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DESCRIPCION
Inmunoensayo de cribado miltiplex.
Antecedentes de la invencion

Las enfermedades infecciosas y las fiebres hemorragicas viricas (VHFs) plantean un problema de salud publica
importante, debido a la gravedad de las enfermedades, a la elevada mortalidad, a la contagiosidad entre
humanos de ciertos agentes, y a la falta de tratamiento eficaz para la mayoria de ellas.

Algunas de ellas son provocadas por virus de ARN muy infecciosos de varias familias, incluyendo los Flaviviridae
(virus del dengue, de la fiebre amarilla, del Nilo Occidental, de la encefalitis japonesa, de la encefalitis portada
por las garrapatas, de la hepatitis C), los Togaviridae (virus de Chikungunya, del Rio Ross, de Mayaro, de la
encefalitis equina occidental, de la encefalitis equina oriental, de la encefalitis equina venezolana), los
Bunyaviridae (virus de la fiebre hemorragica de Crimea-Congo, de la fiebre del valle del Rift, de Schmallenberg),
los Caliciviridae (virus de la hepatitis E), los Arenaviridae (Lassa) y los Filoviridae (Ebola, Marburgo). La
transmisién se produce habitualmente por contacto con reservorios animales infectados o con vectores de
artropodos. Aunque la mayoria de esos virus tienen una mayor aparicion en los tropicos y subtrépicos, la
expansion geogréfica de sus reservorios y vectores naturales, y el incremento en los viajes internacionales han
hecho muy probable la aparicion de estos agentes en areas no endémicas. El control de epidemias depende
crucialmente de la deteccién rapida y de la identificacion exacta del agente, a fin de definir e implementar una
accion puntual y apropiada. En este contexto, es esencial producir y validar herramientas para la deteccion
temprana de brotes, la identificacion precisa del agente etioldgico, y la vigilancia mejorada de la enfermedad.

A este respecto, la deteccion de anticuerpos en fluidos corporales constituye una parte importante del
diagnéstico de enfermedades inducidas viricamente, enfermedades autoinmunes, y la deteccion de cancer. De
hecho, ciertos anticuerpos pueden servir como marcadores en el diagnostico, y pueden conducir al pronostico y
tratamiento, ya que se sabe que su presencia se correlaciona con el brote de un patdgeno. Este es
particularmente el caso para los anticuerpos dirigidos exclusivamente contra antigenos viricos.

Los métodos actuales para detectar la presencia de anticuerpos incluyen diversas técnicas tales como
microscopia de inmunofluorescencia, ensayo de quimioluminiscencia, transferencia Western, ensayo de
radioinmunoprecipitacion (RIP), y ELISA (véase Neuman de Vegvar et al, (2004)). Por ejemplo, el equipo de Kim
H-J. et al. desarroll6 recientemente un ELISA competitivo para la deteccion de anticuerpos contra el virus de la
fiebre del Valle del Rift en cabras y ganado (The Journal of Veterinary Medical Science, 2011). Sin embargo,
tales técnicas requieren medir cada anticuerpo por separado, y de este modo no son utiles para el analisis
paralelo, rapido y de alto rendimiento de multiples anticuerpos en una Unica muestra de fluido biologico. La
deteccion paralela de varios anticuerpos simultdneamente puede ser particularmente Gtil minimizando los efectos
de matriz que existen entre ensayos individuales, tales como en los ELISA, debido a que los calibradores y los
anticuerpos se analizan en las mismas condiciones; por lo tanto, generard resultados comparables para la
medida de multiples anticuerpos presentes en la misma muestra.

Sin embargo, una complicacion de la identificacion directa de anticuerpos patogénicamente relevantes es que los
sueros normales contienen grandes cantidades de anticuerpos naturales que se manifiestan ellos mismos en
patrones de tincion complejos (Avrameas S. Immunol. Today 1991). La presencia de estos anticuerpos naturales
puede complicar la diferenciacion de anticuerpos asociados a la enfermedad a partir del fondo complejo de “ruido
autoinmune”, es decir, autoanticuerpos de origen natural. Esta es la razén por la que la mayoria de los estudios
previos evaluaron uno 0 unos pocos anticuerpos especificos relacionados con una enfermedad, o que han
identificado como antigenos por medio de ELISA o RIA solamente un nimero limitado de proteinas homélogas o
heterdlogas purificadas. Fue imposible de establecer un diagnéstico basado en estos anticuerpos. Por otro lado,
la transferencia Western ha evolucionado como la herramienta mas importante para detectar anticuerpos debido
a que permite la identificacion simultanea para un espectro amplio de antigenos diferentes. Una nueva técnica
reciente, capaz de analizar simultdneamente estos patrones de tincion complejos de las transferencias Western,
se basa en el analisis de imagenes digitales. Esta técnica se ha usado con éxito en estudios de miastenia grave,
enfermedad de Grave, y uveitis experimental (Zimmerman CW, Electrophoresis 1995). Los anticuerpos también
se pueden detectar y medir en una matriz de chip de proteinas usando técnicas de espectrometria de masas
mediante desorcién/ionizacion por laser potenciada en superficie (SELDI) o mediante desorcion/ionizacion por
laser asistida por matriz, preferentemente la técnica de espectrometria de masas de SELDI (documento US
2006/166268). Sin embargo, estas técnicas usan un gran equipo complicado que es complejo y caro de
mantener, y requieren una cantidad elevada de las muestras bioldgicas para lograr la deteccién de anticuerpos
que se encuentran en una cantidad pequefia.

A partir de lo expuesto anteriormente, existe la necesidad de sistemas y métodos abordables, que puedan
proporcionar mejoras adicionales en rendimiento elevado, eficacia del coste y exactitud para el diagnostico
molecular de enfermedades que generan anticuerpos. La presente invencion satisface estas y otras
necesidades.
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Leyendas de las figuras

La figura 1 representa el acoplamiento orientado de proteinas quiméricas de AGT-antigeno a microesferas
revestidas con el sustrato. La primera etapa del acoplamiento consiste en acoplar el sustrato de AGT BG-
PEG-NH2 a las microesferas activadas, mediante acoplamiento aminico. La segunda etapa consiste en poner
en contacto las microesferas revestidas con el sustrato con proteinas de fusién que contienen AGT (por
ejemplo, el mutante SNAP), estando destinada dicha enzima a unirse covalentemente a su sustrato BG-PEG-
NH2, esto es, a las microesferas.

La figura 2 representa la eficiencia del acoplamiento de proteinas quiméricas de SNAP-antigenos viricos
(SNAP-DV1.EDIIl, SNAP-DV2.EDIII, SNAP.DV3.EDIII, SNAP.DV4.EDIIl, SNAP-WNV, SNAP-YF, SNAP-JE,
SNAP-ZIKA), como se sigue mediante anticuerpo anti-SNAP.

La figura 3 compara la sensibilidad del experimento de inmunoensayo para la deteccion del anticuerpo
monoclonal purificado anti-DV2 en proteina quimérica de SNAP-DV2.EDIII conjugada a microesferas via el
sustrato de la proteina hAGT (acoplamiento de la invencién), o acoplada a través de un procedimiento de
acoplamiento aminico estandar, por ejemplo Bio-Plex Amine Coupling Kit, BIORAD.

La figura 4 compara la sensibilidad del experimento de inmunoensayo para la deteccion del anticuerpo
monoclonal purificado anti-DV1 en proteina quimérica de SNAP-DV1.EDIII conjugada a microesferas, ya sea
en un formato singleplex o un mdltiplex con otras proteinas quiméricas de SNAP-Ags viricos (SNAP-
DV2.EDIII, SNAP.DV3.EDIIl, SNAP.DV4.EDIII, SNAP-WNV, SNAP-YF, SNAP-JE, SNAP-TBE) acopladas a
microesferas.

La figura 5 representa la reactividad y especificidad del experimento de inmunoensayo multiplex para la
deteccioén de diluciones de anticuerpo monoclonal purificado anti-WNV en proteinas quiméricas de SNAP-Ags
viricos (SNAP-DV1.EDIll, SNAP-DV2.EDIIl, SNAP.DV3.EDIll, SNAP.DV4.EDIIl, SNAP-WNV, SNAP-YF,
SNAP-JE, SNAP-TBE) acopladas a microesferas.

La figura 6 representa la reactividad y especificidad de la deteccion de 1gG anti-DV3 en suero policlonal de
raton frente a DV3 (A), y de la deteccion de IgG anti-YF en suero policlonal de ratén frente a YF (B) en
inmunoensayos multiplex en proteinas quiméricas de SNAP-Ags viricos (SNAP-DV1.EDIII, SNAP-DV2.EDIII,
SNAP.DV3.EDIIl, SNAP.DV4.EDIll, SNAP-WNV, SNAP-YF, SNAP-JE, SNAP-WSL, SNAP-ROCIO, SNAP-
MVE, SNAP-SLE, SNAP-ZIKA) acopladas a microesferas.

La figura 7 representa la reactividad y especificidad de la deteccion de IgM anti-DV1 (A) y de la deteccién de
IgG anti-DV1 (B) en suero infectado con DV1 de un paciente humano en ensayos miltiplex en proteinas
quiméricas de SNAP-Ags viricos (SNAP-DV1.EDIIl, SNAP-DV2.EDIIl, SNAP.DV3.EDIll, SNAP.DV4.EDIII,
SNAP-WNV, SNAP-YF, SNAP-JE, SNAP-WSL, SNAP-ROCIO, SNAP-MVE, SNAP-SLE, SNAP-ZIKA, SNAP-
TBE) acopladas a microesferas.

La figura 8 describe la estructura del casete pDeSNAPuniv.
La figura 9 describe la estructura del casete pDeSNAPuniv/SBV.N.

La figura 10 representa (A) un ensayo de inmunotransferencia realizado sobre los sobrenadantes de células
S2/SNAP-SBV.N inducidas durante 10 dias con Cd** (+) o no inducidas (-). La proteina quimérica segregada
SNAP-SBV.N (MW tedrico 50 kDa) se detecté usando un anticuerpo anti-HiSeiqueta, €N COmMparacion con
cantidades definidas de proteina quimérica muy purificada SNAP-TOS.N (MW teo6rico 49 kDa). (B)
Inmunotransferencia realizada sobre fracciones de columna de cromatografia de exclusion de tamarfios
(tincion con azul de Coomassie de PAGE-SDS) que corresponde a la etapa de purificacion final de la proteina
SNAP+SBV.N segregada a partir de células S2/SNAP+SBV.N inducidas, durante 10 dias.

La figura 11 representa un ejemplo de un dispositivo que contiene las microesferas de la invencion revestidas
con antigeno.

Descripcion detallada de la invencion

La enzima 6-alquilguanina-ADN-alquiltransferasa (AGT, también conocida como ATasa o0 MGMT, y denominada
en adelante como “AGT") se numera EC 2.1.1.63 en la nomenclatura de enzimas de la IUBMB. Es una enzima
de reparacion del ADN de 6-alquilguanina-ADN-alquiltransferasa de 207 restos de aminoacidos cuya funcién en
las células es reparar ADN alquilado. De forma mas precisa, AGT acttia sobre guanina metilada en O° en el ADN
transfiriendo irreversiblemente el grupo metilo en una reacciéon Sy2 a un resto de cisteina reactivo (Cys 145).
Recientemente, se ha mostrado que un nimero de derivados de 06-bencilguanina reaccionan irreversiblemente
con dicha enzima transfiriendo su grupo bencilo a la cisteina del sitio activo de la enzima AGT (véase
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Damoiseaux et al., ChemBiochem., 2001, documentos WO 2004/031404 y WO 2005/085470).

Los presentes inventores han desarrollado y validado inmunoensayos que conducen a la deteccion rapida y
simultanea de varios anticuerpos generados por un amplio abanico de enfermedades, en particular
enfermedades arboviricas y VHFs, en fluidos biol6gicos.

Para lograr tanto una sensibilidad como una especificidad éptimas para la deteccion de una cantidad baja de
anticuerpos, se ha desarrollado un procedimiento de acoplamiento orientado de antigenos. Este procedimiento
de acoplamiento orientado de antigenos se basa en la interaccion covalente entre las enzimas AGT y sus
sustratos, los derivados O6-bencilguaninicos, que reaccionan de forma irreversible con enzimas AGT
transfiriendo su grupo bencilo a la cisteina del sitio activo de la enzima. En consecuencia, se puede fusionar un
gran numero de antigenos diana a un resto enzimatico de AGT, dando como resultado diferentes proteinas de
fusién quiméricas (en lo sucesivo denominadas como proteinas de fusién [AGT-Antigeno]), que se pueden usar
como reactivos de captura para los anticuerpos presentes en una muestra biolégica. Los presentes inventores
han mostrado que esta captura de anticuerpos esta potenciada cuando estas proteinas de fusion se unen a
soportes solidos gracias a la interaccion especifica del sustrato con AGT. El revestimiento de los mencionados
soportes solidos con el sustrato de AGT es asi una etapa esencial para el inmunoensayo de la invencion.

De forma mas precisa, en el contexto de la invencion, el método para acoplar antigenos a soportes soélidos
comprende las dos etapas siguientes: i) revestir superficies sélidas con un sustrato de AGT (por ejemplo, BG-
PEG-amino), y ii) inmovilizar covalentemente proteinas de fusion quiméricas [AGT-Antigeno] usando el sustrato
de AGT como un anclaje (véase la figura 1). Antes de revestirlas con dicho sustrato de AGT, las superficies
sélidas se funcionalizan ventajosamente, preferentemente usando un procedimiento de carbodiimida de dos
etapas optimizado (Kufer SK, Eur. Biophys. J. 2005), de manera que el sustrato de AGT se une covalentemente
a las superficies sdlidas. Una vez que se han llevado a cabo estas etapas, las superficies sélidas portan
sustratos de AGT que se enlazan irreversiblemente a las proteinas de fusiéon quiméricas [AGT-antigeno]. Debido
a la elevada especificidad de esta reaccion, la proteina de fusion se acopla exclusivamente via el dominio que
contiene cisteina de la enzima AGT, dejando asi al antigeno accesible para sus interacciones con anticuerpos.

Este procedimiento de acoplamiento es muy ventajoso ya que permite la unién del antigeno de una manera
orientada en los soportes sdlidos. También, este procedimiento de acoplamiento del antigeno permite obtener
ventajosamente una organizacion antigénica multimérica sobre una superficie solida, para potenciar la eficiencia
de la captura de inmunoglobulina G, y potencialmente de inmunoglobulina M. En consecuencia, las microesferas
acopladas al antigeno desarrolladas en la parte experimental de la solicitud han mostrado una captura mejorada
de anticuerpos especificos en comparacién con las microesferas acopladas a antigeno producidas mediante
procedimientos de acoplamiento aminico no orientado estandar (véase la parte experimental a continuacién y la
figura 3). Finalmente, este procedimiento de acoplamiento del antigeno permite obtener una eficiencia elevada
del acoplamiento y una estabilidad a largo plazo de las microesferas conjugadas al antigeno (>6 meses a 4°C).

De forma importante, los soportes soélidos usados en los inmunoensayos de la invencion deberian ser
intrinsecamente identificables, de manera que es posible determinar de forma precisa qué antigeno es portado
por cudl soporte sélido. Los soportes sélidos acoplados al antigeno e identificables se usan entonces como
agentes de captura para inmunoglobulinas humanas especificas, y por lo tanto se ponen en contacto con la
muestra biol6gica del paciente.

La etapa final del método de la invencion implica la deteccion de los soportes sdlidos que estan unidos
efectivamente a inmunoglobulinas. La identificacion del soporte o soportes solidos revestidos con
inmunoglobulinas permite diagnosticar qué patdgeno infectaba al paciente (ya que cada soporte sélido se
corresponde con un antigeno patogénico definido). Esta etapa de deteccion final se lleva a cabo por cualesquiera
medios habituales, por ejemplo usando anticuerpos de deteccion marcados e identificando la naturaleza del
soporte sélido.

Ventajosamente, el método de la invencion implica solamente la deteccion de la presencia de anticuerpos en
pacientes enfermos, pero no se requiere el conocimiento sobre la identidad de esos anticuerpos.

Como se muestra en la parte experimental de la solicitud, los inventores han usado el procedimiento de
acoplamiento de antigeno de la invencion para generar un nimero de diferentes microesferas fluorescentes
revestidas con antigeno. En el presente, se han acoplado 16 conjuntos distintos de microesferas con 16
proteinas de fusion quiméricas [AGT-Antigeno] purificadas, permitiendo la titulacion de 16 anticuerpos séricos
especificos para diferentes proteinas del virus del dengue serotipos 1 a 4, del Nilo Occidental, de la fiebre
amarilla, de la encefalitis japonesa, de la encefalitis portada por garrapatas, de la encefalitis de San Luis, de la
encefalitis del Valle de Murray, de Wesselsbron, de Zika, de Rocio, de Usutu, de la fiebre del Valle del Rift, y de
chikungunya. Estos 16 conjuntos distintos de microesferas se han mezclado en una Unica muestra sin afectar a
la sensibilidad ni especificidad de la deteccién (véase la figura 5). La produccion de este sistema es muy eficaz
en cuanto al tiempo y al coste, ya que solamente se requiere una cantidad muy pequefia de antigeno
recombinante (< 50 pg) para producir un conjunto de microesferas acopladas a antigeno (1,25 x 10°
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microesferas), siendo tal conjunto suficiente para llevar a cabo 500 ensayos individuales.

En un primer aspecto, la presente invencion se refiere a un método para detectar por lo menos dos anticuerpos
diana en una muestra biologica, que comprende:

(a) poner en contacto un primer soporte sélido que comprende un sustrato de AGT acoplado covalentemente
a una primera proteina de fusién que comprende un polipéptido de AGT que tiene actividad de O6-
alquilguanina-ADN alquiltransferasa y un primer epitopo que es reconocido por el primer anticuerpo diana
con la muestra bioldgica;

(b) poner en contacto un segundo soporte solido que comprende un sustrato de AGT acoplado
covalentemente a una segunda proteina de fusion que comprende un polipéptido de AGT que tiene
actividad de O6-alquilguanina-ADN alquiltransferasa y un segundo epitopo que es reconocido por un
segundo anticuerpo diana, pero no por dicho primer anticuerpo diana, con la muestra bioldgica; y

(c) detectar la presencia o ausencia de los dos anticuerpos diana.

De forma mas precisa, la presente invencion se refiere a un método de ensayo in vitro para detectar por lo
menos dos anticuerpos diana diferentes presentes en una muestra biolégica procedente de un sujeto,
comprendiendo dicho método las etapas de:

(a) proporcionar una primera proteina de fusion que comprende:
- un polipéptido que comprende un primer epitopo que es reconocido por un primer anticuerpo diana, y
- un polipéptido de AGT que tiene actividad de O6-alquilguanina-ADN alquiltransferasa

(b) poner en contacto dicha primera proteina de fusiéon con un primer soporte sélido, estando acoplado
covalentemente dicho soporte con un sustrato de dicho polipéptido de AGT,

(c) obtener un primer soporte solido acoplado covalentemente con un primer epitopo que es reconocido por
el primer anticuerpo diana,

(d) proporcionar una segunda proteina de fusiéon que comprende:

- un polipéptido que comprende un segundo epitopo, siendo reconocido dicho segundo epitopo
mediante un segundo anticuerpo diana pero no por dicho primer anticuerpo diana, y

- un polipéptido de AGT que tiene actividad de O6-alquilguanina-ADN alquiltransferasa,

(e) poner en contacto dicha segunda proteina de fusiéon con un segundo soporte sélido, estando acoplado
covalentemente dicho soporte con un sustrato de dicho polipéptido de AGT,

(f) obtener un segundo soporte sélido acoplado covalentemente con un segundo epitopo que es reconocido
por el segundo anticuerpo diana, pero no por dicho primer anticuerpo diana, en el que dichos soportes
sélidos primero y segundo se pueden identificar especificamente entre si,

(g) poner en contacto dicha muestra biologica con los soportes solidos primero y segundo obtenidos en las
etapas () y (f),

(h) detectar la presencia de dichos por lo menos dos anticuerpos diana.

Como se usa en la presente memoria en adelante, las expresiones “un anticuerpo”, “una proteina de fusion”, “un
epitopo”, “un antigeno”, “un polipéptido de AGT”, “un soporte sélido”, y similares, se han de entender obviamente
como habituales en la técnica, esto es, de una manera amplia. En particular, engloban no solo moléculas
individuales particulares, sino un nimero de dichas moléculas. Por ejemplo, la expresion “soporte solido” engloba
un subconjunto de numerosos soportes sélidos idénticos; el término “microparticula” engloba un subconjunto de
numerosas microparticulas idénticas; y la expresion “proteina de fusion” engloba un ndimero de moléculas
proteicas individuales idénticas. En el contexto de la presente invencion, es digno de mencién que un soporte
sélido porta un nimero de proteinas de fusion idénticas, conteniendo dichas proteinas de fusion, aparte del
polipéptido de AGT, antigeno idéntico, y por lo tanto epitopos idénticos, de manera que los anticuerpos que se

detectaran en el soporte sélido se pueden identificar sin ambigiiedad.
Como se usa en la presente memoria, la expresion “proteina de fusién” significa un polipéptido que contiene una

proteina o un polipéptido creado a través de la union artificial de dos o mas polipéptidos. En los inmunoensayos
de la invencién, dichas proteinas de fusién contienen un polipéptido de AGT y un antigeno, que contiene por lo
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menos un epitopo. Las proteinas de fusion se pueden obtener a través de manipulacién genética de un gen de
fusién. Esto implica tipicamente eliminar el codén de parada de una secuencia de ADNc que codifica la primera
proteina, posteriormente anexar la secuencia de ADNc de la segunda proteina en marco a través de PCR
mediada por ligacion o PCR de extension del solapamiento. Esa secuencia de ADN se expresara entonces
mediante una célula como una Unica proteina. La proteina se puede manipular para incluir la secuencia completa
de ambas proteinas originales, o solo una porcién de cada. Si las dos entidades son proteinas, se pueden afiadir
péptidos enlazadores (0 “espaciadores”), que hacen posible de forma méas probable que las proteinas se
plieguen independientemente y se comporten como se espera. En particular, las proteinas de fusion de la
invencion se pueden obtener proporcionando vectores que comprenden secuencias codificantes de AGT en
marco con un epitopo o secuencias codificantes de antigeno, ya sea unidas al lado N-terminal o al lado C-
terminal de la secuencia de ADN de AGT. Estos vectores se pueden introducir en hospedantes procariotas,
incluyendo eubacterias tales como bacterias de E. coli, u hospedantes eucariotas, por ejemplo levadura, células
de insectos o células de mamiferos, y las proteinas de fusidon recombinantes se pueden producir en condiciones
apropiadas. Las construcciones tipicas se presentan en la parte experimental de esta solicitud.

El término “anticuerpo”, como se usa en la presente memoria, esta destinado a incluir anticuerpos monoclonales,
anticuerpos policlonales, y anticuerpos quiméricos. Preferentemente, los anticuerpos que se van a detectar
mediante los inmunoensayos de la invencidon son anticuerpos policlonales, que estan presentes en muestras
biolégicas de pacientes enfermos, y por lo tanto se han generado a partir de diferentes fuentes de células B.
Como tales, reconocen diferentes epitopos exhibidos por un antigeno patogénico (por otro lado, los anticuerpos
monoclonales derivan de una Unica estirpe celular y reconocen el mismo epitopo).

Un anticuerpo (“o inmunoglobulina”) consiste en una glicoproteina que comprende por lo menos dos cadenas
pesadas (H) y dos cadenas ligeras (L) interconectadas mediante enlaces de disulfuro. Cada cadena pesada
comprende una regién (o dominio) variable de cadena pesada (abreviada en la presente memoria como HCVR o
VH), y una region constante de cadena pesada. La regién constante de cadena pesada comprende tres
dominios, CH1, CH2 y CH3. Cada cadena ligera comprende una region variable de cadena ligera (abreviada en
la presente memoria como LCVR o VL) y una regidn constante de cadena ligera. La region constante de cadena
ligera comprende un dominio, CL. Las regiones VH y VL se pueden subdividir ademas en regiones de
hipervariabilidad, denominadas ‘“regiones determinantes de la complementariedad” (CDR) o ‘“regiones
hipervariables”, que son responsables principalmente de la unién de un epitopo de un antigeno, y que estan
intercaladas con regiones que estan mas conservadas, denominadas regiones estructurales (FR). Cada VH y VL
estd compuesta de tres CDR y cuatro FR, dispuestas desde el término amino al término carboxi en el siguiente
orden: FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3, FR4. Las regiones variables de las cadenas pesada y ligera
contienen un dominio de unién que interacciona con un antigeno. Las regiones constantes de los anticuerpos
pueden mediar la union de la inmunoglobulina a tejidos o factores del hospedante, incluyendo diversas células
del sistema inmune (por ejemplo, células efectoras) y el primer componente (Clg) del sistema clasico del
complemento.

Los anticuerpos pueden ser de diferentes isotipos (a saber, IgA, IgD, IgE, IgG o IgM). Tanto los anticuerpos de
tipo 1gG como IgM se pueden detectar mediante el presente método. Digno de mencion, estos isotipos estan
compuestos de dos cadenas pesadas idénticas y dos cadenas ligeras idénticas, que estan unidas mediante
enlaces de disulfuro. De forma importante, los anticuerpos IgM forman polimeros en los que multiples
inmunoglobulinas estan enlazadas covalentemente juntas con enlaces de disulfuro, mayoritariamente como un
pentamero, pero también como un hexamero, de manera que tienen una masa molecular de aproximadamente
900 kDa (en su forma pentamérica). Debido a que cada mondémero tiene dos sitios de unién al antigeno, un IgM
pentamérico tiene 10 sitios de unién. Tipicamente, sin embargo, los anticuerpos IgM no pueden unirse a 10
antigenos al mismo tiempo, debido a que el tamafio grande de la mayoria de los antigenos impide la unién a
sitios cercanos. Debido a su naturaleza polimérica, IgM posee una elevada avidez.

Los fragmentos de anticuerpos también se pueden detectar gracias al presente método. Esta expresion esta
destinada a incluir Fab, Fab’, F(ab’)2, scFv, dsFv, ds-scFv, dimeros, minicuerpos, diacuerpos, y multimeros de
los mismos, y fragmentos de anticuerpos biespecificos.

Los anticuerpos monoclonales se pueden usar en los presentes inmunoensayos, por ejemplo para detectar las
inmunoglobulinas que estan unidas a los soportes sdélidos. Como se usa en la presente memoria, “anticuerpo
monoclonal” define un anticuerpo que surge de una poblacién homogénea de anticuerpos. Mas particularmente,
los anticuerpos individuales de una poblacion son idénticos excepto por unas pocas posibles mutaciones de
origen natural que se pueden encontrar en proporciones minimas. En otras palabras, un anticuerpo monoclonal
consiste en un anticuerpo homogéneo que surge del crecimiento de un Unico clon celular (por ejemplo, un
hibridoma, una célula hospedante eucariota transfectada con una molécula de ADN que codifica el anticuerpo
homogéneo, una célula hospedante procariota transfectada con una molécula de ADN que codifica el anticuerpo
homogéneo, etc.), y generalmente se caracteriza por cadenas pesadas de una y solamente una clase y
subclase, y cadenas ligeras de solamente un tipo. Los anticuerpos monoclonales son muy especificos y estan
dirigidos contra un Unico antigeno. Ademas, en contraste con preparaciones de anticuerpos policlonales que
incluyen tipicamente diversos anticuerpos dirigidos contra diversos determinantes, o epitopos, cada anticuerpo
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monoclonal esta dirigido contra un Unico epitopo del antigeno.

El término “antigeno” significa en la presente memoria cualquier sustancia que provoca que el sistema inmune
produzca anticuerpos frente a la mencionada sustancia. Un antigeno “inmunogénico” es un tipo especifico de
antigeno que es capaz de estimular una respuesta inmune adaptativa si se inyecta en si mismo. A nivel
molecular, un antigeno se caracteriza asi por su capacidad para “unirse” al sitio de unién al antigeno de un
anticuerpo.

En el contexto de la presente invencion, se afirma que un anticuerpo se “une” a un antigeno (o epitopo) definido,
0 “reconoce” dicho antigeno (o epitopo), si dicho anticuerpo tiene una constante de afinidad K, gque es la
constante de disociacion inversa, es decir, 1/Kq) mayor que 10° M™, preferentemente mayor que 10° M, méas
preferentemente mayor que 10’ M para dicho antigeno (o epitopo). Esta afinidad se puede medir, por ejemplo,
mediante didlisis en el equilibrio o0 mediante extincion de la fluorescencia, siendo usadas habitualmente ambas
tecnologias en la técnica.

En el contexto de la invencién, los antigenos o epitopos incluyen: proteinas, lipoproteinas, polisacaridos, y
glicoproteinas. Dichas proteinas incluyen proteinas viricas, bacterianas, parasitarias, de animales, y fungicas,
tales como albiminas, toxoide tetanico, toxoide diftérico, toxoide pertisico, proteinas de la membrana exterior
bacteriana (incluyendo proteina de la membrana exterior meningocdcica), proteina de RSV-F, péptido derivado
de la malaria, B-lactoglobulina B, aprotinina, ovoalbimina, lisozima, péptidos lineales, oligopéptidos, etc. Dichos
antigenos también pueden ser antigenos asociados a tumores, tales como antigeno carcinoembrionario (CEA),
CA 15-3, CA 125, CA 19-9, antigeno especifico de la préstata (PSA), complejos de TAA, SSX2 o NERCMSL.
Dichos antigenos haptenos, y otros restos que comprenden moléculas de bajo peso molecular, tales como
sacaridos, oligosacaridos, polisacaridos, péptidos, mucinas, toxinas, y alérgenos (polen, clara de huevo). Las
toxinas infecciosas son bien conocidas en la técnica. Se pueden citar, como ejemplos, las neurotoxinas
botulinicas, la toxina épsilon de Clostridium perfringens, ricina, saxitoxina, shigatoxina, tetrodotoxina,
enterotoxinas estafilocécicas, etc. Las mucinas también son bien conocidas en la técnica. Sus ejemplos son
MUC5AC, MUC5B y MUC2. En particular, pueden ser polisacaridos de origen natural, tales como polisacéridos
capsulares estreptocécicos y neumococicos del Grupo B (incluyendo tipo IllI), mucoexopolisacérido de
Pseudomonas aeruginosa, y polisacaridos capsulares (incluyendo tipo | de Fisher), y polisacaridos de
Haemophilus influenzae.

En otra forma de realizacion preferida, dicho antigeno o epitopo es expresado por un virus que se selecciona del
grupo que consiste en: el virus de la gripe, el virus de la hepatitis A, el virus de la hepatitis B, el virus de la
hepatitis C, el virus de la hepatitis E, el virus de la hepatitis G, el virus del VIH, el virus de la fiebre amarilla, el
virus del dengue, el virus de la encefalitis japonesa, el virus de la encefalitis portada por garrapatas, los virus de
Usutu o del Nilo Occidental, los virus de la fiebre del Valle del Rift o de Toscana, el virus de chikungunya, el virus
sincitial respiratorio, el virus de Rocio, el morbilivirus, el virus de la encefalitis de Murray, el virus de Wesselbron,
el virus del Zika, el virus de la coriomeningitis linfocitica, el virus del Ebola, el virus de Marburgo, el virus de la
fiebre hemorragica de Crimea-Congo, el virus de Lassa, el virus de Junin, el virus de Machupo, el virus de Sabia,
el virus de Guanarito, el virus de las paperas, el virus de la rabia, el virus de la rubéola, el virus de la varicela
z0ster, el herpes simple tipos 1 y 2, mas generalmente un alfavirus, un adenovirus, un ecovirus, un rotavirus, un
flavivirus, un rinovirus, un ortobunyavirus, un poliovirus, un parvovirus humano, un enterovirus, un coronavirus,
un papilomavirus humano, el citomegalovirus humano, el virus de Epstein-Barr, los virus de parainfluenzae de los
tipos 1, 2 'y 3, o cualquier virus identificado.

En otra forma de realizacién preferida, dicho antigeno o epitopo es expresado por un virus que pertenece a una
familia que se selecciona del grupo que consiste en: los Flaviviridae (virus del dengue, de la fiebre amarilla, del
Nilo Occidental, de la encefalitis japonesa, de la encefalitis portada por las garrapatas, de la hepatitis C), los
Togaviridae (virus de Chikungunya, del Rio Ross, de Mayaro, de la encefalitis equina occidental, de la encefalitis
equina oriental, de la encefalitis equina venezolana), los Bunyaviridae (virus de la fiebre hemorragica de Crimea-
Congo, de la fiebre del valle del Rift, de Schmallenberg), los Caliciviridae (virus de la hepatitis E), los
Arenaviridae (Lassa) y los Filoviridae (Ebola, Marburgo).

En otra forma de realizacién preferida, dicho antigeno o epitopo es expresado por un protozoo parasitario (tal
como aquellos del género Leishmania, o Toxoplasma Gondii, Entamoeba histolytica, Plasmodium falciparum,
Pneumocystis carinii, o Giardia lamblia), helmintos (tales como nematodos, cestodos, o trematodos), o
artrépodos (tales como crustaceos, insectos, aracnidos).

En otra forma de realizacion preferida, dicho antigeno o epitopo es expresado por una bacteria infecciosa, por
ejemplo de los géneros Salmonella, Shigella, Streptococcus, Staphylococcus, Mycoplasma, Diphteriae,
Leptospirosa, Rickettsia o Escherichia. En una forma de realizacion preferida adicional, la mencionada bacteria
pertenece a una de las especies seleccionada de H. influenzae, S. pneumoniae, Klebsiella pneumoniae, S.
aureus, Bacillus anthracis, Listeria monocytogenes, Bordetella pertussis, Clostridium tetani, S. epidermidis, N.
meningiditis, Pseudomonas aeruginosa, Chlamydia trachomatis, Mycobacterium tuberculosis, Coxiella burrcetii,
Leptospirosa interrogans y E. coli.
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En otra forma de realizacion preferida, dicho antigeno o epitopo es expresado por un hongo o levadura (por
ejemplo, de la especie Candida, Aspergillus, Cryptococcus, Histoplasma, Pneumocystis, o Stachybotrys).

Los antigenos presentan habitualmente diversos rasgos superficiales que pueden actuar como puntos de
interaccion para anticuerpos especificos. Cualquiera de tales rasgos moleculares distintos constituye un epitopo.
Como se usa en la presente memoria, el término “epitopo” designa por lo tanto un rasgo de la superficie
molecular particular de un antigeno, por ejemplo un fragmento de un antigeno, que es capaz de ser unido por por
lo menos un anticuerpo. A nivel molecular, un epitopo corresponde por lo tanto a un rasgo de la superficie
molecular particular de un antigeno (por ejemplo un fragmento de un antigeno) que es reconocido y unido por un
anticuerpo especifico. En el contexto de la presente invencion, las “proteinas de fusion” contienen por lo menos
un epitopo que es reconocido por un anticuerpo diana. Preferentemente, dichas proteinas de fusion contienen
antigenos completos, que comprenden varios epitopos. Estos epitopos pueden ser epitopos lineales o
conformacionales. Como se usa en la presente memoria, un epitopo lineal (o0 secuencial) es un epitopo que es
reconocido por anticuerpos mediante su secuencia lineal de aminoacidos, o estructura primaria. Por el contrario,
un epitopo conformacional es reconocido por su forma tridimensional especifica. Preferentemente, las proteinas
de fusion de la invencidon contienen epitopos conformacionales, puesto que la mayoria de los anticuerpos
policlonales los reconocen.

Es importante sin embargo que tales antigenos no presenten epitopos reactivos de forma cruzada, es decir,
epitopos que son reconocidos por anticuerpos no especificos que se uniran a ellos. Si éste fuera el caso, la
especificidad del método de la invencién disminuiria.

