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DESCRIPCION
Polipéptidos quiméricos y sus aplicaciones terapéuticas contra una infeccion por Flaviviridae
Campo de lainvencion

La presente invencion se refiere al constructo de un polipéptido quimérico Util en la prevencion o en el tratamiento de
una infeccion por Flaviviridae. La presente invencion también se refiere al uso del polipéptido quimérico en la
preparacion de vectores virales recombinantes, tales como un vector viral vivo de sarampién para actuar como
vacuna.

Breve descripcion de la técnica anterior

Los flavivirus (familia de los Flaviviridae) son virus con envuelta cuyo genoma es una molécula de ARN de polaridad
positiva. El flavivirion se compone de tres proteinas estructurales designadas como C (proteina del nicleo), M
(proteina de membrana) y E (proteina de la envuelta). La proteina E que esta expuesta a la superficie del virus es
responsable de las funciones bioldgicas principales del virién, incluyendo la unién del virus y la fusién de membrana
especifica. La traduccion del ARN gendémico produce una poliproteina precursora que se escinde simultaneamente
por proteasas celulares y virales para generar las proteinas virales individuales: tres proteinas estructurales C, prM
(el precursor glicosilado de la proteina M), E, y siete proteinas no estructurales NS1 a NS5. La replicacion de los
flavivirus se produce en el citoplasma de las células infectadas. Los flavivirus tienen ciclos de transmision naturales
complejos que implican varios huéspedes naturales (en la mayoria de los mamiferos y de las aves) y vectores,
siendo estos Ultimos de artrépodos hematéfagos tales como garrapatas y mosquitos. Estos virus son la causa
principal de enfermedades humanas graves tales como manifestaciones hemorragicas o de sindromes meningo-
encefalicos. El virus del dengue (DEN) es uno de los dos flavivirus principales reconocidos como causantes de
enfermedades hemorragicas graves en todo el mundo.

El dengue es una enfermedad emergente y una preocupacion de salud publica. Desde hace mas de 50 afios, se ha
continuado con el desarrollo de candidatos a vacuna vivos-atenuados contra los cuatro serotipos del virus del
dengue. La bisqueda de una vacuna esta dificultada por la ausencia de un modelo animal que imita la enfermedad
provocada por el virus del dengue, es decir la fiebre hemorragica del dengue y el sindrome de choque con el que
estd asociado. La eficacia de las vacunas puede evaluarse en el ratdon usando una cepa neurovirulenta del virus
DEN adaptada al ratén, que produce la muerte de los animales adultos después de una inoculacién intracerebral. No
obstante, los estudios basados en este tipo de modelos murinos no reflejan la actividad de los virus del dengue en el
hombre. En el mono, sélo puede demostrarse la proteccién midiendo la reduccién de la viremia después de una
prueba infecciosa experimental. Asi, la prueba definitiva para una vacuna contra el dengue debe basarse en
ensayos clinicos realizados con seres humanos. La mayor parte de los candidatos a vacuna atenuados que se han
desarrollado estos ultimos 50 afios han sido o bien demasiado reactogénicos o bien insuficientemente inmundgenos
en los ensayos clinicos. Varios candidatos tetravalentes atenuados se encuentran en la actualidad en un ensayo
clinico de fase | o Il. La dificultad en el desarrollo de este tipo de vacunas vivas-atenuadas tetravalentes parece ser
la obtencion de una mezcla equilibrada de las cuatro valencias con el fin de generar una inmunidad protectora contra
los cuatro serotipos.

Diferentes candidatos a vacuna quiméricos vivos también se encuentran en desarrollo. Se basan en el intercambio
de genes estructurales homologos entre diferentes flavivirus. Se han construido varios tipos de virus quiméricos
intertipicos y se han sometido a prueba en el ratén o el mono. Se han construido virus quiméricos con la tecnologia
Chimerivax® basada en el virus vacunal de la fiebre amarilla (YF-17D). Se han sometido a prueba mezclas
tetravalentes de estas quimeras YF-17D/DEN en el macaco cangrejero. También en este caso, el equilibrio entre los
cuatro virus quiméricos es dificil de obtener para una inmunizacion uniforme. Un ensayo clinico de fase I/l esta en
preparacion actualmente para someter a prueba una vacuna Chimerivax-dengue 2. Otros enfoques incluyen
candidatos a vacuna subunitarios producidos a partir de un vector de expresion, y candidatos de tipo ADN desnudo
gue estan en desarrollo preclinico. Asi, el desarrollo de una vacuna tetravalente contra el virus del dengue sigue
siendo un problema sin resolver, uno de los mas importantes en la lista de la Organizacién Mundial de la Salud.

Por tanto, existe la necesidad de desarrollar nuevos candidatos a vacuna eficaces, faciles de producir y de formular
para la prevencién o el tratamiento de una infeccién por un virus de la familia de los Flaviviridae como el virus del
dengue.

Sumario de lainvenciéon

La presente invencion se refiere a un polipéptido quimérico y a sus aplicaciones en la prevencién o en el tratamiento
de una infeccion por Flaviviridae.

Mas particularmente, la presente invencion tiene como objeto un polipéptido quimérico que comprende un péptido de

subdominio de la proteina E de Flaviviridae unido a un péptido de subdominio de la proteina de membrana M de
Flaviviridae y, dado el caso, un segmento de unién que une el péptido de subdominio de la proteina E al péptido de
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subdominio de la proteina M, en el que el péptido de subdominio de la proteina M consiste en:

- el ectodominio 1-40 que comprende una secuencia de aminoacidos que va de la posicién 123 a la 162 de la SEQ
ID NO: 3; 0

- la secuencia apoptoM que comprende una secuencia de aminoacidos que va de la posicién 154 a la 162 de la SEQ
ID NO: 3 0 que va de la posicién 122 a la 132 de la SEQ ID NO:12.

La presente invencion también tiene por objeto un polinucleétido aislado o purificado que codifica para un polipéptido
quimérico seguln la invencion.

La presente invencidon también tiene por objeto un vector viral recombinante de sarampién en cuyo genoma se
inserta un polinucledtido seguln la invencion.

La solicitud también describe anticuerpos monoclonales o policlonales purificados que reconocen especificamente al
menos el polinucledtido definido anteriormente y/o el polipéptido quimérico de la invencion.

La invencion también tiene como objetivo el uso de un vector viral segun la invencién para la preparacion de una
composicion inmundgena destinada a la prevencién o al tratamiento de una infecciéon por Flaviviridae en una especie
sensible.

La presente invencién también tiene como objetivo vectores de clonacién o de expresion que comprenden un
polinucledtido de la invencién.

Segln otro objeto, la presente invencién propone una composicidon inmundgena destinada a la prevencion y/o al
tratamiento de una infeccién por Flaviviridae en una especie sensible, caracterizada porque comprende al menos
uno de los siguientes elementos:

- un polipéptido quimérico tal como se definié anteriormente;

- un polinucledtido segun la invencién;

- un vector viral recombinante segun la invencion;

- un anticuerpo segun la invencion; y

- un vector de clonacién y/o de expresion segln la invencion.

La presente invencion también propone una composicidon inmundgena destinada a la prevencion y/o al tratamiento
de una infeccion por Flaviviridae en una especie sensible, que comprende al menos uno de los siguientes
elementos:

- un polipéptido quimérico tal como se definié anteriormente;

- un polinucledtido segun la invencioén;

- un vector viral recombinante segun la invencion;

- un vector de clonacién y/o de expresion segln la invencion.

Breve descripcion de las figuras

La figura 1 muestra la secuencia de 384 nucledtidos (nt) que codifica para el dominio [EDIIl]pv1 de la cepa viral

FGA/89 fusionada mediante el dipéptido Arg-Ser con el péptido sefial de la calreticulina (ssCRT) flanqueado por dos
sitios BsiWI (en 5’) y BssHII (en 3') necesarios para la insercién en el vector MVschw.

La figura 2 muestra la secuencia de 516 nucleétidos (nt) que codifica para la proteina de fusion [EDIII + M1'4°]Dv1 de
la cepa viral FGA/89 fusionada mediante el dipéptido Arg-Ser con el péptido sefial de la calreticulina (ssCRT)
flanqueado por dos sitios BsiWI (en 5') y BssHII (en 3’) necesarios para la insercion en el vector MVschw.

La figura 3 muestra células Vero infectadas con vectores virales recombinantes de sarampion segun la invencion.
Multiplicidad de infeccion de 10 TCIP50 / célula durante 30 h. Inmunofluorescencia realizada con un anticuerpo
especifico anti-DV1 HMAF.

La figura 4 muestra la expresion y la secrecion de los dominios antigénicos [EDIll]ov-1 ¥ [EDIII+M1'4°]DV.1 en los
lisados citoplasmaticos (C) y los sobrenadantes (S) de células Vero infectadas por los virus recombinantes MVSchw-
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DV-1.

La figura 5 muestra la expresion y la secrecion de los dominios antigénicos [EDIll]ov-1 ¥ [EDIII+M1'4°]DV.1 en los
sobrenadantes filtrados y concentrados de células de Drosophila S2 que expresan de manera inducible estos
antigenos.

La figura 6 muestra una secuencia de nucleétidos que codifica para un polipéptido quimérico segin un modo
preferido de la invencion.

La figura 7 muestra una secuencia de aminoacidos de un polipéptido quimérico segin un modo preferido de la
invencion, asi como la secuencia de nucleétidos que codifica para la misma.

La figura 8 muestra una secuencia de aminoacidos de un dimero del ectodominio Il (EDIII) segin un modo preferido
de la invencion, asi como la secuencia de nucleétidos que codifica para la misma.

La figura 9 muestra una secuencia de aminoacidos de un dimero del ectodominio Il (EDIII) segin un modo preferido
de la invencion, asi como la secuencia de nucleétidos que codifica para la misma.

La figura 10 muestra una secuencia de aminoacidos de un polipéptido quimérico segin un modo preferido de la
invencion, asi como la secuencia de nucleétidos que codifica para la misma.

La figura 11 muestra una secuencia de aminoacidos del ectodominio Il (EDIIl) segin un modo preferido de la
invencion, asi como la secuencia de nucleétidos que codifica para la misma.

La figura 12 muestra una secuencia de aminoacidos de un dimero del ectodominio Il (EDIII) segin un modo
preferido de la invencién, asi como la secuencia de nucleétidos que codifica para la misma.

La figura 13 muestra una secuencia de acido nucleico que codifica para un péptido del ectodominio Il (EDIII) segun
un modo preferido de la invencion.

La figura 14 muestra una secuencia de nucleétidos que codifica para un polipéptido quimérico segin un modo
preferido de la invencion.

Las figuras 15 a 19 muestran una secuencia de aminoacidos de polipéptidos quiméricos segin un modo preferido de
la invencion.

Las figuras 20 a 24 muestran una secuencia de nucledtidos que codifica respectivamente para los polipéptidos
quiméricos ilustrados en las figuras 15 a 19.

Las figuras 25 a 29 muestran respectivamente un esquema representativo de los polipéptidos quiméricos de las
figuras 15 a 19.

La figura 30 muestra la secuencia peptidica de la secuencia apoptoM de cuatro serotipos del virus del dengue usada
en el constructo de un polipéptido quimérico segun la invencién.

Descripcion detallada de lainvencion

La originalidad de la presente invencion se refiere al constructo de un polipéptido quimérico y a sus aplicaciones en
la prevencion o en el tratamiento de una infeccion por Flaviviridae. Por “Flaviviridae” se entiende un virus
seleccionado del grupo constituido por los virus del Nilo Occidental, del dengue, de la encefalitis japonesa y de la
fiebre amarilla.

1. Polipéptido vy polinucleétido

Segln un primer aspecto, la presente invencién tiene como objetivo un polipéptido quimérico que comprende un
péptido de subdominio de la proteina E de Flaviviridae unido a un péptido de subdominio de la proteina de
membrana M de Flaviviridae y, dado el caso, un segmento de unién que une el péptido de subdominio de la proteina
E al péptido de subdominio de la proteina M, en el que el péptido de subdominio de la proteina M consiste en:

- el ectodominio 1-40 que comprende una secuencia de aminoacidos que va de la posicién 123 a la 162 de la SEQ
IDNO: 3;0

- la secuencia apoptoM que comprende una secuencia de aminoacidos que va de la posicién 154 a la 162 de la SEQ
ID NO: 3 0 que va de la posicién 122 a la 132 de la SEQ ID NO:12. La invencién también describe un polipéptido
gue consiste en los péptidos mencionados.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2585185713

Por “polipéptido” se entiende, en el sentido de la presente invencion, que se designan indistintamente proteinas o
péptidos. Por “polipéptido quimérico” se entiende cualquier proteina o péptido que comprende subpartes de
diferentes origenes, por ejemplo un polipéptido A procedente de una primera especie y un polipéptido (proteina o
péptido) procedente de una segunda especie. Una proteina o un péptido también se considera como un polipéptido
quimérico si comprende subpartes procedentes de diferentes proteinas o péptidos de una misma especie, o bien de
una misma proteina o un mismo péptido de diferentes especies.

