggoco
cagcgtaacg
accaccaaca
tettettecg
cgtattgceg
cagtcattcc
cgtggtgceg
ggcacgggtt
gctacacaga
ggcgatactg
acggectacgg
tttacgecttg
ctgggtgcge
gcaaacggtg
tttgeocaact
geggttactt
goctettecg
aacgtegcag
ggtactgttg
agtggtatce
ctgagcacaa
gcatctgaaa
ctggcacagg
ctteoctaaccq
agtgatatga
tgecageocgatt

tgggagtgea

ctcatcatca
atctgtacga
acgttgcgte
ctctggageg
ttgcaattte
ccaacgacqgqg
tocctgeoageg
accgcoctcotge
gtaccaccca
aggttggtge
accttggtaa
ctgttgecagt
acatcaccgt
cagaagcgat
catccaccac
gcagtggtgg
tggccaaage
gogaaatcac
caggtaacgc
tgaccgetgg
gtgecattecte
ccgacaccgt
cgggegctaa
gogoogatct
ctgoocgaaaa
ctgetaaget
cgaatgceoeg
aggtcgaaac
gtettectaac
caagtgatat

gatgcagcga

ES 2569417 T3

tcatcatcat
cgatgacgat
actgtcagct
tetgtettee
gaccegtttt
tatttceoctg
catcecgtgag
acttecaggge
gtttaacgge
caacgctaac
caacaccgta
cgoggeocget
ttetggaact
tgeggetget
ggcaacccte
cgacacagcg
gatcaacgat
actgacccag
gaccggtacec
cagcactgac
agtaagctcc
ggttggttce
cagcgcaatc
gagtgctgec
cctgteggee
gtccaaggeg
tccacagcag
gectaccaga
cgaggtocgaa
gagtcttecta

ttcaagtgat

ggtatggcta
aaggatcgat
cagaaccagc
ggtctgegea
cagtoccaga
gctcagactg
ctgtctgtte
gaagtaaace
ctcaacctte

cagaccatct

teceggtgaaa
gatgtggcaa
gaaggctctg
gttaacgctg
gotggtcectgt
accatcteceg
acctcaggca
getgatggea
geecacgetge
agcacgattg
tetgtecgeag
aacctecagt
gagattgcag
cagaaccggt
gctaacagece
caggttctee
gttetgtcec
agcecgaatggg
acgoctacca
accgaggteg

atgagtectte

76

gcatgactgg
ggggatccat
tgaacaaatc
tcaacteccge
tetetggtet
ctgaaggtge
agteggcocaa
agctgaagea
tggatggcag
cggtctctgt
gtgatacecac
ccgttgocaa
aggtcatcgg
aaaccggcac
ctgacgatgg
cagcggtaac
ccactggtgt
aagacatccg
agggcagcgg
cttctggete
agactgccogg
cagtgtectte
atgeggctet
tcgagtctac
ggattctgga
agcaagctgg
tectgecagea
agtgcagatg
gaagcgaatg
aaacgocctac

taaccgaggt

tggacagcaa
ggctcteggt
ccaggagctt
caaggacgat
gaatgttgce
tctggaagaa
ctctaccaac
agagcttgat
cttecactgece
aactggcgct
tgteagtcag
caatacgatt
tattaccecag
gactggtgta
tacggtttce
gaccactgac
tacggctgaa
tctgecaggac
tgacccateca
tgttgaatte
tagecattetg
tategacatc
ggagcagatc
gatcgccaac
tgcagacttce
tatctctgta
attcatgagt
cagcgattea
ggagtgcaga
cagaagcgaa

cgaaacgocct

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
T80
840
200
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800

1860
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accagaagceg aatgggagtg cagatgcage gattcaagtg attctagaca tcaccaccac

ES 2569417 T3

catcaccatg ctagaaaaga tgaactgtaa aagctt

<210> 33

<211> 650

<212> PRT

<213> Marinobacter algicola (DG893)

<220>
<221> Plasmido pRSETA-FR4M2-2009
<222> (1)..(650)