En una forma de realizacion mas preferida, dicho epitopo esta presente en una proteina virica que se selecciona
en el grupo que consiste en: la proteina EDIII del virus 1 del dengue codificada por SEC ID NO:3, la proteina
EDIII del virus 2 del dengue codificada por SEC ID NO:4, la proteina EDIII del virus 3 del dengue codificada por
SEC ID NO:5, la proteina EDIII del virus del 4 dengue codificada por SEC ID NO:6, la proteina EDIII del virus del
Nilo Occidental codificada por SEC ID NO:7, la proteina EDIII del virus de la fiebre amarilla codificada por SEC ID
NO:8, la proteina EDIII del virus de la encefalitis japonesa codificada por SEC ID NO:9, la proteina EDIII del virus
del Zika codificada por SEC ID NO:10, la proteina EDIII del virus de Wesselbron codificada por SEC ID NO:11, la
proteina EDIII del virus de Rocio codificada por SEC ID NO:12, la proteina EDIII del virus de la encefalitis de
Murray codificada por SEC ID NO:13, la proteina EDIII del virus de la encefalitis de San Luis codificada por SEC
ID NO:14, la proteina EDIII del virus de la encefalitis japonesa de genotipo 1 codificada por SEC ID NO:54, la
proteina EDIII del virus de la encefalitis japonesa de genotipo 2 codificada por SEC ID NO:55, la proteina EDIII
del virus de la encefalitis japonesa de genotipo 4 codificada por SEC ID NO:56, la proteina EDIII del virus de la
encefalitis japonesa de genotipo 5 codificada por SEC ID NO:57, y la proteina EDIII del virus de Rabensburg
codificada por SEC ID NO:58, y la proteina virica de VIH1, de VIH2, del virus de la hepatitis B, del virus de la
hepatitis C, del virus de la hepatitis E, del virus del Nilo Occidental y de cepas oncogénicas de HPV tales como
HPV 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 y 68.

En una forma de realizacién preferida, los epitopos (o antigenos) primero y segundo que se fusionan con la
enzima hAGT en las proteinas de fusién usadas en el método de la invencion pertenecen al mismo nivel
taxonémico, es decir, pertenecen a la misma familia (por ejemplo, la familia Flaviviridae, la familia Bunyaviridae,
la familia Arenaviridae, o la familia Filoviridae) o género o especie, pero que tienen diferentes serotipos. En otras
palabras, los mencionados epitopos primero y segundo se pueden expresar mediante virus estrechamente
relacionados, por ejemplo pertenecen a la misma familia, género o especie, pero que tienen diferentes serotipos,
tales como el virus 1, 2, 3, o0 4 del dengue.

Alternativamente, en otra forma de realizacion preferida, dichos epitopos (o antigenos) primero y segundo
pertenecen a familias o0 género o especie biol6gicas no relacionadas.

De forma importante, los inmunoensayos de la invencion se basan en la deteccion de un gran numero de
anticuerpos, que son conocidos o desconocidos. Por “gran nimero”, se entiende en la presente memoria por lo
menos 5, mas preferentemente por lo menos 15, mas preferentemente por lo menos 50, e incluso mas
preferentemente por lo menos 100 anticuerpos. Por lo tanto, en una forma de realizacion preferida, el método de
ensayo de la invencion se usa para detectar por lo menos 5, méas preferentemente por lo menos 15, y méas
preferentemente por lo menos 50, e incluso mas preferentemente por lo menos 100 anticuerpos diana en una
muestra bioldgica de un sujeto. No es relevante para el método de la invencion el hecho de que los anticuerpos
particulares se caractericen apropiadamente, puesto que el procedimiento se basa solamente en la deteccion de
la presencia de dichos anticuerpos, y no en su naturaleza.

En una forma de realizacién preferida de la invencion, las mencionadas proteinas de fusion primera y segunda
que se acoplan con los mencionados soportes sélidos primero y segundo se seleccionan en el grupo que
consiste en:

- SEC ID NO:21 (que corresponde a la proteina de fusion [SNAP-DEN1.EDIII])
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- SEC ID NO:42 (que corresponde a la proteina de fusién [SNAP-SBV.N])

- SEC ID NO:49 (que corresponde a la proteina de fusién [SNAP-EV71.VP1))

- SEC ID NO:51 (que corresponde a la proteina de fusion [SNAP-JE.sE])

- SEC ID NO:53 (que corresponde a la proteina de fusion [SNAP-JE-1.EDIII])

- SEC ID NO:60 (que corresponde a la proteina de fusion [SNAP-JE-2.EDIII])

- SEC ID NO:62 (que corresponde a la proteina de fusion [SNAP-JE-4.EDIII])

- SEC ID NO:64 (que corresponde a la proteina de fusion [SNAP-JE-5.EDIII])

- SEC ID NO:66 (que corresponde a la proteina de fusion [SNAP-RabV.EDII])

- SEC ID NO:68 (que corresponde a la proteina de fusion [SNAP-flavivirus.EDIII])
- SEC ID NO:70 (que corresponde a la proteina de fusiéon [SNAP-RR.sE2])

- SEC ID NO:72 (que corresponde a la proteina de fusién [SNAP-MAY.sE2])

- SEC ID NO:74 (que corresponde a la proteina de fusion [SNAP-WEE.sE2])

- SEC ID NO:76 (que corresponde a la proteina de fusion [SNAP-EEE.sE2))

- SEC ID NO:78 (que corresponde a la proteina de fusion [SNAP-VEE.sE2])

- SEC ID NO:80 (que corresponde a la proteina de fusién [SNAP-AKA.N])

- SEC ID NO:82 (que corresponde a la proteina de fusion [SNAP-AIN.N])

- SEC ID NO:84 (que corresponde a la proteina de fusion [SNAP-SHA.N])

- SEC ID NO:86 (que corresponde a la proteina de fusion [SNAP-huCOV.N])

- SEC ID NO:88 (que corresponde a la proteina de fusion [SNAP-huCOV.S])

- SEC ID NO:90 (que corresponde a la proteina de fusion [SNAP-HCV.C])

- SEC ID NO:92 (que corresponde a la proteina de fusion [SNAP-MSP+AMA])

- SEC ID NO:94 (que corresponde a la proteina de fusion [SNAP-HbpA1])

- SEC ID NO:96 (que corresponde a la proteina de fusion [SNAP-MUB40])

- SEC ID NO:98 (que corresponde a la proteina de fusion [SNAP-moCLEC5A])

- SEC ID NO:100 (que corresponde a la proteina de fusién [SNAP-huCLEC5A])

- SEC ID NO:102 (que corresponde a la proteina de fusién [SNAP-cxVAGO])

- SEC ID NO:104 (que corresponde a la proteina de fusién [SNAP-aaVAGOQ])

- SEC ID NO:109 (que corresponde a la proteina de fusion [SNAP-CCHF.N])

- SECID NO:111 (que corresponde a la proteina de fusién [SNAP-EBO.N])

- SEC ID NO:113 (que corresponde a la proteina de fusion [SNAP-MAR.N])

- SEC ID NO:115 (que corresponde a la proteina de fusion [SNAP-LAS.N])

- SEC ID NO:117 (que corresponde a la proteina de fusién [SNAP-JUN.N])

- SEC ID NO:119 (que corresponde a la proteina de fusion [SNAP-MAC.N])

- SEC ID NO:121 (que corresponde a la proteina de fusion [SNAP-GUA.N])

- SEC ID NO:123 (que corresponde a la proteina de fusién [SNAP-SAB.N])

- SEC ID NO:125 (que corresponde a la proteina de fusién [SNAP-OMSK.EDIII)

- SEC ID NO:127 (que corresponde a la proteina de fusion [SNAP-KYA.EDIII])

- SEC ID NO:129 (que corresponde a la proteina de fusion [SNAP-ALK.EDIII])

- SEC ID NO:131 (que corresponde a la proteina de fusién [SNAP-LAS.ectoGP1])
- SEC ID NO:133 (que corresponde a la proteina de fusion [SNAP-JUN.ectoGP1])
- SEC ID NO:135 (que corresponde a la proteina de fusion [SNAP-MAC.ectoGP1])
- SEC ID NO:137 (que corresponde a la proteina de fusién [SNAP-GUA.ectoGP1])
- SEC ID NO:139 (que corresponde a la proteina de fusién [SNAP-SAB.ectoGP1])
- SEC ID NO:141 (que corresponde a la proteina de fusién [SNAP-LAS.ectoGP2])
- SEC ID NO:143 (que corresponde a la proteina de fusion [SNAP-JUN.ectoGP2])
- SEC ID NO:145 (que corresponde a la proteina de fusion [SNAP-MAC.ectoGP2])
- SEC ID NO:147 (que corresponde a la proteina de fusién [SNAP-GUA.ectoGP2])
- SEC ID NO:149 (que corresponde a la proteina de fusion [SNAP-SAB.ectoGP2]), y
- SEC ID NO:151 (que corresponde a la proteina de fusién [SNAP-HEV.C])).

En consecuencia, el método in vitro de la invencién permite detectar enfermedad o enfermedades diana que son
infecciones viricas, bacterianas, de levaduras o mediadas por hongos. Preferentemente, dicha infeccion virica
estd provocada por un papilomavirus o virus de ARN de las familias de los Flaviviridae (virus del dengue, de la
fiebre amarilla, del Nilo Occidental, de la encefalitis japonesa, de la encefalitis portada por las garrapatas, de la
hepatitis C), los Togaviridae (virus de Chikungunya, del Rio Ross, de Mayaro, de la encefalitis equina occidental,
de la encefalitis equina oriental, de la encefalitis equina venezolana), los Bunyaviridae (virus de la fiebre
hemorréagica de Crimea-Congo, de la fiebre del valle del Rift, de Schmallenberg), los Caliciviridae (virus de la
hepatitis E), los Arenaviridae (Lassa) y los Filoviridae (Ebola, Marburgo). Preferentemente, dicha infeccion esta
provocada por Leptospirosa interrogans. Preferentemente, dicha infeccion estd provocada por Plasmodium
falciparum.

Como se usa en la presente memoria, la expresion “muestra bioldgica” se refiere a cualesquiera muestras que se
han obtenido de un paciente y que pueden contener anticuerpos. Preferentemente, dicha muestra bioldgica es un
fluido biolégico, por ejemplo un fluido biolégico no filtrado tal como orina, fluido cerebroespinal, fluido pleural,
fluido sinovial, fluido peritoneal, fluido amniotico, fluido gastrico, sangre, suero, plasma, fluido linfatico, fluido
intersticial, saliva, secreciones fisioldgicas, lagrimas, moco, sudor, leche, semen, fluido seminal, secreciones
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vaginales, fluido procedente de Ulceras y otras erupciones de la superficie, ampollas, y abscesos. También se
refiere a un extracto de tejidos, incluyendo biopsias de tejidos normales, malignos y sospechosos, o cualesquiera
otros constituyentes del cuerpo que pueden contener anticuerpos. La mencionada muestra biologica se puede
pretratar antes del uso, tal como preparando plasma a partir de sangre, diluyendo fluidos viscosos, o similar; los
métodos de tratamiento pueden implicar filtracion, destilacion, concentracién, inactivacion de compuestos que
interfieren, y la adicién de reactivos. En una forma de realizacion preferida, dicha muestra biologica se escoge de
sangre completa, suero, plasma, orina, fluido seminal, fluido cerebroespinal y saliva.

En el método de la presente invencién se puede usar cualquier polipéptido que tenga actividad de O°-
alquilguanina-ADN alquiltransferasa. Para los fines de la invencion, estos polipéptidos se denominaran como
“polipéptidos de AGT". Algunos ejemplos de polipéptidos de AGT que se pueden usar para unir covalentemente
proteinas de fusion a soportes soélidos se describen en Kindermann et al, 2003 y Engin et al, 2010.

AGT transfiere irreversiblemente el grupo alquilo desde su sustrato, O° anquuanlna -ADN, a uno de sus restos
de cisteina. Un andlogo del sustrato que reacciona rapldamente con AGT es O°bencilguanina, siendo la
constante de velocidad de segundo orden aproximadamente 10° s* M*

En el contexto de la invencién, se afirma que un polipéptido tiene “actividad de O°-alquilguanina-ADN
alquiltransferasa” (o “act|V|dad de AGT") si es capaz de transferir irreversiblemente un grupo alquilo desde una
molécula que contiene O°-alquilguanina a uno de sus propios restos de cisteina. La “actividad de O6-
alquilguanina-ADN anthransferasa del mencionado polipéptido se puede demostrar, por ejemplo, poniendo en
contacto derivados de OP-bencil-guanina marcados conocidos y monitorizando la transferencia de dicho
marcador sobre el polipéptido ensayado. Si el ensayo se lleva a cabo en una célula o en extractos celulares, la
reaccion de la AGT endbdgena de las células hospedantes se deberia de controlar, de manera que la AGT
endogena no interfiera con el mencionado polipéptido. Por lo tanto, preferentemente se usan estirpes celulares
conocidas deficientes en AGT. A continuacion se describirdn bien Ios ensayos para |dent|f|car la actividad de
AGT. Existen comercialmente disponibles varios derivados de O°-bencil- guanlna (la O°-bencil-guanina es
distribuida, por ejemplo, por Santa Cruz biotechnology, y los derivados de O°-bencil-guanina marcados
fluorescentemente se pueden obtener de New England Biolabs NEB). Algunos de estos ensayos se describen en
los documentos WO 2005/085470 y WO 2004/031405.

En el contexto de la invencion, el “dominio catalitico” del polipéptido de AGT corresponde al sitio activo de dicha
enzima, o, en otras é)alabras a la parte de la enzima en la que se produce la transferencia del grupo alquilo
desde su sustrato, O°-alquilguanina-ADN, a un resto de cisteina reactivo. En la estructura de hAGT unida con O°-
bencilguanina en su sitio activo, cuatro aminoacidos estan en proximidad del anillo bencilico (Pro140, Ser159,
Gly160), o podrian hacer contacto con el N9 de la nucleobase (Asn157). Se ha demostrado previamente que las
mutaciones en la posicién Pro140 y Gly160 afectan a la reaccién de hAGT con O°-bencilguanina (Xu-Welliver et

al., Biochemical Pharmacology 1999): se cree que una prolina en la posicidon 140 es esencial para su interaccion
con el anillo bencilico, y se ha mostrado que la mutacion Gly1l60Trp incrementa la reactividad de hAGT frente a
O°-bencilguanina.

En una forma de realizacién preferida, el polipéptido de AGT que tiene actividad de O°-alquilguanina-ADN
alquiltransferasa es el polipéptido de AGT humano (citado como NP_002403.2) de secuencia SEC ID NO: 1, la
AGT de ratdn identificada como NP_032624.1 (SEC ID NO: 18) la MGMT de rata identificada como
NP_036993.1 (SEC ID NO: 19) o una secuencia homoéloga de la misma, teniendo dicha secuencia homologa
actividad de O° -alquilguanina-ADN alquiltransferasa.

Como se usa en la presente memoria, el término “homologo” se refiere a secuencias que tienen similitud de
secuencia. La expresion “similitud de secuencia”, en todas sus formas gramaticales, se refiere al grado de
identidad o correspondencia entre secuencias de acidos nucleicos o de aminoéacidos. En el contexto de la
invencion, dos secuencias de aminoacidos son “homologas” cuando por lo menos aproximadamente 80%,

alternativamente por lo
alternativamente por lo
alternativamente por lo
alternativamente por lo
alternativamente por lo
alternativamente por lo
alternativamente por lo
alternativamente por lo
alternativamente por lo
alternativamente por lo

menos
menos
menos
menos
menos
menos
menos
menos
menos
menos

aproximadamente 81%,
aproximadamente 83%,
aproximadamente 85%,
aproximadamente 87%,
aproximadamente 89%,
aproximadamente 91%,
aproximadamente 93%,
aproximadamente 95%,
aproximadamente 97%,

alternativamente por lo
alternativamente por lo
alternativamente por lo
alternativamente por lo
alternativamente por lo
alternativamente por lo
alternativamente por lo
alternativamente por lo
alternativamente por lo

aproximadamente 99% de los aminoéacidos son
secuencias polipeptidicas similares u homélogas se identifican usando el algoritmo de Needleman y Wunsch.

menos
menos
menos
menos
menos
menos
menos
menos
menos

aproximadamente 82%,
aproximadamente 84%,
aproximadamente 86%,
aproximadamente 88%,
aproximadamente 90%,
aproximadamente 92%,
aproximadamente 94%,
aproximadamente 96%,
aproximadamente 98%,

similares. Preferentemente, las

Preferentemente, la secuencia homologa a la enzima AGT comparte por lo menos 64% de identidad de
secuencia de aminoéacidos, preferentemente por lo menos aproximadamente 65% de identidad de secuencia de
aminoacidos, alternativamente por lo menos aproximadamente 66% de identidad de secuencia de aminoacidos,
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alternativamente por lo menos aproximadamente 67% de identidad de secuencia de aminoacidos,
alternativamente por lo menos aproximadamente 68% de identidad de secuencia de aminoacidos,
alternativamente por lo menos aproximadamente 69% de identidad de secuencia de aminoacidos,
alternativamente por lo menos aproximadamente 70% de identidad de secuencia de aminoacidos,
alternativamente por lo menos aproximadamente 71% de identidad de secuencia de aminoacidos,
alternativamente por lo menos aproximadamente 72% de identidad de secuencia de aminoacidos,
alternativamente por lo menos aproximadamente 73% de identidad de secuencia de aminoacidos,
alternativamente por lo menos aproximadamente 74% de identidad de secuencia de aminoacidos,
alternativamente por lo menos aproximadamente 75% de identidad de secuencia de aminoacidos,
alternativamente por lo menos aproximadamente 76% de identidad de secuencia de aminoacidos,
alternativamente por lo menos aproximadamente 77% de identidad de secuencia de aminoacidos,
alternativamente por lo menos aproximadamente 78% de identidad de secuencia de aminoacidos,
alternativamente por lo menos aproximadamente 79% de identidad de secuencia de aminoacidos,
alternativamente por lo menos 80% de identidad de secuencia de aminoacidos, alternativamente por lo menos
aproximadamente 81% de identidad de secuencia de aminoacidos, alternativamente por lo menos
aproximadamente 82% de identidad de secuencia de aminoacidos, alternativamente por lo menos
aproximadamente 83% de identidad de secuencia de aminoacidos, alternativamente por lo menos
aproximadamente 84% de identidad de secuencia de aminoacidos, alternativamente por lo menos
aproximadamente 85% de identidad de secuencia de aminoacidos, alternativamente por lo menos
aproximadamente 86% de identidad de secuencia de aminoacidos, alternativamente por lo menos
aproximadamente 87% de identidad de secuencia de aminoacidos, alternativamente por lo menos
aproximadamente 88% de identidad de secuencia de aminoacidos, alternativamente por lo menos
aproximadamente 89% de identidad de secuencia de aminoacidos, alternativamente por lo menos
aproximadamente 90% de identidad de secuencia de aminoacidos, alternativamente por lo menos
aproximadamente 91% de identidad de secuencia de aminoacidos, alternativamente por lo menos
aproximadamente 92% de identidad de secuencia de aminoacidos, alternativamente por lo menos
aproximadamente 93% de identidad de secuencia de aminoacidos, alternativamente por lo menos
aproximadamente 94% de identidad de secuencia de aminoacidos, alternativamente por lo menos
aproximadamente 95% de identidad de secuencia de aminoacidos, alternativamente por lo menos
aproximadamente 96% de identidad de secuencia de aminoacidos, alternativamente por lo menos
aproximadamente 97% de identidad de secuencia de aminoacidos, alternativamente por lo menos
aproximadamente 98% de identidad de secuencia de aminoéacidos, y alternativamente por lo menos
aproximadamente 99% de identidad de secuencia de aminoacidos con SEC ID NO: 1. En una forma de
realizacién preferida, una secuencia homoéloga de SEC ID NO: 1 es por lo menos 64%, preferentemente 70%, y
mas preferentemente 80% idéntica a SEC ID NO: 1.

En una forma de realizacion preferida, el mencionado polipéptido homoélogo es un fragmento o un mutante del
polipéptido de hAGT de SEC ID NO: 1, teniendo dicho fragmento o mutante una actividad de O®-alquilguanina-
ADN alquiltransferasa.

Dichos fragmentos pueden tener un tamafio de por lo menos 50, preferentemente 100, y mas preferentemente
150 aminoacidos, y contienen por lo menos el “dominio catalitico” del polipéptido de AGT como se define
anteriormente, que es responsable de la actividad de O®-alquilguanina-ADN alquiltransferasa de la enzima AGT.
Estos fragmentos se pueden obtener usando técnicas habituales que son conocidas por el experto en la materia.

Hasta ahora se han descrito diferentes enzimas mutantes derivadas de AGT nativa (Lim A. et al, 1996; Daniels
D.S. et al, 2000; Juillerat A. et al, 2003, documentos WO 2005/085470, WO 2004/031405). En particular, se ha
obtenido una proteina mutante de 20 kDa que contiene las mutaciones Cys62Ala, Lys125Ala, Alal27Thr,
Arg128Ala, Gly131Lys, Gly132Thr, Met134Leu, Argl35Ser, Cys150Ser, Asn157Gly, Ser159Glu truncada en el
aminoacido 182 (el denominado mutante “AGT26” en el documento WO 2005/085470, también denominado
“SNAP 26" en el documento WO 2006/114409). Se ha mostrado que este mutante particular “SNAP26” tiene
actividad marcadora potenciada.

En el contexto de la presente invencién, la secuencia de un polipéptido de AGT mas preferido contiene las
mutaciones descritas en el documento WO 2005/085470, cuyas posiciones se pueden transponer a la vista de
SEC ID NO: 1, correspondiendo el resto de metionina de partida de SNAP26 al resto de metionina en la posicién
32 de SEC ID NO: 1 (por lo tanto, se deberian afiadir 31 aminoacidos a las posiciones descritas en el documento
WO 2005/085470 para obtener las correspondientes en SEC ID NO: 1.

En una forma de realizacion preferida, la secuencia homoéloga de AGT util en la invencion corresponde a la
secuencia de AGT nativa de SEC ID NO: 1, en la que se sustituyen entre 1 y 30, preferentemente entre 6 y 25, y
en particular 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, o 23 aminoacidos por otros aminoacidos, y/o se eliminan 1 a 40,
preferentemente 1 a 20, en particular 10 a 20 aminoacidos, mas preferentemente 15 aminoacidos, en el término
C.

En una forma de realizacién mas preferida, la secuencia homoéloga de AGT contiene las siguientes mutaciones
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segun se compara con SEC ID NO: 1:

(A) Lys31 sustituida por Arg, o Met32 sustituida por Ser, o Cys93 sustituida por Ala, o Lys156 sustituida por
Ala, o Algal58 sustituida por Thr, o Argl59 sustituida por Ala, o Ugly162 sustituida por Lys, o Gly163
sustituida por Thr, o Met165 sustituida por Leu, o Argl66 sustituida por Ser, o Cys181 sustituida por Ser,
0 Asn188 sustituida por Gly, o Ser190 sustituida por Glu, o Gly214 sustituida por Pro, o Ser215 sustituida
por Ala, o Ser216 sustituida por Gly, o Gly217 sustituida por lle, o Leu218 sustituida por Gly, o Gly220
sustituida por Pro, o Ala221 sustituida por Gly, o Trp222 sustituida por Ser, o

(B) Lys31-Met32 sustituidas por Arg-Ser, o Alal58-Argl59 sustituidas por Thr-Ala, o Gly162-Gly163
sustituidas por Lys-Thr, o Met165-Argl66 sustituidas por Leu-Ser, o Gly162-Gly163/Met165-Arg166
sustituidas por Lys-Thr/Leu-Ser, o Asn188/Serl90 sustituidas por Gly/Glu, o Gly214-Ser215-Ser216-
Gly217-Leu218 sustituidas por Pro-Ala-Gly-lle-Gly, o Gly220-Ala221-Trp222 sustituidas por Pro-Gly-Ser,
preferentemente en combinacidn con cualesquiera otras sustituciones de aminoacidos citadas en (A), o

(C) Truncamiento después de Leu223 (se suprimen los aminoacidos 224-238), preferentemente en
combinacién con cualquier otra sustitucion de aminoacidos citada en (A) o (B).

Las secuencias homdlogas de AGT preferidas son aquellas que estan truncadas después de Leu223.

Las secuencias homodlogas de AGT preferidas son aquellas en las que estan presentes dos de las
modificaciones (B), y opcionalmente estan truncadas después de Leu223.

Las secuencias homologas de AGT preferidas son aquellas en las que estan presentes tres de las
modificaciones (B), y opcionalmente estan truncadas después de Leu223.

Las secuencias homologas de AGT preferidas son aquellas en las que estan presentes cuatro de las
modificaciones (B), y opcionalmente estan truncadas después de Leu223.

Las secuencias homoélogas de AGT preferidas son aquellas en las que estdn presentes cinco de las
modificaciones (B), y opcionalmente estan truncadas después de Leu223.

Las secuencias homélogas de AGT preferidas son aquellas en las que estdn presentes seis de las
modificaciones (B), y opcionalmente estan truncadas después de Leu223.

Otras secuencias homologas de AGT preferidas son aquellas que contienen una combinacién de 2, 3, 4, 5, 6, 7,
8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, o 20 mutaciones escogidas entre las mutaciones descritas en (A), y
opcionalmente que estan truncadas después de Leu223.

En una forma de realizacion mucho mas preferida, el polipéptido de AGT de la invencion es un mutante SNAP de
SEC ID NO: 2, que es homologo a la enzima hAGT y contiene las mutaciones Lys31Arg, Met32Ser, Cys93Ala,
Lys156Ala, Alal58Thr, Argl59Ala, Glyl162Lys, Gly163Thr, Metl65Leu, Argl66Ser, Cys181Ser, Asnl188Gly,
Serl90Glu, Gly214Pro, Ser215Ala, Ser216Gly, Gly217Ile, Leu218Gly, Gly220Pro, Ala221Gly, Trp222Ser, y un
truncamiento después de Leu223 en comparacion con SEC ID NO: 1. El mutante SNAP de SEC ID NO: 2
comparte un 77% de homologia con la secuencia de aminoacidos de 6-metilguanina-ADN-metiltransferasa
humana (NP_002403.2, SEC ID NO: 1), y un 70% de homologia con la secuencia de aminoéacidos de 6-
metilguanina-ADN-metiltransferasa de ratén (NP_032624.1, SEC ID NO: 18).

En una forma de realizacion incluso més preferida, la enzima AGT es la proteina mutante SNAP de SEC ID NO:
2 0 un homologo de la misma, que tiene actividad de O°-alquilguanina-ADN alquiltransferasa. Preferentemente,
dicha secuencia homédloga a la proteina mutante SNAP es por lo menos idéntica en mas de 80%,
preferentemente 81%, mas preferentemente 82%, mas preferentemente 83%, mas preferentemente 84%, mas
preferentemente 85%, preferentemente 86%, mas preferentemente 87%, mas preferentemente 88%, mas
preferentemente 89%, mas preferentemente 90%, mas preferentemente 91%, mas preferentemente 92%, mas
preferentemente 93%, mas preferentemente 94%, mas preferentemente 95%, mas preferentemente 96%, e
incluso mas preferentemente 97% a la proteina mutante SNAP de SEC ID NO: 2, y tiene actividad de O°-
alquilguanina-ADN alquiltransferasa como se define anteriormente.

Dichos polipéptidos homélogos que tienen actividad de O°-alquilguanina-ADN alquiltransferasa se pueden
producir usando técnicas de ingenieria genética de proteinas conocidas por el experto en la materia, y/o usando
evolucién molecular para generar y seleccionar nuevas O°-alquilguanina-ADN alquiltransferasas. Tales técnicas
son, por ejemplo, mutagénesis dirigida, métodos de presentacion de fagos, mutagénesis por saturacion, PCR
propensa a error para introducir variaciones en cualquier lugar en la secuencia, barajado de ADN, usado tras la
mutagénesis por saturacion y/o la PCR propensa a error, 0 el barajado de familias, que usa genes de varias
especies.
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En la forma de realizacion mas preferida, el polipéptido de AGT usado en el método de la invencién es el
mutante SNAP de SEC ID NO: 2.

La enzima AGT transfiere irreversiblemente el grupo alquilo desde su sustrato, O°-alquilguanina-ADN, a uno de
sus restos de cisteina. Sin embargo, las sustituciones de O°-bencilguanina en el C4 del anillo bencilico no
afectan significativamente la actividad de AGT frente a derivados de O°-bencilguanina. Esta propiedad se ha
usado para transferir un marcador unido al C4 del anillo bencilico a AGT (véanse los documentos WO
2004/031404 y WO 2005/085470).

Se ha mostrado que un nimero de derivados de O°-bencilguanina reaccionan con la enzima AGT transfiriendo
su grupo bencilo a la cisteina del sitio activo de la enzima AGT (véase Damoiseaux et al., ChemBiochem., 2001,
documentos WO 2004/031404 y WO 2005/085470).

En una forma de realizacion preferida, los sustratos de AGT usados en el método de la invencién son derivados
de bencilguanina que tienen la formula I:

R1-X-CH,-R3-R4-Y
en la que:
- R1 es un grupo reconocido por dicho polipéptido de AGT como sustrato, tal como un grupo

heteroaromatico que contiene 1 a 5 atomos de nitrégeno, y preferentemente un radical purinico de la
férmula:

N
T
N™ N7 R,
4

en la que R5 es hidrégeno, halégeno, por ejemplo cloro o bromo, trifluorometilo, o hidroxi; R6 es
hidrégeno, hidroxi, 0 amino no sustituido o sustituido; y R2 es hidrégeno, un alquilo de 1 a 10 atomos de
carbono, o un resto de sacérido;

- X es un atomo de oxigeno o de azufre; preferentemente un atomo de oxigeno;

- R3 es un grupo aromatico o heteroaromatico, o un grupo alquilo, cicloalquilo o heterociclilo insaturado
opcionalmente sustituido, con el doble enlace conectado a CHy; preferentemente un fenilo, por ejemplo un
fenilo sustituido mediante R4 en posicion para o meta,

- R4 es un resto enlazador,

- Y es un grupo reactivo, preferentemente un grupo amino.

En una forma de realizacién preferida, dicho resto enlazador Rs es un enlazador flexible. Las unidades
enlazadoras se escogen en el contexto de la aplicacion ideada, es decir, en la transferencia del sustrato a una
proteina de fusidon que contiene AGT. El enlazador no interfiere con la reaccion con AGT ni con el anticuerpo

diana.

Por ejemplo, puede ser un grupo alquileno de cadena lineal o ramificada con 1 a 20 atomos de carbono,
preferentemente 5 a 15 4tomos de carbono, en el que:

(a) uno o més atomos de carbono estan sustituidos por oxigeno, en particular en el que cada tercer &tomo de
carbono esté sustituido por oxigeno, por ejemplo un grupo polietilenoxi con 1 a 5 unidades etilenoxi;

(b) uno 0 mas atomos de carbono estan sustituidos por nitrdgeno que porta un atomo de hidrogeno, y los
atomos de carbono adyacentes estan sustituidos por oxo, representando una funciéon amida -NH-CO-;

(c) uno o mas atomos de carbono estan sustituidos por oxigeno, y los &tomos de carbono adyacentes estan
sustituidos por oxo, representando una funcion éster -O-CO-;

(d) el enlace entre dos atomos de carbono adyacentes es un doble o un triple enlace, representando una
funcién -CH=CH- o -C=C-;
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(e) uno o méas atomos de carbono estan sustituidos por un fenileno, un cicloalquileno saturado o insaturado,
un bicicloalquileno saturado o insaturado, un grupo heteroaromético que forma puente o un grupo
heterociclilo saturado o insaturado que forma puente;

(f) dos &tomos de carbono adyacentes estan sustituidos por un enlazamiento de disulfuro —S-S-; o una
combinacién de dos o mas, especialmente dos o tres, grupos alquileno y/o alquileno modificado como se
define en (a) a (f) en la presente memoria anteriormente, que contiene opcionalmente sustituyentes.

Los sustituyentes considerados son, por ejemplo, alquilo inferior, por ejemplo metilo, alcoxi inferior, por ejemplo
metoxi, aciloxi inferior, por ejemplo acetoxi, o halogenilo, por ejemplo cloro.

En una forma de realizacién preferida, R4 es un grupo polietilenoxi con 1 a 8 unidades etilenoxi, que comprende
ademas uno a cuatro atomos de nitrdgeno que portan un atomo de hidrogeno, cuyos atomos de carbono
adyacentes estan sustituidos por oxo, representando una funcién amida -NH-CO-.

En una forma de realizacion mas preferida, R4 es -CH,-NH-CO-NH-[C2Hs-OJq-, en el que n esta comprendido
entre 1y 8, preferentemente 2 y 6, y es muy preferentemente 3.

En una forma de realizacion preferida, dicho grupo reactivo es un grupo funcional que facilita la unién y el
enlazamiento del sustrato en el soporte sélido. Tales grupos funcionales son bien conocidos en la técnica.
Incluyen amina, ésteres activados, acrilamidas, azidas de acilo, haluros de acilo, nitrilos de acilo, aldehidos,
cetonas, haluros de alquilo, anhidridos, haluros de arilo, aziridinas, boronatos, acidos carboxilicos activados,
carbodiimidas, diazoalcanos, epodxidos, haloacetamidas, haloplatinato, halotriazinas, imidoésteres, isocianatos,
isotiocianatos, maleimidas, fosforamiditos, haluros de solilo, ésteres de sulfonato y haluros de sulfonilo.
preferentemente es el grupo amina -NHa.

En el lado opuesto, el soporte soélido se deberia funcionalizar mediante grupos complementarios que
corresponden a tales grupos reactivos. Los grupos complementarios que corresponden a cada uno de estos
grupos reactivos son bien conocidos en la técnica. Por ejemplo, se proporcionan en la tabla | del documento WO
2010/107433.

En una forma de realizacion preferida, el sustrato de AGT usado en el método de la invencion es:

| E 1on o )
e . .;-‘:-W*«.“,-"N‘». ,:\“\,‘g.v"“‘\gx‘“'\_u_,,r:}-- v !‘v}?’i;r

e O ,.ﬂ"“‘x..uwa

En otra forma de realizacion preferida, el sustrato de AGT usado en el método de la invencion es el enlazador
fluorescente denominado “SNAP-cell® 505", que tiene la siguiente formula:

Estos derivados de bencilguanina poseen un grupo bencilpurinico (guanina) para la interaccion especifica con el
dominio SNAP, asi como un grupo amina libre para el acoplamiento covalente a la superficie de las microesferas.
Esta comercializado por New England BioLaps, y se ha acoplado con éxito a la superficie de las microparticulas
de la invencion.

Los sustratos de la invencion se preparan generalmente mediante métodos estandar conocidos en la técnica. Por
ejemplo, en la solicitud de patente WO 2005/085470 se explican métodos particulares.

Los métodos de la invencidn requieren que los sustratos de AGT se acoplen covalentemente a los soportes
soélidos. En el contexto de la presente invencion, un sustrato de AGT se “acopla covalentemente” a un soporte
solido si esta unido permanentemente a dicho soporte sélido, y no se desorbera o lixiviara con el tiempo. Segin
la invencion, un sustrato de AGT se une permanentemente al mencionado soporte sélido si permanece unido
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durante un periodo prolongado de almacenamiento, por ejemplo, tipicamente, por lo menos 6 meses de
almacenamiento. Hasta ahora se ha descrito un nimero de procedimientos de acoplamiento. En el
inmunoensayo de la invencion se puede usar cualquiera de estos procedimientos de acoplamiento, con la
condicion de que el sustrato de AGT se una permanentemente al soporte solido.

En el inmunoensayo de la invencion, el acoplamiento covalente se lleva a cabo preferentemente poniendo en
contacto los sustratos de AGT (que contienen un grupo reactivo Y, como se menciona anteriormente) con
soportes solidos que se han funcionalizado previamente con un grupo complementario tal como los descritos en
la tabla | del documento WO 2010/107433.

De este modo, en una forma de realizacion preferida, los métodos de la invencion usan soportes solidos que se
han funcionalizado con un grupo que es complementario al grupo reactivo del sustrato de AGT, antes de
ponerlos en contacto con el sustrato de AGT.

Un procedimiento convencional y preferido para acoplar covalentemente un sustrato de AGT a las superficies de
soportes solidos se basa en la reaccién de carbodiimida, y usa carbodiimida soluble en agua. Segun este
procedimiento, los soportes solidos tienen grupos carboxilo en la superficie disponibles para la union del sustrato
de AGT reactivo que contiene amina o sulfhidrilo. De este modo, en esta forma realizacion preferida, los métodos
de la invencion usan soportes solidos que se han funcionalizado con grupos carboxilo de la superficie antes de
ponerlos en contacto con el sustrato de AGT.