Preferiblemente, el péptido de subdominio de la proteina E consiste en el ectodominio Ill que comprende una
secuencia de aminoéacidos tal como se define en una cualquiera de las siguientes secuencias:

- aminodcidos 18 a 120 de la SEQ ID NO: 20;

- aminodcidos 171 a 273 de la SEQ ID NO: 20;

- aminodcidos 324 a 426 de la SEQ ID NO: 20;

- aminoé&cidos 477 a 579 de la SEQ ID NO: 20.

La solicitud describe el péptido de subdominio de la proteina E consiste en un dimero del ectodominio Il de los virus
del dengue 1, 2, 3 6 4 que comprende una secuencia de aminoacidos tal como se define en una cualquiera de las
siguientes secuencias:

- aminodcidos 21 a 262 de la SEQ ID NO: 8;y

- aminoé&cidos 21 a 262 de la SEQ ID NO: 10.

La invencion se refiere en particular a un polipéptido quimérico en el que el péptido del subdominio de la proteina
consiste en un tetramero del ectodominio Ill de los virus del dengue 1, 2, 3 y 4 que comprende una secuencia que va
del aminoéacido 18 ala 429 de la SEQ ID NO:24.

En lo que se refiere al péptido de subdominio de la proteina M, el mismo consiste en particular en el ectodominio 1-
40 que comprende una secuencia de aminoacidos que va de la posicién 123 a la 162 de la SEQ ID NO: 3o en la
secuencia apoptoM que comprende una secuencia de aminoacidos que va de la posicion 154 a la 162 de la SEQ ID
NO: 3 0 que va de la posicion 122 a la 132 de la SEQ ID NO:12.

Segln un modo preferido, el polipéptido quimérico de la invencién comprende ademas un segmento de unién que
une el péptido de subdominio de la proteina E al péptido de subdominio de la proteina M. Dicho segmento de unién

es preferiblemente un pentapéptido que tiene por secuencia: RRDKR o RREKR.

De manera muy preferible, el polipéptido quimérico seguln la invencién comprende una secuencia de aminoécidos tal
como se define en una cualquiera de las siguientes secuencias:

- aminoé&cidos 18 a 624 de la SEQ ID NO: 20;
- aminoé&cidos 18 a 609 de la SEQ ID NO: 21;
- aminodcidos 18 a 624 de la SEQ ID NO: 22;
- amino&cidos 18 a 489 de la SEQ ID NO: 23; y
- aminoé&cidos 21 a 474 de la SEQ ID NO: 24.

La invencion también tiene como objetivo los polipéptidos (y los fragmentos de los mismos) que estan codificados
por las secuencias de nucleétidos mencionadas mas adelante.

La solicitud da a conocer un polipéptido que presenta un porcentaje de identidad de al menos el 80% después de
alineacion optima con una secuencia tal como se define en una cualquiera de las secuencias de aminoacidos
definidas con anterioridad, preferiblemente de al menos el 90%, mas preferiblemente de al menos el 98% y del modo
mas preferido de al menos el 100%.

Segun un aspecto relacionado, la invencion tiene como objetivo un polinucleétido aislado o purificado que codifica
para un polipéptido quimérico tal como se definié anteriormente.

Por “aislado o purificado”, se entienden las moléculas que se han alterado por el hombre desde su estado nativo, es

decir, si tales moléculas existen en la naturaleza, se han cambiado y/o retirado de su entorno inicial. Por ejemplo, un
polinucleétido o un polipéptido presente de manera natural y que se encuentra en el entorno biolégico del organismo
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vivo que lo expresa de manera natural no esta, en este contexto, “aislado”. No obstante, el mismo polinucleétido o
polipéptido cuando se separa de su entorno natural y/o se obtiene mediante clonacién, amplificacion y/o mediante
sintesis quimica se considera segun la presente invencion que esta “aislado”. Por otra parte, un polinucleétido o
polipéptido que se introduce en un organismo mediante transformacion, manipulacion genética o mediante cualquier
otro método de recombinacion esta “aislado” incluso aunque esté presente en dicho organismo.

Por secuencia de nucleétidos, acido nucleico, secuencia nucleica o de acido nucleico, polinucleottido,
oligonucledtido, secuencia de polinuclettido, términos que se emplearan indistintamente en la presente descripcion,
se entiende que se designa un encadenamiento preciso de nucleétidos, modificados o no, que permite definir un
fragmento o una regién de un &cido nucleico, que comprende o no nucledtidos no naturales, y que puede
corresponder tanto a un ADN bicatenario, un ADN monocatenario como a productos de transcripcién de dichos ADN.
Asi, las secuencias nucleicas segun la invencion también engloban los PNA (acido nucleico peptidico), o analogos.
Los fragmentos de los polinucledtidos de la invencion comprenden al menos 15 nucledtidos consecutivos.
Preferiblemente, comprenden al menos 20 nucleétidos consecutivos y aun mas preferiblemente, comprenden al
menos 30 nucledtidos consecutivos.

La invencidn también tiene por objeto fragmentos de polinucledtidos que consisten en fragmentos de 15, 20 6 30
nucledtidos sucesivos.

Cualquier polinucledtido que se ha modificado quimica, enzimatica o metabdlicamente pero que ha conservado las
propiedades bioquimicas del polipéptido quimérico de origen esta incluido dentro del alcance de la presente
invencion.

Segln un modo de realizacion preferente, el polinucleétido de la presente la invencién, cuando codifica para un
polipéptido quimérico segun la invencion, comprende ventajosamente una secuencia de nucle6tidos tal como se
define en una cualquiera de las siguientes secuencias:

SEQ ID NO: 25 a 29.

La solicitud también describe las siguientes secuencias:
a) nucledtidos 7 a 492 de la SEQ ID NO: 4;

b) SEQ ID NO: 5;

¢) nucledtidos 7 a 504 de la SEQ ID NO: 7;

d) nucledtidos 7 a 504 de la SEQ ID NO 13.

La solicitud también da a conocer un polinucleétido que presenta un porcentaje de identidad de al menos el 80%
después de alineaciéon oOptima con una secuencia tal como se define en una cualquiera de las secuencias de
nucledtidos definidas con anterioridad, preferiblemente de al menos el 90%, mas preferiblemente de al menos el
98% y del modo mas preferido de al menos el 100%.

Por porcentaje de identidad entre dos secuencias de acidos nucleicos o de aminoacidos en el sentido de la presente
invencion, se entiende que se designa un porcentaje de nucleétidos o de residuos de aminoacido idénticos entre las
dos secuencias que van a compararse, obtenido después de su mejor alineacién posible, siendo este porcentaje
meramente estadistico y distribuyéndose las diferencias entre las dos secuencias al azar y por toda su longitud. Se
entiende que se designa mediante “mejor alineacion posible” o “alineacién éptima”’, la alineacion para la que el
porcentaje de identidad determinado tal como se describe mas adelante es el mas elevado. Las comparaciones de
secuencias entre dos secuencias de acidos nucleicos o de aminoacidos se realizan tradicionalmente comparando
estas secuencias después de haberlas alineado de manera 6ptima, realizandose dicha comparacién por segmento o
por ventana de comparacion para identificar y comparar las regiones locales de similitud de secuencia. La alineacion
optima de las secuencias para la comparacion puede realizarse, ademas de manualmente, por medio del algoritmo
de homologia local de Smith y Waterman (1981), por medio del algoritmo de homologia local de Neddleman y
Wunsch (1970), por medio del método de busqueda de similitud de Pearson y Lipman (1988), por medio de software
informético que usa estos algoritmos (GAP, BESTFIT, BLAST P, BLAST N, FASTA y TFASTA en el Wisconsin
Genetics Software Package, Genetics Computer Group, 575 Science Dr., Madison, WI). Con el fin de obtener la
alineacion éptima, se usa preferiblemente el programa BLAST, con la matriz BLOSUM 62. También pueden usarse
las matrices PAM o PAM250.

El porcentaje de identidad entre dos secuencias de acidos nucleicos o de aminoéacidos se determina comparando
estas dos secuencias alineadas de manera 6ptima, pudiendo comprender la secuencia de acidos nucleicos o de
aminoacidos que va a compararse adiciones o deleciones con respecto a la secuencia de referencia para una
alineacion optima entre estas dos secuencias. El porcentaje de identidad se calcula determinando el nimero de
posiciones idénticas para las que el nucleétido o el residuo de aminoacido es idéntico entre las dos secuencias,
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dividiendo este numero de posiciones idénticas entre el nimero total de posiciones comparadas y multiplicando el
resultado por 100 para obtener el porcentaje de identidad entre estas dos secuencias.

Por secuencias nucleicas que presentan un porcentaje de identidad de al menos el 80%, preferiblemente de al
menos el 90%, de modo mas preferido de al menos el 98%, después de alineacion 6ptima con una secuencia de
referencia, se entiende que se designan las secuencias nucleicas que presentan, con respecto a la secuencia
nucleica de referencia, determinadas modificaciones como en particular una delecién, un truncamiento, un
alargamiento, una fusion quimérica y/o una sustitucion, concretamente puntual, y en las que la secuencia nucleica
presenta al menos el 80%, preferiblemente al menos el 90%, de modo mas preferido al menos el 98%, de identidad
después de alineacion 6ptima con la secuencia nucleica de referencia. Preferiblemente, las condiciones de
hibridacion especificas o de fuerte rigurosidad seran tales que garanticen al menos el 80%, preferiblemente al
menos el 90%, de modo mas preferido al menos el 98% de identidad después de alineacién éptima entre una de las
dos secuencias y la secuencia complementaria de la otra.

Una hibridacién en condiciones de fuerte rigurosidad significa que las condiciones de temperatura y de fuerza iénica
se eligen de tal manera que permitan el mantenimiento de la hibridacién entre dos fragmentos de acidos nucleicos
complementarios. A modo ilustrativo, condiciones de fuerte rigurosidad de la etapa de hibridacién con fines de definir
las secuencias de nucleétidos descritas anteriormente, son ventajosamente las siguientes.

La hibridacion de ADN-ADN o ADN-ARN se realiza en dos etapas: (1) prehibridacion a 42°C durante 3 horas en
tampon fosfato (20 mM, pH 7,5) que contiene 5 x SSC (1 x SSC corresponde a una disolucion de NaCl 0,15 M +
citrato de sodio 0,015 M), el 50% de formamida, el 7% de dodecilsulfato de sodio (SDS), solucién de Denhardt 10 X,
el 5% de sulfato de dextrano y el 1% de ADN de esperma de salmoén; (2) hibridacion propiamente dicha durante 20
horas a una temperatura que depende del tamafio de la sonda (es decir :42°C, para una sonda de tamafio > 100
nucledtidos) seguido por 2 lavados de 20 minutos a 20°C en 2 x SSC + el 2% de SDS, 1 lavado de 20 minutos a
20°C en 0,1 x SSC + el 0,1% de SDS. El ultimo lavado se realiza en 0,1 x SSC + el 0,1% de SDS durante 30 minutos
a 60°C para una sonda de tamafio > 100 nucleétidos. Las condiciones de hibridacién de fuerte rigurosidad descritas
anteriormente para un polinucledtido de tamafio definido pueden adaptarse por el experto en la técnica para
oligonucledtidos de tamafio mas grande o mas pequefio, segln las ensefianzas de Sambrook et al., 1989.

Los polipéptidos y polinucledtidos segln la presente invencién pueden prepararse mediante cualquier procedimiento
apropiado. Concretamente pueden obtenerse mediante sintesis quimica pero también es posible obtenerlos por via
biolégica usando concretamente diferentes vectores en los cultivos celulares apropiados. Los péptidos segun la
presente invencién pueden presentarse en forma desglicosilada, o glicosilada, si esto es necesario. Un experto en el
campo de la invencion sabrda como obtener diferentes polinucleétidos/polipéptidos y también sabra como determinar
cuales son, entre los polinucleotidos/polipéptidos obtenidos, los que tienen una actividad bioldgica adecuada.

2. Vector virales recombinantes

Seguln otro aspecto, la invencion se refiere a un vector viral recombinante de sarampién en cuyo genoma se inserta
un polinucledtido segun la invencion. Tales vectores se preparan segun los métodos usados habitualmente por el
experto en la técnica, y los clones resultantes pueden introducirse en un huésped apropiado mediante métodos
convencionales conocidos por el experto en la técnica.