<220>

<221> CARACTERISTICA
<222> (37)..(536)

<223> Flagelina FR

<220>

<221> CARACTERISTICA
<222> (539)..(562)

<223> Epitopo M2-2009

<220>

<221> CARACTERISTICA
<222> (563)..(586)

<223> Epitopo M2-2009

<220>

<221> CARACTERISTICA
<222> (587)..(610)

<223> Epitopo M2-2009

<220>

<221> CARACTERISTICA
<222> (611)..(634)

<223> Epitopo M2-2009

<220>

<221> CARACTERISTICA
<222> (637)..(643)

<223> Cola de histidinas

<220>

<221> CARACTERISTICA
<222> (645)..(648)

<223> Secuencia KDEL

<400> 33

7

1520

1956



Gly

Arg

Ser

Leu

Arg Gly Ser
Gly Gln Gln
20

Trp Gly Ser
35

Ala Gln Asn
50

Glu Arg Leu

Gln

Ser

His

Ala

Leu

Ser

ES 2569417 T3

His His

His

Ser

78

His

10

Tyr

Asn

Gln

Ila

Gly Met Ala Ser
Asp Asp Asp Asp
30

Thr Asn Val Ala
45

Glu Leu Ser Asn
60

Asn Ser Ala Lys

Met
15

Thr

Lys Asp

Ser Leu

Gln Ala

Asp Asp



€5

Ala

Leu

Thr

Arg

145

Sar

Ile

Thr

val

225

Ala

Gly

Ala

Thr

Ser

305

Leu

val

Gly

Gly

Thr

385

Ala

Ala

Asn

Ala

Glu

130

Ser

Ile

Pha

Ser

Val

210

Ala

Thr

Ile

Glu

Leu

250

Gly

Gly

Thr

Lys

Thr

370

Ala

Ser

Gly

Val

Glu

115

Leu

Ala

Ala

Thr

val

135

Ser

val

Gln

Thr

Thr

275

Ala

Gly

Ala

Ala

Asp

355

Ala

Gly

Ser

Leu
Ala
100
Gly
Ser
Leu
Gly
Ala
180
Ser
Gly
Ala
Asn
Gln
260
Gly
Gly
Asp
Leu
Glu
340
Ile
Thr

Ser

Gly

Ala

85

Gln

Ala

Val

Gln

Thr

165

Gln

val

Glu

Ala

Ile

245

Gly

Thr

Leu

Thr

Ala

325

Ala

Leu

Thr

Ala
405

70

Ile

Arg

Leu

Gln

Gly

150

Thr

Sar

Thr

Ser

Ala

230

Thr

Asp

Thr

Ser

Ala

310

Lys

Asn

Leu

Gln

Asp

390

Phe

Ser
Asn
Glu
Ser
135
Glu
Gln
Phe
Gly
Asp
215
Asp
Val
Thr
Gly
Asp
295
Thr
Ala
Gly
Gln
Gly
375