En este caso, la primera etapa del método de la invencién es activar los grupos carboxilo que revisten los
soportes solidos. Esta activacion se lleva a cabo habitualmente afiadiendo un denominado “amortiguador de
activacion”, por ejemplo una disolucion de EDAC 50 mg/ml o una disolucién de S-NHS 50 mg/ml. Estas
disoluciones estan comercialmente disponibles. La activacion de los soportes soélidos se lleva a cabo tipicamente
incubando dichos soportes con el amortiguador de activacion a temperatura ambiente durante unos pocos
minutos (por ejemplo, 5 minutos a 30 minutos), segun las instrucciones del fabricante.

De forma importante, el acoplamiento covalente del sustrato de AGT al soporte solido se ha de llevar a cabo en
condiciones particulares, para preservar la solubilidad del sustrato de AGT y la integridad de la perla (fluorocromo
interno). Los inventores han observado que los sustratos de AGT deberian de suspenderse en un amortiguador
de “acoplamiento covalente” que contiene entre 0 y 20% de dimetilsulfoxido (DMSO). En particular, los inventores
han observado que concentraciones de DMSO por encima de 20% pueden afectar a la etapa de deteccion de los
métodos de la invencion. Preferentemente, dicho amortiguador es un amortiguador de PBS que contiene entre 0
y 20% de DMSO, mas preferentemente entre 10% y 20% de DMSO.

Ventajosamente, los sitios inespecificos en los soportes solidos que no se han unido covalentemente al sustrato
de AGT se pueden bloquear adicionalmente por cualquier medio convencional, por ejemplo usando un
amortiguador de blogueo que contiene 1% de seroalbimina bovina (BSA) o cualquier proteina saturante (por
ejemplo caseina).

Una vez que los soportes sélidos de la invencién se han acoplado covalentemente con el sustrato de AGT
(preferentemente a través de un enlace covalente de carbodiimida), los soportes sélidos se ponen entonces en
contacto con las proteinas de fusién de la invencién, para acoplar los epitopos que son reconocidos
especificamente por los anticuerpos diana a dichos soportes.

Nuevamente, esta etapa de acoplamiento se ha de llevar a cabo en condiciones particulares, de hecho, el sitio
catalitico de la enzima AGT, y la estructura conformacional de los antigenos/epitopos que son portados por las
proteinas de fusién, se han de conservar durante los procedimientos de acoplamiento. Los inventores
identificaron que la proteina de fusién deberia de suspenderse en un amortiguador que contiene ditiotreitol
(DTT), preferentemente un amortiguador de PBS/DTT, para que el acoplamiento sea eficiente. Ventajosamente,
el mencionado amortiguador de acoplamiento contiene tween 20; de hecho, se ha observado por los presentes
inventores que la adicion de tween 20 al medio de acoplamiento ayuda a evitar la agregacion de las perlas.
Preferentemente, el amortiguador de acoplamiento contiene 0,02% de tween 20. Mas Preferentemente, el
amortiguador de acoplamiento covalente de la invencion es un amortiguador de PBS de pH 7,4, que contiene
0,2% de tween 20, y 1 mM de DTT.

Otras condiciones de acoplamiento son las habituales. Preferentemente, el acoplamiento covalente del sustrato
de AGT y el acoplamiento de la proteina de fusion a los soportes solidos se llevan a cabo a temperatura
ambiente. Si los soportes solidos estan marcados fluorescentemente, dichos procedimientos se llevan a cabo
mas preferentemente en la oscuridad.

La presente solicitud describe un método para acoplar covalentemente un polipéptido de AGT, que tiene

actividad de O°-alquilguanina-ADN alquiltransferasa, sobre un soporte sélido funcionalizado, que comprende las
siguientes etapas:
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a) activar el mencionado soporte soélido funcionalizado,

b) afadir un sustrato de dicho polipéptido de AGT, suspendiéndose dicho sustrato en un amortiguador que
contiene entre 0 y 20% de DMSO, en condiciones apropiadas de manera que el sustrato se una
covalentemente a dicho soporte,

c) poner en contacto el mencionado polipéptido de AGT con el soporte revestido con sustrato de la etapa b)
en un amortiguador de PBS/DTT,

en el que las moléculas no unidas se eliminan por lavado tras las etapas b) y c).

Los lavados se pueden llevar a cabo usando cualquier tipo de amortiguadores de lavado apropiados. Tales
amortiguadores se usan normalmente por el experto en la materia, y no necesita detallarse adicionalmente en la
presente memoria. Preferentemente, se usa un amortiguador de PBS.

Como se usa en la presente memoria, las “condiciones apropiadas” son las habituales. Preferentemente, el
acoplamiento covalente del sustrato de AGT se lleva a cabo a temperatura ambiente y, si los soportes sélidos
estan marcados fluorescentemente, en la oscuridad.

La funcionalizacion del soporte sdélido se puede llevar a cabo por cualquier medio convencional (como los
recordados anteriormente). La activacion de dicho soporte soélido funcionalizado se lleva a cabo
consecuentemente. En una forma de realizacion preferida, los mencionados soportes solidos se funcionalizan
con grupos carboxilo superficiales, y se activan adicionalmente con un amortiguador de activacion clasico, por
ejemplo una disolucion de EDAC 50 mg/ml o una disolucion de S-NHS 50 mg/ml.

En una forma de realizacion preferida, DTT estéd a una concentracion de 1 mM en el amortiguador de PBS/DTT.

La presente solicitud describe un soporte sélido que se ha obtenido mediante el mencionado método, y al uso de
dicho soporte sélido en el inmunoensayo de la invencion.

Los mencionados soportes solidos se pueden almacenar entonces en amortiguadores de almacenamiento
convencionales, por ejemplo que contienen 0,5 g/l de azida s6dica, 0,1% de BSA, 0,02% de tween 20, y/o 1 mM
de DTT.

Todas estas etapas de acoplamiento se llevan a cabo preferentemente in vitro, en amortiguadores que estan
desprovistos de células vivas, de manera que no es necesario tener en cuenta la reaccion con enzimas AGT
endogenas, y por lo tanto la reaccion de la proteina de fusion de AGT (exdgena) es muy especifica.

Los soportes sdlidos que se pueden usar en los métodos de la invencién pueden ser de cualquier tipo, por
ejemplo tubos de ensayo, pocillos de microtitulacion, laminas, perlas, chips, y/o microparticulas, con la condicion
de que se puedan identificar especificamente entre si. Tal identificacion es posible, por ejemplo, cuando estan
situados espacialmente de forma separada (por ejemplo, los pocillos en una placa de microtitulacion, o diferentes
localizaciones en un chip), o cuando estdn marcados de forma diferente. Por lo tanto, un “soporte sélido” se ha
de entender en un significado amplio, es decir, designando partes pequefias discretas de un soporte sélido
completo (en el caso de una placa o un biochip), 0 un gran nimero de microparticulas idénticas que comparten
caracteristicas detectables comunes (en adelante denominado en la presente memoria como “subconjunto”) de
microparticulas.

En una forma de realizacion preferida, los soportes sélidos usados en esta invencion se pueden identificar
especificamente por su localizacion especifica, tamafio, didmetro, peso, granulometria, y/o marcaje. Tal marcaje
es, por ejemplo, un fluorocromo, un fluoréforo, un croméforo, un radioisétopo, una etiqueta masica, o cualquier
tipo de etiqueta detectable que sea conocida en la técnica.

Los soportes solidos usados en la invencion pueden estar hechos de cualquier material, por ejemplo en
poliestireno, celulosa, nitrocelulosa, vidrio, ceramica, resina, caucho, plastico, silice, silicona, metal, y/o polimero.
Los materiales poliméricos incluyen poliestireno bromado, poliacido acrilico, poliacrilonitrilo, poliamida,
poliacrilamida, poliacroleina, polibutadieno, policaprolactona, policarbonato, poliéster, polietileno, politereftalato
de etileno, polidimetilsiloxano, poliisopreno, poliuretano, poliacetato de vinilo, policloruro de vinilo, polivinilpiridina,
policloruro de vinilbenceno, poliviniltolueno, policloruro de vinilideno, polidivinilbenceno, polimetacrilato de metilo,
polilactida, poliglicolida, poli(lactida-co-glicolida), polianhidrido, poliortoéster, polifosfaceno, polifosfozano,
polisulfona, o combinaciones de los mismos, que son asimismo aceptables. La mayoria de estos soportes estan
comercialmente disponibles. Por ejemplo, las perlas de polimeros sintéticos tales como poliestireno,
poliacrilamida, poliacrilato, o latex, estdn comercialmente disponibles de numerosas fuentes, tales como Bio-Rad
Laboratories (Richmond, Calif.) y LKB Produkter (Estocolmo, Suecia). Las perlas formadas de macromoléculas
naturales y particulas tales como agarosa, agarosa reticulada, globulina, acido desoxirribonucleico, y liposomas,
estan comercialmente disponibles de fuentes tales como Bio-Rad Laboratories, Pharmacia (Piscataway, NJ), e
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IBF (Francia). Las perlas formadas de copolimeros de poliacrilamida y agarosa estan comercialmente disponibles
de fuentes tales como IBF y Pharmacia.

Cuando se usan soportes poliméricos, se pueden afiadir grupos carboxilo a la superficie del soporte sélido
incorporando en los polimeros mondémeros que contienen tales grupos (por ejemplo, acido acrilico, acido
metacrilico, acido itaconico, y similares). Alternativamente, se pueden afadir al soporte mediante reaccion
quimica adicional de un polimero que tiene otros grupos reactivos precursores que se pueden convertir en
grupos carboxilo (por ejemplo, mediante hidrélisis de anhidridos, tal como anhidrido maleico, o mediante
oxidacion de grupos terminales metilol o aldehido superficiales), como ya se ha descrito.

En una forma de realizacion preferida, los soportes solidos usados en la invencion son microparticulas. Dichas
microparticulas tienen preferentemente un diametro menor que 1 mm, preferentemente un diametro que oscila
de aproximadamente 0,1 a aproximadamente 1.000 micrémetros (um). Incluso aunque las microparticulas
pueden tener cualquier tamafio, el tamafio preferido es 1-100 pm, mas preferentemente 2-50 pm, mas
preferentemente 3-25 um, e incluso mas preferentemente aproximadamente 6-12 pum. Las microparticulas estan
hechas de cualquier material conformado regularmente. La forma preferida es esférica; sin embargo, se pueden
emplear particulas de cualquier otra forma, puesto que este parametro es inmaterial para la naturaleza de la
invencion. La forma de la particula puede servir como un pardmetro de distincion adicional, que es discriminado
por citometria de flujo, por ejemplo mediante un método de barrido por ranura de alta resolucion.

Como se usa en la presente memoria en adelante, los términos “microparticulas”, “microesferas”, o “microperlas”
se usan de forma intercambiable, y poseen significados equivalentes ya que se refieren a pequefias particulas
con un diametro global que cae esencialmente en el intervalo micrométrico. Los términos “nanoesferas”,
“nanoparticulas”, o “nanoperlas” se refieren a particulas mas pequefias con un tamafo global que cae
esencialmente en el intervalo nanométrico. Como se usa en la presente memoria en adelante, el término general
particulas, esferas, o “perlas”, se refiere tanto a microparticulas como a nanoparticulas, que pueden servir
eficazmente como soportes sdlidos en los métodos de la invencion.

En el contexto de la presente invencion, un “subconjunto” de microparticulas corresponde a numerosas
microparticulas idénticas que tienen las mismas caracteristicas y que se han revestido con el mismo epitopo. De
forma importante, cada subconjunto de microparticulas debe ser distinguible de otros subconjuntos de la
poblacion en por lo menos una caracteristica (por ejemplo, localizacion, tamafio, diametro, peso, granulometria,
y/o marcaje).

En una forma de realizacion preferida, los diferentes subconjuntos de microparticulas se pueden distinguir ya que
estdn marcados de forma diferente (por ejemplo, con un fluorocromo, un fluoréforo, un cromdéforo, un
radiois6topo, una etiqueta masica, o cualquier tipo de etiqueta detectable que sea conocida en la técnica).

En una forma de realizacién mas preferida, los diferentes subconjuntos de microparticulas se pueden distinguir
ya que estdn marcados fluorescentemente de forma diferente, como se propone en las patentes US n°
5.736.330, US n° 5.981.180, US n° 6.057.107, US n°® 6.268.222, US n° 6.449.562, US n° 6.514.295, US n°
6.524.793 y US n° 6.528.165. De forma maés precisa, estos diferentes subconjuntos se pueden colorear con
diferentes colorantes fluorescentes, y/o con diferentes concentraciones de uno o mas colorantes fluorescentes.
Como tal, los diferentes subconjuntos pueden tener diferentes signaturas fluorescentes (por ejemplo, diferente
longitud o longitudes de onda fluorescente, diferentes intensidades fluorescentes, etc.), que se pueden medir y
se pueden usar mediante un sistema de medida para determinar el subconjunto al que pertenecen las
microparticulas individuales (es decir, para clasificar las microparticulas segun el subconjunto).

En una forma de realizacién preferida, las microparticulas usadas en la invencion estan marcadas internamente
con colorantes fluorescentes, como se propone en el documento EP 1204869.

Estas microparticulas pueden incorporar también un iman u Oxidos metélicos magnéticamente sensibles
seleccionados del grupo que consiste en 6xido metélico superparamagnético, paramagnético, y ferromagnético.
Las perlas magnéticas estan disponibles comercialmente, por ejemplo, de fuentes tales como Dynal Inc. (Great
Neck, NY), o se pueden preparar usando métodos conocidos en la técnica como se describen, por ejemplo, en
las patentes US n°® 4.358.388; US n°® 4.654.267; US n° 4.774.265; US n° 5.320.944; y US n° 5.356.713. En una
forma de realizacion preferida, los soportes solidos usados en la invencion son por lo tanto magnéticos.

En una forma de realizacion mas preferida, los soportes sélidos usados en la invencion son microparticulas
marcadas internamente con colorantes fluorescentes con magnetita encapsulada en un revestimiento exterior
polimérico funcional que contiene grupos carboxilo superficiales para el acoplamiento covalente de ligandos,
tales como las comercializadas por Luminex Corp con el nombre comercial MagPlex.

También es posible usar microesferas MicroPlex (vendidas por Luminex) que son microparticulas de poliestireno
carboxilado que se han codificado por colores en regiones espectralmente distintas. Estas regiones se pueden
distinguir rapidamente mediante un instrumento xMAP, que permite interrogar hasta 100 analitos diferentes
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simultaneamente a partir de un volumen de una sola muestra.

También es posible usar microesferas SeroMAP (vendidas por Luminex), que son una formulacion especial de
microesferas MicroPlex que se han optimizado para reducir la unién no especifica en ensayos serolégicos.

La dltima etapa del método de la invencidn consiste en detectar la presencia de los anticuerpos que se unen a
los epitopos, y por lo tanto al soporte sdlido detectable. Analizando a qué subconjunto de microparticulas se
unen los anticuerpos, se inferird facilmente qué anticuerpos estaban presentes en la muestra biolégica, y por lo
tanto mediante cual patégeno estaba infectado el sujeto ensayado.

Para detectar la presencia de los anticuerpos que se unen a los soportes solidos, se puede usar cualquier
tecnologia conocida. Por ejemplo, se pueden usar anticuerpos secundarios marcados que reconocen
especificamente la parte constante de las inmunoglobulinas del sujeto, como se muestra en la parte experimental
a continuacién. Es importante sefialar que el marcaje de los anticuerpos detectores deberia ser diferente del del
soporte sélido, para distinguir entre los soportes sélidos que estan acoplados a los anticuerpos, y aquellos que
no lo estan.

Alternativamente, las inmunoglobulinas presentes en sueros de animales o seres humanos infectados se pueden
conjugar directamente a R-ficoeritrina (R-PE), usando un protocolo de marcaje de anticuerpos de una etapa (Kit
de Conjugacién de R-ficoeritrina Lightning-Link™ - Innova Biosciences). El tiempo invertido para todo el
procedimiento es habitualmente 20-30 segundos, y permite el marcaje de pequefias cantidades de
inmunoglobulinas con una recuperacion del 100%. Este procedimiento elimina la necesidad de reactivos
secundarios, tales como anticuerpos conjugados anti-especies y estreptavidina-R-ficoeritrina, en experimentos
de inmunoensayos multiplex.

Cuando se usan microparticulas marcadas internamente con colorantes fluorescentes, el instrumento de
deteccion fluorescente deberia estar equipado con un primer laser para detectar el tipo de microesfera, y un
segundo laser para asegurar la cuantificacion del IgM o IgG capturado al excitar el fluoréforo que esta conjugado
con el anticuerpo de deteccion especifico.

Con sus capacidades multiplexadoras amplias y un limite mas bajo de deteccion, este enfoque ofrece ahorros
sustanciales de coste y de muestra con respecto a las medidas de ELISA tradicionales.

Ademas, los conjuntos seleccionados de microesferas son adaptables a un sistema de deteccion fluorescente
asequible, compacto, y robusto, tal como el MagPix (Luminex Corporation).

En esta forma de realizacién, el método de la invencion hace posible analizar simultdneamente hasta 100 tipos
de microesferas acopladas por pocillo usando una herramienta de andlisis de flujo, y produce una sensibilidad
enormemente mejorada, que se espera que esté del orden de varios 6rdenes de magnitud mayor que el de los
sistemas y métodos usados actualmente.

De forma interesante, el método de la invencion permite llevar a cabo un cribado seroldgico de alto rendimiento
para diagnosticar mltiples infecciones en un individuo, ya sea un ser humano o un animal.

La presente solicitud describe un kit que es adecuado para uso en la deteccion de anticuerpos segin el método
de la invencion.

El kit comprende por lo menos dos soportes soélidos como se define anteriormente, mas precisamente:

- un primer soporte sélido como se obtiene en la etapa (c) del método de la invencién, estando acoplado
covalentemente dicho soporte con un primer epitopo que es reconocido por un primer anticuerpo diana, y

- un segundo soporte solido como se obtiene en la etapa (f) del método de la invencion, estando acoplado
covalentemente dicho soporte con un segundo epitopo que es reconocido por un segundo anticuerpo
diana, y no por dicho primer anticuerpo diana,

en el que los por lo menos dos soportes solidos se pueden identificar especificamente entre si y permitir detectar
dos anticuerpos diana diferentes.

En un segundo aspecto, la presente invencion se refiere al uso de un kit para la deteccién de por lo menos dos
anticuerpos diana en una muestra bioldgica, comprendiendo dicho kit:

(a) un primer soporte sélido que comprende un sustrato de AGT acoplado covalentemente a una primera

proteina de fusidon que comprende un polipéptido de AGT que tiene actividad de O6-alquilguanina-ADN
alquiltransferasa y un primer epitopo que es reconocido por un primer anticuerpo diana; y
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b) un segundo soporte sdlido que comprende un sustrato de AGT acoplado covalentemente a una segunda
proteina de fusion que comprende un polipéptido de AGT que tiene actividad de O6-alquilguanina-ADN
alquiltransferasa y un segundo epitopo que es reconocido por un segundo anticuerpo diana, pero no por
dicho primer anticuerpo diana.

En una forma de realizacion preferida, dicho primer y/o segundo epitopo esta presente en una proteina virica
escogida en el grupo que consiste en: la proteina EDIII del virus 1 del dengue codificada por SEC ID NO:3, la
proteina EDIII del virus 2 del dengue codificada por SEC ID NO:4, la proteina EDIIl del virus 3 del dengue
codificada por SEC ID NO:5, la proteina EDIII del virus del 4 dengue codificada por SEC ID NO:6, la proteina
EDIII del virus del Nilo Occidental codificada por SEC ID NO:7, la proteina EDIII del virus de la fiebre amarilla
codificada por SEC ID NO:8, la proteina EDIII del virus de la encefalitis japonesa codificada por SEC ID NO:9, la
proteina EDIII del virus del Zika codificada por SEC ID NO:10, la proteina EDIIl del virus de Wesselbron
codificada por SEC ID NO:11, la proteina EDIII del virus de Rocio codificada por SEC ID NO:12, la proteina EDIII
del virus de la encefalitis de Murray codificada por SEC ID NO:13, la proteina EDIII del virus de la encefalitis de
San Luis codificada por SEC ID NO:14, la proteina EDIII del virus de la encefalitis japonesa de genotipo 1
codificada por SEC ID NO:54, la proteina EDIII del virus de la encefalitis japonesa de genotipo 2 codificada por
SEC ID NO:55, la proteina EDIII del virus de la encefalitis japonesa de genotipo 4 codificada por SEC ID NO:56,
la proteina EDIII del virus de la encefalitis japonesa de genotipo 5 codificada por SEC ID NO:57, y la proteina
EDIII del virus de Rabensburg codificada por SEC ID NO:58, y la proteina virica de VIH1, de VIH2, del virus de la
hepatitis B, del virus de la hepatitis C, del virus de la hepatitis E, del virus del Nilo Occidental y de cepas
oncogénicas de HPV tales como HPV 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 y 68.

Preferentemente, este kit también contiene los medios para detectar los por lo menos dos anticuerpos diana que
estan unidos a los soportes solidos. Tales medios son mas preferentemente anticuerpos secundarios que
reconocen la parte constante de los anticuerpos diana. Dichos anticuerpos secundarios se pueden marcar, con la
condicion de que el marcaje no sea el mismo que aquellos que estan presentes en el soporte sélido. Sin
embargo, es posible usar el mismo marcaje para todos los anticuerpos secundarios que se usan para detectar
los anticuerpos unidos a un soporte 0 a soportes solidos, puesto que la informacién referida al patégeno o
patégenos infecciosos se da solamente mediante la identificacion del soporte sélido que esta unido a los
anticuerpos.

El kit puede contener otros ingredientes que estan aceptados como reactivos estandar, tales como un
amortiguador de lavado, material de plastico necesario, y similares.

En una forma de realizacién preferida, el kit usado en la invencion comprende por lo menos 10, preferentemente
por lo menos 50, méas preferentemente por lo menos 100 soportes sdlidos acoplados diferentemente, siendo
dichos soportes solidos, por ejemplo, subconjuntos de microparticulas como se definen anteriormente.

En una forma de realizacion mas preferida, los mencionados soportes solidos son microesferas, por ejemplo
aquellas que estdn marcadas internamente con un colorante fluorescente con magnetita encapsulada en un
revestimiento exterior polimérico funcional que contiene grupos carboxilo superficiales.

En otra forma de realizacién preferida, en el kit usado en la invencion, los mencionados soportes sélidos se
mezclan juntos en por lo menos un Unico compartimiento.

Ventajosamente, este kit contiene soporte o soportes convencionales, por ejemplo placas de microtitulacién, que
contienen los diferentes subconjuntos de microparticulas revestidas con antigeno definidos anteriormente. En
una forma de realizacion preferida, los mencionados subconjuntos de microparticulas se mezclan juntos en por lo
menos un Unico compartimiento (por ejemplo, un pocillo o un tubo). Tal dispositivo se describe en la figura 11.

El kit también puede contener recipientes (por ejemplo, tubos) que contienen los mencionados subconjuntos de
microparticulas revestidas con antigeno.

La presente invencion se refiere al uso del kit para detectar por lo menos dos, preferentemente por lo menos 10,
mas preferentemente por lo menos 50, e incluso mas preferentemente por lo menos 100 anticuerpos diana en
una muestra biologica procedente de un sujeto.

En una forma de realizacién preferida, este kit se usa para detectar por lo menos dos, preferentemente por lo
menos 10, y més preferentemente por lo menos 20 anticuerpos diana que se generan con la infeccion mediante
virus o parasitos endémicos de la misma region geogréfica. Por ejemplo, este kit podria contener microparticulas
que estan revestidas con antigenos de virus o parasitos que son especificos de regiones de Africa, tales como el
virus del dengue tipo 1, tipo 2, tipo 3, tipo 4, el virus de la fiebre amarilla, el virus del Nilo Occidental, el virus de
Usutu, el virus del Zika, el virus de Wesselsbron, el virus de Shamonda, el virus de la fiebre del Valle del Rift, el
virus de Chikungunya, el virus de la fiebre hemorragica de Crimea-Congo, el virus del Ebola, el virus de
Marburgo, el virus de Lassa, el virus de la hepatitis C, el virus de la hepatitis E, en Enterovirus 71, Plasmodium
falciparum, o Leptospira interrogans.
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La Tabla 1 a continuacién describe ejemplos de combinaciones de microesferas acopladas con antigeno que se
pueden incluir en este kit dependiendo de la region geografica para la que esta destinado (Asia, Europa,
America, Oceania, o Africa).

Este kit puede contener alternativamente microesferas acopladas a antigeno que permiten el diagnostico de virus
0 paréasitos que incluyen sintomas especificos (similares a la gripe, encefalitis, o fiebre hemorragica), o que
infectan animales especificos, de manera que se puede adaptar a cada paciente/animal.

La Tabla 1 a continuacién describe ejemplos de combinaciones de microesferas acopladas a antigeno que se
pueden incluir en este kit, dependiendo de los sintomas del paciente o del animal.

Finalmente, los kits que contienen combinaciones de antigenos que se proponen mediante agencias de salud
nacionales también estan obviamente englobados en la presente invencion.

En particular, el kit usado en la invencién comprende por lo menos dos soportes solidos revestidos con por lo
menos dos proteinas de fusién que se seleccionan en el grupo que consiste en: SEC ID NO:21, SEC ID NO:42,
SEC ID NO:49, SEC ID NO:51, SEC ID NO:53, SEC ID NO:60, SEC ID NO:62, SEC ID NO:64, SEC ID NO:66,
SEC ID NO:68, SEC ID NO:70, SEC ID NO:72, SEC ID NO:74, SEC ID NO:76, SEC ID NO:78, SEC ID NO:80,
SEC ID NO:82, SEC ID NO:84, SEC ID NO:86, SEC ID NO:88, SEC ID NO:90, SEC ID NO:92, SEC ID NO:94,
SEC ID NO:96, SEC ID NO:98, SEC ID NO:100, SEC ID NO:102 SEC ID NO:104 SEC ID NO:109 SEC ID
NO:111, SEC ID NO:113, SEC ID NO:115, SEC ID NO:117, SEC ID NO:119, SEC ID NO:121, SEC ID NO:123,
SEC ID NO:125, SEC ID NO:127, SEC ID NO:129, SEC ID NO:131, SEC ID NO:133, SEC ID NO:135, SEC ID
NO:137, SEC ID NO:139, SEC ID NO:141, SEC ID NO:143, SEC ID NO:145, SEC ID NO:147, SEC ID NO:149 y
SEC ID NO:151.

En una forma de realizacion preferida, el kit usado en la invencion contiene una combinacion de por lo menos
dos, por lo menos tres, por lo menos cuatro, por lo menos cinco, por lo menos seis, por lo menos siete, por lo
menos ocho, por lo menos nueve, por lo menos diez, por lo menos once, por lo menos doce, por lo menos trece,
por lo menos catorce, por lo menos quince, por lo menos dieciséis, por lo menos diecisiete, por lo menos
dieciocho, por lo menos diecinueve o por lo menos veinte soportes sdlidos revestidos con dichas proteinas de
fusion.

En una forma de realizaciéon mas preferida, el kit usado en la invencion contiene una combinacién de por lo
menos cinco soportes sdlidos (por ejemplo, subconjuntos de microesferas) que estan revestidos con por lo
menos cinco proteinas de fusion diferentes que contienen antigenos como se recomienda por la Food and Drug
Administration, a saber, antigenos de los virus HBV, HCV, VIH1, VIH2 y del Nilo Occidental.
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La presente solicitud describe un método para fabricar el kit como se define anteriormente, comprendiendo dicho
método las etapas de:

(a) proporcionar una primera proteina de fusion que comprende:

- un polipéptido que comprende un primer epitopo que es reconocido por un primer anticuerpo diana, y
- un polipéptido de AGT que tiene actividad de O6-alquilguanina-ADN alquiltransferasa,

(b) poner en contacto dicha primera proteina de fusiéon con un primer soporte sélido, estando acoplado
covalentemente dicho soporte con un sustrato de dicho polipéptido de AGT,

(c) obtener un primer soporte solido acoplado covalentemente con un primer epitopo que es reconocido por
el primer anticuerpo diana,

(d) proporcionar por lo menos una segunda proteina de fusiéon que comprende:

- un polipéptido que comprende un segundo epitopo, siendo reconocido dicho segundo epitopo
mediante un segundo anticuerpo diana pero no por dicho primer anticuerpo diana, y

- un polipéptido de AGT que tiene actividad de O6-alquilguanina-ADN alquiltransferasa,

(e) poner en contacto dicha segunda proteina de fusiéon con un segundo soporte sélido, estando acoplado
covalentemente dicho soporte con un sustrato de dicho polipéptido de AGT,

(f) obtener un segundo soporte sélido acoplado covalentemente con un segundo epitopo que es reconocido
por el segundo anticuerpo diana, pero no por dicho primer anticuerpo diana,

en el que por lo menos primer y por lo menos segundo soportes sélidos se pueden identificar especificamente
entre si,

comprendiendo el kit por lo menos dichos soportes primero y segundo.

En otro aspecto, la presente invencion se refiere a un método de inmunoensayo de cribado multiplex que
comprende por lo menos 2, 25, 50, 96 soportes sélidos como se definen anteriormente, y en el que cada uno de
dichos soportes solidos emite una longitud de onda diferente y distinguible tras la excitacion.

En otro aspecto, la presente invencion se refiere a un método de inmunoensayo de cribado multiplex que
comprende:

a) poner en contacto una o varias muestras biol6gicas con por lo menos 2, 25, 50, 96 soportes sélidos como
se definen anteriormente, y en el que cada uno de los soportes sélidos emite una longitud de onda
diferente y distinguible tras la excitacion, y

b) detectar la presencia o ausencia de anticuerpos diana.

En una forma de realizacion preferida, dichos anticuerpos diana son especificos contra antigenos de virus a
detectar en un banco de sangre segun las directrices de la OMS o de la FDA, tales como, por ejemplo, los virus
seleccionados de HBV, HCV, VIH1, VIH2, y WNV.

En otra forma de realizacion preferida, dichos anticuerpos diana son especificos contra cepas oncogénicas de
HPV, tales como HPV 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 y 68.

En otra forma de realizacion preferida, cada uno de dichos anticuerpos diana se marcan con un marcador
detectable.

La presente solicitud describe un aparato para llevar a cabo el método para fabricar el kit como se define
anteriormente, que comprende un dispositivo técnico para detectar las fuentes de luz emitidas desde los soportes
sélidos y la fuente de luz emitida desde los anticuerpos diana o anticuerpos marcados que se unen a los
anticuerpos diana, y un dispositivo de calculo u ordenador para identificar qué soportes soélidos estan unidos con
anticuerpos diana, indicando de ese modo la presencia o ausencia de antigenos, bacterias, virus, o parasitos en
la muestra analizada.

En otro aspecto, la presente invencion se refiere a un método in vitro para diagnosticar por lo menos una
enfermedad diana en un sujeto, siendo conocido que dicha enfermedad diana induce la sintesis de por lo menos
dos anticuerpos diana en dicho sujeto, que comprende llevar a cabo el método de inmunoensayo de la invencion,
en el que a dicho sujeto se le diagnostica que sufre de dicha por lo menos una enfermedad diana si la cantidad

24



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 648 899 T3

de dichos por lo menos dos anticuerpos diana es mayor que un valor de control.

Preferentemente, este método de diagndstico permite diagnosticar dos, preferentemente tres, y mas
preferentemente cuatro enfermedades diana en un sujeto que lo necesite. Sin embargo, este nimero no es
limitante: de hecho es posible diagnosticar hasta 100 enfermedades diana en tanto que sea posible detectar
hasta 100 anticuerpos diferentes con el método de deteccion de la invencion.

En una forma de realizacion preferida, dicha por lo menos una enfermedad diana es una infeccién virica,
bacteriana, por levaduras o mediada por hongos, preferentemente una infeccion virica causada por un virus del
papiloma o un virus de ARN de la familia de los Flaviviridae (virus del dengue, de la fiebre amarilla, del Nilo
Occidental, de la encefalitis japonesa, de la encefalitis portada por las garrapatas, de la hepatitis C), los
Togaviridae (virus de Chikungunya, del Rio Ross, de Mayaro, de la encefalitis equina occidental, de la encefalitis
equina oriental, de la encefalitis equina venezolana), los Bunyaviridae (virus de la fiebre hemorragica de Crimea-
Congo, de la fiebre del valle del Rift, de Schmallenberg), los Caliciviridae (virus de la hepatitis E), los
Arenaviridae (Lassa) y los Filoviridae (Ebola, Marburgo), una infeccion bacteriana causada por Leptospirosa
Interrogans, o una infeccion causada por Plasmodium falciparum.

En una forma de realizacion preferida, dicho método in vitro se usa para diagnosticar por lo menos 5, mas
preferentemente por lo menos 15, mas preferentemente por lo menos 50, e incluso mas preferentemente por lo
menos 100 infecciones viricas y/o bacterianas y/o parasitarias en dicho sujeto.

En una forma de realizacion preferida, el valor de control usado en dicho método representa la cantidad de dicho
anticuerpo diana en una muestra procedente de un sujeto que no sufre dicha enfermedad diana, preferentemente
un sujeto sano.

Los métodos de la invencion se pueden usar para diagnosticar infecciones en animales.

En particular, se pueden usar para el diagndstico de enfermedades de animales, asi como para un protocolo de
DIVA (Diferenciacion de Animales Infectados de Vacunados), para diferenciar animales infectados de forma
natural de animales vacunados. El uso de una estrategia de DIVA que complementa nuevas vacunas permitiria
la implementacion de una vacunacién como estrategia de control dirigida junto a estrategias convencionales
(ensayo, sacrificio e inspeccion de la carne). Ademas, la mayor especificidad de los ensayos tendria un beneficio
econdmico importante al reducir los niumeros de animales falsamente positivos que se pueden sacrificar
innecesariamente. Por Ultimo, una sensibilidad mejorada, particularmente cuando se usan ensayos de
diagnéstico nuevos, tendria un beneficio adicional al reducir la carga economica del control de la enfermedad,
incluso en ausencia de vacunacion.

En una forma de realizacion preferida, los métodos de la invencion se aplican a seres humanos.

Finalmente, la presente invencién se refiere al uso del kit de la invencién para diagnosticar por lo menos dos
enfermedades diana en un sujeto, en el que dicha enfermedad diana es una enfermedad virica causada por un
virus del papiloma o un virus de ARN de la familia de los Flaviviridae (virus del dengue, de la fiebre amarilla, del
Nilo Occidental, de la encefalitis japonesa, de la encefalitis portada por las garrapatas, de la hepatitis C), los
Togaviridae (virus de Chikungunya, del Rio Ross, de Mayaro, de la encefalitis equina occidental, de la encefalitis
equina oriental, de la encefalitis equina venezolana), los Bunyaviridae (virus de la fiebre hemorragica de Crimea-
Congo, de la fiebre del valle del Rift, de Schmallenberg), los Caliciviridae (virus de la hepatitis E), los
Arenaviridae (Lassa) y los Filoviridae (Ebola, Marburgo), una infeccion bacteriana causada por Leptospirosa
Interrogans, o una infeccion causada por Plasmodium falciparum.

Recientemente se ha secuenciado un nuevo arbovirus emergente, y afecta a ganado en Alemania, Benelux y
Francia. Este virus se denomina virus de Schmallenberg (SBV), y esta relacionado con el virus de Akabane que
pertenece al serogrupo Simbu del género Orthobunyavirus de la familia Bunyaviridae. El genoma virico del virus
de Schmallenberg comprende tres segmentos de ARN monocatenario conocidos como S, L y M. El segmento S
codifica la nucleoproteina N y la proteina no estructural NSs. La nucleoproteina N comparte determinantes
antigénicos con diferentes Bunyavirus. Las tres secuencias viricas de ARN de la cepa BH80/11-4 del virus de
Schmallenberg estan disponibles con los nimeros HE649913.1, HE649914.1, y HE649912.1.

Los presentes inventores observaron que la fusién, como una proteina quimérica, de la enzima 6-alquilguanina-
ADN-alquiltransferasa (AGT) con la proteina N de SBV mejora la produccion de proteina N recombinante, en
particular en células de invertebrados, tales como células S2.