Segln un modo privilegiado, el vector viral recombinante segln la invencién es ventajosamente un vector viral vivo
de sarampién de la cepa Schwarz, como los seleccionados del grupo de vectores virales constituidos por los
depositados en la CNCM con los numeros 1-3440, 1-3442, 1-3452, 1-3453, 1-3454, 1-3455, 1-3619, 1-3620, 1-3621, |-
3622 e 1-3623. La secuencia del antigenoma completo del virus del sarampion de la cepa Schwarz puede obtenerse
por ejemplo a partir de los plasmidos pTM de las cepas depositadas con los nimeros CNCM 1-3440 e [-3442.

El vector pTM-MVSchw2-[EDII+M"*°JWNV(1S-98-ST1) se ha depositado en la CNCM (Paris, Francia) el 26 de mayo
de 2005 con el nimero 1-3440.

Este vector es un plasmido PTM que contiene el antigenoma completo del virus del sarampién, cepa Schwarz, y una
unidad adicional de expresién situada entre los genes P y M que contiene la secuencia del dominio Il de la proteina
de la envuelta del virus del Nilo occidental (WNV [S-98-ST1) fusionada a la secuencia 1-40 de la proteina de
membrana.

El vector puede cultivarse en medio LB ampi 100 ug/ml después de la siembra mediante pequefias colonias.

Se conserva a largo plazo mediante congelacién a -80°C.

El vector pTM-MVSchw2-[EDIlI+ApoptoM]pvi(FGA89) se ha depositado en la CNCM (Paris, Francia) el 26 de mayo
de 2005 con el nimero 1-3442.

Este vector es un plasmido pTM que contiene el antigenoma completo del virus del sarampioén, cepa Schwarz, y una
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unidad adicional de expresion situada entre los genes P y M que contiene la secuencia del dominio Il de la proteina
de la envuelta del virus del dengue 1, cepa FGA89, fusionada a la secuencia apoptética de la proteina de membrana
M.

El vector puede cultivarse en medio LB ampi 100 ug/ml después de la siembra mediante pequefias colonias.

Se conserva a largo plazo mediante congelacién a -80°C.

El vector pTRE,-SSCRT-ApoptoMden1/DIll-Hal-2 se ha depositado en la CNCM (Paris, Francia) el 16 de junio de
2006 con el nimero [-3452.

Este vector es un plasmido pTRE; que contiene la secuencia del péptido sefial de la calreticulina humana fusionada
a las secuencias proapoptoticas de la proteina M y a los ectodominios Il de la proteina E con las secuencias de
hélice a de los virus del dengue 1y 2.

La secuencia del inserto contenido en el plasmido y que constituye un polinucleétido de la invencion, es la SEQ ID
NO: 9 representada en la figura 8.

El vector puede cultivarse en medio LB ampi 100 pg/ml.
Se conserva a largo plazo mediante congelacién a -80°C.

El vector pTRE2-ssCRT-ApoptoMden1/DIlI-Ha3-4 se ha depositado en la CNCM (Paris, Francia) el 16 de junio de
2005 con el nimero 1-3453.

Este vector es un plasmido pTRE2 que contiene la secuencia del péptido sefial de la calreticulina humana fusionada
a las secuencias proapoptéticas de la proteina M del virus del dengue 1 y a las secuencias de los ectodominios Il y
Ho de los virus del dengue 3-4.

La secuencia del inserto contenido en el plasmido y que constituye un polinucleétido de la invencién, es la SEQ ID
NO: 11 representada en la figura 9.

El vector puede cultivarse en medio LB ampi 100 pg/ml.
Se conserva a largo plazo mediante congelacién a -80°C.

El vector pTRE2-ssCRT-ApoptoMden1/Dlll-Ha1-2-3-4 se ha depositado en la CNCM (Paris, Francia) el 16 de junio
de 2005 con el nimero 1-3454.

Este vector es un plasmido pTRE2 que contiene la secuencia del péptido sefial de la calreticulina humana fusionada
a las secuencias proapoptéticas de la proteina M del virus del dengue 1 y a las secuencias de los ectodominios Il
con hélices a (Ha) de las proteinas E de los virus del dengue 1, 2, 3, 4.

La secuencia del inserto contenido en el plasmido y que constituye un polinucleétido de la invencion, es la SEQ ID
NO: 4 representada en la figura 2.

El vector puede cultivarse en medio LB ampi 100 pg/ml.
Se conserva a largo plazo mediante congelacién a -80°C.

El vector pTRE2-ssCRT-EctoM40den1/DIll-Hal1-2-3-4 se ha depositado en la CNCM (Paris, Francia) el 16 de junio
de 2005 con el nimero 1-3455.

Este vector es un plasmido pTRE; que contiene la secuencia del péptido sefial de la calreticulina humana fusionada
a las secuencias del ectodominio 1-40 de la proteina M del virus del dengue 1 y a las secuencias de los
ectodominios Ill con hélices a (Ha) de las proteinas E de los virus del dengue 1, 2, 3, 4.

La secuencia del inserto contenido en el plasmido y que constituye un polinucleétido de la invencién, es la SEQ ID
NO: 17 representada en la figura 12.

El vector puede cultivarse en medio LB ampi 100 pg/ml.
Se conserva a largo plazo mediante congelacién a -80°C.

El vector pUC57-TetraDVA (introducido en una cepa E. coli) se ha depositado en la CNCM (Paris, Francia) el 14 de
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junio de 2006 con el numero 1-3619.

Este vector es un plasmido pUC que contiene una secuencia de nucleétidos optimizada para la expresion en células
de mamiferos de un constructo tetramérico de los ectodominios Il de la proteina de la envuelta E de los 4 serotipos
(1, 2, 3, 4) del virus del dengue, fusionado con el ectodominio de la proteina de membrana M.

El inserto contenido en el plasmido vector se representa en la figura 25.

La cepa que contiene el vector puede cultivarse en medio LB ampi 100 mg/ml.

El vector pUC57-TetraDVB (introducido en una cepa E. coli) se ha depositado en la CNCM (Paris, Francia) el 14 de
junio de 2006 con el numero 1-3620.

Este vector es un plasmido pUC que contiene una secuencia de nucleétidos optimizada para la expresion en células
de mamiferos de un constructo tetramérico de los ectodominios Il de la proteina de la envuelta E de los 4 serotipos
(1, 2, 3, 4) del virus del dengue, fusionado con el ectodominio de la proteina de membrana M.

El inserto contenido en el plasmido vector se representa en la figura 26.

La cepa que contiene el vector puede cultivarse en medio LB ampi 100 mg/ml.

El vector pUC57-TetraDVC (introducido en una cepa E. coli) se ha depositado en la CNCM (Paris, Francia) el 14 de
junio de 2006 con el numero 1-3621.

Este vector es un plasmido pUC que contiene una secuencia de nucleétidos optimizada para la expresion en células
de mamiferos de un constructo tetramérico de los ectodominios Il de la proteina de la envuelta E de los 4 serotipos
(1, 2, 3, 4) del virus del dengue, fusionado con el ectodominio de la proteina de membrana M.

El inserto contenido en el plasmido vector se representa en la figura 27.

La cepa que contiene el vector puede cultivarse en medio LB ampi 100 mg/ml.

El vector pUC57-TetraDVD (introducido en una cepa E. coli) se ha depositado en la CNCM (Paris, Francia) el 14 de
junio de 2006 con el numero 1-3622.

Este vector es un plasmido pUC que contiene una secuencia de nucleétidos optimizada para la expresion en células
de mamiferos de un constructo tetramérico de los ectodominios Il de la proteina de la envuelta E de los 4 serotipos
(1, 2, 3, 4) del virus del dengue, fusionado con el ectodominio de la proteina de membrana M.

El inserto contenido en el plasmido vector se representa en la figura 28.

La cepa que contiene el vector puede cultivarse en medio LB ampi 100 mg/ml.

El vector pUC57-TetraDVE (introducido en una cepa E. coli) se ha depositado en la CNCM (Paris, Francia) el 14 de
junio de 2006 con el numero 1-3623.

Este vector es un plasmido pUC que contiene una secuencia de nucleétidos optimizada para la expresion en células
de mamiferos de un constructo tetramérico de los ectodominios Il de la proteina de la envuelta E de los 4 serotipos
(1, 2, 3, 4) del virus del dengue, fusionado con el ectodominio de la proteina de membrana M.

El inserto contenido en el plasmido vector se representa en la figura 29.

La cepa que contiene el vector puede cultivarse en medio LB ampi 100 mg/ml.

3. Vectores de clonacién y/o de expresién y anticuerpos

Segln otro aspecto, la invencién se refiere a cualquier vector de clonacién y/o de expresion y cualquier huésped
celular (procariota 0 eucariota) transformado mediante un vector de este tipo, y que comprende los elementos de
regulacion que permiten la expresion de la secuencia de nucleétidos que codifica para un polipéptido quimérico
segun la invencién. Se preparan tales vectores segun los métodos usados habitualmente por el experto en la
técnica, y los clones resultantes pueden introducirse en un huésped apropiado mediante métodos convencionales,
tales como por ejemplo la lipofeccion, la electroporacion, el choque térmico, la transformacion después de
permeabilizacién quimica de la membrana, la fusién celular.

La solicitud también describe células huésped, concretamente las células eucariotas y procariotas, transformadas
mediante los vectores segun la invencidon asi como los animales transgénicos, preferiblemente los mamiferos,
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excepto el hombre, que comprenden una de dichas células transformadas segun la invencién. Estos animales
pueden usarse como modelos, para el estudio de la etiologia de enfermedades inflamatorias y/o inmunitarias, y en
particular enfermedades inflamatorias del tubo digestivo, o para el estudio de canceres.

Entre las células que pueden usarse, pueden citarse las células bacterianas (Olins y Lee (1993), Curr. Op.
Biotechnology 4: 520), pero también las células de levadura (Buckholz, (1993), Curr. Op. Biotechnology 4,538), asi
como las células animales, en particular los cultivos de células de mamiferos (Edwards y Aruffo (1993), Curr. Op.
Biotechnology, 4,558).

En el contexto de la presente invencion, el término “vector de clonacién y/o de expresion” se refiere a un constructo
polinucleotidico disefiado para transfectarse en diferentes tipos celulares. Debido a ello, estos vectores tienen como
objetivo los vectores de expresion disefiados para la expresion de una secuencia de nucleétidos en una célula
huésped; los vectores de clonacion disefiados para el aislamiento, la propagacion y la replicacién de nucleétidos
insertados o vectores lanzadera que comprenden atributos de mas de un vector.

4. Anticuerpos policlonales o monoclonales

Los polipéptidos y polinucletdtidos de la presente invencién también pueden usarse para preparar anticuerpos
policlonales o monoclonales que pueden fijarse (preferiblemente de manera especifica) en al menos un polipéptido
quimérico/polinucledtido objeto de la invencion. La solicitud también describe por tanto tales anticuerpos purificados
gue pueden obtenerse mediante técnicas muy bien conocidas como por ejemplo la técnica descrita por Kolher y
Milstein (Continuous cultures of fused cells secreting antibody of predefined specificity, Nature (1975), 262:495-497).
La solicitud da a conocer anticuerpos de tipo “humanizado”. Un experto en el campo sabra, debido a sus
conocimientos generales, cOmo preparar estos tipos de anticuerpos.

5. Métodos y procedimiento de uso

Seguln otro aspecto, la invencién se refiere a la prevencion y/o el tratamiento de una infeccién por Flaviviridae en una
especie sensible. Mas particularmente, la invencién tiene como objetivo el uso de un vector viral recombinante segin
la invencion para la preparacion de una composicion inmundgena destinada a la prevencion o al tratamiento de una
infeccion por Flaviviridae en una especie sensible. Por “especie sensible”, se entiende cualquier animal susceptible,
a una infeccion por Flaviviridae, como por ejemplo un ser humano.

La invencién también tiene como objetivo una composicion inmunégena destinada a la prevencion y/o al tratamiento
de una infeccion por Flaviviridae en una especie sensible, que comprende al menos uno de los siguientes
elementos:

- un polipéptido quimérico segun la invencion;

- un polinucleodtido segun la invencién;

- un vector viral recombinante segun la invencion;

- un vector de clonacién y/o de expresion segln la invencion.

Por “infecciéon por Flaviviridae” se entienden por ejemplo flavivirosis tales como el dengue, la fiebre amarilla, la

encefalitis japonesa y la fiebre del Nilo Occidental. Los medios de preparacion y de administracion de los elementos
de la presente invencion no se describiran mas puesto que los mismos ya los conoce el experto en la técnica.