Ser

Ser

Thr

Ala

Glu

120

Ala

val

Phe

Gln

Ala

200

Thr

val

Ser

Ala

Val

280

Asp

Ile

Ile

Gly

Asp

360

Ser

Thr

val
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Arg
Asn
105

Thr

Asn

Asn
Vval
185
Thr
Ala
Gly
Glu
265
Thr
Gly
Ser
A=n
Glu
345
Fhe
Gly

Ile

Ser

Phe

Asp

Thr

Ser

Gln

Gly

170

Gly

Gly

Val

Thr

Thr

250

Ala

Ala

Thr

Ala

Asp

330

Ile

Ala

Asp

Ala

Ser
410

75

Gln

Gly

Asn

Thr

Leu

155

Leu

Ala

Ala

Ser

Val

235

Glu

Ile

Thr

Val

Ala

‘315

Thr

Thr

Asn

Pro

Ser

395

Ser

79

Ser

Ile

Ile

Asn

140

Lys

Asn

Asn

Asp

Gln

220

Gly

Ala

Ala

Ser

300

Val

Ser

Leu

Ser

Ser

380

Gly

Val

Gln

Ser

Leu

125

Ser

Gln

Leu

Ala

Leu

205

Gly

Asn

Ser

Ala

Ser

285

Phe

Thr

Gly

Thr

Gly

365

Ala

Ser

Ala

Ile
Leu
110
Gln

Ser

Glu

Asn
190
Gly

Thr

Glu

Ala

270

Thr

Thr

Thr

Thr

Gln

350

Asn

Val

Val

Glu

Ser
95

Ala
Arg
Ser
Leu
Asp
175
Gln
Asn
Gly
Thr
Val
255

Val

Thr

Thr
Thr
335
Ala
Ala
Thr

Glu

Thr
415

a0

Gly

Gln

Ile

Asp

Asp

160

Gly

Thr

Asn

Ser

Ila

240

Ile

Asn

Ala

Gly

Asp

320

Gly

Asp

Thr

Fhe
400

Ala



Gly

Gln

Ala

Ala

465

Leu

Asp

Gln

Gln

Glu

545

Asp

Glu

Glu

Glu
625

His

Ser

Ser

Ile

450

Asp

Ser

Ala

Gln

Val

530

Thr

Cys
Thr
Meat
610

Cys

His

Ile

Vval

435

Glu

Leu

Thr

Asp

Ala

515

Leu

Pro

Ser

Arg

Pro

595

Ser

Arg

Ala

Lau

420

Ser

Ile

Gly

Thr

Phe

500

Gly

Ser

Thr

Leu

Cys

580

Thr

Leu

Cys

Arg

Asn

Ser

Ala

Ala

485

Ser

Ile

Leu

Leu

565

Ser

Arg

Leu

Ser

Lys
645

Val

Ile

Asp

Ala

470

Glu

Glu

Ser

Leu

Ser

550

Thr

Asp

Ser

Thr

Asp

630

Asp

Ala

Asp

Ala

455

Gln

Asn

Thr

val

Gln

535

Glu

Glu

Ser

Glu

Glu

615

Ser

Glu
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Ala
Ile
440

Ala

Leu

Leu
520

Gln

Trp

val

Ser

Trp

600

val

Ser

Leu

RAsp
425
Gly

Leu

Ser

Lys

505

Ala

Phe

Glu

Glu

Asp

585

Glu

Glu

Asp

Lys

80

Thr

Thr

Glu

Fhe

Ala

450

Gln

Cys

Thr

570

Met

Cys

Thr

Ser

Leu
650

Val

val

Gln

Glu

475

Ala

Ser

Ala

Ser

Arg

555

Pro

Ser

Arg

Pro

Arg
635

Val

Ala

Ile

460

Ser

Asn

Lys

Asn

Leu

540

Cys

Thr

Leu

Cys

Thr

620

His

Gly
Gly
445
Ser
Thr
Ser
Ala
Ala
525

Leu

Ser

Leu

Ser
605

His

Ser

430

Ala

Gly

Ile

Arg

Gln

510

Arg

Thr

Asp

Ser

Thr

590

Ser

His

Asn

Asn

Ile

Ala

Ile

4585

val

Fro

Glu

Ser

Glu

575

Glu

Ser

Glu

His

Leu

Ser

Arg

Asn

480

Leu

Leu

Gln

Vval

Ser

560

Val

Ser

Trp

His
640
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REIVINDICACIONES

1. Adyuvante vacunal que comprende al menos una flagelina del género Marinobacter, preferentemente de la especie
Marinobacter algicola.

2. Adyuvante vacunal la reivindicacion 1, en que la al menos una flagelina se fusiona a al menos a un epitopo capaz de
generar respuesta inmunolégica, preferentemente en forma de 4 copias en tandem del mismo.