Los presentes inventores proponen en la presente memoria por primera vez usar la enzima AGT (EC 2.1.1.63),
un mutante de la misma, un dominio catalitico de la misma, o subfragmentos de la misma, para potenciar la
produccion de la nucleoproteina N a partir de SBV en células hospedantes, en particular en células de animales
no vertebrados. El efecto potenciador se observa cuando las células hospedantes expresan un polipéptido de
fusién que comprende por lo menos i) un péptido sefial de la secrecidon que es funcional en dichas células
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hospedantes, ii) la enzima AGT, un mutante, un dominio catalitico o subfragmentos de la misma, y iii) la
nucleoproteina N de SBV. Para que se produzca el efecto potenciador, la enzima AGT tiene que estar
fisicamente enlazada, directa o indirectamente (se pueden introducir espaciadores y otros aminoacidos), a la
proteina de interés. Sin estar atados por la teoria, se contempla que las enzimas AGT actlan como una proteina
chaperona, por ejemplo facilitando la secrecion desde la célula hospedante y estabilizando el polipéptido de
fusion sintetizado en el sobrenadante de las células hospedantes, o evitando que se metabolice durante y
después de su sintesis y secrecion a partir de las células hospedantes. Ademas, se ha observado que AGT tiene
una estructura globular tridimensional que comprende una hélice a (Wibley J.E.A. et al, 2000), que es compatible
con un papel de formacién de armazoén de AGT.

En el contexto de la presente invencion, células “hospedantes” son cualesquiera células que se pueden usar
para producir proteinas recombinantes, tales como células “de animales no vertebrados” (o de invertebrados),
células de vertebrados, células vegetales, células de levadura, o células procariotas. Preferentemente son
células de animales no vertebrados y de vertebrados.

Los animales no vertebrados (también conocidos como invertebrados) comprenden diferentes filos, siendo los
méas famosos los insectos, aracnidos, crustaceos, moluscos, anélidos, los cirripedos, los radiados, los
celenterados y los infusorios. Ahora se clasifican en aproximadamente 30 filos, desde organismos simples, tales
como esponjas marinas y platelmintos, hasta animales complejos, tales como artrépodos y moluscos. En el
contexto de la invencién, las células de animales no vertebrados son preferentemente células de insectos, tales
como células de Drosophila o de mosquito, mas preferentemente células S2 de Drosophila.

Los ejemplos de células derivadas de organismos vertebrados que son utiles como estirpes de células
hospedantes incluyen células madre embrionarias no humanas, o derivados de las mismas, por ejemplo células
EBX aviares; la estirpe CVI de rifion de mono transformada mediante secuencias de SV40 (COS-7, ATCC CRL
1651); una estirpe de rifidbn embrionario humano (293); células de rifion de hamster neonato (BHK, ATCC CCL
10); células de ovario de hamster chino (CHO); células de Sertoli de ratén [TM$]; células de rifibn de mono (CVI,
ATCC CCL 70); células de rifién de mono verde africano (VERO-76, ATCC CRL-1587); células de carcinoma de
cuello uterino humano (HeLa, ATCC CCL 2); células de rifién canino (MDCK, ATCC CCL 34); células de higado
de rata bufalo (BRL 3A, ATCC CRL 1442); células de pulmén humano (W138, ATCC CCL 75); células de higado
humano (Hep G2, HB 8065); células de tumor mamario de raton (MMT 060562, ATCC CCL51); células de
hepatoma de rata [HTC, M1.5]; YB2/O (ATCC n°® CRL1662); NIH3T3; HEK y células TRI. En el contexto de la
invencion, las células de vertebrados son preferentemente células EBX, CHO, YB2/O, COS, HEK, NIH3T3, o
derivados de las mismas.

Las células vegetales que se pueden usar en el contexto de la invencion son las variedades de cultivo del tabaco
Bright Yellow 2 (BY2) y Nicotiana tabaccum 1 (NT-1).

Las células de levadura que se pueden usar en el contexto de la invenciéon son: Saccharomyces cerevisiae,
Schizosaccharomyces pombe, y Hansenula pofymorpha, asi como levaduras metilotrépicas como Pichia pastoris
y Pichia methanolica.

Las células procariotas que se pueden usar en el contexto de la invencién son tipicamente bacterias de E. coli o
bacterias de Bacillus subtilis.

Los métodos descritos en la presente memoria permiten obtener por lo menos 40 mg/l, preferentemente por lo
menos 50 mg/l, mas preferentemente por lo menos 60 mg/l de la nucleoproteina N sustancialmente pura del virus
Schmallenberg en el sobrenadante del cultivo celular recuperado.

La presente solicitud describe un polipéptido de fusién que comprende a) una enzima 6-alquilguanina-ADN-
alquiltransferasa (AGT) (EC 2.1.1.63), un mutante de la misma o un dominio catalitico de la misma, y b) la
nucleoproteina N del virus de Schmallenberg de SEC ID NO: 16.

En este polipéptido de fusion, dicha enzima AGT es preferentemente la proteina de SEC ID NO: 2, o un
homologo de la misma (siendo dicho homélogo como se define anteriormente).

Este polipéptido de fusién comprende preferentemente ademas un marcador, como se define anteriormente.
Este marcador es preferentemente un marcador de polihistidina, y esta situado preferentemente en el extremo C
terminal de la nucleoproteina N del virus de Schmallenberg.

El polipéptido de fusién de la invencién es, por ejemplo, la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 41 (que
corresponde a la proteina de fusiéon BiPlike/SNAP/SBV.N/Histag) o SEC ID NO: 46 (que corresponde a la
proteina de fusién ssBiP/SNAP/SBV.N/Histag) o SEC ID NO:42 (que corresponde a la proteina de fusion
SNAP/SBV.N).

Esta proteina quimérica SNAP-SBV.N puede ser Gtil como un agente de diagndstico para la deteccion de la
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infeccion virica por el virus de Schmallenberg, o para la deteccion de anticuerpos especificos del mencionado
virus en fluidos corporales, tales como sangre, suero, saliva, y similar.

De este modo, la presente solicitud describe el uso de la proteina de fusion [SNAP-SBV.N] obtenida
anteriormente para identificar la presencia de dichos microorganismos patégenos o no patégenos en una
muestra biolégica, por ejemplo gracias al inmunoensayo de la presente invencion.

Ademas, la presente solicitud describe un polipéptido de fusidon que comprende a) una enzima 6-alquilguanina-
ADN-alquiltransferasa (AGT) (EC 2.1.1.63), un mutante de la misma o un dominio catalitico de la misma, y b) la
proteina VP1 del virus EV71. En este polipéptido de fusion, dicha enzima AGT es preferentemente la proteina de
SEC ID NO: 2, o un homologo de la misma (siendo dicho homélogo como se define anteriormente). Este
polipéptido de fusion es, por ejemplo, la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 49 (que corresponde a la
proteina de fusion SNAP-like/proTEV1/EV71.VP1/proTEV2/Histag).

La presente solicitud describe el uso de esta proteina de fusién [SNAP-EV71.VP1] para identificar la presencia
del enterovirus 71 en una muestra biolégica, por ejemplo gracias al inmunoensayo de la presente invencion.

Ademas, la presente solicitud describe un polipéptido de fusidon que comprende a) una enzima 6-alquilguanina-
ADN-alquiltransferasa (AGT) (EC 2.1.1.63), un mutante de la misma o un dominio catalitico de la misma, y b) la
proteina E soluble (sE) del virus de la encefalitis japonesa (JEV.SE). En este polipéptido de fusién, dicha enzima
AGT es preferentemente la proteina de SEC ID NO: 2, o un homologo de la misma (siendo dicho homdélogo como
se define anteriormente). Este polipéptido de fusién es, por ejemplo, la secuencia de aminoacidos de SEC ID
NO: 51 (que corresponde a la proteina de fusion JEV.SE/SNAP-like/Histag).

La presente solicitud describe el uso de esta proteina de fusion [SNAP-JEV.sE] para identificar la presencia del
virus de la encefalitis japonesa (JEV) en una muestra biologica, por ejemplo gracias al inmunoensayo de la
presente invencion.

Ademas, la presente solicitud describe un polipéptido de fusidon que comprende a) una enzima 6-alquilguanina-
ADN-alquiltransferasa (AGT) (EC 2.1.1.63), un mutante de la misma o un dominio catalitico de la misma, y b) la
proteina EDIII del virus JE-1, JE-2, JE-4, o JE-5. En este polipéptido de fusion, dicha enzima AGT es
preferentemente la proteina de SEC ID NO: 2, o un homologo de la misma (siendo dicho homdlogo como se
define anteriormente). Este polipéptido de fusion es, por ejemplo, la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO:
53 (que corresponde a la proteina de fusion SNAP-like/JE-1.EDIII/Histag), SEC ID NO: 60 (que corresponde a la
proteina de fusion SNAP-like/JE-2.EDIII/Histag), SEC ID NO: 62 (que corresponde a la proteina de fusion SNAP-
like/JE-4.EDIlI/Histag), o SEC ID NO: 64 (que corresponde a la proteina de fusion SNAP-like/JE-5.EDIII/Histag).

La presente solicitud describe el uso de cualquiera de estas proteinas de fusion [SNAP-JE-1.EDIII], [SNAP-JE-
2.EDIII], [SNAP-JE-4.EDIII] o [SNAP-JE-5.EDIII] para identificar la presencia del virus de la encefalitis japonesa
de genotipo 1, 2, 4 o 5, respectivamente, en una muestra bioldgica, por ejemplo gracias al inmunoensayo de la
presente invencion.

Ademas, la presente solicitud describe un polipéptido de fusion que comprende a) una enzima 6-alquilguanina-
ADN-alquiltransferasa (AGT) (EC 2.1.1.63), un mutante de la misma o un dominio catalitico de la misma, y b) la
proteina EDIII del virus de Rabensburg. En este polipéptido de fusién, dicha enzima AGT es preferentemente la
proteina de SEC ID NO: 2, o un homdlogo de la misma (siendo dicho homologo como se define anteriormente).
Este polipéptido de fusién es, por ejemplo, la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 66 (que corresponde a
la proteina de fusion SNAP-like/RabV.EDIII/Histag).

La presente solicitud describe el uso de esta proteina de fusion [SNAP-RabV.EDIII] para identificar la presencia
del virus de Rabensburg en una muestra biolégica, por ejemplo gracias al inmunoensayo de la presente
invencion.

Ademas, la presente solicitud describe un polipéptido de fusidon que comprende a) una enzima 6-alquilguanina-
ADN-alquiltransferasa (AGT) (EC 2.1.1.63), un mutante de la misma o un dominio catalitico de la misma, y b) la
proteina sE2 del virus del Rio Ross. En este polipéptido de fusion, dicha enzima AGT es preferentemente la
proteina de SEC ID NO: 2, o un homdélogo de la misma (siendo dicho homologo como se define anteriormente).
Este polipéptido de fusién es, por ejemplo, la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 70 (que corresponde a
la proteina de fusion RR.sE2/SNAP-like/Histag).

La presente solicitud describe el uso de esta proteina de fusion [SNAP-RR.sE2] para identificar la presencia del
virus del Rio Ross en una muestra biolégica, por ejemplo gracias al inmunoensayo de la presente invencion.

Ademas, la presente solicitud describe un polipéptido de fusion que comprende a) una enzima 6-alquilguanina-

ADN-alquiltransferasa (AGT) (EC 2.1.1.63), un mutante de la misma o un dominio catalitico de la misma, y b) la
proteina sgE2 del virus de Mayaro (MAY.sE2). En este polipéptido de fusién, dicha enzima AGT es
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preferentemente la proteina de SEC ID NO: 2, o un homologo de la misma (siendo dicho homdlogo como se
define anteriormente). Este polipéptido de fusion es, por ejemplo, la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO:
72 (que corresponde a la proteina de fusién MAY.sE2/SNAP-like/Histag).

La presente solicitud describe el uso de esta proteina de fusion [SNAP-MAY.sE2] para identificar la presencia del
virus de Mayaro en una muestra bioldgica, por ejemplo gracias al inmunoensayo de la presente invencion.

Ademas, la presente solicitud describe un polipéptido de fusidon que comprende a) una enzima 6-alquilguanina-
ADN-alquiltransferasa (AGT) (EC 2.1.1.63), un mutante de la misma o un dominio catalitico de la misma, y b) la
proteina se2 del virus de WEE. En este polipéptido de fusion, dicha enzima AGT es preferentemente la proteina
de SEC ID NO: 2, o un homologo de la misma (siendo dicho homdlogo como se define anteriormente). Este
polipéptido de fusion es, por ejemplo, la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 74 (que corresponde a la
proteina de fusion WEE.SE2/SNAP-like/Histag).

La presente solicitud describe el uso de esta proteina de fusiéon [SNAP-WEE.sE?2] para identificar la presencia del
virus de la encefalitis equina occidental en una muestra biolégica, por ejemplo gracias al inmunoensayo de la
presente invencion.

Ademas, la presente solicitud describe un polipéptido de fusidon que comprende a) una enzima 6-alquilguanina-
ADN-alquiltransferasa (AGT) (EC 2.1.1.63), un mutante de la misma o un dominio catalitico de la misma, y b) la
proteina sE2 del virus de EEE. En este polipéptido de fusion, dicha enzima AGT es preferentemente la proteina
de SEC ID NO: 2, o un homologo de la misma (siendo dicho homdlogo como se define anteriormente). Este
polipéptido de fusion es, por ejemplo, la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 76 (que corresponde a la
proteina de fusion EEE.sE2/SNAP-like/Histag).

Ademaés, la presente solicitud describe el uso de esta proteina de fusion [SNAP-EEE.sSE2] para identificar la
presencia del virus de la encefalitis equina oriental en una muestra bioldgica, por ejemplo gracias al
inmunoensayo de la presente invencion.

La presente solicitud describe un polipéptido de fusién que comprende a) una enzima 6-alquilguanina-ADN-
alquiltransferasa (AGT) (EC 2.1.1.63), un mutante de la misma o un dominio catalitico de la misma, y b) la
proteina sE2 del virus de VEE. En este polipéptido de fusion, dicha enzima AGT es preferentemente la proteina
de SEC ID NO: 2, o un homologo de la misma (siendo dicho homdlogo como se define anteriormente). Este
polipéptido de fusion es, por ejemplo, la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 78 (que corresponde a la
proteina de fusion VEE.sE2/SNAP-like/Histag).

La presente solicitud describe el uso de esta proteina de fusion [SNAP-VEE.sE?2] para identificar la presencia del
virus de la encefalitis equina venezolana en una muestra biolégica, por ejemplo gracias al inmunoensayo de la
presente invencion.

Ademas, la presente solicitud describe un polipéptido de fusidon que comprende a) una enzima 6-alquilguanina-
ADN-alquiltransferasa (AGT) (EC 2.1.1.63), un mutante de la misma o un dominio catalitico de la misma, y b) la
nucleoproteina N del virus de Akabane. En este polipéptido de fusion, dicha enzima AGT es preferentemente la
proteina de SEC ID NO: 2, o un homdlogo de la misma (siendo dicho homologo como se define anteriormente).
Este polipéptido de fusién es, por ejemplo, la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 80 (que corresponde a
la proteina de fusion SNAP-like/proTEV1/AKA.N/pro-TEV2/Histag).

La presente invencién describe el uso de esta proteina de fusion [SNAP-AKA.N] para identificar la presencia del
virus de Akabane en una muestra biolégica, por ejemplo gracias al inmunoensayo de la presente invencion.

Ademas, la presente solicitud describe un polipéptido de fusidon que comprende a) una enzima 6-alquilguanina-
ADN-alquiltransferasa (AGT) (EC 2.1.1.63), un mutante de la misma o un dominio catalitico de la misma, y b) la
nucleoproteina N del virus de Aino. En este polipéptido de fusién, dicha enzima AGT es preferentemente la
proteina de SEC ID NO: 2, o un homdélogo de la misma (siendo dicho homologo como se define anteriormente).
Este polipéptido de fusién es, por ejemplo, la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 82 (que corresponde a
la proteina de fusion SNAP-like/proTEV1/AIN.N/pro-TEV2/Histag).

La presente solicitud describe el uso de esta proteina de fusion [SNAP-AIN.N] para identificar la presencia del
virus de Aino en una muestra biolégica, por ejemplo gracias al inmunoensayo de la presente invencion.

Ademas, la presente solicitud describe un polipéptido de fusidon que comprende a) una enzima 6-alquilguanina-
ADN-alquiltransferasa (AGT) (EC 2.1.1.63), un mutante de la misma o un dominio catalitico de la misma, y b) la
nucleoproteina N del virus de Shamonda. En este polipéptido de fusién, dicha enzima AGT es preferentemente la
proteina de SEC ID NO: 2, o un homdlogo de la misma (siendo dicho homologo como se define anteriormente).
Este polipéptido de fusién es, por ejemplo, la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 84 (que corresponde a
la proteina de fusién SNAP-like/proTEV1/SHA.N/pro-TEV2/Histag).
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La presente solicitud describe el uso de esta proteina de fusién [SNAP-SHA.N] para identificar la presencia del
virus de Shamonda en una muestra biolégica, por ejemplo gracias al inmunoensayo de la presente invencion.

Ademas, la presente solicitud describe un polipéptido de fusidon que comprende a) una enzima 6-alquilguanina-
ADN-alquiltransferasa (AGT) (EC 2.1.1.63), un mutante de la misma o un dominio catalitico de la misma, y b) la
nucleoproteina N de betacoronavirus humano. En este polipéptido de fusion, dicha enzima AGT es
preferentemente la proteina de SEC ID NO: 2, o un homologo de la misma (siendo dicho homdlogo como se
define anteriormente). Este polipéptido de fusion es, por ejemplo, la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO:
86 (que corresponde a la proteina de fusién SNAP-like/proTEV1/huCOV.N/proTEV2/Histag).

La presente solicitud describe el uso de esta proteina de fusién [SNAP-huCOV.N] para identificar la presencia del
betacoronavirus humano en una muestra biol6gica, por ejemplo gracias al inmunoensayo de la presente
invencion.

Ademas, la presente solicitud describe un polipéptido de fusidon que comprende a) una enzima 6-alquilguanina-
ADN-alquiltransferasa (AGT) (EC 2.1.1.63), un mutante de la misma o un dominio catalitico de la misma, y b) la
forma soluble de la proteina spike S de betacoronavirus humano. En este polipéptido de fusion, dicha enzima
AGT es preferentemente la proteina de SEC ID NO: 2, o un homologo de la misma (siendo dicho homélogo como
se define anteriormente). Este polipéptido de fusién es, por ejemplo, la secuencia de aminoacidos de SEC ID
NO: 88 (que corresponde a la proteina de fusion huCOV.S/SNAP-like/Histag).

La presente solicitud describe el uso de esta proteina de fusion [SNAP-huCOV.S] para identificar la presencia del
betacoronavirus humano en una muestra biol6gica, por ejemplo gracias al inmunoensayo de la presente
invencion.

Ademas, la presente solicitud describe un polipéptido de fusidon que comprende a) una enzima 6-alquilguanina-
ADN-alquiltransferasa (AGT) (EC 2.1.1.63), un mutante de la misma o un dominio catalitico de la misma, y b) la
proteina C del virus de la hepatitis C (HCV.C). En este polipéptido de fusién, dicha enzima AGT es
preferentemente la proteina de SEC ID NO: 2, o un homologo de la misma (siendo dicho homdélogo como se
define anteriormente). Este polipéptido de fusion es, por ejemplo, la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO:
90 (que corresponde a la proteina de fusién SNAP-like/proTEV1/HCV.C/proTEV2/Histag).

La presente solicitud describe el uso de esta proteina de fusion [SNAP-HCV.C] para identificar la presencia del
virus de la hepatitis C en una muestra bioldgica, por ejemplo gracias al inmunoensayo de la presente invencion.

Ademas, la presente solicitud describe un polipéptido de fusidon que comprende a) una enzima 6-alquilguanina-
ADN-alquiltransferasa (AGT) (EC 2.1.1.63), un mutante de la misma o un dominio catalitico de la misma, y b) la
proteina C del virus de la hepatitis E (HEV.C). En este polipéptido de fusién, dicha enzima AGT es
preferentemente la proteina de SEC ID NO: 2, o un homologo de la misma (siendo dicho homdlogo como se
define anteriormente). Este polipéptido de fusion es, por ejemplo, la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO:
151 (que corresponde a la proteina de fusion SNAP-like/proTEV1/HEV.C/proTEV2/Histag).

La presente solicitud describe el uso de esta proteina de fusién [SNAP-HEV.C] para identificar la presencia del
virus de la hepatitis E en una muestra bioldgica, por ejemplo gracias al inmunoensayo de la presente invencion.

Ademas, la presente solicitud describe un polipéptido de fusion que comprende a) una enzima 6-alquilguanina-
ADN-alquiltransferasa (AGT) (EC 2.1.1.63), un mutante de la misma o un dominio catalitico de la misma, y b) la
proteina MSP-1+AMA-1 de Plasmodium falciparum. En este polipéptido de fusion, dicha enzima AGT es
preferentemente la proteina de SEC ID NO: 2, o un homologo de la misma (siendo dicho homdlogo como se
define anteriormente). Este polipéptido de fusion es, por ejemplo, la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO:
92 (que corresponde a la proteina de fusién SNAP-like/MSP-1/proTEV2/AMA-1/Histag).

La presente solicitud describe el uso de esta proteina de fusiébn [SNAP-MSP-1+AMA-1] para identificar la
presencia del parasito Plasmodium falciparum en una muestra biolégica, por ejemplo gracias al inmunoensayo
de la presente invencion.

Ademas, la presente solicitud describe un polipéptido de fusidon que comprende a) una enzima 6-alquilguanina-
ADN-alquiltransferasa (AGT) (EC 2.1.1.63), un mutante de la misma o un dominio catalitico de la misma, y b) la
proteina HbpA de la bacteria Leptospira interrogans. En este polipéptido de fusion, dicha enzima AGT es
preferentemente la proteina de SEC ID NO: 2, o un homologo de la misma (siendo dicho homdélogo como se
define anteriormente). Este polipéptido de fusion es, por ejemplo, la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO:
94 (que corresponde a la proteina de fusién SNAP-like/proTEV1/HbpA/proTEV2/Histag).

La presente solicitud describe el uso de esta proteina de fusion [SNAP-HbpA] para identificar la presencia de la
bacteria Leptospira en una muestra biologica, por ejemplo gracias al inmunoensayo de la presente invencion.
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Ademas, la presente solicitud describe un polipéptido de fusidon que comprende a) una enzima 6-alquilguanina-
ADN-alquiltransferasa (AGT) (EC 2.1.1.63), un mutante de la misma o un dominio catalitico de la misma, y b) el
péptido MUB 40. En este polipéptido de fusién, dicha enzima AGT es preferentemente la proteina de SEC ID NO:
2, 0 un homologo de la misma (siendo dicho homdlogo como se define anteriormente). Este polipéptido de fusion
es, por ejemplo, la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 96 (que corresponde a la proteina de fusion SNAP-
like/proTEV1/MUB40/proTEV2/Histag).

La presente solicitud describe el uso de esta proteina de fusion [SNAP-MUBA40] para identificar la presencia de
un ligando en una muestra bioldgica, por ejemplo gracias al inmunoensayo de la presente invencion.

Ademas, la presente solicitud describe un polipéptido de fusidon que comprende a) una enzima 6-alquilguanina-
ADN-alquiltransferasa AGT) (EC 2.1.1.63), un mutante de la misma o un dominio catalitico de la misma, y b) la
forma soluble de raton o humana de lectina de tipo C (CLEC5A). En este polipéptido de fusion, dicha enzima
AGT es preferentemente la proteina de SEC ID NO: 2, o un homologo de la misma (siendo dicho homélogo como
se define anteriormente). Este polipéptido de fusién es, por ejemplo, la secuencia de aminoacidos de SEC ID
NO: 98 (que corresponde a la proteina de fusion SNAP-like/proTEV1/mo-CLEC5A/proTEV2/Histag) o la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 100 (que corresponde a la proteina de fusion SNAP-like/proTEV1/hu-
CLECS5A/proTEV2/Histag).

La presente solicitud describe el uso de esta proteina de fusion [SNAP-mo-CLEC5A] o [SNAP-hu-CLEC5A] para
detectar la presencia de flavivirus en una muestra biolégica, por ejemplo gracias al inmunoensayo de la presente
invencion.

Ademas, la presente solicitud describe un polipéptido de fusidon que comprende a) una enzima 6-alquilguanina-
ADN-alquiltransferasa (AGT) (EC 2.1.1.63), un mutante de la misma o un dominio catalitico de la misma, y b) la
proteina VAGO del mosquito Aedes albopictus. En este polipéptido de fusion, dicha enzima AGT es
preferentemente la proteina de SEC ID NO: 2, o un homologo de la misma (siendo dicho homdélogo como se
define anteriormente). Este polipéptido de fusion es, por ejemplo, la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO:
104 (que corresponde a la proteina de fusion SNAP-like/aaVAGO/Histag).

La presente solicitud describe el uso de esta proteina de fusion [SNAP-aaVAGOQ] para identificar la presencia de
un ligando en una muestra bioldgica, por ejemplo gracias al inmunoensayo de la presente invencion.

Ademas, la presente solicitud describe un polipéptido de fusidon que comprende a) una enzima 6-alquilguanina-
ADN-alquiltransferasa (AGT) (EC 2.1.1.63), un mutante de la misma o un dominio catalitico de la misma, y b) la
proteina VAGO del mosquito Culex quinquefasciatus. En este polipéptido de fusién, dicha enzima AGT es
preferentemente la proteina de SEC ID NO: 2, o un homologo de la misma (siendo dicho homdlogo como se
define anteriormente). Este polipéptido de fusion es, por ejemplo, la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO:
102 (que corresponde a la proteina de fusion SNAP-like/cxVAGO/Histag).

La presente solicitud describe el uso de esta proteina de fusion [SNAP-cxVAGO] para identificar la presencia de
un ligando en una muestra bioldgica, por ejemplo gracias al inmunoensayo de la presente invencion.

Ademas, la presente solicitud describe un polipéptido de fusidon que comprende a) una enzima 6-alquilguanina-
ADN-alquiltransferasa (AGT) (EC 2.1.1.63), un mutante de la misma o un dominio catalitico de la misma, y b) la
nucleoproteina N del virus de Crimea-Congo. En este polipéptido de fusion, dicha enzima AGT es
preferentemente la proteina de SEC ID NO: 2, o un homologo de la misma (siendo dicho homdlogo como se
define anteriormente). Este polipéptido de fusion es, por ejemplo, la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO:
109 (que corresponde a la proteina de fusion SNAP-like/proTEV1/CCHF.N/proTEV2/Histag).

La presente solicitud describe el uso de esta proteina de fusion [SNAP-CCHF.N] para identificar la presencia del
virus de Crimea-Congo en una muestra biolégica, por ejemplo gracias al inmunoensayo de la presente invencion.

Ademas, la presente solicitud describe un polipéptido de fusidon que comprende a) una enzima 6-alquilguanina-
ADN-alquiltransferasa (AGT) (EC 2.1.1.63), un mutante de la misma o un dominio catalitico de la misma, y b) la
nucleoproteina N del virus del Ebola. En este polipéptido de fusion, dicha enzima AGT es preferentemente la
proteina de SEC ID NO: 2, o un homdlogo de la misma (siendo dicho homologo como se define anteriormente).
Este polipéptido de fusién es, por ejemplo, la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 111 (que corresponde a
la proteina de fusién SNAP-like/proTEV1/EBO.N/proTEV2/Histag).

La presente solicitud describe el uso de esta proteina de fusion [SNAP-EBO.N] para identificar la presencia del
virus del Ebola en una muestra biolégica, por ejemplo gracias al inmunoensayo de la presente invencion.

Ademas, la presente solicitud describe un polipéptido de fusion que comprende a) una enzima 6-alquilguanina-
ADN-alquiltransferasa (AGT) (EC 2.1.1.63), un mutante de la misma o un dominio catalitico de la misma, y b) la

30



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 648 899 T3

nucleoproteina N del virus de Marburgo. En este polipéptido de fusion, dicha enzima AGT es preferentemente la
proteina de SEC ID NO: 2, o un homdlogo de la misma (siendo dicho homologo como se define anteriormente).
Este polipéptido de fusién es, por ejemplo, la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 113 (que corresponde a
la proteina de fusién SNAP-like/proTEV1/MAR.N/proTEV2/Histag).

La presente solicitud describe el uso de esta proteina de fusion [SNAP-MAR.N] para identificar la presencia del
virus de Marburgo en una muestra biolégica, por ejemplo gracias al inmunoensayo de la presente invencion.

Ademas, la presente solicitud describe un polipéptido de fusidon que comprende a) una enzima 6-alquilguanina-
ADN-alquiltransferasa (AGT) (EC 2.1.1.63), un mutante de la misma o un dominio catalitico de la misma, y b) la
nucleoproteina N del virus de Lassa. En este polipéptido de fusidn, dicha enzima AGT es preferentemente la
proteina de SEC ID NO: 2, o un homdlogo de la misma (siendo dicho homologo como se define anteriormente).
Este polipéptido de fusién es, por ejemplo, la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 115 (que corresponde a
la proteina de fusién SNAP-like/proTEV1/IAS.N/proTEV2/Histag).

La presente solicitud describe el uso de esta proteina de fusién [SNAP-LAS.N] para identificar la presencia del
virus de Lassa en una muestra biolégica, por ejemplo gracias al inmunoensayo de la presente invencion.

Ademas, la presente solicitud describe un polipéptido de fusidon que comprende a) una enzima 6-alquilguanina-
ADN-alquiltransferasa (AGT) (EC 2.1.1.63), un mutante de la misma o un dominio catalitico de la misma, y b) la
nucleoproteina N del virus de Junin. En este polipéptido de fusion, dicha enzima AGT es preferentemente la
proteina de SEC ID NO: 2, o un homdélogo de la misma (siendo dicho homologo como se define anteriormente).
Este polipéptido de fusién es, por ejemplo, la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 117 (que corresponde a
la proteina de fusién SNAP-like/proTEV1/JUN.N/proTEV2/Histag).

La presente solicitud describe el uso de esta proteina de fusion [SNAP-JUN.N] para identificar la presencia del
virus de Junin en una muestra biolégica, por ejemplo gracias al inmunoensayo de la presente invencion.

Ademas, la presente solicitud describe un polipéptido de fusidon que comprende a) una enzima 6-alquilguanina-
ADN-alquiltransferasa (AGT) (EC 2.1.1.63), un mutante de la misma o un dominio catalitico de la misma, y b) la
nucleoproteina N del virus de Machupo. En este polipéptido de fusion, dicha enzima AGT es preferentemente la
proteina de SEC ID NO: 2, o un homdlogo de la misma (siendo dicho homologo como se define anteriormente).
Este polipéptido de fusién es, por ejemplo, la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 119 (que corresponde a
la proteina de fusién SNAP-like/proTEV1/MAC.N/proTEV2/Histag).

La presente solicitud describe el uso de esta proteina de fusion [SNAP-MAC.N] para identificar la presencia del
virus de Machupo en una muestra biolégica, por ejemplo gracias al inmunoensayo de la presente invencion.

Ademas, la presente solicitud describe un polipéptido de fusion que comprende a) una enzima 6-alquilguanina-
ADN-alquiltransferasa (AGT) (EC 2.1.1.63), un mutante de la misma o un dominio catalitico de la misma, y b) la
nucleoproteina N del virus de Guanarito. En este polipéptido de fusién, dicha enzima AGT es preferentemente la
proteina de SEC ID NO: 2, o un homdlogo de la misma (siendo dicho homologo como se define anteriormente).
Este polipéptido de fusién es, por ejemplo, la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 121 (que corresponde a
la proteina de fusion SNAP-like/proTEV1/GUA.N/proTEV2/Histag).

La presente solicitud describe el uso de esta proteina de fusion [SNAP-GUA.N] para identificar la presencia del
virus de Guanarito en una muestra biolégica, por ejemplo gracias al inmunoensayo de la presente invencion.

Ademas, la presente solicitud describe un polipéptido de fusidon que comprende a) una enzima 6-alquilguanina-
ADN-alquiltransferasa (AGT) (EC 2.1.1.63), un mutante de la misma o un dominio catalitico de la misma, y b) la
nucleoproteina N del virus de Sabia. En este polipéptido de fusion, dicha enzima AGT es preferentemente la
proteina de SEC ID NO: 2, o un homologo de la misma (siendo dicho homélogo como se define anteriormente).
Este polipéptido de fusién es, por ejemplo, la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 123 (que corresponde a
la proteina de fusion SNAP-like/proTEV1/SAB.N/proTEV2/Histag).

La presente solicitud describe el uso de esta proteina de fusion [SNAP-SAB.N] para identificar la presencia del
virus de Sabia virus en una muestra bioldgica, por ejemplo gracias al inmunoensayo de la presente invencion.

Ademas, la presente solicitud describe un polipéptido de fusidon que comprende a) una enzima 6-alquilguanina-
ADN-alquiltransferasa (AGT) (EC 2.1.1.63), un mutante de la misma o un dominio catalitico de la misma, y b) la
proteina EDIII del virus de Omsk. En este polipéptido de fusion, dicha enzima AGT es preferentemente la
proteina de SEC ID NO: 2, o un homologo de la misma (siendo dicho homélogo como se define anteriormente).
Este polipéptido de fusién es, por ejemplo, la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 125 (que corresponde a
la proteina de fusién SNAP-like/OMSK.EDIII/Histag).

La presente solicitud describe el uso de esta proteina de fusién [SNAP-OMSK.EDIII] para identificar la presencia

31



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 648 899 T3

del virus de Omsk en una muestra bioldgica, por ejemplo gracias al inmunoensayo de la presente invencion.

Ademas, la presente solicitud describe un polipéptido de fusidon que comprende a) una enzima 6-alquilguanina-
ADN-alquiltransferasa (AGT) (EC 2.1.1.63), un mutante de la misma o un dominio catalitico de la misma, y b) la
proteina EDIII del virus de la enfermedad del Bosque de Kyasanur. En este polipéptido de fusion, dicha enzima
AGT es preferentemente la proteina de SEC ID NO: 2, o un homologo de la misma (siendo dicho homdélogo como
se define anteriormente). Este polipéptido de fusién es, por ejemplo, la secuencia de aminoacidos de SEC ID
NO: 127 (que corresponde a la proteina de fusion SNAP-like/KYA.EDIII/Histag).

La presente solicitud describe el uso de esta proteina de fusion [SNAP-KYA.EDIII] para identificar la presencia
del virus de la enfermedad del Bosque de Kyasanur en una muestra biol6gica, por ejemplo gracias al
inmunoensayo de la presente invencion.

Ademas, la presente solicitud describe un polipéptido de fusidon que comprende a) una enzima 6-alquilguanina-
ADN-alquiltransferasa (AGT) (EC 2.1.1.63), un mutante de la misma o un dominio catalitico de la misma, y b) la
proteina EDIII del virus de Alkhurma. En este polipéptido de fusién, dicha enzima AGT es preferentemente la
proteina de SEC ID NO: 2, o un homdlogo de la misma (siendo dicho homologo como se define anteriormente).
Este polipéptido de fusién es, por ejemplo, la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 129 (que corresponde a
la proteina de fusién SNAP-like/ALK.EDIII/Histag).

La presente solicitud describe el uso de esta proteina de fusion [SNAP-ALK.EDIII] para identificar la presencia
del virus de Alkhurma en una muestra bioldgica, por ejemplo gracias al inmunoensayo de la presente invencion.

Ademas, la presente solicitud describe un polipéptido de fusidon que comprende a) una enzima 6-alquilguanina-
ADN-alquiltransferasa (AGT) (EC 2.1.1.63), un mutante de la misma o un dominio catalitico de la misma, y b) el
ectodominio de la glicoproteina GP1 del virus de Lassa. En este polipéptido de fusion, dicha enzima AGT es
preferentemente la proteina de SEC ID NO: 2, o un homologo de la misma (siendo dicho homdlogo como se
define anteriormente). Este polipéptido de fusion es, por ejemplo, la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO:
131 (que corresponde a la proteina de fusion SNAP-like/LAS.ectoGP1/Histag).

La presente solicitud describe el uso de esta proteina de fusion [SNAP-LAS.ectoGP1] para identificar la
presencia del virus de Lassa en una muestra biolégica, por ejemplo gracias al inmunoensayo de la presente
invencion.

Ademas, la presente solicitud describe un polipéptido de fusidon que comprende a) una enzima 6-alquilguanina-
ADN-alquiltransferasa (AGT) (EC 2.1.1.63), un mutante de la misma o un dominio catalitico de la misma, y b) el
ectodominio de la glicoproteina GP1 del virus de Junin. En este polipéptido de fusion, dicha enzima AGT es
preferentemente la proteina de SEC ID NO: 2, o un homologo de la misma (siendo dicho homdélogo como se
define anteriormente). Este polipéptido de fusion es, por ejemplo, la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO:
133 (que corresponde a la proteina de fusion SNAP-like/JUN.ectoGP1/Histag).