6. Composiciones

La presente invencion también se refiere a composiciones inmundgenas Utiles en la prevencién y/o en el tratamiento
de una infeccién por Flaviviridae. Por “composicion inmundgena” se entiende una composicion que contiene
elementos que tienen la capacidad de inducir in vivo o in vitro, una respuesta inmunitaria de tipo celular y/o humoral.

En un modo de realizacién preferido, la composicion de la presente invencién contiene ademas un vehiculo
farmacéuticamente aceptable, y un elemento elegido del grupo constituido por:

- un polinucledtido segun la presente invencion;
- un polipéptido quimérico segun la presente invencion;
- un vector viral recombinante segun la invencion;

- un anticuerpo segun la presente invencion; y
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- un vector de clonacion y/o de expresion segun la presente invencion.

Las composiciones segln la presente invencion pueden presentarse en cualquier forma sélida o liquida habitual
para la administracion farmacéutica, es decir por ejemplo formas de administracion liquida, en gel, o cualquier otro
soporte que permite por ejemplo la liberacién controlada. Entre las composiciones que pueden usarse, pueden
citarse concretamente las composiciones inyectables para el ser humano.

Las composiciones de la invencién también pueden comprender componentes que aumentan o susceptibles de
aumentar la inmunogenicidad de los polipéptidos quiméricos de la invencién, concretamente otros péptidos
inmunogenos, adyuvantes de inmunidad especificos o no tales como alumbre, QS21, el adyuvante de Freund, el
adyuvante SBA;, la montanida, polisacaridos o compuestos equivalentes.

Un experto en el campo sabra preparar composiciones farmacéuticamente aceptables y determinar, en funcion de
varios factores, el modo de administracion privilegiado y la cantidad que debe administrarse. Entre los factores que
pueden influir en sus elecciones se encuentran: la naturaleza del tratamiento, la naturaleza exacta de los
componentes, activos o no, que forman parte de la composicion; el estadio de la enfermedad; la condicién, la edad y
el peso del paciente, etc.

Ejemplos

Los ejemplos a continuacion permitiran poner de manifiesto otras caracteristicas y ventajas de la presente invencion,
y sirven para ilustrar la extension del uso de la presente invencién y no para limitar su alcance. Pueden realizarse
modificaciones y variaciones a la misma sin apartarse del espiritu y el alcance de la invencion. Aunque pueden
usarse otros métodos o productos equivalentes a los que se encuentran a continuacién para someter a prueba o
realizar la presente invencion, se describen los materiales y métodos preferidos.

Ejemplo 1: El virus del sarampién recombinante MVscnw-[EDII + M*“°|ov.1 como prototipo de una vacuna candidata
contra el dengue (PTR156)

Se insertaron dos constructos inmunogénicos, descritos en las figuras 1y 2, basados por una parte en la capacidad
del dominio Il de la glicoproteina de la envuelta E del virus del dengue para inducir anticuerpos neutralizantes y por
otra parte en la implicacion del ectodominio de la proteina de membrana M (M) en la patogenicidad viral
(apoptosis) en el genoma de la cepa viral atenuada Schwarz del virus del sarampion (MVSchw). Las secuencias
virales estan bajo la dependencia del péptido sefial de la calreticulina para permitir su direccionamiento en la ruta de
secrecion. Se verificd la expresion de las secuencias [EDIlov: Y [EDII+M**|ov.1 por los virus recombinantes
MVSchw en las células Vero infectadas mediante inmunofluorescencia indirecta con la ayuda de un suero policlonal
de ratén HMAF dirigido contra el DV-1 (figura 3). Se observd la secrecién de los dominios antigénicos EDIII y EDIII
fusionados a la secuencia M**° (con el pentapéptido intercalante RRDKR) del virus dengue, tipo-1 (DV-1) de la cepa
FGA/89 (Holmes E.C. et al, Mol. Biol. Evol. 16(3): 405-409, 1999 y Despres P. et al, Virology 196:209-219) mediante
andlisis de inmunotransferencia de tipo Western en los sobrenadantes de células infectadas por los virus MVschw-
[EDIJov-1 Y MVscw-[EDINI+M"®|ov.1, respectivamente (figura 4). Asimismo, se han demostrado la produccion y la
secrecion en los sobrenadantes de cultivo de una linea de células de Drosophila S2/[EDIII+M"*%|py.1 inducidas por la
expresion de estas proteinas (figura 5).

Se inmunizaron dos grupos de 4 ratones CD46/IFNAR adultos con 10* TCID50 de cada uno de los virus MVSchw
recombinantes (tablas 1 y 2). Se uso el virus vacio MVSchw como control negativo. Se determiné la produccion de
anticuerpos dirigidos contra el virus MVSchw (MV Ag) y el virus DV-1 (DV-1 Ag) incluidos los que son especificos de
EDIII (Thullier, P. et al. 2001. J. Gen. Virol. 82: 1885-1892) y neutralizantes (Anti-DV-1 FRNT75) en los ratones
inmunizados (tablas 1 y 2). Se observa que el virus MVscw-[EDIl]pv-1 €S poco eficaz para producir anticuerpos
especificos de DV-1 o de EDIII solo después de dos inoculaciones separadas un mes (tabla 1). Segin el mismo
protocolo de inmunizaciéon, se observa que el virus MVsChW-[EDIII+M1'4°]DV_1 induce titulos significativos de
anticuerpos dirigidos contra el DV-1 y contra EDIII solo (tabla 2). Todavia se detectan los anticuerpos anti-DV1 que
son neutralizantes cuatro meses después del fin de la inmunizacién.

Cuando los ratones inmunizados mas de 6 meses con MVSchw-[EDIII+M1'4°]DV_1 se someten a un recuerdo con una
dosis Unica de 5 ug de proteinas totales de un concentrado de sobrenadante de células de Drosophila
S2/[EDII+M**|py.1 inducidas para la expresion de la proteina de fusién [EDII+M"*°|ov.1 y en presencia de Alugel
como adyuvante, se observan tasas elevadas de anticuerpos anti-DV-1, anti-EDIII y neutralizantes de DV-1, que
traducen una respuesta humoral de memoria bien establecida en estos animales vacunados (tabla 2). Los
anticuerpos anti-DV-1 estan todavia presentes varios meses después del recuerdo antigénico (tabla 2).

Tres meses después del recuerdo antigénico con r[EDIII+M1'4°]DV.1, se inocularon los ratones inmunizados con
MVscrw-[EDIN+M %5y con 107 UFF de DV-1 cepa FGA/NA di1d por via intraperitoneal (el DV-1 es responsable de
una infeccion asintomatica en los ratones IFNAR). Se observan titulos importantes en anticuerpos anti-DV-1 (sobre
todo dirigidos contra EDIII] incluidos los que neutralizan DV-1 cepa Hawai (titulo neutralizante de 4000) después de
3 semanas desde la prueba viral (tabla 2). Debe observarse que los ratones inmunizados 9 meses con el virus
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MVSChW-[EDIII+M1'3°]DV.1, (este constructo no induce anticuerpos anti-EDIIl o neutralizantes de DV1) y después
sometidos a prueba con 10" UFF de DV-1 cepa FGA/NA did por via intraperitoneal, producen titulos de anticuerpos
anti-DV1, anti-EDIIl y neutralizantes de 20000, 5000 y 80, respectivamente; estos son valores equivalentes a los
observados en los ratones BALB/c o IFNAR sometidos a prueba segin las mismas condiciones experimentales.

En conclusion, la secuencia de fusion [EDII+M"*%|ov.1 secretada por el virus MVsch-[EDII+M*%|oy.1 puede generar
anticuerpos neutralizantes anti-DV-1 e inducir una respuesta humoral de memoria a largo plazo que se estimula
eficazmente por una parte por el antigeno soluble r[EDIII+M1'4°]DV.1 y por otra parte, en respuesta a una infeccion
viral. A la inversa, el Unico dominio antigénico EDIII secretado por el virus MVschw-[EDII]ov-1 €S poco inmundgeno en
los ratones CD46'-IFNAR. Trabajos complementarios del solicitante demuestran que el péptido pro-apoptético
ApoptoM (M**“%) en el extremo C-terminal del ectodominio 1-40 de la proteina M es determinante en el poder
inmundégeno de la secuencia de fusion [EDII+M"*%|oy.1 puesto que el virus MVsch-[EDII+M**%|oy.1 sin ApoptoM
induce una produccion de anticuerpos anti-DV-1 equivalente a la obtenida después de inmunizacién con el virus
MVschw-[EDINov-1.

Como metodologia general de vacunacion pediatrica contra el dengue, se propone inmunizar a los individuos
jévenes con el virus MVSChW-[EDIII+M1'4°]DV_1 mediante una doble inoculacién separada un mes, y después volver a
estimular de manera tardia con el antigeno soluble r[EDIII+M1'4°]DV.1 con un objetivo de recuerdo vacunal o de
profilaxis contra el riesgo de una infeccion por el virus del dengue. Esta estrategia de inmunizacién esta validandose
para los cuatro serotipos del dengue basandose en un antigeno compuesto por el tetramero de los 4 dominios EDIII
de los DV-1, -2, -3y -4 fusionado a la secuencia citotoxica ApoptoM.

Los primeros resultados experimentales subrayan la importancia de un inmunégeno de tamafio reducido derivado de
la proteina de la envuelta del virus DV1 en combinacion con las capacidades inmunoestimuladoras del vector de
sarampion vivo, una estrategia que permite la induccién de una respuesta humoral neutralizante que es eficaz contra
el virus del dengue. Definen una prueba de concepto para el disefio de los constructos tetraméricos de los dominios
antigénicos de DV que permitiran inmunizar simultdneamente y a largo plazo contra los cuatro serotipos del dengue.

Ejemplo 2: Constructo de polipéptidos quiméricos optimizados para una expresién en mamiferos

En el presente ejemplo, los inventores desarrollaron nuevos constructos antigénicos Utiles contra una infeccion por
Flaviviridae.

Estos nuevos polipéptidos quiméricos se basan en un antigeno compuesto por un tetramero de los cuatro dominios
EDIII de los cuatro serotipos del virus del dengue, fusionados entre si y con una u otra de las secuencias citotéxicas
apoptoM mostradas en la figura 30.

Posteriormente, se insertaron estos polipéptidos quiméricos optimizados para una expresion en mamiferos en el
genoma de la cepa viral atenuada Schwarz del virus del sarampion (MVSchw). Las figuras 15 a 29 muestran las
secuencias de aminoacidos de cinco polipéptidos quiméricos preferidos y los polinucleétidos que codifican para los
mismos.

Se construyeron estos polipéptidos quiméricos segun las siguientes condiciones de optimizacién

Informacion de optimizacion de estas secuencias

- (n.° Cai = 0,806, % de GC medio = 53,46, distribucion en GC: homogénea aproximadamente al 50%);

- eliminacién de las secuencias “caja TATA” interna, parte rica en AT o GC, los elementos de secuencias ARE, INS y
CRS, secuencias repetidas, secuencias de estructura de ARN secundaria, secuencias de corte y empalme cripticas;

- eliminacion de los siguientes sitios de restriccion: Nhel, BamHI, Xhol, EcoRlI, Kpnl, Sall, BspEl, Bglll, Notl, BssHII,
BsiWI, con excepcion de BsiWI en la primera posicion y BssHII en la Gltima posicion;

- eliminaciéon de motivos TTTT, TTTAA, AAAGGG, AAAAGG, GGGAAA, GGGGAA y sus motivos complementarios
TTCCCC, TTTCCC, CCTTTT, CCCTTT.

TABLA 1: Respuesta de anticuerpos dirigidos contra el virus MVSchw en los ratones CD46"/IFNAR inoculados por
viai.p. mediante MVschw-[EDI]pv1

Inmunizacion Titulo de MV | Titulo de DV-1 | Titulo de AnticuerPo Anti-DV-1
(meses) Ag° Ag ¢ DV-1rEDIII ¢ | FRNT75
12 15.000 <100 <100 ND
2° 40.000 100 10 <10
a. Se administraron 10* TCIP50 de MV-DV1[EDIII+M"“%] por via i.p. a cuatro ratones adultos
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Los individuos recibieron una inyeccién de recuerdo con 10* TCIPs, de MV-DV1[EDII+M"*°]

Determinado mediante ELISA (Trinity Biotech) con sueros agrupados (reunidos) e inactivados por calor.

Determinado mediante ELISA con sueros agrupados (reunidos) e inactivados por calor. Se recubrieron
placas de microtitulacion con 5 x 10° UFF de sacarosa purificada, FGA/NA d1d como antigeno viral.