3. Adyuvante vacunal segun cualquiera de las reivindicaciones 1 6 2 que comprende al menos una secuencia de
aminoacidos seleccionada entre: SEQ ID NO:16, SEQ ID NO:17, SEQ ID NO:18, SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:4, SEQ ID
NO:6, SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:20, SEQ ID NO:22, SEQ ID NO:24, SEQ ID NO.26, SEQ ID NO:29 0 SEQ ID NO:31, o
una secuencia de aminoacidos codificada por SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:7, SEQ ID
NO:19, SEQ ID NO:21, SEQ ID NO:23, SEQ ID NO:25, SEQ ID NO:28 0 SEQ ID NO:30.

4. Vacuna que comprende al menos un adyuvante segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3.

5. Vacuna que comprende al menos un adyuvante vacunal segun la reivindicacién 1 y al menos un epitopo capaz de
generar respuesta inmune, no fusionado a dicho adyuvante.

6. Método de sintesis de adyuvantes vacunales caracterizados por comprender al menos una flagelina bacteriana del
género Marinobacter caracterizado por:

a) Seleccionar al menos una de las secuencias génicas que codifican para flagelinas del género Marinobacter
b) Clonar al menos una de las secuencias génicas del paso anterior en un vector de expresion, en el que el
vector de expresion se selecciona preferiblemente entre aquellos comprendidos en las siguientes cepas: CECT
7633, CECT 7634, CECT 7635y CECT 7636,

¢) Generar bacterias o virus, preferiblemente baculovirus, modificados mediante la insercion de vector del paso
anterior.

d) Crecer las bacterias o virus modificados del paso anterior en condiciones adecuadas para favorecer la
expresion de al menos una de las secuencias que codifican para flagelinas del género Marinobacter incluidas
en el vector, y

e) Aislar al menos una de lasflagelinas del género Marinobacter expresadas por las bacterias o virus que portan
el vector de expresion del paso anterior.

7. Método segun la reivindicacion 6 caracterizado por que las secuencias génicas que codifican para las flagelinas del
género Marinobacter se seleccionan preferentemente entre SEQ ID NO:1, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO:7,
SEQ ID NO:19, SEQ ID NO:21, SEQ ID NO:23, SEQ ID NO:25, SEQ ID NO:28 y SEQ ID NO:30.

8. Método segun la reivindicacion 6 caracterizado por que las secuencias génicas que codifican para las flagelinas del
género Marinobacter comprenden adicionalmente una secuencia génica que codifica para al menos un epitopo capaz
de generar respuesta inmunologica especifica, preferentemente en forma de 4 copias en tandem del mismo.

9. Método segun las reivindicaciones 6 a 8 caracterizado por que las secuencias génicas de las flagelinas del género
Marinobacter comprenden adicionalmente una secuencia génica que codifica para un péptido capaz de facilitar el
aislamiento o purificacion de la flagelina, preferentemente una secuencia que codifica para una cola de histidinas.

10. Método segun la reivindicaciébn 9 caracterizado por que las secuencias génicas de las flagelinas del género
Marinobacter comprenden adicionalmente una secuencia génica que codifica para un péptido capaz de evitar la
degradacion de la flagelina, preferentemente una secuencia génica que codifica para el péptido KDEL.

11. Método de acuerdo con las reivindicaciones 6-10 caracterizado por que los virus modificados son utilizados
preferentemente para transfectar células de mamifero o, mas preferentemente, células de insecto.

12. Uso de cualquiera de las secuencias seleccionadas entre: SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:3, SEQ ID
NO:4, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:8; SEQ ID NO:19, SEQ ID NO:20, SEQ ID NO:21, SEQ
ID NO:22, SEQ ID NO:23. SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO:25, SEQ ID NO:26, SEQ ID NO:28, SEQ ID NO:29, SEQ ID
NO:30 y SEQ ID NO:31, para la fabricacion de adyuvantes vacunales y/o vacunas.

13. Vacuna de acuerdo con las reivindicaciones 4 o 5 para su uso en un método de vacunacion.

14. Vacuna para uso en vacunacion de acuerdo con la reivindicacion 13, en el que la vacuna de las reivindicaciones 4 o
5 es administrada antes o después de la administracion de al menos una dosis efectiva de una vacuna que comprende,
al menos, una flagelina de Salmonella.
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