La presente solicitud describe el uso de esta proteina de fusion [SNAP-JUN.ectoGP1] para identificar la
presencia del virus de Junin en una muestra bioldgica, por ejemplo gracias al inmunoensayo de la presente
invencion.

Ademas, la presente solicitud describe un polipéptido de fusidon que comprende a) una enzima 6-alquilguanina-
ADN-alquiltransferasa (AGT) (EC 2.1.1.63), un mutante de la misma o un dominio catalitico de la misma, y b) el
ectodominio de la glicoproteina GP1 del virus de Machupo. En este polipéptido de fusién, dicha enzima AGT es
preferentemente la proteina de SEC ID NO: 2, o un homologo de la misma (siendo dicho homdlogo como se
define anteriormente). Este polipéptido de fusion es, por ejemplo, la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO:
135 (que corresponde a la proteina de fusion SNAP-like/MAC.ectoGP1/Histag).

La presente solicitud describe el uso de esta proteina de fusion [SNAP-MAC.ectoGP1] para identificar la
presencia del virus de Machupo en una muestra bioldgica, por ejemplo gracias al inmunoensayo de la presente
invencion.

Ademas, la presente solicitud describe un polipéptido de fusidon que comprende a) una enzima 6-alquilguanina-
ADN-alquiltransferasa (AGT) (EC 2.1.1.63), un mutante de la misma o un dominio catalitico de la misma, y b) el
ectodominio de la glicoproteina GP1 del virus de Guanarito. En este polipéptido de fusion, dicha enzima AGT es
preferentemente la proteina de SEC ID NO: 2, o un homologo de la misma (siendo dicho homdlogo como se
define anteriormente). Este polipéptido de fusion es, por ejemplo, la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO:
137 (que corresponde a la proteina de fusion SNAP-like/GUA.ectoGP1/Histag).

La presente solicitud describe el uso de esta proteina de fusion [SNAP-GUA.ectoGP1] para identificar la
presencia del virus de Guanarito en una muestra bioldgica, por ejemplo gracias al inmunoensayo de la presente
invencion.
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Ademas, la presente solicitud describe un polipéptido de fusidon que comprende a) una enzima 6-alquilguanina-
ADN-alquiltransferasa (AGT) (EC 2.1.1.63), un mutante de la misma o un dominio catalitico de la misma, y b) el
ectodominio de la glicoproteina GP1 del virus de Sabia. En este polipéptido de fusion, dicha enzima AGT es
preferentemente la proteina de SEC ID NO: 2, o un homologo de la misma (siendo dicho homdlogo como se
define anteriormente). Este polipéptido de fusion es, por ejemplo, la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO:
139 (que corresponde a la proteina de fusion SNAP-like/SAB.ectoGP1/Histag).

La presente solicitud describe el uso de esta proteina de fusion [SNAP-SAB.ectoGP1] para identificar la
presencia del virus de Sabia en una muestra biologica, por ejemplo gracias al inmunoensayo de la presente
invencion.

Ademas, la presente solicitud describe un polipéptido de fusion que comprende a) una enzima 6-alquilguanina-
ADN-alquiltransferasa (AGT) (EC 2.1.1.63), un mutante de la misma o un dominio catalitico de la misma, y b) el
ectodominio de la glicoproteina GP2 del virus de Lassa. En este polipéptido de fusion, dicha enzima AGT es
preferentemente la proteina de SEC ID NO: 2, o un homologo de la misma (siendo dicho homdlogo como se
define anteriormente). Este polipéptido de fusion es, por ejemplo, la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO:
141 (que corresponde a la proteina de fusion SNAP-like/LAS.ectoGP2/Histag).

La presente solicitud describe el uso de esta proteina de fusion [SNAP-LAS.ectoGP2] para identificar la
presencia del virus de Lassa en una muestra biolégica, por ejemplo gracias al inmunoensayo de la presente
invencion.

Ademas, la presente solicitud describe un polipéptido de fusidon que comprende a) una enzima 6-alquilguanina-
ADN-alquiltransferasa (AGT) (EC 2.1.1.63), un mutante de la misma o un dominio catalitico de la misma, y b) el
ectodominio de la glicoproteina GP2 del virus de Junin. En este polipéptido de fusion, dicha enzima AGT es
preferentemente la proteina de SEC ID NO: 2, o un homologo de la misma (siendo dicho homdlogo como se
define anteriormente). Este polipéptido de fusion es, por ejemplo, la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO:
143 (que corresponde a la proteina de fusion SNAP-like/JUN.ectoGP2/Histag).

La presente solicitud describe el uso de esta proteina de fusion [SNAP-JUN.ectoGP2] para identificar la
presencia del virus de Junin en una muestra bioldgica, por ejemplo gracias al inmunoensayo de la presente
invencion.

Ademas, la presente solicitud describe un polipéptido de fusidon que comprende a) una enzima 6-alquilguanina-
ADN-alquiltransferasa (AGT) (EC 2.1.1.63), un mutante de la misma o un dominio catalitico de la misma, y b) el
ectodominio de la glicoproteina GP2 del virus de Machupo. En este polipéptido de fusién, dicha enzima AGT es
preferentemente la proteina de SEC ID NO: 2, o un homologo de la misma (siendo dicho homdélogo como se
define anteriormente). Este polipéptido de fusion es, por ejemplo, la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO:
145 (que corresponde a la proteina de fusion SNAP-like/MAC.ectoGP2/Histag).

La presente solicitud describe el uso de esta proteina de fusion [SNAP-MAC.ectoGP2] para identificar la
presencia del virus de Machupo en una muestra bioldgica, por ejemplo gracias al inmunoensayo de la presente
invencion.

Ademas, la presente solicitud describe un polipéptido de fusidon que comprende a) una enzima 6-alquilguanina-
ADN-alquiltransferasa (AGT) (EC 2.1.1.63), un mutante de la misma o un dominio catalitico de la misma, y b) el
ectodominio de la glicoproteina GP2 del virus de Guanarito. En este polipéptido de fusion, dicha enzima AGT es
preferentemente la proteina de SEC ID NO: 2, o un homologo de la misma (siendo dicho homdélogo como se
define anteriormente). Este polipéptido de fusion es, por ejemplo, la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO:
147 (que corresponde a la proteina de fusion SNAP-like/GUA.ectoGP2/Histag).

La presente solicitud describe el uso de esta proteina de fusion [SNAP-GUA.ectoGP2] para identificar la
presencia del virus de Guanarito en una muestra bioldgica, por ejemplo gracias al inmunoensayo de la presente
invencion.

Ademas, la presente solicitud describe un polipéptido de fusidon que comprende a) una enzima 6-alquilguanina-
ADN-alquiltransferasa (AGT) (EC 2.1.1.63), un mutante de la misma o un dominio catalitico de la misma, y b) el
ectodominio de la glicoproteina GP2 del virus de Sabia. En este polipéptido de fusion, dicha enzima AGT es
preferentemente la proteina de SEC ID NO: 2, o un homologo de la misma (siendo dicho homdlogo como se
define anteriormente). Este polipéptido de fusion es, por ejemplo, la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO:
149 (que corresponde a la proteina de fusion SNAP-like/SAB.ectoGP2/Histag).

La presente solicitud describe el uso de esta proteina de fusién [SNAP-SAB.ectoGP2] para identificar la
presencia del virus de Sabia en una muestra biologica, por ejemplo gracias al inmunoensayo de la presente
invencion.
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Ejemplos

En el contexto de la invencion, se desarrollé un inmunoensayo a base de perlas mdltiplex para la deteccion
rapida y simultanea de anticuerpos contra arbovirus en fluidos biol6gicos.

El sistema se basa en la tecnologia xXMAP (Luminex corporation), y usa una mezcla de microesferas revestidas
con antigeno como reactivos de captura para inmunoglobulinas humanas especificas. Se acoplaron distintos
conjuntos de microesferas (Magplex, Luminex corporation) con proteinas de fusion de AGT purificadas, a saber,
las proteinas recombinantes viricas etiquetadas con SNAP: sSNAP-DV1.EDIll, sSNAP-DV2.EDIll, sSNAP-
DV3.EDIIl, sSNAP-DVA4.EDIIl, sSNAP-WN.EDIIl, sSNAP-JE.EDIIl, sSNAP-USU.EDIIl, sSNAP-TBE.EDIII,
sSNAP-YF.EDIIl, sSNAP-MVE.EDIIl, sSNAP-Rocio.EDIll, sSNAP-WSL.EDIIl, sSNAP-ZIKA.EDIIl, SNAP-
DVlectoM, sSNAP-N.RVF, sSNAP-N.TOS, y CHIK.sE2-SNAP. Los antigenos recombinantes se acoplaron
covalentemente a la superficie carboxilica de la microesfera usando un sustrato de la proteina AGT como
enlazador (BG-PEG-NH2, New England Biolabs), potenciando de ese modo la eficiencia de la captura de
anticuerpos en comparacion con los procedimientos de acoplamiento aminico estandar.

La validacién técnica usando anticuerpos anti-etiqueta de SNAP y anticuerpos monoclonales especificos de raton
confirmo la eficiencia del acoplamiento y demostro la estabilidad del antigeno a largo plazo (hasta seis meses).
Esta solicitud no esta limitada a antigenos viricos, ya que se puede usar cualquier péptido o polipéptido para el
revestimiento de las perlas y la captura subsiguiente de anticuerpos.

1) Material y métodos

1. Se usaron los siguientes amortiguadores y disoluciones:
a) amortiguador de PBS: 100 ml de 10X PBS, pH 7,4 en 1 | H20 estéril

b) amortiguador de acoplamiento de SNAP (PBS-DTT): 100 ml de 10 X PBS, pH 7,4, 0,5 ml de 10% de
tween 20, 1 ml de 1,0 M de DTT, en 1 | de H,O estéril

¢) amortiguador de bloqueo/de ensayo (PBS-B): PBS, 1% de BSA, pH 7,4 en 1| H,O estéril

d) amortiguador de almacenamiento (PBS-TBN): 100 ml de 10X de PBS, 1 g de BSA, 2 ml de 10% de
tween 20, 500 me de azida sédica, 1 ml de 1,0M de DTT, en 1 | de H,O estéril

e) disolucién de sustrato (4 mg/ml): 2 mg de BG-PEG-NH,, DMSO 500 pl.

f) disolucién de activacion (EDAC/SNHS): 50 mg/ml de disoluciéon de EDAC, o 50 mg/ml de SNSHS en
agua destilada

2. Se usaron los siguientes materiales:
2.1. microesferas de MagPlex Luminex: MC 100XX-ID (en el que XX es la regién de fluorescencia), XX
puede ser, por ejemplo, 26, 27, 28, 29, 34, 35, 36, 37, 45, 52, 53, 63, 64, como se menciona en la
figura 7B

2.2. sustrato de hAGT: PEG-BG-NH; (NEB S9150S)

e N

2.3. proteinas de fusion SNAP-EDIII virica:
La generacion de una proteina de fusion que comprende restos de AGT y de EDIII virica es bien conocida por el
experto en la materia. Para este fin, se puede usar cualquier procedimiento de sintesis conocido, con la
condicion de que la enzima AGT permanezca activa en la proteina de fusion.

En el presente caso, se ha usado el mutante SNAP de AGT de SEC ID NO: 2, y se han generado proteinas de
fusién SNAP-EDIII virica.

Se ha escogido el sistema de expresion inducible en Drosophila S2 (DES, Invitrogen), para la produccion en
masa de EDIII individual de flavivirus en células de animales no vertebrados, y se ha usado el plasmido
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pMT/BiP/V5-HisA de Invitrogen.

Este plasmido contiene:
- el promotor de metalotioneina pMT,
- una secuencia de ssBiP de insecto de SEC ID NO: 22,
- sitios de restriccion de Bgl Il 'y Age |,

- el ADN de SEC ID NO: 28 que codifica una etiqueta de Hisg situada en direccién 3’ del sitio de restriccion
de Agel, y

- la secuencia espaciadora de ADN de SEC ID NO: 26 situada entre el sitio de restriccion de Agel y el ADN
que codifica una etiqueta de Hise.

Los genes sintéticos que codifican el dominio 11l de longitud completa de las proteinas E de los flavivirus WN,
USU, JE, TBE, DEN-1 a DEN-4, YF, Rocio, MVE, Zika, SLE, y WSL se dan en SEC ID NO: 3 a SEC ID NO: 14.
Las secuencias de aminoacidos de ED Il se fusionaron en el marco al término C de la proteina SNAP, estando
ambos restos separados por un enlazador GGGS (SEC ID NO: 25). Las secuencias de ADN que codifican
SNAP-EDIIl se insertaron en el plasmido pMT/BiP/V5-Histag (Invitrogen) para generar los plasmidos
pMT/BiP/SNAP/EDIII/Histag.

Los plasmidos resultantes pMT/BiP/SNAP-EDIII-Histag, que pueden conducir la expresion de proteinas de fusion
segregadas SNAP-EDIII-Hiss, se co-transfectaron con el marcador de seleccion pCo-Blast en células S2 para
generar la estirpe celular estable S2/sSNAP-ED llI-Histag, que muestra resistencia a blasticidina.

Las estirpes celulares S2 estables que se hicieron crecer en una botella agitadora (1000 ml) se estimularon 10
dias con metal pesado cadmio (Cd"), y las proteinas del medio extracelular se concentraron y se purificaron.

Se observé acumulacion de la proteina segregada SNAP-EDIII etiquetada en los sobrenadantes de células
estables S2/sSNAP-EDIII-Histag, después de 10 dias de induccion con el metal pesado cadmio.

En consecuencia, se han producido las proteinas SNAP-DEN1.EDIII de SEC ID NO: 21, SNAP-DEN2.EDIII de
SEC ID NO:X, SNAP-DENS3.EDIII de SEC ID NO:X, SNAP-DEN4.EDIIl de SEC ID NO:X, SNAP-WN.EDIIl de
SEC ID NO:X, SNAP-JE.EDIII de SEC ID NO:X, SNAP-YF.EDIII de SEC ID NO:X, SNAP-MVE.EDIII de SEC ID
NO:X, SNAP-Rocio.EDIIl de SEC ID NO:X, SNAP-WSL.EDIIl de SEC ID NO:X, SNAP-ZIKA.EDIIl de SEC ID
NO:X, SNAP-SLE.EDIII de SEC ID NO:X.

3. Preparacion de las perlas acopladas al antigeno

La produccion de perlas acopladas al anti%eno comprendi6 dos etapas: la funcionalizacién de las superficies
de las microesferas con un derivado de O”-bencilguanina (BG-PEG-amino), y la inmovilizacién covalente de
las proteinas quiméricas de SNAP-Ags viricos, usando el BG-PEG-amino como un anclaje (figura 1). Las
superficies carboxilicas de las microesferas se revistieron covalentemente con el sustrato BG-PEG-amino
usando un procedimiento de carbodiimida de dos etapas optimizado (Wong et al Journal of Clinical
Microbiology 42(1): 65-72, 2004). Subsiguientemente, los compuestos de BG-PEG-amino acoplados se
enlazaron irreversiblemente a las proteinas quiméricas de SNAP-Ags viricos mediante transferencia del grupo
bencilico a la cisteina del sitio activo de la proteina SNAP. Debido a la elevada especificidad de esta
reaccion, la proteina de fusion se acopla exclusivamente via el dominio de SNAP, dejando al antigeno virico
accesible para interacciones con anticuerpos.

3.1. En primer lugar, las perlas comerciales se activaron segun las instrucciones del fabricante (usando
las disoluciones de activacién de SNHS y EDAC), y se lavaron en un amortiguador de PBS. Todas
las etapas se llevaron a cabo en la oscuridad para evitar la extincion fluorescente de las perlas,
segun las instrucciones del fabricante.

Para cada procedimiento de acoplamiento se usaron aproximadamente 1,25 x 10° perlas.

3.2. Entonces se afiadio el sustrato de AGT PEG-BG-NH: en la disolucion de DMSO durante 6 horas a
temperatura ambiente, o toda la noche a 4°C, sobre las perlas activadas, y subsiguientemente se
lavaron con amortiguador de PBS.

3.3. Los sitios carboxilicos no unidos se bloguearon entonces con el amortiguador de bloqueo durante 30

minutos a temperatura ambiente, y las perlas se lavaron subsiguientemente con el amortiguador de
acoplamiento de SNAP.
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3.4. Las proteinas SNAP-EDIII resuspendidas en el amortiguador de acoplamiento de SNAP (1 mg/ml) se
incubaron con las perlas asi obtenidas durante dos horas a temperatura ambiente, y entonces se
lavaron una vez con el amortiguador de acoplamiento de SNAP, y tres veces con el amortiguador de
almacenamiento (PBS-TBN).

4. Inmunoensayos fluorescentes de las microesferas

Los conjuntos de perlas, conjugados con diferentes SNAP-Ags viricos, se mezclaron mediante vértice para
asegurar la dispersion total de las perlas. Después de ajustar la densidad de las perlas a 100 perlas/ul, se
transfirieron 25 pl de cada uno de los conjuntos de perlas (que contienen 2500 microesferas) a una placa de
microtitulacion de 96 pocillos (placa de fondo plano Bio-Plex Pro, BioRad) en pocillos separados para
ensayos singleplex, o se mezclaron en los mismos pocillos para ensayos multiplex. Las microesferas se
lavaron 3 veces con 100 pl de amortiguador de lavado (Amortiguador de Lavado BioPlex, BioRad) usando
una estacion de lavado de microplacas para perlas magnéticas (Estacion de Lavado BioPlex Pro, BioRad).
Las muestras (anticuerpos o sueros) se diluyeron en amortiguador de ensayo (PBS-BSA), y se afiadieron 50
pl de las disoluciones resultantes a los pocillos de ensayo que contienen las perlas conjugadas. Tras la
incubacién en la oscuridad en un agitador de placas durante 30 min., la placa se lavd como antes.
Subsiguientemente, se diluyé un anticuerpo secundario marcado con fluorocromo en amortiguador de ensayo
(PBS-BSA) a 2 pg/ml, y se afadieron 50 pl de las disoluciones resultantes a los pocillos de ensayo que
contienen las perlas conjugadas. Tras incubar en la oscuridad en un agitador de placas durante 30 min., la
placa se lavé como antes. Finalmente, se diluyd estreptavidina-ficoeritrina (SAPE, Invitrogen Molecular
Probes) en amortiguador de ensayo (PBS-BSA) a 2 pg/ml, y se afiadieron 50 pl de la disolucién resultante a
los pocillos de la microplaca. La placa se incubé en la oscuridad en un agitador de placas durante 10 min. y
se lavd como antes, antes de resuspender los contenidos de los pocillos en 125 pl de amortiguador de
ensayo. La intensidad media de la fluorescencia (MFI) del anticuerpo de deteccion unido a las microesferas
individuales se evalud a partir del analisis de flujo de 50 microesferas por pocillo usando un analizador de
flujo de laser dual (instrumento BioPlex 200, BioRad). El instrumento de deteccidn fluorescente esta equipado
con un primer laser para detectar el tipo de perla, y un segundo para asegurar la cuantificacion del IgM o IgG
capturado al excitar el fluoréforo (rojo de ficoeritrina) conjugado con el anticuerpo de deteccidn especifico.

4.1 Confirmacion del acoplamiento del antigeno

El acoplamiento del antigeno se confirmd ensayando las microesferas acopladas al antigeno con
diluciones de anticuerpo policlonal de conejo anti-etiqueta de SNAP (GenScript). Los inmunoensayos
de fluorescencia se llevaron a cabo en formato singleplex, como se describe anteriormente. Se llevé
a cabo en PBS-BSA una serie de diluciones de dos veces de anticuerpo anti-SNAP partiendo de
4000 ng/ml y terminando en 3,9 ng/ml, y los volimenes de cada dilucién se afadieron a los pocillos
de ensayo que contienen las perlas. Para detectar anticuerpos anti-SNAP unidos, se us6 IgG de
cabra anti-conejo conjugado con biotina (2 pg/ml en 50 pl de PBS-BSA) como anticuerpo
secundario.

La figura 2 muestra los resultados de la fluorescencia observados para la detecciéon del anticuerpo
anti-SNAP en 8 conjuntos diferentes de microesferas acopladas a proteinas quiméricas de SNAP-
antigenos viricos (SNAP-DV1.EDIIl, SNAP-DV2.EDIII, SNAP.DV3.EDIII, SNAP.DV4.EDIIl, SNAP-
WNV, SNAP-YF, SNAP-JE, SNAP-TBE).

4.2 Deteccion de anticuerpos especificos

La captura y deteccion de anticuerpos especificos mediante las microesferas conjugadas al antigeno se evalué
usando anticuerpos monoclonales purificados de raton (anti-WNV, anti-DV1 y anti-DV2) y sueros policlonales de
raton (anti-DV3, anti-DV4, anti-YF y anti-JE) o sueros humanos (anti-DV1). Los inmunoensayos de fluorescencia
se llevaron a cabo en un formato singleplex y multiplex, como se describe anteriormente. Se llevé a cabo en
PBS-BSA una serie de diluciones de cuatro veces de anticuerpos monoclonales purificados de raton, partiendo
de 400 ng/ml y terminando en 0,1 ng/ml, y sueros de rat6bn y humanos partiendo de 1:25 y terminando en
1:102400, y los volimenes de cada dilucion se afiadieron a los pocillos de ensayo que contienen las perlas. Para
detectar anticuerpos de ratobn monoclonales y policlonales unidos, se us6 como anticuerpo secundario un IgG de
cabra anti-raton conjugado con biotina (2 pg/ml en 50 pl de PBS-BSA). Para detectar anticuerpos IgM o I1gG
unidos en suero humano, se usaron respectivamente un IgM de cabra anti-humano conjugado a biotina (2 pg/ml
en 50 pl de PBS-BSA) o un IgG de cabra anti-humano conjugado a biotina (2 pg/ml en 50 pl de PBS-BSA).

La figura 3 compara la sensibilidad del experimento de inmunoensayo para la deteccion del anticuerpo
monoclonal purificado anti-DV2 en la proteina quimérica SNAP-DV2.EDIIl conjugada a microesferas via el
sustrato de la proteina hAGT (acoplamiento de la invencion) o acoplada a través del Kit de Acoplamiento de
Amina Bio-Plex, BIORAD.
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La figura 4 compara la sensibilidad del experimento de inmunoensayo para la deteccion del anticuerpo
monoclonal purificado anti-DV1 en la proteina quimérica SNAP-DV1.EDIII conjugada a microesferas, ya sea en
un formato singleplex o en un formato multiplex con otras proteinas quiméricas de SNAP-Ags viricos (SNAP-
DV2.EDIIl, SNAP.DV3.EDIll, SNAP.DV4.EDIIl, SNAP-WNV, SNAP-YF, SNAP-JE, SNAP-TBE) acopladas a
microesferas.

La figura 5 muestra la reactividad y especificidad del experimento del inmunoensayo muiltiplex para la deteccion
de diluciones de anticuerpo monoclonal purificado anti-WNV en proteinas quiméricas de SNAP-Ags viricos
(SNAP-DV1.EDIIl, SNAP-DV2.EDIIl, SNAP.DV3.EDIIl, SNAP.DV4.EDIll, SNAP-WNV, SNAP-YF, SNAP-JE,
SNAP-TBE) acopladas a microesferas.

La figura 6 muestra la reactividad y especificidad de la deteccién de IgG anti-DV3 en suero policlonal de raton
frente a DV3 (A), y la deteccién de 1gG anti-YF en suero policlonal de raton frente a YF (B), en inmunoensayos
multiplex en proteinas quiméricas de SNAP-Ags viricos (SNAP-DV1.EDIIl, SNAP-DV2.EDIIl, SNAP.DV3.EDIII,
SNAP.DV4.EDIIl, SNAP-WNV, SNAP-YF, SNAP-JE, SNAP-WSL, SNAP-ROCIO, SNAP-MVE, SNAP-SLE,
SNAP-ZIKA) acopladas a microesferas.

La figura 7 muestra la reactividad y especificidad de la deteccion de IgM anti-DV1 (A) y de la deteccion de IgG
anti-DV1 (B) en suero infectado con DV1 de un paciente humano en inmunoensayos multiplex en proteinas
quiméricas de SNAP-Ags viricos (SNAP-DV1.EDIII, SNAP-DV2.EDIII, SNAP.DV3.EDIII, SNAP.DV4.EDIII, SNAP-
WNV, SNAP-YF, SNAP-JE, SNAP-WSL, SNAP-ROCIO, SNAP-MVE, SNAP-SLE, SNAP-ZIKA, SNAP-TBE)
acopladas a microesferas.

1. Resultados

El sistema de la invencion usa una mezcla de microesferas Magplex revestidas con antigeno (Luminex
Corporation) como reactivos de captura para inmunoglobulinas humanas especificas. Cada conjunto de
microesferas codificadas internamente con un color se ha acoplado a un antigeno recombinante especifico y se
ha mezclado con otros tipos de microesferas en un volumen pequefio de muestra. El poder de este sistema se
basa en el hecho de que es posible analizar simultdneamente hasta 100 tipos de microesferas acopladas por
pocillo usando una herramienta de analisis de flujo. El instrumento de deteccion fluorescente esta equipado con
un primer laser para detectar el tipo de perla, y un segundo para asegurar la cuantificacion del IgM o 1gG
capturado al excitar el fluoréforo (ficoeritrina) conjugado al anticuerpo de deteccion especifico. Con sus
capacidades multiplexadoras amplias y el limite de deteccidon mas bajo, este enfoque ofrece ahorros sustanciales
de coste y de muestras con respecto a las medidas de ELISA tradicionales.

Actualmente, se han acoplado 16 conjuntos distintos de microesferas con proteinas quiméricas purificadas de
SNAP-Ags viricos, permitiendo la titulacion de anticuerpos séricos especificos contra los serotipos 1 a 4 del virus
del dengue, el virus del Nilo Occidental, el virus de la fiebre amarilla, el virus de la encefalitis japonesa, el virus de
la encefalitis portada por garrapatas, el virus de la encefalitis de San Luis, el virus de la encefalitis del Valle de
Murray, el virus de Wesselsbron, de Zika, de Rocio, de Usutu, de la fiebre del Valle del Rift, y de Chikungunya.
La produccion del sistema es muy eficaz en cuanto al coste y al tiempo, ya que solamente se requiere una
cantidad muy pequefia de antigeno recombinante (< 50 pg) para producir un conjunto de microesferas acopladas
al antigeno ([11,25 x 10° microesferas), suficiente para llevar a cabo 500 ensayos individuales. Ademas, los
conjuntos seleccionados de microesferas son adaptables a un sistema de deteccion fluorescente econémico,
compacto y robusto, tal como el MagPix (Luminex Corporation).

La evaluacion del acoplamiento del antigeno usando un anticuerpo anti-SNAP (figura 2) confirmd la eficiencia del
acoplamiento, y demostrd que las cantidades relativas de antigenos unidos son comparables entre los diferentes
conjuntos de microesferas acopladas. La evaluacion de la captura y deteccion de los anticuerpos usando
anticuerpos de ratén purificados mostré una captura mejorada de los anticuerpos especificos por las
microesferas producidas acopladas al antigeno, en comparacién con microesferas acopladas al antigeno
obtenidas mediante procedimientos de acoplamiento aminico estandar (figura 3). Ademas, demostrd el limite
bajo de deteccién del método, y confirmé que la multiplexaciéon no afecta a la deteccion de los anticuerpos (figura
4). Adicionalmente, las microesferas conjugadas al antigeno exhibieron una estabilidad a largo plazo cuando se
almacenaron a 4°C (> 6 meses). Finalmente, la especificidad de cada conjunto de microesferas acopladas en
inmunoensayos multiplex se demostré para anticuerpos monoclonales purificados de ratén (figura 5), para
anticuerpos IgG en sueros policlonales de raton (figura 6A-B), y para anticuerpos tanto IgM como IgG en sueros
policlonales de seres humanos infectados (figura 7).

Con sus capacidades multiplexadoras amplias (hasta 100 tipos de microesferas acopladas por pocillo) y su limite

de deteccion mas bajo, este enfoque ofrece ahorros sustanciales de coste y de muestra con respecto a las
medidas de ELISA tradicionales.
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Ill. Generacion de una proteina de fusién gue comprende SNAP vy la nucleoproteina N del virus de
Schmallenberg

1. Construcciéon de los vectores que codifican la proteina de fusion SNAP-SBV.N

La proteina de fusion quimérica que comprende SNAP y la nucleoproteina N del virus de Schmallenberg se ha
obtenido segun lo siguiente:

En una primera etapa, la secuencia del marco de lectura abierto del segmento S que codifica la
nucleoproteina N y la proteina NSs de la cepa BH80/11-4, se muto insertando un sitio de restriccion EcCoRV
en su término 5’ y un sitio de restriccion Xmal en su término 3'. Ademas, el sitio de restriccion EcoRV interno
se eliminé mutando el nucledtido 294T a 294A. Esta secuencia mutada se muestra en SEC ID NO: 17.

Esta secuencia mutada se insertd entonces en los sitios de restriccion EcoRV y Xmal del casete pDeSNAP Univ
de SEC ID NO: 34, generando el casete de ADN “pDeSNAP Univ/SBV.N" de SEC ID NO: 36.

El denominado casete de ADN “pDeSNAP Univ/SBV.N" comprende (véase la figura 9 y SEC ID NO: 36):
- la secuencia de BiP-like de insecto de SEC ID NO: 23,
- la secuencia de SNAP-like de SEC ID NO: 31,

- una primera secuencia de ADN, SEC ID NO: 26, que codifica la secuencia espaciadora GGGS (SEC ID
NO: 25),

- una secuencia de ADN, SEC ID NO: 29, que codifica un sitio de escision de pro-TEV1 de secuencia
ENLYFQS (SEC ID NO: 32),

- la secuencia de ADN de SEC ID NO: 17 (que corresponde a la secuencia de SBV.N natural, en la que el
sitio de EcoRV interno se ha suprimido, y se han afiadido en los extremos dos sitios de ECoRV y Xmal,

- una secuencia de ADN, SEC ID NO: 30, que codifica un sitio de escision de pro-TEV2 de secuencia
ENLYFQG (SEC ID NO: 33),

- una secuencia de ADN, SEC ID NO: 28, que codifica una secuencia de HisTag.

Obsérvese que este casete comprende, ademas de un sitio de Nhel en direcciéon 5’ del ATG, un sitio de Bglll
entre la secuencia de BiP-like y la secuencia de SNAP-like, y un sitio de Agel y un sitio de Hindlll que estan
situados ambos en direccion 3’ del codon de parada.

La secuencia comprendida entre los sitios de restriccion de Bglll y Agel del casete pDeSNAPUnNiv/SBV.N (véase
la figura 9) se cortd mediante digestién enzimatica, después se cloné en el plasmido pMT/BiP/V5-A (Invitrogen)
para generar el vector pMT/BiP/SNAP-SBV.N. Este vector se ha usado para generar células S2 estables que
segregan la proteina de fusién SNAP-SBV.N.

La secuencia comprendida entre los sitios de restriccion de Nhel y Notl del casete pDeSNAPUniv/SBV.N se
clond entonces en el plasmido pcADN3 (Invitrogen) para generar el vector pcADN3/SNAP-SBV.N. Este vector se
usO entonces para generar células de mamifero estables que segregan la proteina de fusion SNAP-SBV.N.

2. Produccion de la proteina de fusion SNAP-SBV.N

Los plasmidos resultantes pMT/BiP/SNAP-SBV.N que permiten la produccién de proteinas SBV.N etiquetadas
con SNAP como proteinas de fusion segregadas se cotransfectaron con el marcador de seleccion pCo-Blast en
células S2 para generar la estirpe celular estable S2/SNAP-SBV.N, que muestra resistencia a blasticidina.

Esta estirpe celular se ha depositado en la Collection Nationale de Cultures de Microorganismes (CNCM) del
Institut Pasteur, 25, rue du Docteur Roux, 75724 PARIS CEDEX 15, con el nimero CNCM 1-4616.

Las estirpes celulares S2 estables que se hicieron crecer en una botella agitadora (1000 ml) se estimularon 10
dias con el metal pesado cadmio (Cd*").

Se observé acumulacion de la proteina segregada SNAP-SBV.N en los sobrenadantes de las células S2/SNAP-
SBV.N después de 10 dias de induccion con el metal pesado cadmio.

Se ensayaron 0,01 ml procedentes de 4 ml de sobrenadante de células S2/SNAP-SBV.N inducidas 10 dias con
Cd** mediante ensayo de inmunotransferencia usando un anticuerpo anti-Histag (dilucién 1:1.000) (véase la
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figura 10).

La proteina quimérica SNAP-SBV.N se compar6 con cantidades definidas de la proteina quimérica SNAP-TOS.N
(que corresponde a la proteina de fusién que comprende SNAP y la nucleoproteina N del virus de la Toscana,
que es un flebovirus).