Determinado mediante ELISA con sueros agrupados (reunidos) e inactivados por calor. Se recubrieron
placas de microtitulacion con 50 ng de EDIII recombinante altamente purificado de DV1 como antigeno
viral.

Se detectaron los anticuerpos de neutralizacion anti-DV1 mediante el uso de la prueba de
seroneutralizacion mediante reduccion de las placas (o “prueba de neutralizaciéon por reduccion de focos”
(FRNT)). Se incubaron sueros agrupados (reunidos) e inactivados por calor con la linea Hawai DV1 y se
efectud el titulo de virus con células Vero mediante la prueba de inmunodeteccion de placas. FRNT75, la
dilucién de suero mas alta sometida a prueba que redujo el numero de UFF en al menos el 75%.

TABLA 2: Respuesta de anticuerpos dirigidos contra el virus MVSchw en los ratones CD46"/IFNAR inoculados por

via i.p. mediante MVscm-[EDII + MT o1

Inmunizacion Titulo de MV | Titulo de DV-1 | Titulo de Anticuerpo Anti-DV-1
(meses) Ag © Ag' DV-1rEDIII ¢ | FRNT75"
1° 15.000 < 100 <100 ND
2° 40.000 1.600 400 10
3 30.000 1.000 600 10
6 20.000 500 100 40
7° 20.000 20.000 100.000 800
9 10.000 2.000 10.000 100
10° 10.000 20.000 800.000 4.000

Se administraron 10* TCIP50 de MV-DV1[EDIII+M"“%] por via i.p. a cuatro ratones adultos
Los individuos recibieron una inyeccién de recuerdo con 10* TCIP50 de MV-DV1[EDII+M"*°]

Los ratones inmunizados recibieron una inyecciéon de recuerdo de 5 ug de proteinas secretadas totales
procedentes del sobrenadante de células S2 que expresan rDV1[EDIII+M1'4°] en presencia de adyuvante
Alugel.

Se inocularon los ratones inmunizados por via i.p con 10’ UFF de FGA/NA did de la linea DV1 durante tres
semanas.

Determinado mediante ELISA (Trinity Biotech) con sueros agrupados (reunidos) e inactivados por calor.

Determinado mediante ELISA con sueros agrupados (reunidos) e inactivados por calor. Se recubrieron
placas de microtitulacion con 5 x 10° UFF de sacarosa purificada, FGA/NA d1d como antigeno viral.

Determinado mediante ELISA con sueros agrupados (reunidos) e inactivados por calor. Se recubrieron
placas de microtitulacion con 50 ng de EDIII recombinante altamente purificado de DV1 como antigeno
viral.

Se detectaron los anticuerpos de neutralizacién anti-DV1 mediante el uso de FRNT. Se incubaron sueros
agrupados (reunidos) e inactivados por calor con la linea Hawai DV1 y se efectud el titulo de virus con
células Vero mediante la prueba de inmunodeteccion de placas. FRNT75, la dilucién de suero mas alta
sometida a prueba que redujo el nimero de UFF en al menos el 75%.

Lista de secuencias

<110>

<120>

<130>
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REIVINDICACIONES
Polipéptido quimérico que consiste en un péptido de subdominio de la proteina E de Flaviviridae unido a un
péptido de subdominio de la proteina de membrana M de Flaviviridae y, dado el caso, un segmento de
union que une el péptido de subdominio de la proteina E al péptido de subdominio de la proteina M, en el
que el péptido de subdominio de la proteina M consiste en:

- el ectodominio 1-40 que comprende una secuencia de aminoacidos que va de la posicion 123 a la 162 de
la SEQ ID NO: 3; 0

- la secuencia apoptoM que comprende una secuencia de aminoacidos que va de la posicion 154 a la 162
de la SEQ ID NO: 3 o0 que va de la posicién 122 a la 132 de la SEQ ID NO:12.

Polipéptido quimérico segun la reivindicacién 1, caracterizado porque el péptido de subdominio de la
proteina E consiste en el ectodominio Il que comprende una secuencia de aminoacidos tal como se define
en una cualquiera de las siguientes secuencias:

- aminodcidos 18 a 120 de la SEQ ID NO: 20;

- aminodcidos 171 a 273 de la SEQ ID NO: 20;

- aminodcidos 324 a 426 de la SEQ ID NO: 20;

- aminodcidos 477 a 579 de la SEQ ID NO: 20

Polipéptido quimérico segun la reivindicacion 1, caracterizado porque el péptido de subdominio de la
proteina E consiste en un tetramero del ectodominio 11l de los virus del dengue 1, 2, 3 y 4 que comprende

una secuencia que va del aminoéacido 18 al 429 de la SEQ ID NO:24.

Polipéptido quimérico segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, que comprende un segmento de
union que une el péptido de subdominio de la proteina E al péptido de subdominio de la proteina M.

Polipéptido segun la reivindicacién 4, caracterizado porque el segmento de unién es un pentapéptido que
tiene por secuencia: RRDKR 0 RREKR.

Polipéptido quimérico segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, que comprende una secuencia de
aminoacidos tal como se define en una cualquiera de las siguientes secuencias:

- aminoécidos 18 a 624 de la SEQ ID NO: 20;

- aminoé&cidos 18 a 609 de la SEQ ID NO: 21;

- aminodcidos 18 a 624 de la SEQ ID NO: 22;

- aminodcidos 18 a 489 de la SEQ ID NO: 23;y

- aminoé&cidos 21 a 474 de la SEQ ID NO: 24.

Polipéptido quimérico segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, caracterizado porque el
Flaviviridae se selecciona del grupo constituido por los virus del Nilo Occidental, del dengue, de la

encefalitis japonesa y de la fiebre amarilla.

Polinucledtido aislado o purificado que codifica para un polipéptido quimérico segun una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 7.

Polinucledtido segun la reivindicacion 8, caracterizado porque comprende una secuencia de nucledtidos tal
como se define en una cualquiera de las siguientes secuencias:

- SEQ ID NO: 25 a 29.

Vector viral recombinante de sarampién en cuyo genoma se inserta un polinucledtido segin la
reivindicacién 8 6 9.

Vector viral recombinante segun la reivindicacién 10, caracterizado porque se trata de un vector viral vivo de
sarampion de la cepa Schwarz.
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Vector viral recombinante segun la reivindicacion 10, seleccionado del grupo de vectores virales
constituidos por los depositados en la CNCM con los nimeros 1-3440, 1-3442, 1-3452, 1-3453, 1-3454, |-3455,
1-3619, 1-3620, I- 3621, 1-3622 e 1-3623.

Uso de un vector viral segin una cualquiera de las reivindicaciones 10 a 12, para la preparaciéon de una
composicion inmundgena destinada a la prevencion o al tratamiento de una infeccién por Flaviviridae en
una especie sensible.

Vector de clonacion o de expresion que comprende un polinucleétido segin la reivindicacion 8.

Composicién inmundgena destinada a la prevencién y/o al tratamiento de una infecciéon por Flaviviridae en
una especie sensible, caracterizada porque comprende al menos uno de los siguientes elementos:

- un polipéptido quimérico segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7;
- un polinucleétido segun la reivindicacion 8;

- un vector viral recombinante segin la reivindicacion 10;

- un vector de clonacién y/o de expresion segln la reivindicacion 14.

Composicion inmundgena segun la reivindicacion 15, caracterizada porque comprende un vehiculo
farmacéuticamente aceptable.

Uso segun la reivindicacién 13, caracterizado porque el Flaviviridae se selecciona del grupo constituido por

el virus del dengue, el virus de la fiebre amarilla, el virus de la encefalitis japonesa y el virus de la fiebre del
Nilo Occidental.
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FIGURA 1 (SEQ ID NO : 1)
~ (SEQIDNO:2)
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FIGURA 2 (SEQ ID NO : 3)
(SEQ ID NO: 4)
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FIGURA 3
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FIGURA 6 (SEQ ID NO : 5)

CGTACGATGCTGCTATCCGTGCCGTTGCTGCTCGGCCTCCTCGGCCTGGC
CGTCGCCAGATCTAAAGGGATGTCATATGTGATGTGCACAGGCTCATTTA
AGCTAGAGAAGGAAGTGGCTGAGACCCAGCATGGGACTGTCCTAGTGCAG
GTTAAATACGAAGGAACAGATGCGCCATGCAAGATCCCCTTTTCGACCCA
AGATGAGAARAGGAGTGACCCAGAATGGGAGATTGATAACAGCCAATCCCA
TAGTTACTGACAAAGAAAAACCAGT CAACATTGAGACAGAACCACCTTTT .
GGTGAGAGCTACATCATAGTAGGGGCAGGTGAAAAAGCTTTGAAACTAAG
CTGGTTCCGACGAGACAAACGTTCCGTGGCACTGGCCCCACACGTGGGAC
TTGGTCTAGAAACAAGAACCGAAACATGGATGTCCTCTGAAGGCGCCTGG
ADAACARATACAAAAAGTGGAGACTTGGGCTTTGAGACACCCATGATAGCG
GCCGCTATAAGCGCGC |

50



R
CGT

GCC

GGG

ATG

-
ACG

RGA
AAT
AGT
ACC
AAC
GTT
AGA

GCT

ATC.

‘ M

ATG
TCT
CCG
GAT
ccc
TCA
GGA
TCC

TGG

GTA

3 e

G

.- P

GCG

GGC

GTC

ARG

AGG

GIG

CTG

GG

L
CTA
GGC

GRC

CCT

GGG

GTG

GGA

TCG

GAT

s
TCC

ACA

ACT

TGC

CGG

CTA

GAC

GTC

TCA

cCcT

v
GIG

ACC

GGT

CTG

GTC

ARG

CAR

ACG

TGA

ES 2585185713

FIGURA 7 (SEQ ID NO : 6)
(SEQID NO ; 7)

P
cce

TAT

CAC

ATT

GTG

GAG

CaG

ACA

TAG

L
TTG

GGC

cCG
'ACPL\
ATG
ATC
CAT
GCC

CGG

L
CTG

M
ATG

T
ACA

I

ATT

GTG

GAR

ARC

GGG

ACA

CCG

51

L
CTC

C
TGC

v

GTT

GTC
AARC
ccc
CAC
GAG
CGA

CTA

G
GGC

T
ACH

v

GTC

TCC

ccc

ccc

CAT

AGT

TAC

TAA

L
CTC

E
GAA

I

ATT

GIT

TTC

TTC

TGG

TCA

CcTC

GCG

L
CTC
K
ARR
E
GAA
A
GCG

v
GTC

G
GGA

H
CAC

L
CTA

ATG

CGC

G

GIG

L
CTG

TCG

TCC

CTC

ACT

TCC

ARG

BAT

ACT

A
GCC

TTC

GAG

A
GTC

GCG

TCT

GAC

RGC

. ATC

AGC

ARAC

18
54

36
108

54
162

72
216

90
270

108
324

126
378

144
432

162
486

176
528



ACC

CCAR

GCA

ATG

ACh

TTT

AAC

TTC

TGG

CcGC

T
ACG

GIC

GGT

ATG

TGT

ATA

GAG

cCG

GGA

TTT

GTG

M
ATG

TCT
GTIG
G_l'-'lT
AART
RAC
GRA
TTC
ACA
GTT
ATA
ATC
GAC
ARG

GAG

L
CIG

GCT
GCG
GGG

ATT

GAA
GGA
aTC
ATG

GTA

ACT

L
CTA

GGG

GAG

CCa

RGA

GAG,

GCT

GCA

ARG

AGAR

GAT

ACA

TAC

GGAR

TGG

s
TCC

ATG
acc
TGC
TTG
ACA
TTG
Acc
TTT
GTA
TTG
GAR
ATC
AGT

GCT

v
GIG

TCA

CAG

ARG

ATA

TG

ES 2585185713

FIGURA 8 (SEQ ID NO : 8)
(SEQID NO : 9)

P
CCG

TAT

CAT

ATC

BCA

CCA

CIA

GGA

ATT

TAT

GAT

ATA

ATC

L
TTG
GTG
GGG
cce
GCcC
ccT
AGC

GGA

GTG

m

AGR

AGC

GGA

GGC

CAC

L
CTG

ATG

ACT

TTT

BAT

TTT

TGG

TCA

ARG

GGG

CAC

CCA

GTA

CRR

CCh

52

L
CIC

TGC

GTC

TCG

ccc

GGT

TTC

GGRA

GAC

GTC

GTC

GAG

ATG

TAG

G
GGC

ACA

CTA

ACC

ATA

GRG

ARG

GGG

ATA

GGC

TTA

AAC

‘cee

TTT

TAR

L
CTC

GGC

GTIG

ATA

GGA

GRG

GCG

L
CTC

TCA

m

ACA

CGC

G
GGC

TTT
GTT
GAG
GAC
ATC
aGe
ATG
ACA
TGT
CTG
GCa

TTG

w Bx Bm B

L
CTG

2

ATA
AGC
TCA
CRA
ARG
R:T T

GRRA

=

ATG

L
GCC

CTA

TAC

GGA

GARA

GTA

ATA

TAC

CAT

ATC

ACR

CCcT

CTC

AGC

v
GTC

GAG

GAR

GTG

GGG

GGG

TCT

GGA

CCT

18
54

36
108

54
162
72
216

90
270

108
3214

126
378

144
432
162
486

180
540

198
594

216
648

234
702

252
756

266
198



R
CGT

GCC

GGG
GCT
CCT
ATT
ARG
ATG
ACA
ATA
. ACC
TTT
TGG

CGC

CARC

GTC

GGAR

ATG

TGC

RCA

GRG

cCT

GGG

TTC

GTG

M
ATG

TCT
GTC
GAT
AAT
ARC
GAC
TTC
TCA

GTG

ATR

TTT

GAT

L
CTG

ARG

TCC

GCA

GGT

ATT

GAG

GGA

GTG

AGR

GCT

AGC

ACT

L
CTA

GGG

ccr

AGA

GAG

cleled

GCC

ARG

GAT

GAG

TAC

GGG

TGG

S
TCC

ATG

ACG

TGC

CTG

GCT

TIG

ACT

TIC

GTC

GTG

RAT

ATA

AGC

GCT

v .