La produccion de SNAP-SBV.N purificada a partir de células S2/SNAP+SBV.N inducidas durante 10 dias es 18
mg por litro de cultivo celular (Fig. 10B).
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Gln

vVal

Lys

105

Leu

Gly

Ser

Leu

Ala

Ala

Glu

Pro

Phe

Val

Ala

Asn

Gly

Leu

170

Gly

Asp

Pro

Glu

75

Gln

val

Gly

Pro

Ala

155

Ala

Ile

Ala

Leu

60

Ala

Gln

Lys

Asgsn

val

140

val

His

Gly

val

45

Met

Ile

Glu

Phe

Pro
125

Pro

Gly

Glu

Ala

Glu

Gln

Glu

Ser

Gly

S8er Pro

15

Glu Ile

Val Pro

Ala Thr

Glu Phe

80

FPhe
95

Thr

Glu val

110

Ala

Ile

Gly

Gly

Pro

Leu

<210>3
<211> 404
<212> ADN

180

<213> Virus del dengue 1

<400> 3

taggcgegece
atgtgatgtg
ctgtectagt
cccaagatga
ctgacaaaga
tagtagggge
ggaaaggagg

<210>4
<211> 404

agggtccctg
cacaggctea
gcaggttaaa
gaaaggagtg
aaaaccaatc
aggtgaaaaa

tggccatcac

gagggaggtg
tttaagetag
tacgaaggaa
acccagaatg
aacattgaga
gctttgaaac

catecaccate

185

gogggtectet
agaaggaagt
cagatgegece
ggagattgat
cagaaccaca
taagctggtt

actgatgacc

1390

gactttaaaa
ggctgagace
atgcaagate
aacagccaat
ttttggtgag
caagaaagga

ggtt

41

Ala Thr

Leu Ile

Glu
160

Tyr

His
175

Arg

Gly Ser

gggatgtcat
cagcatggaa
ccettttega
cccatagtta
agctacatca

agcagcatag

60

120

180

240

300

360

404



10

15

20

25

30

<212> ADN

<213> Virus del dengue 2

<400> 4

tagygcgoegeco
attctatgtg
caatagttet
taatggattt
cagaaataga
ttataggagt
gccaaggagy
<210>5

<211> 401
<212> ADN

agggtcocctyg
tacaggaaag
cagagtacaa
ggaaaaaaga
cagcccagte
agaaccggga

tggccatcac

<213> Virus del dengue 3

<400> 5

taggcgegece
caatgtgett
tactcattaa
aggatggaca
agaaggagga
ttggagttqy
agggaggtgyg
<210> 6

<211> 401
<212> ADN

agggtccctg
gaataccttt
ggttgagtac
agggaaagcc
gcctgtecaac
agacaaagcc

ccatcaccat

<213> Virus del dengue 4

<400> 6

taggcgegece
cgatgtgete
cagtggtgaa
gagatgtaaa
ataccaacag
taggtgttgg
agggaggtgg
<210>7

<211> 398
<212> ADN

agggtccctg
aggaaagttc
agtcaagtat
taaggaaaaa
tgtgaccaac
gaacagtgea

ccatcaccat

gagggaggty
tttaaagttyg
tatgaagggyg
catgtcttag
aacatagaag
caactgaage

catecaccate

gagggaggtg
gtgttgaaga
aaaggggaag
cacaatggta
attgaggctg
ttgaaaatta

caccatcact

gagggaggtg
tcaattgaca
gaaggtgetg
gtggttggge
atagaactgg
ttgacactec

caccatcact

<213> Virus del Nilo Occidental

<400> 7

ES 2 648 899 T3

gogggtetet
tgaaggaaat
acggttetec
gtcgcttgat
cagaaccteo
tecagetggtt

actgatgacc

gegggtctga
aagaagtctc
atgcaccttg
gactgatcac
aacctecttt
actggtacaa

gatgaccggt

gegggtctag
aagagatgge
gagetceogtg
gtgtcatcte
aaccceccctt
attggttcag

gatgaccggt

acagctcaaa
agcagaaaca
gtgcaagatc
cacagtcaac
attcggagac
taagaaagga

ggtt

actcaagggqg
cgaaacgeag
caagattcct
agccaaccca
tggggaaage
gaagggaagc

t

aatcaaggga
agaaacacag
taaagtcecce
atccaccect
tggggacagt
gaaaggaagt

t

42

ggaatgtcat
caacatggaa
ccttttgaaa
ccaattgtta
agctacatca

agttccattg

atgagctatg
catgggacaa
ttctccacag
gtggttacta
aacatagtga

tcgattggga

atgtcataca
catgggacaa
atagagatac
ctagctgaga
tacatagtca

tctattggea

60

120

180

240

300

360

404

60

120

180

240

300

360

401

60

120

180

240

300

360

401



10

15

20

25

tagygcgoegeco
aggcetttcaa
tgcagtacac
acgacctaac
ccaacgctaa
geagaggaga
gaggtggcca
<210> 8

<211> 410
<212> ADN

aggaggtgge
gtttcettggg
tggcacggat
gccagtggge
ggtcctgatt
acaacagatc

tcaccatcac

gggtoteagt
actoccgcayg
ggaccttgea
agattggtca
gaattggaac
aatcaccatt

catcactgat

<213> Virus de la fiebre amarilla

<400> 8

taggcgegece
catcctacaa
atggcactgt
tagtagctga
tagactcaac
acattategt

caataggaaa

<210>9
<211> 410
<212> ADN

agggtccctg
aatgtgcact
tgtgatgecag
tgatcttaca
caatgatgat
tgggacagga

gggaggtgge

gagggaggtg
gacaaaatgt
gtgaaagtge
goggcaatca
gaagtgetga
gattcacgtce

catecaccate

<213> Virus de la encefalitis japonesa

<400> 9

taggcgegece
gcatgtgtac
ttgtecattga
tcgegagect
cggettacag
atatcgtggt
cgctgggeaa

<210> 10
<211> 397
<212> ADN

agggtccctg
agaaaaattc
actcteoctac
caatgacatg
tgecaactca
tggaagggga

gggaggtgge

<213> Virus del Zika

<400> 10

gagggaggtg
tegttegega
tetgggagtyg
actcctgttg
aaggtgcotgg
gacaagcaga

catecaccate

ES 2 648 899 T3

tgaagggaac
acacaggtca
aagttcctat
ctgtcaacce
caccctttgg
ggcacaagte

gaccggtt

gogggtette
cttttgtcaa
caaaaggage
ataaaggcat
ttgaggtgaa
tcacttacca

accatcactg

gegggtctge
aaaatcogge
atggeoccctg
ggcggetggt
tagagatgga
tcaaccacca

accatcactg

aacctatgge
cggcactgtyg
ctegteagtyg
ttttgtttca
agactcatac

tggaagcage

agctttgaca
gaacccaact
ccectygcaag
tttggttaca
cccacetttt

gtggcacaaa

atgacecggtt

tctgaaagge
ggacactggt
caaaattceog
gacagtgaac
acceoaectte
ttggeacaga

atgacecggtt

43

gtetgttcaa
gtgttggaat
gcttcattga
gtggccacgyg
atagtggtgg

attggcaaag

ctcaagggga
gacactggec
attccagtga
gttaaccecca
ggagacagct

gagggaagct

acaacctatg
cacggaacag
attgtcteceg
ccetttgteg
ggagactect

gctggaagea

60

120

180

240

300

360

398

60

120

180

240

300

360

410

60

120

180

240

300

360

410



10

15

20

25

gegegecagy
cagoegtteac
tacagtacge
aaactctgac
agaactctaa
gagtcgggga
gaggtggcca

<210>11
<211> 385
<212> ADN

aggtggeggy
attcaccaag
agggacagat
cccagttggg
gatgatgctg
gaagaagatc

tcaccatcac

<213> Virus de Wesselbron

<400> 11

gcgcgccagy
ggatgtecctt
aagttacaac
cagaaaaccyg
tgttggtgga
ataaacttac

accatcacca

<210> 12
<211> 397
<212> ADN

aggtggeggg
tgctaagcaa
tggagcectecy
tggaagcgtce
gatcagtcoca
ataccactgg

tcactgatga

<213> Virus de Rocio

<400> 12

gcgcgcecagyg
acaaatttge
tacagtacge
atgatctcac
cggcacaaaa
gtacaggtee
gaggtggcca

<210>13
<211> 397
<212> ADN

aggtggcggy
ttttgecaag
tggttctgat
tcccatcgga
aattttgatt
caaccaggtg

tcaccatcac

tetettagat
atccoggetyg
ggaccetgea
aggctgataa
gaacttgate
acecatcact

catcactgat

ctcatcctga
ccagttgaga
tgcagaatte
atcacaacca
ccatttggag
caaagatcag

ccggt

tctctcaaaa
aacccagttg
gggccatgea
cgattggtga
gaactcgage
aaataccagt

catcactgat

<213> Virus de la encefalitis de Murray

<400> 13

ES 2 648 899 T3

tgaagggegt
aaacactgca
aggttccage
ccgctaacce
caccatttgg
ggcacaggag

gaccggt

aaggttcaac
cagaccatgg
cagtgattge
atcctattge
agagttacat

gaagcaccat

tcaaagggtc
acacaggaca
ggattccaat
cggtcaatcc
caccotttgyg
ggcataagte

gaccggt

gtcatactece
cgggacagtc
tcagatggeg
tgtaatcact
ggactcttac

tggcagecace

ctactcaatg
aacagcagtg
agcagattec
tgegtcaaac
catcegttggt

cgggaatgga

aacatacctg
cggcacaatc
caccatgacc
atttgttcece
gacatecotte

tggtagtgtg

44

ttgtgtaccg
acagtggagg
gtggacatge
gaaagcactg
attgtcatag

attggaaaag

tgcaaaagag
atgeagataa
atggcgggasa
aatgatgaag
aatggagatyg

ggtggccatce

atgtgcaagg
gtgacggagg
gagaacctac
tcatccgaga
atactggtgg

atcggaaaag

60

120

180

240

300

360

397

60

120

180

240

300

360

385

60

120

180

240

300

360

397
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15

20

25

gegegecagy
aaaaatttac
tgcagtacac
atgacatgac
ccaatgctaa
geaggggaga
gaggtggcca

<210> 14
<211> 397
<212> ADN

aggtggeggy
tttetcaaag
cgggagtgat
geoctgtcgga
agttctggtyg
caagcagatc

tcaccatcac

tetttgaaac
aatccageoyg
ggaccatgca
agaatggtga
gagattgaac
aatcaccact

catcactgat

ES 2 648 899 T3

tgaaaggaac
acaccggaca
aaattccaat
cagctaatcc
cacccttegyg
ggcataagga

gaccggt

<213> Virus de la encefalitis de Saint-Louis

<400> 14

gcgcgcecagyg
ctgettteac
tgcagtacac
tggacttgac
cgaacaacaa
gaagaggcac
gaggtggcca

<210> 15
<211> 579
<212> ADN

aggtggcggy
cttcagcaag
tggaagcaac
accagttgga
ggtcatgate
cacccagatc

tcaccatcac

<213> artificial

<220>

tctgttaaaa
aaccctgetg
ggaccatgece
agactggtca
gaagttgaac
aactaccact

catcactgat

tcaaggggac
acacagggca
gggttceccat
cggtcaatee
caccctttgy
ggcacaaaga

gaccggt

cacttatgyy
tggcacggta
atcctetgta
atatgtagect
agactcatac

gggtagttca

gacatatggt
tgggacagtg
ttctgtgact
ctttattage
cgactettac

gggaagcagc

<223> ADN que codifica SNAP original (contenido de G/C normal)

<400> 15

agatctgaca
gaactgtctg
goccgocgacg
atgoaggcoca
cctgtgecag
tggaaactge
ctggceggea
cccattetga
ggcgggceteg
gggctgggte

<210> 16
<211> 235
<212> PRT

aagactgcga
ggtgcgaaca
ccgtggaagt
cogectgget
ccctgcacca
tgaaagtggt
atcccgeege
teccectgeca
ccgtgaaaga

ctgcaggtat

<213> artificial

aatgaagcgce
gggcctgcac
gcctgecocca
caacgectac
cccagtgttc
gaagttcogga
caccgeogec
cecgggtggtyg
gtggctgetg

aggcgecgeea

accaccctgg
gagatcaagc
gcegecgtge
tttcaceage
cagcaggaga
gaggtcatca
gtgaaaaccyg
tctagctetg
gcccacgagyg

gggtceccta

atagccctct
tgctgggcaa
tgggcggace
ctgaggccat
gctttacceg
getaccagea
ccctgagegg
gcgeegtggg

gccacagact

45

atgtgcacag
gtactagaac
gcaagtctea
tcatcaactg
attgtggtag

attggcaaag

atgtgtgact
ategtggaac
gcaaacctca
acagggggag
ategtaegteg

attgggaagg

gggcaagcty
aggaacatct
agagccactg
cgaggagtte
ccaggtgctg
getggeaged
aaatccogtyg
gggctacgag

gggcaagcct

60

120

180

240

300

360

397

60

120

180

240

300

360

397

60

120

180

240

300

360

420

480

540

579



ES 2 648 899 T3

<220>
<223> Proteina N mutada del virus de Schmallenberg

<400> 16

Asp Ile Ser Ser Gln Phe Ile Phe Glu Asp Val Pro Gln Arg Asn Ala
1 5 10 15

Ala Thr Phe Asn Pro Glu Val Gly Tyr Val Ala Phe Ile Gly Lys Tyr
20 25 30

Gly Gln Gln Leu Asn Phe Gly Val Ala Arg Val Phe Phe Leu Asn Gln
35 40 45

Lys Lys Ala Lys Met Val Leu His Lys Thr Ala Gln Pro Ser Val Asp
50 55 60

Leu Thr Phe Gly Gly Val Lys Phe Thr Val Val Asn Asn His Phe Pro
65 70 75 80

Gln Tyr Val Ser Asn Pro Val Pro Asp Asn Ala Tle Thr Leu Hisg Arg
85 90 85

Met Ser Gly Tyr Leu Ala Arg Trp Ile Ala Asp Thr Cys Lys Ala Ser
100 105 110

Val Leu Lys Leu Ala Glu Ala Ser Ala Gln Tle Val Met Pro Leu Ala
115 120 125

Glu Val Lys Gly Cys Thr Trp Ala Asp Gly Tyr Thr Met Tyr Leu Gly
130 135 140

Phe Ala Pro Gly Ala Glu Met Phe Leu Asp Ala Phe Asp Phe Tyr Pro
145 150 155 160

Leu Val Ile Glu Met His Arg Val Leu Lys Asp Asn Met Asp Val Asn
165 170 175

Phe Met Lys Lys Val Leu Arg Gln Arg Tyr Gly Thr Met Thr Ala Glu
180 185 190

Glu Trp Met Thr Gln Lys Ile Thr Glu Ile Lys Ala Ala Phe Asn Ser
195 200 205

Val Gly Gln Leu Ala Trp Ala Lys Ser Gly Phe Ser Pro Ala Ala Arg
210 215 220

Thr Phe Leu Gln Gln Phe Gly Ile Asn Ile Pro
225 230 235

<210> 17
<211> 707
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia de ADN mutada que codifica la proteina N del virus de Schmallenberg

46
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<400> 17

gatatctcaa
ccggaggteg
gctagagtcet
ccaagtgteg
caatatgtct
ctagoacgtt
gctcagattyg
atgtatcttg
ctagttattyg
gtecteagee
gaaataaaag

cctgetgeta

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

gccaattcat
ggtatgtgge
tettecteaa
atcttacttt
caaateocctgt
ggattgctga
tcatgccect
gatttgcacc
aaatgcatag
aacgctatgg
ctgecttttaa

gaaccttctt

<213> mus musculus

<400> 18

Met Ala
1

Gly Lys

Leu Leu

35

Thr Pro

50

Gln Cys

Glu

Gly

Ser Phe

Glu

Met

Ser

Glu

Thr

Leu

Thr

Thr Cys

Glu
20

Leu
Gly Lys
Val Leu
Ala

Trp

Leu
85

Pro

Arg Gln

100

Lys

Ser

Thr

Gly

Leu

70

Pro

val

ttttgaagat
atttattggt
ccagaagaag
tggtggggte
gccagacaat
tacatgcaag
tgctgaggtt
tggggcegaa

ggtecteoaayg

aacaatgact
ttetgttgga

gcagcaatte

Met Lys

Gly

Cys

Asn
40

Pro

Gly Pro

55

Glu ala

Ala

Leu

Leu Trp

ES 2 648 899 T3

gtaccacaac
aagtatgggc
gccaagatgg
aaatttacag
gocattacac
goctagtgtce
aagggatgca
atgttccttg
gacaatatgg
goetgaagaat
cagettgoct

ggtatcaaca

Ser val

10

Tyr

Glu Arg
25

Gly

Thr Asp Pro

Glu Gly Val

Tyr Phe Arg

75

His Pro

90

His

Lys Leu ILeu

105

ggaatgcage
aacaactcaa
tecctacataa
tggttaataa
ttcacaggat
tcaaactage
cctgggocga
atgcttttga
atgtaaattt
ggatgactca
gggccaaato

tceeggg

Leu Asp

Leu His

Thr Glu

45

Pro Glu

60

Glu Pro

Val

Phe

Lys Val

47

Ser

Gly

Ala

Pro

Ala

Gln

val
110

tacatttaac
cttecggtgtt
gacggcacaa
ccatttteece
gteaggttat
tgaagctagt
tggttataca
cttctatcca
tatgaaaaaa
gaaaataaca

tggatteteot

Pro Leu

15

Ile Arg

Pro Ala
Leu Val
Ala

Thr

Gln
95

Asp

Lys Phe

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

707



10

Gly Glu Thr val Ser
115

Lys Ala Ala Arg Ala
130

Ile Leu Ile Pro Cys
145

His Tyr Ser Gly Gly
165

Glu Gly Ile Pro Thr
180

Gly Thr Trp Leu Lys
195

Gly arg Asn
210

<210> 19

<211> 209

<212> PRT

<213> Rattus norvegicus

<400> 19

Met Ala Glu Ile Cys
1 5

Gly Lys Ile Glu Leu
20

Phe lLeu Ser Gly Lys

Cys Pro Glu Val Leu
50

Gln Cys Thr Ala Trp

Glu Gly Leu Pro Leu
85

Ser Phe Thr Arg Gln
100

Tyr

val

His

150

Gly

Gly

Ser

Lys

Ser

Thr

Gly

Leu

70

Pro

val

Gln

Gly

135

Arg

Gln

Gln

Ser

Met

Gly

Pro

Gly

Glu

Ala

Leu

Gln

120

Gly

val

Ala

Pro

Phe
200

Lys

Cys

Asn

40

Pro

Ala

Leu

Trp

ES 2 648 899 T3

Leu

Ala

val

val

Ala

185

Glu

Tyr

Glu

25

Thr

Glu

Tyr

His

Lys
105

Ala

Met

Arg

Lys

170

Ser

Ser

Thr

10

Arg

Asp

Gly

Phe

His

30

Leu

Ala

Leu

Arg Ser

Ser

155

Glu

Lys

Thr

val

Gly

Pro

Val

His

75

Pro

Leu

140

Asp

Trp

Gly

Ser

Leu

Leu

Thr

Pro

60

Glu

Val

Lys

48

Ala

125

Asn

Gly

Leu

Leu

Ser
205

Asp

His

Glu

45

Glu

Pro

Phe

val

Gly

Pro

Ala

Leu

Gly

190

Glu

Ser

Gly

30

Ala

Pro

Ala

Gln

val
110

Asn

val

Ile

Ala

175

Leu

Pro

Pro

15

Ile

Pro

Leu

Ala

Gln

25

Lys

Pro

Pro

Gly

160

His

Thr

Ser

Leu

Arg

Ala

Val

Thr

Asp

Phe



10

15

Gly Glu

Met

VvVal Ser

115

Ala
130

Lys

Ile
145

Leu
Asn Tyr
Glu

Gly

Gly Ser

Ala

Ile

Ser

Ile

Trp

Arg Ala

Pro Cys

Tyr

val

His

Gln Gln

120

Gly
135

Gly

Arg Val

150

Gly Gly

165

Pro Thr

180

Leu Lys

185

Gly

<210> 20
<211> 963
<212> ADN

<213> artificial

<220>

Gly

Gly

Pro

Gln Thr

Gln

Pro

Phe
200

Ser

ES 2 648 899 T3

Leu Ala Ala

Ala Met Arg

Ile Ser

155

Arg

vVal Lys Glu

170

Ala
185

Ser Lys

Glu Ser Ser

Ala
125

Leu

Ser Asn

140

Asp Gly

Leu

Trp

Gly Leu

Gly Asn

Pro

Ala

Leu Ala

Gly

Pro

val Pro

Ile Gly

le0

His
175

Leu Ile

130

Pro
205

Ser

Lys

Pro Ser

<223> Secuencia de ADN que codifica SNAP — enlazador - DEN1 EDIII — enlazador - Histag

<400> 20
agatctgaca
gaactgtctg
gocecgecegacg
atgcaggccea
cctgtgeecag
tggaaactgce
ctggceggea
cccattctga
ggegggeteg
gggetgyggta
actttaaaag
gctgagacce
tgcaagatcc
acagccaatc
tttggtgaga
aagaaaggaa
gtt

<210> 21

aagactgcga
ggtgcgaaca
cegtggaagt
ccgecectgget
cecotgoacca
tgaaagtggt
atcccgecge
tcceectgeca
cegtgaaaga
ctgoaggtat
ggatgtcata
agcatggaac
ccttttcgac
ccatagttac
gctacatcat

gcagcatagg

aatgaagcgc
gggcctgcac
gecctgeecea
caacgcctac
cccagtgtte
gaagttcogga
caccgeccgec
ccgggtggtg
gtggetgetg
aggogogaca
tgtgatgtge
tgteectagtyg
ccaagatgag
tgacaaagaa
agtaggggca

gaaaggaggt

accaccctgg
gagatcaagc
gcegeegtge
tttecaccage
cagcaggaga
gaggtcatca
gtgaaaaccg
tctagctctg
goccacgagy
gggteocctgy
acaggctcat
caggttaaat

aaaggagtga

aaaccaatca

ggtgaaaaag

ggccatcace

atagccctet
tgctgggcaa
tgggeggace
ctgaggccat
gotttaceeg
gctaccagea
ccctgagegg
gcgceegtggg
gocacagact
agggaggtgy
ttaagectaga
acgaaggaac
cccagaatgg
acattgagac
ctttgaaact

atcaccatca

49

gggcaagctyg

aggaacatct
agagccactg
cgaggagttc
ccaggtgetg
gctggeoogeoo
aaatcccgtg
gggctacgag
gggcaagect
cgggtetetg
gaaggaagtg
agatgcgeca
gagattgata
agaaccacct
aagetggtte

ctgatgaceg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

200

960

963
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<211> 316

<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> SNAP - enlazador - DEN1 EDIII - enlazador - Histag

<400> 21

Arg Ser

1

Leu

Lys

Pro

Trp
65

<
)
|

Gln

Ser

Ala

Cys

145

Gly

Gly

Leu

Ala

50

Leu

g

val

Tyr

vVal

130

His

Leu

Asp

Lys

Gly

35

Ala

Asn

hE]
[aN
(]

Leu

Gln

115

Lys

Arg

Ala

Lys

Leu

20

Lys

Val

Bhla

-
o
¢

Trp

100

Gln

Thr

val

Val

Asp

Glu

Gly

Leu

Tyr

0

o L
[E

Lys

Leu

Ala

Val

Lys

Cys

Leu

Thr

Gly

Phe

Leu

Ala

Len

Ser

150

Glu

Glu

Ser

Ser

Gly

35

His

)
r
0

Leu

Ala

Ser

135

Ser

Trp

Met

Gly

Ala

40

Pro

Gln

Lys

Leu

120

Gly

Ser

Leu

ES 2 648 899 T3

Lys

Cys

25

Ala

Glu

Pro

105

Ala

Asn

Gly

Leu

Arg

10

Glu

Asp

Pro

Glu

w Gl

val

Gly

Pro

Ala

Ala

Thr

Gln

Ala

Leu

Lys

Agn

val

val

155

His

Thr

Gly

Val

Met

60

Ile

(7]

Phe

Pro

Pro

140

Gly

Glu

50

Leu

Leu

Glu

45

Gln

Glu

o

L2 ]

Gly

Ala

125

Ile

Gly

Gly

Asp

His

30

val

Ala

110

Ala

Leu

Tyr

His

Ser

15

Glu

Pro

Thr

FPhe

val

Thr

Ile

Glu

Arg

Pro

Ile

Ala

Ala

Pro

b

[+

Ile

Ala

Pro

Gly

160

Leu



ES 2 648 899 T3

165 170 175

Gly Lys Pro Gly Leu Gly Pro Ala Gly Ile Gly Ala Pro Gly Ser Leu
180 185 150

Glu Gly Gly Gly Gly Ser Leu Thr Leu Lys Gly Met Ser Tyr Val Met
1385 200 205

Cys Thr Gly Ser Phe Lys Leu Glu Lys Glu Val Ala Glu Thr Gln His
210 215 220

Gly Thr Val Leu Val Gln Val Lys Tyr Glu Gly Thr Asp Ala Pro Cys
225 230 235 240

Lys Ile Pro Phe Ser Thr Gln Asp Glu Lys Gly Val Thr Gln Asn Gly
245 250 255

Arg Leu Ile Thr Ala Asn Pro Ile Val Thr Asp Lys Glu Lys Pro Ile
260 265 270

Asn Ile Glu Thr Glu Pro Pro Phe Gly Glu Ser Tyr Ile Ile val Gly
275 280 285

Ala Gly Glu Lys Ala Leu Lys Leu Ser Trp Phe Lys Lys Gly Ser Ser
290 295 300

Ile Gly Lys Gly Gly Gly His His His His His His
305 310 315

<210> 22
<211>54
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia de ADN que codifica la secuencia de ssBiP

<400> 22

54 atgaagttat gcatattact ggccgtcgtg gectttgttg gectetcget cggg
<210> 23

<211> 66

<212> ADN

<213> artificial

<220>
<223> ADN artificial que codifica la secuencia sefial de BiP-like = péptido sefial de ssBiP de insecto + sefial de
DEN21prM del sitio de escision

<400> 23

atgaaactat gtattetact tgeagttgtt gogttegtag gattgtoctt acctacaget 60
ctggea 66

<210> 24
<211> 22
<212> PRT
<213> artificial
<220>

51



ES 2 648 899 T3

<223> Secuencia sefial de BiP-like = péptido sefial de ssBiP de insecto + sefial de DEN1prM del sitio de escision
<400> 24

Met Lys Leu Cys Ile Leu Leu Ala Val Val Ala Phe Val Gly Leu Ser
1 5 10 15

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

Leu Pro Thr Ala Leu Ala
20

<210> 25
<211>4
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia de aminoacidos del espaciador

<400> 25

Gly Gly Gly Ser
1

<210> 26
<211> 12
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia de ADN del espaciador

<400> 26

12 ggtggcggat ct

<210> 27
<211>6
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia de aminoacidos de HIS TAG

<400> 27

His His His His HKis His
1 5
<210> 28

<211> 18

<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia de ADN que codifica His Tag

<400> 28

18 catcatcatc atcatcat
<210> 29

<211> 21

<212> ADN

<213> artificial

<220>

52



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2 648 899 T3

<223> ADN que codifica el sitio 1 de escision de pro-TEV

<400> 29

21 gaaaacctgt acttccagag ¢

<210> 30
<211>21
<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> ADN que codifica el sitio 2 de escision de pro-TEV

<400> 30

21 gagaatctat attttcaagg g

<210> 31
<211> 530
<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> Secuencia de SNAP-like con contenido bajo de G/C

<400> 31
gacaaagact
agtggatgcg
gatgcagttg
gocacagect
ccegeccette
ttgotgaagg
ggtaaccccg
ctgatccett

ctggcagtta

<210> 32
<211>7
<212> PRT

<213> artificial

<220>

gcgaaatgaa
agcaaggatt
aagttccagce
ggcttaacge
accatcctgt
tggtcaagtt
cagctacagc
gtcacagagt

aggagtggct

aagaactaca
gcatgaaatt
accagcagct
atatttccac
gtttcagcag
tggtgaagtg
tgcegtgaaa
cgtttcatct

gctggectcat

<223> Sitio 1 de escision de pro-TEV

<400> 32

Glu Asn Leu Tyr Phe Gln Ser

1

<210> 33
<211>7
<212> PRT

<213> artificial

<220>

5

<223> Sitio 2 de escision de pro-TEV

<400> 33

ttggattcac
aagctactgg
gttcttggag
cagcctgagg
gagagcttca
atttcatate
actgctcteca
tccggagetg

gaaggtcata

cacttgggaa
gaaaaggaac
gtecctgagee
ccattgagga
cccgeecaggt
agcaacttge
gcggaaatce

taggtggcta

gacttggaaa

53

gttggaactg
ttctgctget
cctcatgeaa
atttccagte
cctgtggaaa
tgcattggee

tgtgcccate

tgaaggagga

60

120

180

240

300

360

420

480

530



10

15

20

25

Glu Asn Leu Tyr Phe Gln Gly

1

<210> 34
<211> 798
<212> ADN

5

<213> artificial

<220>

ES 2 648 899 T3

<223> Casete de ADN pDeSNAP Univ (BIPlike - SNAPlike- proTEV/Histag)

<400> 34

gatcgecgagce
tgteocttace
tggattcace
agctactggg
ttcttggagg
agcctgagge
agagcttcac
tttcatatca
ctgectcteag
ccggagetgt
aaggtcatag
taggtggcgy
agaatctata
cggtgecggee

<210> 35
<211> 1439
<212> ADN

tagcaccatg
tacagctetg
acttgggaag
aaaaggaact
tcctgagccce
cattgaggaa
ccgecaggte
gcaacttget
cggaaatcct
aggtggctat
acttggaaag
atccgaaaac

ttttcaaggg

gcaagctt

<213> artificial

<220>

<223> Casete de ADN pDeSNAP Univ +SBV.N (ssBIP - SNAPlike- SBV.N-proTEV/Histag)

<400> 35

aaactatgta
gcaagatctg
ttggaactga
tctgetgetg
ctcatgcaag
tttecagtee
ctgtggaaat
gcattggceg
gtgceccatece
gaaggaggac
cctgggetgg
ctgtacttce

cccggecggayg

ttctacttge
acaaagactg
gtggatgcga
atgcagttga
ccacagcctg
cageccttea
tgectgaaggt
gtaaccccge
tgatceccttg
tggcagttaa
gteotgetgg
agagcgatat

gtagtcacca

agttgttgeg
cgaaatgaaa
gcaaggattg
agttccagca
gcttaacgca
ccatcotgtyg
ggtcaagttt
agctacaget
tcacagagtc
ggagtggetg
tataggogog
cggaggtgga

tcatcaccat

54

ttcgtaggat
agaactacat
catgaaatta
ccagcagctg
tatttccacc
tttcagecagg
ggtgaagtga
gccgtgaaaa
gttteoatett
ctggctcatg
ccagggtece

ggcecgggag

cactaatgac

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

798



10

atgaagttat
gacaaagact
agtggatgeg
gatgeagttg
gccacagcect
cccgccctte
ttgctgaagg
ggtaaccceg
ctgatccett
ctggcagtta
ggtcctgetg
cagagcgata
tttaacccgg
ggtgttgcta
gcacaaccaa
tttoccccaat
ggttatctag
gctagtgctce
tatacaatgt
tatccactag
aaaaaagtcc
ataacagaaa
tteteteoctyg

ctatatttte

<210> 36
<211> 1480
<212> ADN

gcatattact
gcgaaatgaa
agcaaggatt
aagttocage
ggcttaacge
accatcctgt
tggtcaagtt
cagctacage
gtcacagagt
aggagtgget
gtataggecge
tctcaagcca
aggtcgggta
gagtcttctt
gtgtegatet
atgtctcaaa
cacgttggat
agattgtcat
atcttggatt
ttattgaaat
teocgecaady
taaaagctge
ctgctagaac

aagggcccgg

<213> artificial

<220>

ggccgtegty
aagaactaca
gcatgaaatt
accageaget
atatttccac
gtttcagcag
tggtgaagtg
tgccgtgaaa
agttteatet
getggetcat
gccagggteco
attcattttt
tgtggcattt
cctcaaccag
tacttttggt
tcetgtgeca
tgetgataca
gccccttget
tgcacctggg
gcatagggtc
ctatggaaca
ttttaattet

cttettgeag

cggaggtagt

ES 2 648 899 T3

gecectttgttg
ttggattcac
aagctactgg
gttottggag
cagcctgagg
gagagcttca
atttcatatc
actgctctca
taceggagety
gaaggtcata
ctaggtggeg
gaagatgtac
attggtaagt
aagaaggcca
ggggtcaaat
gacaatgcca
tgcaaggeta
gaggttaagy
gccgaaatgt
ctcaaggaca
atgactgetg
gttggacage
caattecggta

caccatcatc

gecctoctoget
cacttgggaa
gaaaaggaac
gtoctgagee
ccattgagga
cccgocaggt
agcaacttgc
gcggaaatce
taggtggcta
gacttggaaa
gatccgaaaa
cacaacggaa
atgggcaaca
agatggtcct
ttacagtggt
ttacacttca
gtgtoctcaa
gatgcacctg
tecttgatge
atatggatgt
aagaatggat
ttgectggge
tcaacatecce

accatcacta

cgggagatcet
gttggaactg
tteotgetget
cctcatgeaa
atttcecagte
cctgtggaaa
tgcattggcee
tgtgecceate
tgaaggagga
gectgggetg
cctgtactte
tgcagctaca
actcaacttc
acataagacg
taataaccat
caggatgtca
actagetgaa
ggccgatggt
ttttgacttc
aaattttatg
gactcagaaa
caaatctgga
gggagagaat

atgacecggt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

9200

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1439

<223> Casete de ADN pDeSNAP Univ +SBV.N (BIPlike - SNAPlike-SBV.N -proTEV/Histag)

<400> 36

55



10

15

tcéégag&fa
tccttaccta
gattcaccac
ctactgggaa
cttggaggtc
cctgaggecca
agcttcacce
tcatatcagc
gctctecageg
ggagctgtag
ggtcatagac
ggtggcggat
gatgtaccac
ggtaagtatg
aaggccaaga
gtcaaattta
aatgccatta
aaggctagtg
gttaagggat
gaaatgttcc
aaggacaata
actgctgaag
ggacagcettg
ttcggtatea

catcatcace

<210> 37
<211>18
<212> PRT

<213> artificial

<220>

gcaccatgaa
cagctctggc
ttgggaagtt
aaggaacttc
ctgagccect
ttgaggaatt
gccaggtect
aacttgctgc
gaaatcctgt
gtggctatga
ttggaaagec
ccgaaaacct
aacggaatgc
ggcaacaact
tggtcctaca
cagtggttaa
cacttcacag
tectcaaact
gcacctggge
ttgatgcttt
tggatgtaaa
aatggatgac
cctgggeocaa
acatcccggg

atcactaatg

actatgtatt
aagatctgac
ggaactgagt
tgctgctgat
catgcaagcc
tecagtceoee
gtggaaattg
attggccggt
gcccatecctg
aggaggactg
tgggetgggt
gtacttccag
agctacattt
caactteggt
taagacggca
taaccatttt
gatgtcaggt
agctgaagcet
cgatggttat
tgacttetat
ttttatgaaa
tcagaaaata
atctggattce
agagaatcta

accggtgegg

ES 2 648 899 T3

ctacttgcag
aaagactgcg
ggatgcgaga
gcagttgaag
acagcctgge
gcecttecace
ctgaaggtgg
aaccccgeag
atccettgte
gcagttaagg
cctgetggta
agcgatatct
aacccggagyg
gttgctagag
caaccaagtg
cceccaatatg
tatctagcac
agtgctcaga
acaatgtatc
ccactagtta
aaagtcctcc
acagaaataa
toteooctgetyg
tattttcaag

cegoaagett

ttgttgcgtt
aaatgaaaag
aaggattgca
ttcecagcace
ttaacgcata
atcctgtgtt
tcaagtttgg
ctacagctgce
acagagtegt
agtggectget
taggegegec
caagccaatt
tcgggtatgt
tettettect
tcgatcttac
tctcaaatec
gttggattge
ttgtecatgece
ttggatttge
ttgaaatgca
gccaacgcta
aagctgettt
ctagaacctt

ggeceggegyg

<223> Secuencia de aminoacidos de la secuencia de ssBiP

<400> 37

cgtaggattg
aactacattg
tgaaattaag
agcagctgtt
tttccaccag
tcagcaggag
tgaagtgatt
cgtgaaaact
ttcatcttce
ggctcatgaa
agggtcecta
catttttgaa
ggcatttatt
caaccagaag
ttttggtggg
tgtgccagac
tgatacatgc
ccttgetgag
acctggggce
tagggtectc
tggaacaatg
taattctgtt
cttgeageaa

aggtagtecac

Met Lys Leu Cys Ile Leu Leu Ala Val Val Ala Phe Val Gly Leu Ser

1

Leu Gly

<210> 38
<211>17
<212> PRT

5

10

<213> Cepa IS-98-ST1 del virus del Nilo Occidental

56

15

60

120

130

240

300

360

420

480

540

€600

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1480
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<400> 38

Met Val val Phe Val val Leu Leu Leu Leu Val Ala Pro Ala Tyr Ser
1 5 10 15

Leu

<210> 39

<211>5

<212> PRT

<213> Virus del dengue

<400> 39

Pro Thr Ala Leu Ala
1 5

<210> 40
<211>6
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Sitio de escisiéon de enterocinasa

<400> 40

Asp Asp Asp Asp Lys Asp
1 5

<210> 41

<211> 480

<212> PRT

<213> artificial

<220>
<223> Secuencia de aminoacidos de BiPlike+SNAPIike+proTEV+SBV.N+proTEV+Histag

<400> 41

57



Met

Leu

Thr

Gln

Asp

Pro

Glu

Gln

val

Gly

145

Pro

Ala

Ala

Ile

Gln
225

Lys

Pro

Thr

Gly

50

Ala

Leu

Ala

Gln

Lys

130

Asn

val

Val

His

Gly

210

Ser

Leu

Thr

Leu

35

Leu

Val

Met

Ile

Glu

115

Phe

Pro

Pro

Gly

Glu

195

Ala

Asp

Cys

Ala

20

Asp

His

Glu

Gln

Glu

100

Ser

Gly

Ala

Ile

Gly

180

Gly

Pro

Tle

Ile

Leu

Ser

Glu

val

Ala

85

Glu

Phe

Glu

Ala

Leu

165

Tyr

His

Gly

Ser

Leu

Ala

Pro

Ile

Fro

Thr

Phe

Thr

Val

Thr

150

Ile

Glu

Arg

Ser

Ser
230

Leu

Leu

Lys

55

aAla

Ala

Pro

Arg

Ile

135

Ala

Pro

Gly

Leu

Leu

215

Gln

Ala

Ser

Gly

40

Leu

Pro

Trp

val

Gln

120

Ser

Ala

Cys

Gly

Gly

200

Gly

Phe

ES 2 648 899 T3

val

Asp

Lys

Leu

Ala

Leu

Pro

105

Val

Tyr

val

His

Leu

185

Lys

Gly

Tle

val

10

Lys

Leu

Gly

Ala

Asn

30

Ala

Leu

Gln

Lys

Arg

170

Ala

Pro

Gly

Phe

Ala Phe

Asp Cys

Glu Leu

Lys Gly

60

val Leu

Ala Tyr

Leu His

Trp Lys

Gln Leu

140

Thr Ala
155

val val

Val Lys

Gly Leu

Ser Glu

220

Glu Asp
235

58

val

Glu

Ser

45

Thr

Gly

Phe

His

Leu

125

Ala

Leu

Ser

Glu

Gly

205

Asn

Val

Gly

Met

30

Gly

Ser

Gly

His

Pro

110

Leu

Ala

Ser

Ser

Trp

130

Pro

Leu

Pro

Leu

15

Lys

Cys

Ala

Pro

Gln

85

Val

Lys

Leu

Gly

Ser

175

Leu

Ala

Tyr

Gln

Ser

Arg

Glu

Ala

Glu

Pro

Phe

Val

Ala

Asn

160

Gly

Leu

Gly

Phe

Arg
240
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Asn Ala Ala Thr Phe Asn Pro Glu Val Gly Tyr Val Ala Phe Ile Gly
245 250 255