GTG

AGC

ARG

ATC

ES 2585185713

FIGURA9 (SEQ ID NO : 10)
- (SEQID NO : 11)

P
CCG

TAT

CAT

ATT

ACR

CCT

ATIT

GGT

ATT

TAT

ATA

ATT

AGA

L
TTG

GCA

GGG

CcCT

GCC

CCT

ARC

GGT

GAT

GAG,

GRA

AGT

GGT

GGC

CAC

L
CIG

ATG

ACR

TTC

RAC

TTT

TGG

TCT

GTG

GTA

53

L
CTC

TGC

ATA

TCC

CCh

GGG

TAC

GGT

GAG

GCT

GTG

ACC

GGA

ATG

TAG

G
GGC

TTG

CTC

ACA

GIG

ARG

GGT

ATG

GGA

GIT

AAT

GAC

TIT

TRAA

L
cTC

ART
ATT
GAG
GTG
AGT
ARG
ARG
GCA
GCT
GGG
ATA
AGT
GARG

GCG

L
CTC

ACC
ARG
GAT

ACC

c FA
CGT
GRR
GCA

TCC

G
GGC

TTT

GTT

GGA

L
CTG

GTG

GRG

ARG

GTG

TCG

TCA

CRG

TAC

A
GCC
TTG
TAC
GGG
GAG
ATT
ATT
TAC
CAT
GTT
TCA
cCcC
CTC

AGC

v
GTC

ARG

GAG
GGA
GGG

T .
ACG
GGG
ccc

TCT

CCT

CAT -

GGC

18
54

36
lo8

54
162

72
216

90
270
108
324

126
378

144
432

162
486

180
540

198

- 594

216
648

234
702

252
756

266
798



TGG

T
ACG

AGA

ACA

CRG

GTC

GGT

ATC

ATG

TCT

GTG

GAT

GCT

GCG

GGG

ATT

AGR

CIA

GGG

GAG

CCA

RGA

GRAG

GCT

CAT

TCC

ATG

ACC

TGC

TTG

ACA

TTG

CCA

GTG

TCA

CAG

ARG

ATA

GRA

TAG

ES 2585185713

FIGURA10 (SEQ ID NO : 12)
(SEQID NO : 13)

P
CCG

TAT

CAT

ATC

ACR

CCA

CTA

TAR

L
TTG

GTG

GGG

cCC

GCC

CCT

AGC

GCG

L
CTG

ATG

ACT

TTT

AAT

TTT

TGG

CGC

54

L
CTC

TGC

GTC

TCG

ccc

GGT

TTC

G L
GGC CTC

T G
ACA GGC

L .V
CTA GTG

T Q
ACC CAR

I v
ATA GTT
E S
GAG AGC

K R
AAG CGC

L
cTC

TCA

CAG

GAT

ACT .

TAC

GGC

G
GGC

TTT

GTT

GAG

GAC

ATC

CGC

L
CTG

ARG

H E = E = E =

ATA

ATT

A
GCC

GTA

v
GTC

GAG

GRA

GTG

GGG

ACC

18
54

36
108

54
162

72

. 216

S0
270

108
324

126
378

136
408



R
CGT

' Gce

GGG

ATG

GCC

GTA

CTA

T
ACG

AGR

AAT

AGT

ACC

RAC

GTT

TAR

M
ATG

ICT

cce

GAT

ccc

TCA

GCG

L
CTG

GCG

GGC

GIC

ARG

RGG

CGC

L
CTA

GGC

GAC

cCcT

GGG

GTG

GGA

s
TCC

ACh

ACT

TGC

CGG

CTA

GAC

CTG

GTC

ARG

ES 2585185713

FIGURA11 (SEQ ID NO : 14)
(SEQ ID NO : 15)

P
CCG

TAT

CAC

ATT

GTG

GAG

CAG

L
TTG

GGC

GGA

CCG

ACA

ATG

ATC

L
CTG

55

L
CTC

c

TGC

GTT

GIC

BAC

ccc

G
GGC

T
ACA

L
CTC

E
GAA

I
ATT
GTT

F.
TTC

TTC

L
CTC

K
ARR,

E
GAR

n
GCG
GIC

GGA

Cac

G
GGC

TTC

CTT

AGC

GCG

GAC

ARR

L
CTG

TCG

TCC

CcTC

ACT

TCC

TAG

A
GCC

TTC

TAC

AAT

TCC
TAC

CGG

v
GIC

GCG

TCT

‘GAC

AGC

ATC

CCG

18
54

36
108

54

162
72

216

90
270

108
324

126
378

130
390



ES 2585185713

56



ES 2585185713

57



ES 2585185713

FIGURA13 (SEQ ID NO : 18)

CGTACGATGCTGCTATCCGTGCCGTTGCTGCTCGGCCTCCTCGGCCTGGC
CGTCGCCAGATCTAAGGGAACAACCTATGGCGTCTGTTCARAGGCTTTCA
RGTTTCTTGGGACTCCCGCAGACACAGGTCACGGCACTGTGGTGTTGGAA
TTGCAGTACACTGGCACGGATGGACCTTGCAAAGTTCCTATCTCGTCAGT
GGCTTCATTGAACGACCTAACGCCAGTGGGCAGATTGGTCACTGTCAACC
CTTTTGTTTCAGTGGCCACGGCCAACGCTAAGGTCCTGATTGAATTGGAA
CCACCCTTTGGAGACTCATACATAGTGGTGGGCAGAGGAGAACAACAGAT
TAATCACCATTGGCACAAGTAGCGGCCGCTATAAGCGCGC .

FIGURA14 (SEQID NO : 19)

CGTACGATGCTGCTATCCGTGCCGTTGCTGCTCGGCCTCCTCGGCCTGGC
CGTCGCCAGATCTAAGGGAACAACCTATGGCGTCTGTTCAAAGGCTTTCA
AGTTTCTTGGGACTCCCGCAGACACAGGTCACGGCACTGTGGTGTTGGAA
TTGCAGTACACTGGCACGGATGGACCTTGCAARAGTTCCTATCTCGTCAGT
GGCTTCATTGAACGACCTAACGCCAGTGGGCAGATTGGTCACTGTCAACC
CTTTTGTTTCAGTGGCCACGGCCAACGCTAAGGTCCTGATTGAATTGGAA
CCACCCTTTGGAGACTCATACATAGTGGTGGGCAGAGGAGAACAACAGAT
TAATCACCATTGGCACAAGAGACGCAGTCGGAGGTCACTGACAGTGCAGA
CACACGGAGAAAGCACTCTAGCGAACAAGAAGGGGGCTTGGATGGACAGC
ACCAAGGCCACAAGGTATTTGGTAAAAACAGAATCATGGATCTTGAGGAA
CCCTTGATAGCGGCCGCTATAAGCGCGC - ,

58



MLLSVPLLLG
CKIPFSTQDE
RRDEKRSVALA
SMCTGKFKIV
EKDSPVNIEA
EGAWKQIQKV
KGEDAPCKIP
LKINWYRRDK
IKGMSYTMCS
STPLAENTNS

ETWMSSEGAW -

LLGLAVADKL
KGVTQNGRLI
PHVGLGLETR
KEIAETQHGT
EPPFGDSYII
ETWALRHPRR
FSTEDGQGKA
RSVALAPHVG
GKFSIDKEMA
VTNIELEPPF
KQIQKVETWA

Péptido senal :

DV1 EDIII ;
DV2 EDiil :
DV3 EDIII :
DV4 EDIII :

ectoM DV1:

segmento de union :

ES 2585185713

FIGURA15 (SEQID NO : 20)

TLKGMSYVMC
TANPIVTDKE
TETWMSSEGA
IVIRVQYEGD
VGVEPGQLKL
DKRDKLKLKG
HNGRLITANP
LGLETRTETW
ETQHGTTVVK
GDSYIVIGVG
LRHP

TGSFKLEKEV
KPVNIETEPP
WKQIQKVETW
GSPCKIPFEIL
NWERRDKRSV
MSYAMCLNTF
VVTKKEEPVN
MSSEGAWKQI
VEKYEGAGAPC
NSALTLHWER

aal1ai7

aai18a120

aa171a 273
aa 324 a 426
aa 477 a 579

aa 126 a 165
aa 279 a 318
aa 432 a3 471
aa 585a624

aa121a 125
aa 166 a 170
aa 274 a 278
aa 319 a 323
aa 427 a 431
aa 472 a 476
aa 580 a 584

59

AETQHGTVLV
FGESYIIVGA
ALRHPRRDKR
TDLEKRHVLG
ALAPHVGLGL
VLKKEVSETQ
TIEAEPPFGES
QKVETWALRH
KVPIEIRDVN
RDERSVALAP

QVKYEGTDAP
GEKALKLSWF
DKLOLKGMSY
RLITVNPIVT
ETRTETWMSS
HGTILIKVEY
NIVIGIGDKA
PRRDKREKLR
KEKVVGRIIS
HVGLGLETRT

60
120
180
240
300
360

" 420

480
540
600
624



MLLSVPLLLG
CKIPFSTQDE
SVALAPHVGL
KFKIVKEIAE
VNIEAEPPFG
ETWALRHPRR
FSTEDGQGKA
APHVGLGLET
DKEMAETQHG
LEPPFGDSYI
VETWALRHP

LLGLAVADKL
KGVTQNGRLI
GLETRTETWM
TQHGTIVIRV
DSYIIVGVEP
DKRDKLKLKG
HNGRLITANP
RTETWMSSEG

. TTVVEVKYEG

VIGVGNSALT

Péptido senal :

DV1 EDIll :
DV2 EDIll ;
DV3 EDIlI :
Dv4 EDIll :

ectoM DV1;

segmento de union :

ES 2585185713

FIGURA16 (SEQ ID NO : 21)

TLKGMSYVMC
TANPIVTDKE
SSEGAWKQIQ
QYEGDGSPCK
GQLEKLNWESV
MSYAMCLNTF
VVTKKEEPVN
AWKQIQKVET
AGAPCKVPIE
LHWFRRDKRS

TGSFKLEKEV
KPVNIETEPP
KVETWALRHP
IPFEITDLEK
ALAPHVGLGL
VLKKEVSETQ
IEAEPPFGES
WALRHPRRDK
IRDVNKEKVV
VALAPHVGLG

aa‘[a‘l?l

- aa18a 120

aa 166 a 268
aa 314 a 416
aa 462 a 563

aa 121 a 160
aa 269 a 308
aa 417 a 456
aa 570 a 609

aa 161 a 165 -

aa 309 a 313
aa 457 a 461
aa 564 a 569

60

AETQHGTVLV

FGESYIIVGA
RRDKRDKLQL
RHVLGRLITV
ETRTETWMSS
HGTILIKVEY
NIVIGIGDKA
REKLRIKGMS
GRIISSTPLA
LETRTETWMS

QVKYEGTDAP
GEKALKLSWF
KGMSYSMCTG
NPIVTEKDSP
EGAWKQIQKV
KGEDAPCKIP
LKINWYSVAL
YTMCSGKESI

‘ENTNSVTNIE

SEGAWKQIQK

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
609



MLLSVPLLLG
CKIPFSTQDE
RRDKRSVALA
SMCTGKFKIV
EKDSPVNIEA
EGAWKHVQRI
KGEDAPCKIP
LKINWYRRDK
IKGMSYTMCS
STPLAENTNS
ETWMSSEGAW

LLGLAVADKL
KGVTQNGRLI
PHVGLGLETR
KEIAETQHGT
EPPFGDSYII
ETWILRHPRR
FSTEDGQGKA
RSVALAPHVG
GKFSIDKEMA
VINIELEPPF
KHAQRVESWI

Péptido seiial :