Lys Tyr Gly Gln Gln Leu Asn Phe Gly Val Ala Arg Val Phe Phe Leu
260 265 270

Asn Gln Lys Lys Ala Lys Met Val Leu His Lys Thr Ala Gln Pro Ser
275 280 285

Val Asp Leu Thr Phe Gly Gly Val Lys Phe Thr Vval Val Asn Asn His
290 295 300

Phe Pro Gln Tyr Val Ser Asn Pro Val Pro Asp Asn Ala Ile Thr Leu
305 310 315 320

His Arg Met Ser Gly Tyr Leu Ala Arg Trp Ile Ala Asp Thr Cys Lys
325 330 335

Ala Ser Val Leu Lys Leu Ala Glu Ala Ser Ala Gln Ile Val Met Pro
340 345 350

Leu Ala Glu Val Lys Gly Cys Thr Trp Ala Asp Gly Tyr Thr Met Tyr
355 360 365

Leu Gly Phe Ala Pro Gly Ala Glu Met Phe Leu Asp Ala Phe Asp Phe
370 375 380

Tyr Pro Leu Val Ile Glu Met His Arg Val Leu Lys Asp Asn Met Asp
385 390 395 400

Val Asn Phe Met Lys Lys Val Leu Arg Gln Arg Tyr Gly Thr Met Thr
405 410 415

Ala Glu Glu Trp Met Thr Gln Lys Ile Thr Glu Ile Lys Ala Ala Phe
420 425 430

Asn Ser Val Gly Gln Leu Ala Trp Ala Lys Ser Gly Phe Ser Pro Ala
435 440 445

Ala Arg Thr Phe Leu Gln Gln Phe Gly Ile Asn Ile Pro Gly Glu Asn
450 455 460

Leu Tyr Phe Gln Gly Pro Gly Gly Gly Ser His His His His His His
465 470 475 480

<210> 42
<211> 438
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia de aminoacidos de la proteina de fusion SNAP+SCHM.N (sin BiPlike + HisTag

<400> 42

59



Arg

Leu

Lys

Ala

Ala

65

Pro

Arg

Ile

Ala

Pro

145

Gly

Leu

Leu

Gln

Ser

Gly

Leu

Pro

50

Trp

val

Gln

Ser

Ala

130

Cys

Gly

Gly

Gly

Phe
210

Asp

Lys

Leu

35

Ala

Leu

Pro

Val

Tyr

115

Val

His

Leu

Lys

Gly

195

Ile

Lys

Leu

20

Gly

Ala

Asn

Ala

Leu

100

Gln

Lys

Arg

Ala

Pro

180

Gly

Phe

Asp

Glu

Lys

val

Ala

Leau

85

Trp

Gln

Thr

val

Val

165

Gly

Ser

Glu

Cys

Leu

Gly

Leu

Tyr

70

His

Lys

Leu

Ala

val

150

Lys

Leu

Glu

Asp

Glu

Ser

Thr

Gly

55

Phe

His

Leu

Ala

Leu

135

Ser

Glu

Gly

Asn

val
215

Met

Gly

Ser

40

Gly

His

Pro

Leu

Ala

120

Ser

Ser

Trp

Pro

Leu

200

Pro

ES 2 648 899 T3

Lys

Cys

25

Ala

Pro

Gln

Val

Lys

105

Leu

Gly

Ser

Leu

Ala

185

Tyr

Gln

Arg

10

Glu

Ala

Glu

Pro

Phe

90

Val

Ala

Asn

Gly

Leu

170

Gly

Phe

Arg

Thr

Gln

Asp

Pro

Glu

75

Gln

Val

Gly

Pro

Ala

155

Ala

Ile

Gln

Asn

Thr

Gly

Ala

Leu

60

Ala

Gln

Lys

Asn

val

140

val

His

Gly

Ser

Ala
220

60

Leu

Leu

val

45

Met

Ile

Glu

Phe

Pro

125

Pro

Gly

Glu

Ala

Asp

205

Ala

Asp

His

30

Glu

Gln

Glu

Ser

Gly

110

Ala

Ile

Gly

Gly

Pro

130

Tle

Thr

Ser

15

Glu

val

Ala

Glu

Phe

85

Glu

Ala

Leu

Tyr

His

175

Gly

Ser

Phe

Pro

Ile

Pro

Thr

Phe

80

Thr

Val

Thr

Ile

Glu

160

Arg

Ser

Ser

Asn



10

Pro

225

Asn

Met

Gly

Asn

Leu

305

Ala

Cys

Ala

Met

val

385

Gln

Ala

Gln

Glu

Phe

val

val

Pro

290

Ala

Glu

Thr

Glu

His

370

Leu

Lys

Trp

Phe

<210> 43
<211> 4194
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> pMT/BiP/SNAP-Histag con casete DeSNAP Univ

<400> 43

val

Gly

Leu

Lys

275

val

Arg

Ala

Trp

Met

355

Arg

Arg

Ile

Ala

Gly
435

Gly

val

His

260

Phe

Pro

Trp

Ser

Ala

340

Phe

val

Gln

Thr

Lys

420

Tle

Tyr

Ala

245

Lys

Thr

Asp

Ile

Ala

325

Asp

Leu

Leu

Arg

Glu

405

Ser

Asn

val

230

Arg

Thr

Val

Asn

Ala

310

Gln

Gly

Asp

Lys

Tyr

390

Ile

Gly

Tle

Ala

val

Ala

val

Ala

295

Asp

Ile

Tyr

Ala

Asp

378

Gly

Lys

Phe

Phe

Phe

Gln

Asn

280

Ile

Thr

Val

Thr

Phe

360

Asn

Thr

Ala

Ser

ES 2 648 899 T3

Ile

Phe

Pro

265

Asn

Thr

Cys

Met

Met

345

Asp

Met

Met

Ala

Pro
425

Gly

Leu

250

Ser

His

Leu

Lys

Pro

330

Tyr

Phe

Asp

Thr

Phe

410

Ala

Lys Tyr
235

Asn Gln

Vval Asp

Phe Pro

His Arg

300

Ala Ser
315

Leu Ala

Leu Gly

Tyr Pro

val Asn

380

Ala Glu
395

Asn Ser

Ala Arg

61

Gly

Lys

Leu

Gln

285

Met

VvVal

Glu

Phe

Leu

365

Phe

Glu

Val

Thr

Gln

Lys

Thr

270

Tyr

Ser

Leu

Val

Ala

350

val

Met

Trp

Gly

Phe
430

Gln

Ala

255

Phe

val

Gly

Lys

Lys

335

Pro

Ile

Lys

Met

Gln

415

Leu

Leu

240

Lys

Gly

Ser

Tyr

Leu

320

Gly

Gly

Glu

Lys

Thr

400

Leu

Gln



tcgegegttet
cagcttgtcet
ttggcgggtg
accatatgeg
attcgcocatt
tacgccagct
tttccecagte
caggatgtgg
gataagagac
acgcaagtaa
caagteocccea
acgtctccac
acccgtgtgt
atcagttgtg
cgatcetcaat
cgggagatct
gttggaactg
ttetgetget
cctecatgecaa
atttccagte
cctgtggaaa
tgecattggee
tgtgcecate
tgaaggagga
gcctgggctg
cctgtactte
gcccggegga
cattgagttt
tcagectaga

actagaatgce

cggtgatgac
gtaagcggat
teggggcetgg
gtgtgaaata
caggctgege
ggcgaaaggg
acgacgttgt
tgcccogatgt
ccagaactcc
gagtgcctgco
aagtggagaa
tcgaatttgg
aaagccgcgt
gtcagcagca
atgaagttat
gacaaagact
agtggatgcg
gatgcagttg
gocacagect
ccegeectte
ttgctgaagg
ggtaaccceg
ctgatecett
ctggcagtta
ggtcctgctg
cagagcgata
ggtagtcacc
aaacccgetg
tcgaggatec

agtgaaaaaa

ggtgaaaacc
gccgggagea
cttaactatg
cogeacagat
aactgttggg
ggatgtgctg
aaaacgacgg
gactagctct
ggccccocac
gcatgeccceca
ccgaaccaat
agceggecgg
ttccaaaatg
aaatcaagtg
gcatattact
gcegaaatgaa
agcaaggatt
aagttecage
ggcttaacge
accatcetgt
tggtcaagtt
cagctacage
gtcacagagt
aggagtggct
gtataggcgc
teggaggtgg
atcatcacca
atcageccteg
agacatgata

atgctttatt

ES 2 648 899 T3

tctgacacat
gacaagcccg
cggcatcaga
gcgtaaggag
aagggcegate
caaggcgatt
ccagtgecag
ttgotgecagg
cgeceaccgo
tgtgcceocac
tcttegeggg
cgtgtgcaaa
tataaaaccg
aatcatctca
ggccgtegtyg
aagaactaca
gcatgaaatt
accageaget
atatttecac
gtttcagcag
tggtgaagtg
tgccgtgaaa
cgttteatet
gctggectcat
gccagggtcc
aggceccggga
tcactaatga
actgtgeett
agatacattg

tgtgaaattt

gcagctcecg
tcagggegcg
gcagattgta
aaaataccgce
ggtgegggcece
aagttgggta
tgaattttaa
cogtectate
cacccccata
caagagtttt
cagaacaaaa
agaggtgaat
agagcatctg
gtgcaactaa
goctttgttg
ttggatteac
aagctactgg
gttettggag
cagcctgagyg
gagagctteca
atttcatatc
actgctectca
tecggagetyg
gaaggtcata
ctaggtggcg
gagaatctat
ccggtcatca
ctaaggcctg
atgagtttgg

gtgatgctat

62

gagacggtca
tcagcgggtyg
ctgagagtgc
atcaggegec
tettegetat
acgccagggt
cgttgcagga
ctetggttee
catatgtggt
gcatccecata
gettetgeac
cgaacgaaaqg
gccaatgtge
aggggggatc
gecteteget
cacttgggaa
gaaaaggaac
gtectgageo
ccattgagga
ccegecaggt
agcaacttge
gcggaaatcco
taggtggeta
gacttggaaa
gatccgaaaa
attttcaagg
tcaccatcac
agctcgetga
acaaacegaca

tgetttattt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

500

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800



gtaaccatta
caggttcagy
atggctgatt
ctgtttoctg
ataaagtgta
tcactgeeceyg
cgegegggga
ctgegetegg
ttatccacag
gccaggaacc
gagcatcaca
taccaggegt
accggatacc
tgtaggtatc
cccgtteage
agacacgact
gtaggeggtyg
gtatttggta
tgatccggea
acgcgcagaa
cagtggaacg
acctagatcc
acttggtctg
tttoegttcat
ttaccatctg
ttatcagcaa
tecgacteca
aatagtttge
ggtatggctt
ttgtgcaaaa
gcagtgttat

gtaagatgct

taagctgecaa
gggaggtgtyg
atgatcagtc
tgtgaaattg
aagcctgggg
cttteccagte
gaggcggttt
tegttegget
aatcagggga
gtaaaaaggc
aaaatcgacg
ttceoecetgg
tgtcecgectt
tcagtteggt
ccgaccgctg
tatcgcecact
ctacagagtt
tctgegetet
aacaaaccac
aaaaaggatc
aaaactcacg
ttttaaatta
acagttacca
ccatagttge
gceccagtge
taaaccagcc
tacagtotat
gcaacgttgt
cattcagctc
aagcggttag
cactcatggt

tttctgtgac

taaacaagtt
ggaggttttt
gacctgeagg
ttatecegete
tgcctaatga
gggaaacctg
gcgtattggg
gcggcgageg
taacgcagga
cgegttgetg
ctcaagtcag
aagctcecte
tctoectteg
gtaggtegtt
cgcecttateo
ggcagcagec
cttgaagtgg
getgaagceca
cgctggtage
tcaagaagat
ttaagggatt
aaaatgaagt
atgcttaatc
ctgactocee
tgcaatgata
ageccggaagy
taattgttge
tgaecattget
cggttcccaa
ctecttoggt

tatggeagea

tggtgagtac
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aacaacaaca
taaagcaagt
catgcaagct
acaattceac
gtgagctaac
tegtgecage
cgectectteeg
gtatecagete
aagaacatgt
gogttttteo
aggtggcgaa
gtgegetete
ggaagcegtgg
cgctececaage
ggtaactatc
actggtaaca
tggectaact
gttacettceg
ggtggttttt
cetttgateot
ttggtcatga
tttaaatcaa
agtgaggcac
gtegtgtaga
ccgcgagace
gcogagegea
cgggaageta
acaggeateg
cgatcaaggc
cctocgateg
ctgeataatt

tcaaccaagt

attgcattca
aaaacctcta
tggcgtaatc
acaacatacg
tcacattaat
tgcattaatg
cttececteget
actcaaagge
gagcaaaagg
ataggctceg
acccgacagg
ctgttecgac
cgctttotca
tgggctgtgt
gtcttgagtc
ggattagcag
acggctacac
gaaaaagagt
ttgtttgoaa
tttcetacggg
gattatcaaa
tctaaagtat
ctatctcage
taactacgat
cacgctcace
gaagtggtce
gagtaagtag
tggtgtcacy
gagttacatg
ttgtcagaag
ctettactgt

cattctgaga

63

ttttatgttt
caaatgtggt
atggtcatag
agceggaage
tgegttgege
aatcggccaa
cactgactcg
ggtaatacgg
ccagcaaaaqg
cccecctgac
actataaaga
cctgeecgett
tagctcacge
gcacgaaccc
caacccggta
agcgaggtat
tagaaggaca
tggtagectct
gcagcagatt
gtotgacget
aaggatctte
atatgagtaa
gatctgtcta
acgggagygge
ggctcecagat
tgcaacttta
ttagecagtt
ctegtegttt
atcccecatyg
taagttggee
catgacatce

atagtgtatg

1860
1820
1580
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660

3720
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cggcgacega
actttaaaag
ccgetgttga
tttactttea
ggaataaggg
agcatttatc
aaacaaatag

attattatca

<210> 44
<211> 3458
<212> ADN

<213> artificial

<220>

gttgctcttg
tgotcatecat
gatccagtte
ccagegttte
cgacacggaa
agggttattyg
gggttecgeg

tgacattaac

cceggegtca
tggaaaacgt
gatgtaaccc
tgggtgagea
atgttgaata
tcteatgage
cacattteee

ctataaaaat

<223> pUC57 sin casete DeSNAP Univ

<400> 44

tcgeocgegttt
cagcttgtct
ttggegggtg
accatatgeg
attoegecatt
tacgccaget
ttteccagte
tgecatctaga
taggattgte
ctacattgga
aaattaagcet
cagctgttet
tacaccagece
agcaggagag
aagtgattte
tgaaaactge
catectteoegg

ctcatgaagyg

cggtgatgac
gtaagcggat
tcggggetgg
gtgtgaaata
caggetgege
ggcgaaaggg
acgacgttgt
tegagetage
cttacctaca
tteaccactt
actgggaaaa
tggaggtect
tgaggccatt
cttecaccege
atatcagcaa
tetecagegga
agoetgtaggt

tcatagactt

ggtgaaaacc
gccgggagea
cttaactatg
cegeacagat
aactgttggg
ggatgtgctg
aaaacgacgg
accatgaaac
getetggeoaa
gggaagttgy
ggaacttctg
gagcecctea
gaggaatttce
caggtcatgt
cttgetgeat
aatcctgtge
ggctatgaag

ggaaagectg
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atacgggata
tottogggge
actcegtgeac
aaaacaggaa
ctcatactet
ggatacatat
cgaaaagtge

aggcgtatca

tctgacacat
gacaagcccg
cggcatcaga
gocgtaaggag
aagggcgata
caaggcgatt
ccagtgaatt
tatgtattet
gatctgacaa
aactgagtgg
ctgetgatge
tgcaageccac
cagtcoceege
ggaaattget
tggecggtaa
ccatcctgat
gaggactgge

ggctgggtee

ataccgcgec
gaaaactectc
ccaactgatc
ggcaaaatge
tecetttttea
ttgaatgtat
cacctgacgt

cgaggecctt

gcagctcoceceg
tcagggcgeg
gcagattgta
aaaataccgc
ggtgegggec
aagttgggta
cgagctaggt
acttgeagtt
agactgcgaa
atgogagcaa
agttgaagtt
agecctggett
ccttcaceat
gaaggtggte
cecocgeaget
cccttgteac
agttaaggag

tgctggtata

64

acatagcaga
aaggatctta
ttcageatct
cgcaaaaaaq
atattattga
ttagaaaaat
ctaagaaacc

tegt

gagacggtca
tcagecgggtyg
ctgagagtge
atcaggecgece
tcttegetat
acgccagggt
acctcgcogaa
gttgegtteg
atgaaaagaa
ggattgeatg
ccagcaccag
aacgcatatt
cetgtgttte
aagtttggtyg
acagctgecg
agagtcgttt
tggctgetgg

ggcgcgccag

3780

38490

3300

3360

4020

4080

4149

4194

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080



ggtccctagg
cgggagagaa
aatgaccggt
ttgttatceg
gggtgcctaa
gtecgggaaac
tttgcgtatt
gctgeggega
ggataacgca
ggccgegttg
acgctcaagt
tggaagectce
ctttcteect
ggtgtaggtc
ctgcgeoeotta
actggcagca
gttettgaag
tctgectgaag
caccgetggt
atctcaagaa
acgttaaggg
ttaaaaatga
ccaatgctta
tgectgacte
tgctgcaatg
gccagcogga
tattaattgt
tgttgeocatt
ctecggttcc
tagctectte

ggttatggea

gactggtgag

tggecggatee
tctatatttt
goggecgeaa
ctcacaatte
tgagtgagct
ctgtegtgec
gggcgctctt
geggtateag
ggaaagaaca
ctggegtttt
cagaggtgge
ctcgtgeget
tcgggaageg
gttcgcteca
tcoggtaact
gccactggta
tggtggocta
ccagttacct
ageggtggtt
gatcectttga
attttggtca
agttttaaat
atcagtgagy
cocgtaegtgt
ataccgcgag
agggccgage
tgecgggaag
gctacaggcoa
caacgatcaa
ggtccteoega
gcactgeata

tactcaacca

gaaaacctgt
caagggcecey
gettggegta
cacacaacat
aactcacatt
agctgcatta
cegcttecte
ctcactcaaa
tgtgagcaaa
teccatagget
gaaacccgac
ctecctgttec
tggcgctttc
agctgggctg
atcgtcttga
acaggattag
actacggcta
tecggaaaaag
tttttgtttg
tettttetac
tgagattatc
caatctaaag
cacctatctc
agataactac
acccacgetc
gcagaagtgg
ctagagtaag
tegtggbgte
ggcgagttac
tegttgtcag
attectettac

agtcattctg
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actteccagag
gcggaggtay
atcatggtca
acgagecgga
aattgecgttg
atgaatcgge
gctecactgac
ggcggtaata
aggccagcaa
ccgecccect
aggactataa
gaccetgeeg
tcatagctca
tgtgcacgaa
gtccaacccg
cagagcgagg
cactagaaga
agttggtage
caagcagcag
ggggtcetgac
aaaaaggatc
tatatatgag
agcgatctgt
gatacgggag
accggeotcoca
tcctgeaact
tagttegeoca
acgetegteg
atgatccccec
aagtaagttg
tgtecatgeoea

agaatagtgt

cgatatcgga
tcaccatcat
tagectgtttc
agcataaagt
cgctcactge
caacgegegyg
tecgectgeget
cggttateca
aaggccagga
gacgagcatc
agataccagg
cttaccggat
cgetgtaggt
cceccecegtte
gtaagacacg
tatgtaggcg
acagtatttg
tecttgateeg
attacgcgca
gectcagtgga
ttcacctaga
taaacttggt
ctatttcgtt
ggekbtaccat
gatttatcag
ttatcegect
gttaatagtt
tttggtatygg
atgttgtgca
gecegeagtgt
tcegtaagat

atgcggcgac

65

ggtggaggee
caccatcact
ctgtgtgaaa
gtaaagectg
ccgettteca
ggagaggcegg
cggtegtteg
cagaatcagg
accgtaaaaa
acaaaaatcyg
cgttteeocce
acctgtecge
atctcagttc
agceccgaccyg
acttatcgec
gtgctacaga
gtatctgege
gcaaacaaac
gaaaaaaagg
acgaaaactce
tccocttttaaa
ctgacagtta
catccatagt
ctggecacayg
caataaacca
ccatcecagtce
tgogeaacgt
ctteattecag
aaaaagcggt
tatcactcat
getttteotgt

cgagttgete

1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1820
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940

3000
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ttgccecggeg
cattggaaaa
ttegatgtaa
ttetgggtga
gaaatgttga
ttgtctcaty
gegeacattt

aacctataaa

<210> 45
<211> 6365
<212> ADN

tcaatacggg
cgttcttegg
cccactegtg
gcaaaaacag
atactecatac
agcggataca
cccogaaaag

aataggcgta

<213> artificial

<220>

ataataccgce
ggcgaaaact
cacccaactyg
gaaggcaaaa
tcttectttt
tatttgaatg
tgccacctga

tcacgaggee

<223> pcADN3 con casete DeSNAP Univ

<400> 45

gacggatcgg
ccgecatagtt
cgagcaaaat
ttagggttag
gattattgac
tggagtteceg
ccacgeccatt
attgacgtca
atcatatgec
atgoccagta
taegotattac
actcacgggg
aaaatcaacg
gtaggegtgt
ctgettactg
accatgaaac
gotetggeaa

gggaagttgyg

gagatctcce
aagccagtat
ttaagectaca
gegttttgeg
tagttattaa
cgttacataa
gacgtcaata
atgggtggag
aagtacgece
catgacctta
catggtgatg
atttccaagt
ggactttcca
acggtgggag
gettatcgaa
tatgtattet
gatctgacaa

aactgagtgg

gatcccetat
ctgctcectg
acaaggcaag
ctgettegeg
tagtaatcaa
cttacggtaa
atgacgtatg
tatttaecggt
cctattgacg
tgggacttte
cggttttgge
cteecacccea
aaatgtegta
gtetatataa
attaatacga
acttgecagtt
agactgcgaa

atgcgagcaa
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gccacatage
ctcaaggate
atctteagea
tgcegeaaaa
tcaatattat
tatttagaaa
cgtctaagaa

ctttcgte

ggtgcactct
cttgtgtgtt
goettgacaga
atgtacggge
ttacggggte
atggccegee
ttceccatagt
aaactgeococa
tcaatgacgyg
ctacttggea
agtacatcaa
ttgacgtcaa
acaactcege
goagagatet
ctcactatag
gttgegtteg
atgaaaagaa

ggattgcatg

agaactttaa
ttacegetgt
tcttttactt
aagggaataa
tgaagcattt
aataaacaaa

accattatta

cagtacaatc
ggaggtcget
caattgeatg
cagatatacg
attagttcat
tggctgaceg
aacgccaata
cttggeagta
taaatggecc
gtacatctac
tgggcegtgga
tgggagtttg
cecattgacyg
ctggetaact
ggagacceaa
taggattgtc
ctacattgga

aaattaaget

66

aagtgctcat
tgagatccag
tcaccagegt
gggcgacacyg
atcagggtta

taggggttce

tcatgacatt

tgctctgatg
gagtagtgceg
aagaatctge
cgttgacatt
agcccatata
cccaacgace
gggactttee
catcaagtgt
gcctggeatt
gtattagtea
tageggtttyg
ttttggeacce
caaatgggceg
agagaaccoca
goetggetage
cttacctaca
ttcaccactt

actgggaaaa

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3458

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080



ggaacttectg
gagccectca
gaggaatttc
caggtectgt
cttgctgeat
aatcctgtge
ggctatgaag
ggaaagcctg
gaaaacctgt
caagggcccg
gettggtace
cagtggegge
ccttctagtt
ggtgccactc
aggtgtecatt
gacaatagca
agotgggget
gtggtggtta
gcotttotteo
gggctecctt
tagggtgatg
ttggagtcca
atctcggtct
aatgagctga
ggtgtggaaa
agtcagcaac
tgecatctcaa
ctaocgoocag
aggccygaygyc
gectaggett
acgtgatgaa

tocgacagegt

ctgetgatge
tgcaagceac
cagtccocge
ggaaattget
tggccggtaa
ccatcctgat
gaggactggc
ggetgggtoc
acttccagag
gcggaggtag
gagctoggat
cgctegagte
gccageecate
ccactgtect
ctattctggg
ggcatgctgg
ctagggggta
cgegeagegt
cttectttet
tagggtteceg
gttcacgtag
cgttectttaa
attcttttga
tttaacaaaa
gtcecccagge
caggtgtgga
ttagtcagea
ttecgecoecat
cgecctctgec
ttgcaaaaag
aaagcctgaa

ctccgacctg

agttgaagtt
agcctggett
cettcaccat
gaaggtggte
ccccgcaget
cecttgteac
agttaaggag
tgetggtata
cgatatcgga
tecaccatcat
ccactagtee
tagagggcec
tgttgtttge
ttcctaataa
gggtggggtg
ggatgcggtg
tcoecccacgeg
gaccgctaca
cgccacgtte
atttagtget
tgggccatceg
tagtggactc
tttataaggg
atttaacgeg
tccocageag
aagtccccag
accatagtec
toetooegocee
tctgagectat
ctoccgggag
ctecacegega

atgcagctet
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ccagcaccag
aacgcatatt
cctgtgttte
aagtttggtg
acagctgeceg
agagtegttt
tggctgetgg
ggcgegecag
ggtggaggcc
caccatcact
agtgtggtgg
gtttaaacce
ccectecceoeg
aatgaggaaa
gggcaggaca
ggctctatgg
ccctgtageg
cttgececageg
goceggettte
ttacggcace
coctgataga
ttgttecaaa
attttgeega
aattaattet
gcagaagtat
gctecccage
cgeccctaac
atggetgact
tccagaagta
cttgtatatc
cgtetgtega

cggagggega

cagctgttet
tecaccagee
agcaggagag
aagtgattte
tgaaaactgce
catcttceegyg
ctcatgaagg
ggtcecctagg
cgggagagaa
aatgaccggt
aattetgeag
gectgatcage
tgecttoctt
ttgcatcgra
gcaaggggga
cttctgagge
gcgecattaag
cectagegee
cccgtcaage
tcgaccccaa
cggttttteg
ctggaacaac
tttecggocta
gtggaatgtg
gcaaagcaktg
aggcagaagt
toecgoccate
aattttttet
gtgaggaggc
cattttegga
gaagtttetg

agaatctcgt

67

tggaggtecct
tgaggccatt
cttcacecge
atatcagcaa
tctcagecgga
agctgtaggt
tcatagactt
tggeggatcoe
tctatatttt
gcggoecgeaa
atateccagea
ctegactgtyg
gaccctggaa
ttgtectgagt
ggattgggaa
ggaaagaacc
egcggegagt
cgectecttte
tctaaatcgg
aaaacttgat
ccctttgacy
actcaaccct
ttggttaaaa
tgtcagttag
catctcaatt
atgcaaagca
cegeacctaa
atttatgecag
ttttttggag
tetgatcage
atcgaaaagt

getttcaget

1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1820
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940

3000



tcgatgtagg
aagatcgtta
acakttgggga
cgttgcaaga
tggatgegat
aaggaatcgg
tgtatcactyg
atgagctgat
taggatcecaa
aggcgatgtt
tggcttgtat
cgccgegget
ttgacggcaa
ccggageegyg

atggctgtgt

gctteggaat
tggagttctt
atagcatcac
ccaaactcat
cgtaatcatg
acatacgagc
cattaattge
attaatgaat
cctegeteac
caaaggcggt
caaaaggceca
ggctecogece
cgacaggact
ttecgacect

tttctcatag

agggcgtgga
tgtttatcgg
attcagcgag
cotgectgaa
cgotgoggoco
tcaatacact
gcaaactgtg
getttgggeco
caatgtcctg
cggggattcce
ggagcagcayg
cegggegtat
tttcgatgat
gactgteggg

agaagtactc

cgttttecgg
cgcccacccc
aaatttcaca
caatgtatct
gteatagetg
cggaagcata
gttgcgetca
cggecaacge
tgactegetg
aatacggtta
gcaaaaggece
ccctgacgag
ataaagatac
gocegettace

ctcacgetgt

tatgtectge
cactttgeat
agcctgacct
accgaactge
gatcttagee
acatggcogtg
atggacgaca
gaggactgece
acggacaatg
caatacgagg
acgcgctact
atgcteccgea
gcagcttggg

cgtacacaaa

gccgatagtg

gacgccgget
aacttgttta
aataaagcat
tatcatgtct
tttoctgtgt
aagtgtaaag
ctgeoeegett
gcggggagayg
cgeteggteg
tccacagaat
aggaaccgta
catcacaaaa
caggcgtttce
ggatacctgt

aggtatctca

ES 2 648 899 T3

gggtaaatag
cggeccgeget
attgcatctc
cegetgttet
agacgagcgg
atttcatatg
cegtcagtge
cagaagtceg
gocogcataac
tcgeccaacat
tcgageggag
ttggtcttga
cgcagggtcg
tagecegeag

gaaaccgacyg

ggatgatcct
ttgcagctta
ttttttcact
gtataccgte
gaaattgtta
cctggggtge
tceoagteggyg
geggtttgeg
tteggetgeg
caggggataa
aaaaggccgce
atcgacgete
cccctggaag
ccgeetttet

gtteggtgta

ctgegecgat
coccgattecg
ccgecgtgea
geagecggte
gtteoggecea
cgegattget
gtcoegtegeg
gcacctegtyg
agcggtcatt
cttettetgg
gcatccggag
ccaactctat
atgcgacgca
aagegeggee

ccccagecact

ccagcgeggg
taatggttac
gcattctagt
gacctectage
teegetcaca
ctaatgagtg
aaacctgtceg
tattgggege
gegageggta
cgcaggaaag
gttgetggeg
aagtcagagg
ctecectegtg
ccetteggga

ggtegttege

68

ggtttctaca
gaagtgcttg
cagggtgtca
geggaggeca
tteggacege
gatccecatg
caggectcteg
cacgeggatt
gactggagay
aggecegtggt
cttgcaggat
cagagettgg
atcgtccgat
gtetggaceg

cgtccgaggg

gatctecatge
aaataaagca
tgtggtttgt
tagagcttgg
attecacaca
agctaactca
tgccagetge
tetteegett
tcagctcact
aacatgtgag
tttttecata
tggogaaace
cgctectectg
agegtggege

toccaagetgg

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860
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getgtgtgea
ttgagtccaa
ttagcagagc
gatacactag
aaagagttgg
goaagcagea
cggggtctga
caaaaaggat
gtatatatga
cagcgatctg
cgatacggga
caccggetee
gtcctgcaac
gtagttcgce
cacgctcgte
catgatcccec
gaagtaagtt
ctgtcatgce
gagaatagtg
cgccacatag
tctcaaggat
gatcttcage
atgccgeaaa
ttcaatatta
gtatttagaa
acgte

<210> 46
<211> 476
<212> PRT

<213> artificial

<220>

<223> Secuencia de aminoacidos de ssBiP+SNAPlike+proTEV+SBV.N+proTEV+Histag (codificada por SEC ID

NO:35)

<400> 46

cgaacccceco
cccggtaaga
gaggtatgta
aagaacagta
tagctecttga
gattacgege
cgctecagtgg
cttcacctag
gtaaacttgg
tctatttogt
gggcttacca
agatttatca
tttatccgece
agttaatagt
gtttggtatg
catgttgtgce
ggccgeagtyg
atcecgtaaga
tatgcggega
cagaacttta
cttacegetg
atettttact
aaagggaata
ttgaagcatt

aaataaacaa

gttcagcceg
cacgacttat
ggcggtgcta
tttggtatet
tcocggcaaac
agaaaaaaag
aacgaaaact
atccttttaa
tetgacagtt
tcatccatag
tetggecaccea
gcaataaace
tccatccagt
ttgcgcaacg
gcttcattca
aaaaaagcgg
ttatcactca
tgcttttetg
ccgagttget
aaagtgctca
ttgagatcca
ttcaccageg
agggcgacac
tatcagggtt

ataggggttc

ES 2 648 899 T3

accgctgcge
cgccactgge
cagagttctt
gegetetget
aaaccaccgc
gatctcaaga
cacgttaagg
attaaaaatg
accaatgett
ttgcctgact
gtgctgcaat
agecagaedgy
ctattaattg
ttgttgeccat
gctccggtte
ttagctectt
tggttatgge
tgactggtga
cttgceegge
tecattggaaa
gttcgatgta
tttetgggtg
ggaaatgttg
attgtecteat

cgegecacatt

cttatccggt
agcagccact
gaagtggtgg
gaagcocagtt
tggtagcggt
agatcetttg
gattttggte
aagttttaaa
aatcagtgag
cccegtegtyg
gataccgega
aagggecgag
ttgccgggaa
tgctacaggce
ccaacgatca
cggtccteccg
agcactgcat
gtactcaacc
gtcaatacgg
acgttctteg
acccactegt
agcaaaaaca
aatactcata
gagcggatac

tccccgaaaa

69

aactatcgtc
ggtaacagga
cctaactacg
acctteggaa
ttttttgttt
atcttttcta
atgagattat
tcaatctaaa
gcacctatct
tagataacta
gacccacget
cgcagaagtyg
gctagagtaa
atcgtggtgt
aggcgagtta
atcgttgtca
aattctctta
aagtcattct
gataataccg
gggcgaaaac
gcacccaact
ggaaggcaaa
ctotteoottt
atatttgaat

gtgccacctg

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6365



Met

Leu

Ser

Glu

val

65

Ala

Glu

Phe

Glu

Ala

145

Leu

Tyr

His

Gly

Ser

225

Phe

Lys

Gly

Proc

Ile

50

Prg

Thr

Phe

Thr

val

130

Thr

Ile

Glu

Arg

Ser

210

Ser

Asn

Leu

Arg

Leu

Lys

Ala

Ala

Pro

Arg

115

Ile

Ala

Pro

Gly

Leu

195

Leu

Gln

Pro

Cys

Ser

20

Gly

Leu

Pro

Trp

Val

100

Gln

Ser

aAla

Cys

Gly

180

Gly

Gly

Phe

Glu

Ile

Asp

Lys

Leu

Ala

Leu

Pro

Val

Tyr

val

His

165

Leu

Lys

Gly

Ile

val
245

Leu

Lys

Leu

Gly

Ala

70

Asn

Ala

Leu

Gln

Lys

150

Arg

Ala

Pro

Gly

FPhe

230

Gly

Leu

Asp

Glu

Lys

55

val

Ala

Leu

Trp

Gln

135

Thr

Val

Val

Gly

Ser

215

Glu

Tyr

Ala

Cys

Leu

40

Gly

Leu

Tyr

His

Lys

120

Leu

Ala

vVal

Lys

Leu

200

Glu

Asp

val

Val

Glu

25

Ser

Thr

Gly

Phe

His

105

Leu

Ala

Leu

Ser

Glu

185

Gly

Asn

val

Ala

ES 2 648 899 T3

Val

10

Met

Gly

Ser

Gly

His

Pro

Leu

Ala

Ser

Ser

170

Trp

Pro

Leu

Pro

Phe
250

Ala

Lys

Cys

Ala

Pro

75

Gln

Val

Lys

Leu

Gly

155

Ser

Leu

Ala

Tyr

Gln

235

Ile

Phe

Arg

Glu

Ala

60

Glu

Pro

Phe

Val

Ala

140

Asn

Gly

Leu

Gly

Phe

220

Arg

Gly

70

val

Thr

Gln

45

Asp

Pro

Glu

Gln

Val

125

Gly

Pro

Ala

Ala

Ile

205

Gln

Asn

Lys

Gly

Thr

30

Gly

Ala

Leu

Ala

Gln

110

Lys

Asn

val

Val

His

190

Gly

Ser

Ala

Tyr

Leu

15

Leu

Leu

val

Met

Ile

Glu

Phe

Pro

Pro

Gly

175

Glu

Ala

Asp

Ala

Gly
255

Ser

Asp

His

Glu

Gln

80

Glu

Ser

Gly

Ala

Ile

160

Gly

Gly

Pro

Ile

Thr

240

Gln
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Gln Leu Asn Phe Gly Val Ala Arg Val Phe Phe L.eu Asn Gln Lys Lys
260 265 270