DVv1 EDIII :
DV2 EDIlIl:
DV3 EDIII :
DV4 EDIII :

ectoM
ectoM
ectoM
ectoM

DV1:
Dvz:
DV3:
Dv4:

segmento de union :

ES 2585185713

FIGURA17 (SEQ ID NO : 22)

TLRKGMSYVMC
TANPIVTDKE
TETWMSSEGA
IVIRVQYEGD
VGVEPGQLKL
DKRDKLKLKG
HNGRLITANP
MGLDTRTQTW
ETQHGTTVVEK
GDSYIVIGVG
LRNP

TGSFKLEKEV
KPVNIETEPP
WKQIQKVETH
GSPCKIPFEL
NWERREKRSV
MSYAMCLNTEF
VVTKKEEPVN
MSAEGAWRQV
VKYEGAGAPC
NSALTLHWER

aa14a17

aa 18 a120

aa171a 273
aa 324 3 426
aa 4774 579

aa 126 a 165
aa 2794318
aa 432 a471
aa 5854 624

aa121a125

aa 166 a 170
aa 274 4278
aa 319 a 323
aa 427 a 431
aa 472 a 476
aa 580 a 584

61

AETQHGTVLV
FGESYIIVGA
ALRHPRRDKR
TDLEKRHVLG
ALVPHVGMGL
VLKKEVSETQ
IEAEPPFGES
EKVETWALRH
KVPIEIRDVN
REKRSVALTP

QVKYEGTDAP
GEKALKLSWE
DKLOLKGMSY
RLITVNPIVT
ETRTETWMSS
HGTILIKVEY
NIVIGIGDKA
PRRDKREKLR
KEKVVGRIIS
HSGMGLETRA

60
120

- 180

240
300
360
420
480
540
600
624



MLLSVPLLLG
CKIPFSTQDE
.RRDKRDKLQL
RHVLGRLITV
MSYAMCLNTF
VVTKKEEPVN
DKEMAETQHG
LEPPFGDSYI
VETWALRHP

LLGLAVADKL
KGVTQNGRLI
KGMSYSMCTG
NPIVTEKDSP
VLKKEVSETQ
IEAEPPFGES
TTVVKVKYEG
VIGVGNSALT

Péptido sefial :

DV1 EDIN ;
DV2 EDIlI :
DV3 EDIII :
DV4 EDII :

ectoM DV1:

segmento de union :

ES 2585185713

FIGURA18 (SEQ ID NO : 23)

TLKGMSYVMC
TANPIVTDKE
KFKIVKEIAE
VNIEAEPPFG
HGTILIKVEY
NIVIGIGDKA
AGAPCKVPIE
LHWFRRDKRS

TGSFKLEKEV
KPVNIETEPP
TQHGTIVIRV
DSYIIVGVEP
KGEDAPCKIP
LEINWYRRDK
IRDVNEKEKVV
VALAPHVGLG

aalal17

aa 18 a 120
aa 126 a 228

.aa 234 a 336

aa 342 a 444
aa 450 a 489
aa121a 125
aa 229 a 233

aa 337 a 341
aa 445 a 449

62

AETQHGTVLV
FGESYIIVGA
QYEGDGSPCK
GOQLKLNWFRR
FSTEDGQGKA
REKLRIKGMS
GRIISSTPLA
LETRTETWMS

QVKYEGTDAP
GEKALKLSWE
IPFEITDLEK
DKRDKLKLKG

HNGRLITANP

YTMCSGKEST
ENTNSVTINIE
SEGAWKQIQK

60
120
180
240
300
360
420
480
489



MLLSVPLLLG
CKIPFSTQDE
DKLQLKGMSY
RLITVNPIVT
VLKKEVSETQ
IEAEPPFGES
VKYEGAGAPC
NSALTLHWFR

LLGLAVADKL
KGVTQNGRLI
SMCTGKFKIV
EKDSPVNIEA
HGTILIKVEY
NIVIGIGDKA
KVPIEIRDVN
RDKRSVALAP

Péptido sefial :

ES 2585185713

FIGURA19 (SEQ ID NO : 24)

TLEGMSYVMC
TANPIVTDKE
KEIAETQHGT
EPPFGDSYII
KGEDAPCKIP
LKINWYEKLR
KEEKVVGRIIS
HVGLGLETRT

TGSFKLEKEV
KPVNIETEPP
IVIRVQYEGD
VGVEPGQLKL
FSTEDGQGKA
IKGMSYTMCS
STPLAENTNS
ETWMSSEGAW

aal1ait7

DV1 EDIN :
DV2 EDIN :
DV3 EDII :
DV4 EDIll :

ectoM DV1:

segmento de unién :

aa 18 a 120
aa 121 a 223

aa 224 a 326
aa 327 a 429

aa 435a 474
aa430a434

63

AETQHGTVLV
FGESYIIVGA
GSPCKIPFEI
NWFDKLKLKG
HNGRLITANP
GKFSIDKEMA
VTNIELEPPF
KQIQKVETWA

QVKYEGTDAP
GEKALKLSWFE
TDLEKRHVLG
MSYAMCLNTF
VVTKKEEPVN
ETQHGTTVVEK
GDSYIVIGVG
LRHP

60
120
180
240
300
360
420
474



cgtacgatge
aagctgacte
gaggtggcag
gctecttgta
ctgatcacag
ccaccctteg
tggttcagge
acaagaacag
acctgggctc
agttattcca
ggaaccatag
. gagattaccg
gtgactgaga
ataatcgttg
agcgtggete
agctccgaag
agacgggata
acgttecgtge
gagtacaagg
" aaggctcaca
gtgaatatag
aaggcactga
gtgggcctgg
cagatccaga
ctccgaatca
atggccgaga
ccttgcaaqgy
attagttceca
cccttcggag
tttaggagag
cgaaccgaga
tgggcecctca

tcctttcegt
tgaagggaat
agacccagca
agatcccatt
ctaatcccat
gtgagtctta
gggataagcg
agacctggat
teccggeacce
tgtgcacagg
tgatcagagt
acctggagaa
aggattctce
gtgtagagcc
tcgctcocaca
gtgcctggaa
agcgcgataa
tgaagaagga
gcgaggacgc
atgggcgact
aggcagagcc
agatcaactg
gtctagagac
aggtcgagac
agggaatgag
cccagcacgg
tcccaatcga
cgcctcecttge
attcttacat
ataagagaag
cctggatgag
gacacccttg

ES 2 585185 T3

FIGURA 20 (SEQ ID NO : 25)

ccegttgeta
gtcatacgtt
cggaacagtc
¢tcaacccag
cgtgactgat
cataatagtc
aagcgtcgca
gagcagcgag
tcgecegtgat

caagttcaag

tcagtacgag
gcgccacgtg
cgtcaatatc
tggccagttg
tgttggcctg
gcagattcag
gctgaagcett
ggtttcagag
gccctgcaag
cattactget
accatttgga
gtatcgccge
ccgcacagag
ttgggcactg
ttacacaatg
cacaaccgtg
gattagggat
tgagaacact
tgtcattgga
cgtggcectg
cagcgaagga
atgagcgcge

ttaggactac
atgtgcacag
ttggtgeagg -
gatgagaagg
aaggagaagc
ggggccggag
cttgccccac
ggagcctgga
aagagagaca
attgtcaagg
ggagacggat
ctggggagac
gaggctgage
aagttgaatt
ggcctggaga
aaggttgaga
aagggtatgt
acccagcacg
atccecgttca
aatccagtag
gagagcaaca
gacaagecgat
acgtggatga
cggecaceccte
tgcagcggeca
gtcaaggtca
gtgaacaagg
aatagtgtca
gttggcaatt
gcaccacacyg
gcctggaage

64

tcgggttgge
ggagcttcaa
tcaagtacga
gcgtgaccca
cagtcaacat
agaaggctct
acgttggcecct
agcagattca
agctgecagcet
agatagcaga
ccccatgcaa
tcattactgt
caccattcgg
ggtitaggcg
cccgaacaga
cctgggececct
cctacgcaat
ggacaattct
gtactgaaga
tgaccaagaa
tcgtgatagg
ccgtggcatt
gtagcgaagg
gacgtgacaa
agttctcaat
agtacgaagg
agaaggtcgt
ccaatatcga
ccgctcttac
tgggattagg
agattcagaa

tgtcgeecgat
gttggagaag
gggcacggac
gaatggacgg
cgagacagag
caagctgagt
cggactcgag
gaaggttgag
taaggggatg
gactcagecac
gattccgttt
gaacccaatc
agattecttat
ggataagagg
gacgtggatg
gcgacaccct
gtgcctgaac
cattaaggtg
tggacagggc
ggaagagcca
tatcggcgat
ggcgcctcat
cgcgtggaag
gcgagagaag
tgataaggag
tgcgggegct
gggaagaatc
gctagagcca
tectgecattgg
gctggagaca
ggtcgagact

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
1880



cgtacgatge
aagcttacce
gaggtggcag
gcaccctgta
ttgattacgg
cctecatttg
tggttcagecg
tggatgtcgt
catcctagga
acaggtaagt
cgggtgcagt
gagaagcgcc
agtccagtga
gagcccggac
ggcctggaga
aaggtggaga
aagggaatgt
actcagcatg
ataccattca
aatccggttg
gagtccaaca
gccctggece
gagggtgcat
gacaagcggg
tccattgaca
gaaggagcgg
gttgtaggac
atcgaactgg
cttacactgc
cttggectgg
cagaaggtgg

tgttgagegt
tgaagggtat
agacccagca
agattccatt
ctaatccaat
gagaatccta
tggcectgge
ccgagggcgc
gagataagag
tcaagattgt
acgagggcga
acgtgecttgg
atattgaggc
aactcaagtt
cacggaccga
cttgggeccct
cttacgccat
ggactatcct
gcacagagga
tgaccaagaa
tcgtgatagg
ctcacgtcgg
ggaagcagat
agaagttgag
aggagatggc
gcgcecccatyg
ggattattag
aaccaccttt
actggtttcg
agacccgcac
agacttgggc

ES 2585185713

FIGURA 21 (SEQ ID NO : 26)

gccattattg
gagctacgtg
tggaactgtg
ctctacccaa
agtgacggac
cataatagtc
tccacacgtg

ctggaagcag

ggacaagttg
gaaggagatt
tggcagtcca
gcggctcatt
tgagccgccg

‘gaattggttc

gacttggatg
tcggecacecct
gtgtctgaat
gatcaaggtg
cggtcagggc
ggaggagcce
aatcggtgat
actgggactc
acagaaggtt
gattaagggg
agagacgcag
caaggtccca
tagcacccca
cggcgatagce
gagagacaag
agagacttgg
attacgccac

ctggggetge
atgtgcactyg
ttagtacaag
gacgagaagg
daggagaagc
ggggccggeg
ggcctgggec
atccagaagg
cagctcaagg
gctgagacce
tgtaagatac
accgtcaatc
tttggggata
tctgtggect
tcaagtgaag
agacgtgata
actttcgtee
gagtacaagg
aaggctcata
gtgaacatcg
aaggccctca
gagaccagga
gagacctggg
atgtcgtaca
cacggaacaa
atcgagatta
ctggcggaga
tacatcgtga
cgaagcgtgg
atgtcctctg
ccatgagcgce

65

tgggtctgge

gttcgttcaa
ttaagtatga
gcgtcacgeca
cagtgaatat
agaaggccct
tggagacccg
tagagacttg
gcatgtccta
agcacggcac
ctttcgagat
caatcgtgac
gttatataat
tggcaccaca
gagcctggaa
agcgcgacaa
tgaagaagga
gtgaagacgc
acgggegcct
aggcagagec
agattaattg
cagagacatg
ccctecaggea
ccatgtgcag
cggtcgttaa
gggacgtgaa
atacgaatag
ttggtgttgg
ccctggecce
aaggagcatg
gc

tgtggccgac

gctagagaag

ggggaccgac
gaatggtcgce
cgagacagaa
gaagttgtec
aactgagact
ggccctgcge
ctccatgtgt
catcgtaata
cactgacctt
tgagaaggat
cgttggcgtg
cgtggggctg
gcagattcag
gctgaagctc
ggtgtccgag
accatgtaag
tataactgcc
accattecgge
gtattcagtg
gatgtcttct
cccacgtagg
cggcaagttc
ggtcaagtac
caaggagaag
tgtcacgaat
caattccgea
tcacgtggga
gaagcagatt

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

1842



cgtacgétgc
aagttgacge
gaagttgcag

gcaccctgeca

ctcatcacgg
ccgeecctteg
tggttccgta
actcgcaccg
acatgggcac
tcttatagca
ggcacaatag:"
gagatcaccg
gtgacagaga
attatcgtag
tccgtcgete
agcagcgagg
cggcgggata
actttcgtcc
gagtacaagg
aaggcacaca
gtgaacatcg
aaggctctga
gtcggcatgg
caggtggaga
ttaagaatca
atggctgaga
ccttgcaagg
atttccagta
ccctteggag
ttcegeaggg
cgggccgaga
tggattctta

tgctatctgt
ttaaggggat
agacgcagca
agatcccatt
ccaacccaat
gggagtcata
gggataagcg
agacatggat
ttcgccaccc
tgtgcacagg
tcatacgggt
atctggagaa
aggatagccc
gagtcgagcc
ttgttccaca
gtgcctggaa
agcgcgacaa
tgaagaagga
gagaagacgc
acggaaggct
aagccgagec
agatcaattg
gcttggacac
aggtcgagac
agggtatgtce
cccagcacgg
tgccgatcga
ccccattage
actcttacat
agaagagatc
cctggatgag
ggaatccatg

ES 2585185713

FIGURA 22 (SEQ ID NO : 27)

gccactgctce
gtcctacgta
cggcaccgtg
cagtactcag
tgttaccgac
cattattgtg
cagcgtggcg
gtcatccgag
acggcgcgac
caagttcaag
gcaatatgag
gcggcacgte
agttaatatt
agggcagctg
tgtgggaatg
gcacgtacag
gttgaagctg
ggtgtcagag
tccttgecaag
catcacagct
gcecttegga
gtatcgccgg
acggacacagq
ctgggcgctg
ctacacgatg
cactacggtg
gatccgcgac
tgagaatact
cgttatecggg
agtggcccta
cagcgagggt
atgagcgcge

ctgggactgc
atgtgcacag
ctggttcagg
gacgagaagg
aaggagaagc
ggcgeagggyg
ctagccccte
ggtgcgtgga
aagcgtgaca
atcgtcaagg
ggagatggct
ctegggagac
gaggccgaac
aagctgaact
ggcctggaga
agaattgaga
aagggaatgt
acccagcacg
atcccattct
aacccagtgg
gagagcaaca
gacaagagaa
acatggatgt
cgccacccgc
tgttccggta
gtcaaggtga
gtcaacaagg
aatagcgtga
gtgggcaact
accecctecact
gcctggaagc

66

tggggctgge
gatcattcaa
tgaagtacga
gagtcacgca
ccgttaatat
agaaggctct
atgtgggtct
agcagatcca
agcttcagct
agatagcaga
cteccgtgtaa
taattaecggt
caccctteqg
ggttccgcag
ccegcaccga
cttggatctt
cttacgcaat
gaactatact
caactgaaga
ttaccaagaa
tagtgatcgg
gtgtggecct
ccgctgaagg
gtcgagacaa
agttctcecat
agtatgaggg
agaaggtggt
ctaatattga
cagctcttac
cagdcatggg
acgcccagcg

cgtggctgac
gctagagaag
gggcactgat
gaatgggagyg
agagactgaa
gaagctttcc
cgggctggag
gaaggttgag
gaaggggatg
gacacagcat
gatacctttc
gaacccaatt
agacagctac

ggagaagcgt.

gacatggatg
aaggcatcct
gtgtttgaac
tattaaggtt
tgggcagggc
ggaggagcce
tattggggat
ggccccacat
agcctggagg
Jagagagaag
agacaaggag
agccggegcea
cgggcgcatc
gttggaacca
acttcactgg
cctggagact
agtggaatecg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
S00
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1890



cgtacgatgce
aagcttacac
gaggtagcetg
gctccogtgta
ttaattacag
ccacccetteg
tggtttegge
acaggtaagt
agagtccaat
gagaagaggc
agccctgtta
gagccaggtce
aagggcatgt
acacagcatg
attcctttca
aaccctgtgg
gagtccaata
gataagcgcg
agcatcgaca
gaaggagctg
gtggtgggaa
atcgaacttyg
ctgacactgc

ctaggeectgy
cagaaggtecg

tgttatctgt
tcaagggaat
agacgcageca
agatcccgtt
ccaaccctat
gtgagagtta
gcgacaagcg

‘tcaagatagt

atgaaggaga
acgtgctggg
acattgaggc
agctgaagct
cctatgcaat
gcaccatatt
gcaccgagga
taaccaagaa
tagtaatecgg
agaagttacg
aggagatgge
gagcaccatg
gaatcatctc
agcctecttt
attggtttag
agacgcgtac
agacctggge

ES 2585185713

FIGURA 23 (SEQ ID NO : 28)

acctectectg
gtcctatgtg
tggcacagtg
cagtactcag
cgbtaactgac
tataatagtt
agataagctc
gaaggagata
cgggtctect
acgtetgata
tgaacctcee
taactggttc
gtgtectcaat
aattaaggtt
tggacagggc
ggaagagccc
catcggagat
gattaagggt
agagacccag
taaggtcecct
ttccacacct
cggcgattcc
acgtgacaag
agagacatgg
tctcagacat

cteggectee
atgtgtaccg
ctggtgcagg.
gatgagaagg
aaggagaagce
ggcgccggag
caacttaagg
gcegagacec
tgtaagatce
acagttaatce
tteggagatt
agacgggaca
actttegtte
gagtacaagg
aaggcccaca
gtcaacatag
aaggeccttga
atgtcttaca
catggcacta
atcgagatce
ctggcagaga
tacatecgtta
cgtagcgtgg
atgagcagtyg
ccttgagcgce

67

ttggactgge
ggtccttcaa
ttaagtatga
gtgtgaccca
ctgtgaacat
agaaggccct
gaatgtcata
agcatggcac
cattcgagat
ccatagttac
cctacattat
agcgcgacaa
tcaagaagga
gtgaggatgc
atggteggcet
aagccgagcc
agattaattg
ctatgtgtag
ccgtggtcaa
gcgacgtgaa
acacgaatag

ttggcgtggg’

cccttgecace
aaggagcctg
gc

agttgcagat
gttggagaag
aggaactgat
gaatggccge
cgagactgaa
caagcttagc
ctcaatgtge
catcgtgatc
aacagacttg
cgagaaggat
tgteggegtg
gctgaagttg
agtgagcgag
tcckttgeaag
gatcaccgcc
gcecgtttgge
gtacaggcgg
cggtaagttt

ggtgaagtac

caaggagaag
cgtgactaat
caactccgcce
acacgtgggce
gaagcagatt

&0
120
is0
240
300
360
420
-480
540
600
660
720
780
840
900
560
1020
1080
1140
1200
1260
1320

1380

1440
1482



cgtacgatgc
aagctcacge
gaagtecgeeg
gctcecatgea
ttaattactg

cctoceocetteg:

tggtttgata

attgtgaagg:

ggtgatgggt
- cttgggecgat
gaagctgage
aagctcaact
acatttgtge
gagtacaagg
aaggcccata
gtcaacatcg
aaggcectga
tgctcaggta
gtgaaggtga
gtgaacaagg
aactctgtga
gtcggcaatt
gctccacacg

gcctggaage

tecctaagegt
tecaaggggat
agacgcagca
agatccecgtt
ccaatcctat
gtgaatccta
agctgcagcet
agattgcaga
caccctgecaa
taattaccgt
cteectttegg

‘ggtttgataa

tgaagaagga
gtgaagatgc
atgggagact
aggcggagcc
agattaactg
agttcagcat
agtacgaggg
agaaggtcgt
ccaatattga
cagctttgac

tcggcctggg
agatccagaa

ES 2585185713

FIGURA24 (SEQ ID NO : 29)

tccactgett
gagctacgte
cggaacagta
ctcecacacag
agtaacagac
catcattgta
caagggaatg
gactcaacac
gatteceecttt
gaatcectatt
agatagctac
gctgaagctc
ggtgagtgag
accttgcaag
cataacagct
accatttggg
gtatgagaag
cgataaggag
cgctggggece
ggggcgaatc
gotggaacca
attgcactgg
ccttgagact

ggtggagacc

ctgggactge
atgtgcacag
ctcgtgcagg
gacgagaagg
aaggagaagc
ggggctggeg
tcgtattcaa
ggcaccattg
gagatcacag
gtgactgaga
attategtgg
aagggcatgt
acccaacacg
atccetttet
aatccagtgg
gagagtaaca
ttgagaatta
atggcecgaga
ccatgcaagg
atctcatcca
ccttteggag
ttecagacggg
aggacggaga
tgggccctge

68

tgggtttgge
gctcattcaa
tcaagtatga
gcgttactca
ctgtgaatat
agaaggcttt
tgtgcactgg
tgataagggt

accttgagaa

aggatagtece
gagtcgagec
cctacgetat
gaaccatcct
ccactgaaga
tcaccaagaa
tegtgatcgg
aggggatgag
cacagcacgg
tgectatcga
cccetetoge
actcatatat
acaagecggtc
cctggatgtc
gccaccectg

cgttgeccgac
gttggagaag
gggcaccgac
gaacggaaga
tgagactgag
gaagctctce
gaagttcaag
ccagtacgag
gaggcacgta
cgtgaacatt
tggccagttyg
gtgcttgaat
gatcaaggtg
cgggcagggc
ggaagaacca
tattggcgat
ctataccatg
gaccacagtt
gatteogcgac
agagaacacg
cgtecatagge
cgttgccctg
ctccgaggge
ataggcgcgc

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

1020
1080
1140

‘1200

1260
1320
1380
1440



ES 2585185713

| 110032
!

¢NAQ ZNId I"NEd

(sopeAeiqns euninj ap sois 4o 9 so] ap ejfal ee £79) TAQ N0 + IUAT ¥~Ad + IAC

03 + NI € AQ + TAQ NP + INAT TAA + TAG INCIS + AT TAG + LY [EUSS EIOUSNODS

V-AERRL

GZ VaNnold

69




ES 2585185713

(sopefelgns eulinj ap sonis ‘g so| op e|bai e] unbas soplyojeanu ¢ lpeue: ee §69) T-AQ INCIR-IIIAT ~Ad

+ T-AQ WORHEQH €-AT + 1"AQ WePTIIAT 7-AQ + TAd WORHIIIAE T-ACQ + LY [eUss e19usndsg

H-AJENSL

9z ViNoIld

70



ES 2585185713

ENAQ Z-NId  TNIa

sopeAeiqns euliny op solis ‘YO 9 So| ap elfal‘ee $79) P A TR + [II 4T t°AG + £-Ad

IR + IIQE €-AQ + T-AQ WOP2 + [TIGE T-AQ + T-AG O3 + TIIAT T-Ad + LY [BUSS E19UsN28g

D-AQEDSL

L2YdNOId

71



ES 2585185713

mag - DG

1IaH

;e T N,
P-NEA °Ndd I"NIG

(9 so] ap e|hal e] unhiassopljos|esnu ¢ lipeue
€2 68} T-Ad WN0IM + Il Gd b-Ad + I Q3 ¢-AQ + 1T A3 T-AQ + 1T 3 T"AQ + 1Y) |euas e1ouanoag

d-AQE39],

8¢ YaNoOId

72



ES 2585185713

mag Qe a3 IdE

RTigTCieny

PNEAd | ©NAd

NId  [-NId

(sopefelgns euLinj ap SOIJIS ‘4O 9 SO| Op
elbal ‘ee pLp) F-AQ TV0322 + [TIAT yAQ “TTE AT “TIA3E T-Ad - ITIAT T-AQ + LD [euss elousnosg

dAQERRL |

6¢ VaNOI4

73



ES 2585185713

FIGURA 30
DV-1 (FGA89)  (SEQ ID NO : 30)
SVALAPHVGLGLETRTETWMSSEGAWKQIQKVETWALRHP

DV-3 (PAH881) (SEQIDNO:31) .
SVALAPHVGMGLDTRTQTWMSAEGAWRQVEKVETWALRHP

DV-4 (63632) (SEQ ID NO : 32)
SVALTPHSGMGLETRAETWMSSEGAWKHAQRVESWILRNP

'DV-2 (Jam/Camb) (SEQ ID NO : 33)
SVALVPHVGMGLETRTETWMSSEGAWKHAQRIETWILRHP
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