Ala Lys Met Val Leu His Lys Thr Ala Gln Pro Ser Val Asp Leu Thr
275 280 285

Phe Gly Gly Val Lys Phe Thr val Val Asn Asn His Phe Pro Gln Tyr
290 295 300

Val Ser Asn Pro Val Pro Asp Asn Ala Ile Thr Leu His Arg Met Ser
305 310 315 320

Gly Tyr Leu Ala Arg Trp Ile Ala Asp Thr Cys Lys Ala Ser Val Leu
325 330 335

Lys Leu Ala Glu Ala Ser Ala Gln Ile Val Met Pro Leu Ala Glu Val
340 345 350

Lys Gly Cys Thr Trp Ala Asp Gly Tyr Thr Met Tyr Leu Gly Phe Ala
355 380 365

Pro Gly Ala Glu Met Phe Leu Asp Ala Phe Asp Phe Tyr Pro Leu Val
370 375 380

Ile Glu Met His Arg Val Leu Lys Asp Asn Met Asp Val Asn Phe Met
385 390 398 400

Lys Lys Val Leu Arg Gln Arg Tyr Gly Thr Met Thr aAla Glu Glu Trp
405 410 418

Met Thr Gln Lys Ile Thr Glu Ile Lys Ala Ala Phe Asn Ser Val Gly
420 425 430

Gln Leu Ala Trp Ala Lys Ser Gly Phe Ser Pro Ala Ala Arg Thr Phe
435 440 445

Leu Gln Gln Phe Gly Tle Asn Tle Pro Gly Glu Asn Leu Tyr Phe Gln
450 455 460

Gly Pro Gly Gly Gly Ser His His His His His His
465 470 475

<210> 47
<211> 891
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia de ADN modificada que codifica el enterovirus 71 VP1 (cepa JL-AFP-EV71-07-03)

<400> 47

71



10

15

ggagataggg
actcaagctc
acaggcaagg
gagagcatga
gatagtttet
actaacccaa
agaaaggtgg
acacccaccg
cctaagocag
gtcaagectgt
taccaatggt
gaatatgggg
tcacaagteoca
tggatacctc

ggcaacteca

<210> 48
<211> 1643
<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> Secuencia de ADN de DeSNAPuniv-EV71.VP1 quimérica (ssBiP - SNAPIike - sitio de escision de proTEV

tggcagacgt
taccagcacc
ttocageact
tegagacacg
tcagcagagce
atggttatgce
agctattcac
gggaagttgt
attccaggga
cagaccctcoc
tttatgacgg
catgtcctaa
agtaceocattt
gcocgatgeg

ttaagccaac

gattgaaagt
cacaggtcag
ccaagctget
ctgtgttott
ggggttagtt
caactgggac
ctacatgegce
cccacaattg
atccotogea
agcacaagtt
ttatcccaca
caacatgatg
agtggttagg
caaccaaaac

tggtaccagt

ES 2 648 899 T3

tccaaaggaa
aacacacagg
gaaattggag
aactcgeata
ggagagattg
atagatataa
tttgatgcag
ctccaataca
tggcaaacty
tcagtaccat
ttcggagaac
ggcacgttct
atttacatga
tacctattca

cgcacagcga

atagtgtgag
tgagcagtca
catcatcaaa
gcacagatga
atctcectet
caggttacge
agttcacttt
tgtttgtgce
ccaccaaced
tcatgtcacc
acaaacagga
cagtgcggac
gaatgaagea
aagccaacec

tcactactct

cagagcectce
tcgactggat
tgctagtgat
gaccactett
tgaaggcaca
gcaaatgcgt
tgttgegtge
acctggagcc
cteagttttt
tgcgagtget
gaaggatctc
tgtagggacc
cgteagggeg
aaattatget

o3

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

891

- EV71-VP1 modificada - sitio de escision de proTEV - Histag) para la expresion en células S2

<400> 48

atgaagttat
tctagatctg
ttggaactga
tctgetgetg
ctcatgcaag
ttteecagtce
ctgtggaaat

gcattggecyg

gcatattact
acaaagactg
gtggatgcga
atgcagttga
ccacagcctg
cegecctteca
tgctgaaggt

gtaaceccege

ggeagtegtg
cgaaatgaaa
gcaaggattg
agttccagea
gcttaacgeca
ccatecctgtg
ggtcaagttt

agctacagcet

gtggecctttg
agaactacat
catgaaatta
ccagcagcetg
tatttccace
tttcagecagg

ggtgaagtga

goccgtgaaaa

ttggecectete
tggattcace
agctactggg
ttettggagg
agcctgagge
agagctteac
tttcatatca

ctgcteteag

72

gctegggaga
acttgggaag
aaaaggaact
tecctgagece
cattgaggaa
cogocaggte
gcaacttget

cggaaatecct

60

120

180

240

300

360

420

480
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gtgcccatce
gaaggaggac
cctgggetgg
ctgtacttcce
aatagtgtga
gtgagcagte
gcatcatcaa
agcacagcetyg
gatctcecte
acaggttacg
gagttcactt
atgtttgtge
gcocaccaacc
ttcatgtcac
cacaaacagg
tcagtgegga
agaatgaagc
aaagccaacce
atcactactc

catcaccatc

<210> 49
<211> 523
<212> PRT

tgatcccttg
tggcagttaa
gtecectgetgg
agagcgatat
gcagagccect
atcgactgga
atgctagtga
agaccactcet
ttgaaggcac
cgcaaatgeg
ttgttgegtyg
cacctggagc
cctcagtttt
ctgcgagtge
agaaggatct
ctgtagggac
acgtcagggc
caaattatgc

tcccgggaga

actaatgacc

<213> artificial

<220>

<223> Secuencia de aminoacidos de proteina de fusion [SNAPIike - proTEV - VP1 EV71 - proTEV- Histag]

<400> 49

tcacagagtc
ggagtggctg
tataggecgeg
cggagatagg
cactcaaget
tacaggcaag
tgagagcatg
tgatagtttce
aactaaccca
tagaaaggtg
cacacccace
ccctaagcca
tgtcaagectg
ttaccaatgg
cgaatatggg
ctecaagtee
gtggatacct
tggcaactce
gaatctatat

ggt
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gtttcatctt
ctggctcatg
ccagggtecce
gtggcagacyg
ctaccagcac
gttecageac
atcgagacac
ttcagcagag
aatggttatg
gagctatteca
ggggaagttyg
gattccaggg
tcagacccte
ttttatgacg
gcatgtccta
aagtacecctt
cgecccgatge
attaagccaa

tttcaaggge

ccggagetgt
aaggtcatag
taggtggcgg
tgattgaaag
ccacaggteca
tccaageotge
gctgtgttct
cggggttagt
ccaactggga
cctacatgeg
tcccacaatt
aatccectege
cagcacaagt
gttatcccac
acaacatgat
tagtggttag
gcaaccaaaa
ctggtaccag

ccggcggagy

aggtggctat
acttggaaag
atcecgaaaac
ttccaaagga
gaacacacayg
tgaaattgga
taactcgcat
tggagagatt
catagatata
ctttgatgca
gctccaatac
atggcaaact
ttcagtacca
attcggagaa
gggcacgtte
gatttacatyg
ctacctattc
tcgcacageg

tagtcaccat

Arg Ser Asp Lys Asp Cys Glu Met Lys Arg Thr Thr Leu Asp Ser Pro

1

5

10

15

Leu Gly Lys Leu Glu Leu Ser Gly Cys Glu Gln Gly Leu His Glu Ile

20

25

30

Lys Leu Leu Gly Lys Gly Thr Ser Ala Ala Asp Ala Val Glu Val Pro

35

40

45

73

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1643



Ala

Ala

65

Pro

Arg

Ile

Ala

Pro

145

Gly

Leu

Leu

Arg

Ala

225

Ser

Glu

Arg

Phe

Pro

50

Trp

Val

Gln

Ser

Ala

130

Cys

Gly

Gly

Gly

Val

210

Leu

Ser

Ile

Cys

Phe
290

Ala

Leu

Pro

val

Tyr

115

Val

His

Leu

Lys

Gly

195

Ala

Thr

His

Gly

val

275

Ser

Ala

Asn

Ala

Leu

100

Gln

Lys

Arg

Ala

Pro

180

Gly

Asp

Gln

Arg

Ala

260

Leu

Arg

val

Ala

Leu

Trp

Gln

Thr

Val

Val

165

Gly

Ser

Val

Ala

Leu

245

Ser

Asn

Ala

Leu

Tyr

70

His

Lys

Leu

Ala

Val

150

Lys

Leu

Glu

Ile

Leu

230

Asp

Ser

Ser

Gly

Gly

55

Phe

His

Leu

Ala

Leu

135

Ser

Glu

Gly

Asn

Glu

215

Pro

Thr

Asn

His

Leu
295

Gly

His

Pro

Leu

Ala

120

Ser

Ser

Trp

Pro

Leu

200

Ser

Ala

Gly

Ala

Ser

280

val

Pro

Gln

Val

Lys

105

Leu

Gly

Ser

Leu

aAla

185

Tyxr

Ser

Pro

Lys

Ser

265

Thr

Gly

ES 2 648 899 T3

Glu

Fro

Phe

val

Ala

Asn

Gly

Leu

170

Gly

Fhe

Lys

Thr

val

250

Asp

Ala

Glu

Pro

Glu

75

Gln

val

Gly

Pro

Ala

155

Ala

Ile

Gln

Gly

Gly

235

Pro

Glu

Glu

Ile

Leu

60

Ala

Gln

Lys

Asn

Val

140

Val

His

Gly

Ser

Asn

220

Gln

Ala

Ser

Thr

Asp
300

74

Met

Tle

Glu

Phe

Pro

125

Pro

Gly

Glu

Ala

Asp

205

Ser

Asn

Lau

Met

Thr

285

Leu

Gln

Glu

Ser

Gly

110

Ala

Ile

Gly

Gly

Pro

130

Ile

val

Thr

Gln

Ile

270

Leu

Pro

Ala

Glu

Phe

Glu

Ala

Leu

Tyr

His

175

Gly

Gly

Ser

Gln

Ala

255

Glu

Asp

Leu

Thr

Phe

80

Thr

val

Thr

Ile

Glu

160

Arg

Ser

Asp

Arg

Val

240

Ala

Thr

Ser

Glu
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Gly

305

Gly

Phe

Val

Pro

vVal

385

Met

Phe

Asn

Ser

Arg

465

Ala

Arg

Pro

Thr

Tyr

Asp

Pro

Asp

370

Phe

Ser

Gly

Asn

Lys

450

Ala

Asn

Thr

Gly

<210> 50
<211> 2386
<212> ADN
<213> artificial

<220>

<223> Secuencia de ADN que codifica DeSNAPuniv-JE. -sE quimérica (ssBiP- s de JEV cepa SA-14 -

Thr

Ala

Ala

Gln

355

Ser

val

Pro

Glu

Met

4358

Tyr

Trp

Pro

Ala

Gly
515

Asn

Gln

Glu

340

Leu

Arg

Lys

Ala

His

420

Met

Pro

Ile

Asn

Tle

500

Gly

Pro

Met

325

Phe

Leu

Glu

Leau

Ser

4056

Lys

Gly

Leu

Pro

Tyr

485

Thr

Ser

Asn

310

Arg

Thr

Gln

Ser

Ser

380

Ala

Gln

Thr

val

Arg

470

Ala

Thr

His

Gly

Arg

Phe

Tyr

Leu

375

Asp

Tyr

Glu

Phe

val

455

Pro

Gly

Leu

His

Tyr

Lys

val

Met

360

Ala

Pro

Gln

Lys

Ser

440

Arg

Met

Asn

Pro

His
520

ES 2 648 899 T3

Ala

val

Ala

345

Phe

Trp

Pro

Trp

Asp

425

val

Ile

Arg

Ser

Gly

505

His

SNAPIike) para la expresion en células S2

<400> 50

Asn

Glu

330

Cys

vVal

Gln

Ala

Phe

410

Leu

Arg

Tyr

Asn

Ile

490

Glu

His

Trp Asp
315

Leu Phe

Thr Pro

Pro Pro

Thr Ala

380

Gln val

395

Tyr Asp

Glu Tyr

Thr Val

Met Arg

460

Gln Asn

475

Lys Pro

Asn Leu

His

75

Ile

Thr

Thr

Gly

365

Thr

Ser

Gly

Gly

Gly

445

Met

Tyr

Thr

Tyr

Asp

Tyr

Gly

350

Ala

Asn

Val

Tyr

Ala

430

Thr

Lys

Leu

Gly

Phe
510

Ile

Met

335

Glu

Pro

Pro

Pro

Pro

415

Cys

Ser

His

Phe

Thr

495

Gln

Thr

320

Arg

val

Lys

Ser

Phe

400

Thr

Pro

Lys

val

Lys

480

Ser

Gly



atgaagttat
atgaagttgt
gacgttatcg
gtcggctaca
gatccagagg
tgcacgcgga
gagagttcac
ctcatgaaaa
cttggctgga
ttggtcgcte
ggagccagtg
atggcaaacg
gctgaggtea

tgccccacga

gacacatgtg
aacatcaaat
aattattcag
cottegataa
agtggactga
catagggagt
agaaacagag
gctettgggt
tactcaagct
ctggctctga
ceggeggaca
tectgeaaaa
ctggtgacag

atggaaccece

gcatattact
cgaatttoca
tgattceceac
tgtgtgagga
atgtggattg
ccaggcattc
tagtgaataa
ctgagaactg
tgcttggcag
cggcttacag
gagccacttg
acaaaccaac
gaagttactg

ctggagaagc

caaaattcte
acgaagttgg
cgcaagttygg
ceetcaaact
acactgaage
ggtttcatga
aactccteat
cacaggaagg
cagtgaagtt
aaggcacaac
ctggteacygg
ttcegattgt
tgaaccectt

cctteoggaga

ggccgtegtyg
ggggaagctt
ctcaaaagga
cactatcacg
ctggtgtgac
caagcgaagc
aaaagaggct
gatcataagg
taacaacggt
ttttaattgt
ggtggacttg
attggacgtc
ctatcatget

tcacaacgag

ctgcaccagt
catttttgtg
ggcgteecag
tggtgactac
gttttacgte
cctegetete
ggaatttgaa
aggccteocat
aacatcagge
ctatggcatg
aacagttgte
tteegttgeg
cgtegegact

ctcectacate

ES 2 648 899 T3

gectttgttg
ttgatgacca
gagaacagat
tacgaatgtc
aaccaagaagqg
aggagatccg
tggctggatt
aatcctgget
caacgcgtgg
ctgggaatgg
gtgctagaag
cgcatgatta
tcagtcactg

aagcgagctg

aaagcgattg
catggaacca
geggeaaagt
ggagaagtca
atgacegtgg
cectggacgt
ggggcgeacyg
caggcgttgg
cacctgaaat
tgtacagaaa
attgaactcet
agccteaatg
tccagtgeca

gtagttggaa

gcectctoget
tcaacaacac
gctgggteeg
ctaagcttac
tctacgteeca
tgtcggtceca
caacgaaagc
atgctttect
tatttaccat
gcaatcgtga
gagatagctg
acatcgaagc
acatctecgac

atagtagcta

ggagaacaat
ccacttcgga
ttacagtaac
cactggactg
ggtcaaagte
ccecttegag
ccacaaaaca
caggagccat
gtaggctgaa
aattctegtt
cetactetgyg
acatgaccce
actcaaaggt

ggggagacaa

76

cgggagatet
ggacattgca
ggcaatcgac
catgggcaat
atatggacgg
aacacatggg
cacacgatat
ggcggeggta
cctectgctg
cttcatagaa
cttgacaatc
tagccaactt

ggtggctcgg

tgtgtgcaaa

ccagccagaa
aaaccatggg
acccaatget
tgagecaagyg
atttotggte
cacagegtgg
gtecgttgtt
cgtggtggag
aatggacaaa
cgcgaaaaat
gagtgatgge
cgttgggegyg
gctggtegag

gcagatcaac

60

120

180

240

300

360

420

480

540

€00

€60

720

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740
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<223> Secuencia de aminoacidos de proteina de fusion [SE de JEV cepa SA-14 - SNAPIike - Histag]

caccattggc acaaagctgg gcocggecgcac

cgcaccacce tggatagecce tctgggcaag

cacgagatca agoetgotggg caaaggaaca

ccagecgecg tgctgggegg accagageca

tactttcace agoctgagge catcgaggag

ttccagecagg agagectttac cegecaggtg

ggagaggtca tcagctacca gcagetggee

goecgtgaaaa cegecectgag cggaaatcee

gtgtctagct ctggcgccgt ggggggctac

ctggececacyg agggecacag actgggcaag

ccagggtece tggagcatca tcatcatcat

<210>51

<211> 773

<212> PRT

<213> artificial

<220>

<400> 51

Arg Ser Met Lys Leu Ser Asn Phe

1 5

Asn Asn Thr Asp Ile Ala Asp Val

20

Glu Asn Arg Cys Trp Val Arg Ala
35 40

Asp Thr Ile Thr Tyr Glu Cys Pro

50 55

Glu Asp Val Asp Cys Trp Cys Asp

€5 70

Gly Arg Cys Thr Arg Thr Arg His

85
Ser Val Gln Thr His Gly Glu Ser
100
Trp Leu Asp Ser Thr Lys Ala Thr

ES 2 648 899 T3

ggcggaggta
ctggaactgt
totgeegeeg
ctgatgeagg
ttcecetgtge
ctgtggaaac
gocctggecyg
gtgeccatte
gagggcgggc
cetgggetgg

cattgatgac

Gln Gly

10

Lys

Ile
25

Vval Ile

Ile Asp Val

Lys Leu Thr

Gln Glu

75

Asn

Ser Lys

30

Arg

Ser Leu Val

105

Arg Tyr Leu

gcaaagactg
ctgggtgcga
acgcegtygga
ccaccgectg
cagcectgeoa
tgctgaaagt
gcaatccege
tgatececetg
tcgecegtgaa
gteoctgcagyg

gggcce

Leu Leu

Pro Thr

Gly Tyr

45

Met
60

Gly

Val

Tyr

Ser

Asn Lys

Met

Ser

Met

Asn

Vval

Arg

Lys

cgaaatgaaqg
acagggcctg
agtgecetgee
gctcaacgee
ccacccagtyg
ggtgaagtte
cgacaccgec
ccacegggtyg
agagtggctg

tataggogeyg

Thr
15

Ile

Lys Gly

Cys Glu

Asp Pro

Gln Tyr

80

Ser val

95

Glu Ala

110

Met Lys

77

Thr

Glu Asn

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2386



Trp

Trp

145

Leu

Asn

Val

Thr

Vval

225

Ala

Ser

Gly

Ser

Lys

305

His

Thr

Gly

Ile

130

Met

Leu

Arg

Leu

Leu

210

Arg

Arg

Ser

Cys

Cys

290

Tyr

Gly

Val

Glu

115

Ile

Leu

Leu

Asp

Glu

195

Asp

Ser

Ccys

Tyr

Gly

275

Thr

Glu

Asn

Thr

Val
355

Arg

Gly

val

Phe

180

Gly

Val

Tyr

Pro

Val

260

Leu

Ser

val

Tyr

Pro

340

Thr

Asn

Ser

Ala

165

Ile

Asp

Arg

Cys

Thr

245

Cys

Phe

Lys

Gly

Ser

325

Asn

Leu

Pro

Asn

150

Pro

Glu

Ser

Met

Tyr

230

Thr

Lys

Gly

Ala

Ile

310

Ala

Ala

Asp

Gly

135

Asn

Ala

Gly

Cys

Ile

215

His

Gly

Gln

Lys

Ile

295

Phe

Gln

Pro

Cys

120

Tyr

Gly

Tyr

Ala

Leu

200

Asn

Ala

Glu

Gly

Gly

280

Gly

val

Val

Ser

Glu
360

ES 2 648 899 T3

Ala

Gln

Ser

Ser

185

Thr

Ile

Ser

Ala

Phe

265

Ser

Arg

His

Gly

Ile

345

Pro

Fhe

Arg

Phe

170

Gly

Ile

Glu

val

His

250

Thr

Ile

Thr

Gly

Ala

330

Thr

Arg

Leu ala
1490

Val val
155

Asn Cys

Ala Thr

Met Ala

Ala Ser

220

Thr Asp

235

Asn Glu

Asp Arg

Asp Thr

Ile Gln

300

Thr Thr

315

Ser Gln

Leu Lys

Ser Gly

78

125

Ala

Phe

Leu

Trp

Asn

205

Gln

Ile

Lys

Gly

Cys

285

Pro

Thr

Ala

Leu

Leu
365

Val

Thr

Gly

val

130

Asp

Leu

Ser

Arg

Trp

270

Ala

Glu

Ser

Ala

Gly

350

Asn

Leu

Ile

Met

175

Asp

Lys

Ala

Thr

Ala

255

Gly

Lys

Asn

Glu

Lys

335

Asp

Thr

Gly

Leu

160

Gly

Leu

Pro

Glu

val

240

Asp

Asn

Phe

Ile

Asn

320

Phe

Tyr

Glu



Ala

Glu

385

Ala

Thr

Gln

Leu

Leu

4165

Lys

Tyr

Ser

Phe

Pro

545

Ile

Lys

Leu

Gly

Phe

370

Trp

Trp

Lys

Ala

Thr

450

Lys

Asn

Ser

Leu

Val

530

Pro

Asn

Asp

Glu

Lys
610

Tyr

Phe

Arg

Gln

Leu

435

Ser

Gly

Pro

Gly

Asn

515

Ala

Phe

His

Cys

Leu

595

Gly

val

His

Asn

Ser

420

Ala

Gly

Thr

Ala

Ser

500

Asp

Thr

Gly

His

Glu

580

Ser

Thr

Met

Asp

Arg

405

val

Gly

His

Thr

Asp

485

Asp

Met

Ser

Asp

Trp

565

Met

Gly

Ser

Thr

Leu

390

Glu

val

Ala

Leu

Tyr

470

Thr

Gly

Thr

Ser

Ser

550

His

Lys

Cys

Ala

Vval

375

Ala

Leu

Ala

Ile

Lys

455

Gly

Gly

Ser

Pro

Ala

535

Tyr

Lys

Arg

Glu

aAla
615

Gly

Leu

Leu

Leu

val

440

Cys

Met

His

Cys

val

520

Asn

Ile

Ala

Thr

Gln

600

Agp

Ser

Pro

Met

Gly

425

val

Arg

Cys

Gly

Lys

505

Gly

Ser

Val

Gly

Thr

585

Gly

Ala

ES 2 648 899 T3

Lys

Trp

Glu

410

Ser

Glu

Leu

Thr

Thr

490

Ile

Arg

Lys

Val

Arg

570

Leu

Leu

val

Ser

Thr

395

Phe

Gln

Tyr

Lys

Glu

475

Val

Pro

Leu

Val

Gly

555

Pro

Asp

His

Glu

Phe

380

Ser

Glu

Glu

Ser

Met

460

Lys

Val

Ile

val

Leu

540

Arg

His

Ser

Glu

val
620

79

Leu

Pro

Gly

Gly

Ser

445

Asp

Phe

Ile

val

Thr

525

Val

Gly

Gly

Pro

Ile

605

Pro

val

Ser

Ala

Gly

430

Ser

Lys

Ser

Glu

Ser

510

val

Glu

Asp

Gly

Leu

530

Lys

Ala

His

Ser

His

415

Leu

val

Leu

Phe

Leu

4595

val

Asn

Met

Lys

Gly

575

Gly

Leu

Pro

Arg

Thr

400

Ala

His

Lys

Ala

Ala

480

Ser

Ala

Pro

Glu

Gln

560

Ser

Lys

Leu

Ala



10

15

Ala
625

val
Asn Ala
Ala

Leu

Leu Trp

Leu

Tyzr

His

Lys

Gly Gly

Pro

Glu Pro

630

Phe His

645

His Pro

660

Leu Leu

675

Gln Gln

630

Lys Thr

705

Val
Ala

Val

Pro Gly

Leu

Ala

val

Lys

Leu

Ala Ala

Leu Ser

Gln

Val

Lys

Leu

Gly

Pro Glu

Phe Gln

Val Val

680

Ala
£95

Gly

Asn Pro

710

Ser
725

Ser

Glu
740

Trp

Gly Pro

755

His
770

His

<210> 52
<211> 1020
<212> ADN

His

His His

<213> artificial

<220>

<223> Secuencia de ADN que codifica la proteina de fusion BiPlike-SNAPIike-EDIII del virus de la encephalitis
japonesa genotipo del virus de la encefalitis japonesa genotipo | clonado en pMT/BiP/SNAP para la expresion en

células S2
<400> 52
atgaaactat
aaagactgcg
ggatgegage
gcagttgaag
acagcctgge

gcecttecace

gtattctact
aaatgaaaag
aaggattgeca
tteccagecace
ttaacgcata

atcctgtgtt

Ser

Leu

Ala

Gly Ala

Leu Ala

Gly Ile

760

tgcagttgtt
aactacattg
tgaaattaag
agcagctgtt
tttccaccag

tcagecaggag

ES 2 648 899 T3

Leu Met

635

Ala Ile

650

Gln
665

Glu

Lys Phe

Asn Pro

val Ile

715

Pro

val Gly

730

Gly

His Glu

745

Gly

Gly Ala Pro

gogttcecgtag
gattcaccac
ctactgggaa
cttggaggtce
cctgaggeca

agcttcacce

Gln

Glu

Ser

Gly

Ala

Ala Thr

Glu

Phe

Phe Thr

Ala

Pro

Arg

Leu
640

Trp

Val
655

Pro

Gln Val

670

Glu Val

685

Ala Thr

700

Leu Ile

Glu

Tyr

His Arg

Ile

Ala

Pro

Gly

Len

Ser Tyr

Ala

val

His
720

Cys

Gly Leu

735

Gly Lys

750

Ser
765

Gly

gattgtcctt
ttgggaagtt
aaggaacttc
ctgagcccct
ttgaggaatt

gccaggtect

80

Leu

Glu His

aagatctgac
ggaactgagt
tgctgetgat
catgcaagcc
tocagteocce

gtggaaattg

60

120

180

240

300

360



10

15

ctgaaggtgg
aaccccgeag
atceccettgte
gcagttaagg
cctgetggta
acgacttacg
catggaacag
attgtcteag
ccettegteg
ggagactett
gctggaagca

<210> 53
<211> 319
<212> PRT
<213> artificial

<220>

<223> Secuencia de aminoacidos

tcaagtttgg
ctacagctge
acagagtegt
agtggectget
taggegogac
gcatgtgtac
ttgtcattga
tcgegagttt
cgacatctag
acatcgtggt

cgctgggtaa

genotipo | - Histag

<400> 53

Arg Ser
1

Leu Gly Lys

Lys Leu

35

Ala Pro

50

Ala
65

Trp

Pro Val

Arg Gln Val

Asp

Leu

Ala

Leu

Pro

Lys Asp

Leu Glu

20

Gly Lys

Ala Val

hsn Ala

4Ala Leu

85

Leu
100

Trp

Cys

Leu

Gly

Leu

Tyr

70

His

Lvs

tgaagtgatt
cgtgaaaact
ttecatcttece
ggctecatgaa
agggtcectg
agaaaaattc
gctcacatac
aaacgacatg
ctccaactca
tggaagaggyg

aggaggtgge

de la

Glu Met

Ser Gly

Thr Ser

40

Gly Gly

Phe His
Pro

His

Leu Leu

ES 2 648 899 T3

tcatatcage
gctctcageg
ggagctgtag
ggtcatagac
gagggaggtyg
tegttegega
totggaageg
accectgtgg
aaggtgctgg
gataagcaga

catcaccatc

proteina de fusién

Lys Arg Thr

10

Cys Glu Gln

25

Ala Ala Asp

Pro Glu Pro

Gln Glu

75

Pro

Val Phe

30

Gln

Lys Val Val

105

aacttgctge
gaaatcctgt
gtggetatga
ttggaaagcc
gegggtctge
aaaatccage
atggtccctg
ggaggctggt
ttgagatgga
ttaaccatca

accatcactg

Thr Leu

Gly Leu

30

Ala Val

45

Leu Met

Ala Ile
Gln

Glu

Lys Phe

81

Asp

His

Glu

Gln

Glu

Ser

Gly
110

attggccggt
gccecatectyg
aggaggactg
tgggetgggt
tctgaaggge
ggacacaggc
taaaattecg
aacagtaaac
acctccctte
ctggcacaaa

atgaccggtt

S8er Pro

15

Glu Ile

Val Pro

Ala Thr

Glu Phe

80

Phe Thr

95

Glu Val

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

SNAPIlike-EDIII del virus de la encefalitis japonesa



ES 2 648 899 T3

Ile Ser Tyr Gln Gln Leu Ala Ala Leu Ala Gly Asn Pro Ala Ala Thr
115 120 125

Ala Ala Val Lys Thr Ala Leu Ser Gly Asn Pro Val Pro Ile Leu Ile
130 135 140

Preo Cys His Arg Val Val Ser Ser Ser Gly Ala Val Gly Gly Tyr Glu
145 150 155 160

Gly Gly Leu Ala Val Lys Glu Trp Leu Leu Ala His Glu Gly His Arg
165 170 175

Leu Gly Lys Pro Gly Leu Gly Pro Ala Gly Ile Gly Ala Pro Gly Ser
180 185 150

Leu Glu Gly Gly Gly Gly Ser Ala Leu Lys Gly Thr Thr Tyr Gly Met
195 200 205

Cys Thr Glu Lys Phe Ser Phe Ala Lys Asn Pro Ala Asp Thr Gly His
210 215 220

Gly Thr Val Val Ile Glu Leu Thr Tyr Ser Gly Ser Asp Gly Pro Cys
225 230 235 240

Lys Ile Pro Ile Val Ser Val Ala Ser Leu Asn Asp Met Thr Pro Vval
245 250 255

Gly Arg Leu Val Thr Val Asn Pro Phe Val Ala Thr Ser Ser Ser Asn
260 265 270

Ser Lys Val Leu Val Glu Met Glu Pro Pro Phe Gly Asp Ser Tyr Ile
275 280 285

val val Gly Arg Gly Asp Lys Gln Ile Asn His His Trp His Lys Ala
290 295 300

Gly Ser Thr Leu Gly Lys Gly Gly Gly His His His His His His
305 310 315

<210> 54
<211> 406
<212> ADN
<213> artificial

<220>

<223> Secuencia de ADN que codifica el dominio Il de la proteina E de cubierta del virus de la encefalitis
japonesa de genotipo 1 (JE-1.EDIII)

<400> 54

gcgegcecagg gbccctggag ggaggtggecg ggtctgcectet gaagggcacg acttacggea &0

82
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15

20

25

30

35

tgtgtacaga
tcattgaget
cgagtttaaa
catctagete
tcgtggttgg
tgggtaaagy

<210> 55
<211> 406
<212> ADN

aaaattctcg ttcgcgaaaa
cacatactct ggaagcgatg
cgacatgace cctgtgggga
caactcaaag gtgcetggttyg
aagaggggat aagcagatta

aggtggccat caccatcacce

<213> artificial

<220>

ES 2 648 899 T3

atccagcegga
gtccetgtaa

ggctggtaac

agatggaacc
accatcactg

atcactgatg

<223> Secuencia de ADN que codifica el dominio IlI
japonesa de genotipo 2 (JE-2.EDIII)

<400> 55

gcgcgccagy
tgtgcacaga
tcattgagct
cgagcctgaa
catccagege
tcgtggtegy
tgggcaaagy

<210> 56
<211> 406
<212> ADN

gtccctggag ggaggtggeg
aaactccteg ttcocgaaaaa
cacatactct gggagtgatg
tgacatgacc cctgtaggga
caactcaaaa gtgctggttg
aagaggtgac aagcagatca

aggtggccat caccatcacce

<213> artificial

<220>

ggtctgetet
atccagogga
gtcectgtaa
ggctggtaac
aaatggaacc
atcatcactg

atcactgatg

<223> Secuencia de ADN que codifica el dominio IlI
japonesa de genotipo 4 (JE-4.EDIII)

<400> 56
gegegecagyg
tgtgcacaga
tcattgaact
tcagtctaaa
catccagttc
ttgtggtegy
tgggcaaagy

<210> 57
<211> 406
<212> ADN

gteecctggag ggaggtggeg

aaagttctcg tttgcaaaga
cetgtattet ggaagtgacg

cgacatgact ccagttggaa

caattcaaag gtcttagttg
gagaggagaa aaacaaatca

aggtggccat caccatcacce

<213> artificial

<220>

<223> Secuencia de ADN

ggtectgetet

atccagcaga
gecectgtaa
ggttggtgac
agatggaacc
accaccactg

atcactgatg

cacaggccat
aattccgatt
agtaaaccee
teccttegga
gcacaaagct

accggt

de la proteina E de cubierta del

gaaaggcaca
cacaggccat
gattccaaat
agtaaacccc
cocttttgga
gcacaaagct

accggt

de la proteina E de cubierta del

gaaaggcaca
cactggtcat
catcececaatt
agtgaacccc
tccttttgga
gcacaaacct

accggt

83

ggaacagttg
gtetcagteg
ttegtegega
gactcttaca

ggaagcacge

acctatggta
ggaacagttg
gtectecgttg
tttgtcgcga
gattcttaca

ggaagcacgc

acctatggaa
ggaacagttg
gtetecagtgg
ttegttgcca
gactcctaca

ggaagcacat

120
180
240
300
360

406

virus de la encefalitis

60
120
180
240
300
360

406

virus de la encefalitis

60
120
180
240
300
360

406

que codifica el dominio Il de la proteina E de cubierta del virus de la encefalitis



10

15

20

25

30

japonesa de genotipo 5 (JE-5.EDIII)

<400> 57

gcgcgccagy
tgtgcacaga
tcatagaatt
ccagtctgaa
catccaccge
ttgttgtegg
tgggaaaggy

<210> 58
<211> 394
<212> ADN

gtccctggag
gaagttctct
gcagtacace
tgatttaact
caattcgaag
aagaggagat

aggtggccat

<213> artificial

<220>

<223> Secuencia de ADN

(RabV.EDIII)
<400> 58

gcgcgcecagyg
cctteaagtt
aatacaccgyg
acctaactce
attcaaaggt
gaggagaaca
gtggccatca

<210> 59
<211> 1020
<212> ADN

<213> artificial

<220>

aggtggcggy
ttoctgggaat
aaccgatggt
cgttgggaga
tetgatagaa
ccagataaac

ccatcaccat

ggaggtggeg
ttttccaaga
ggcactgacyg
ccagttggta
gttttggtag
aagcagatca

caccatcacc

del dominio

tctecagetea
ccagctgaca
ccttgtaagg
ctggtgacag
ctggaaccte
caccattgge

cactgatgac

ES 2 648 899 T3

ggtctgegtt
atccagectga
gaccttgeaa
gattggtgac
aattggaacc
atcaccattg

atcactgatg

Il que codifica la proteina E de cubierta del

aaggaacgac
cagggcatgg
tgeetgtete
tgaatcectt
cattceggtga
acaagtctgg

cggt

gaaagggacc
cactggtcat
gatacccate
agtcaatcect
accatttgga
gcacaaggct

accggt

ctatggagta
caccgtggte
ttecegtgget
tgttgectgea
ctcatacatt

aagcagtatt

acctatggta
ggtacggttg
tetteggtgg
tttgttgecca
gattcattca

ggcagttcac

tgcgcaaaag
ttagagttge
tcactcaacg
gctactgcta
gtggtaggta

ggaaagggag

60
120
180
240
300
360

406

virus de Rabensburg

60
120
180
240
300
360

394

<223> Secuencia de ADN que codifica la proteina de fusién BiPlike -SNAPlike-EDIII del virus de la encefalitis
japonesa genotipo 2 clonado en pMT/BiP/SNAP para la expresion en células S2

<400> 59

atgaaactat gtattctact tgcagttgtt gcgttcgtag gattgtcctt aagatctgac

84

€0



10

15

aaagactgcg
ggatgcgage
gcagttgaag
acagcctggc
gcecttcace
ctgaaggtgyg
aaccccgeag
atccettgte
gcagttaagg
cctgectggta
acaacctatg
catggaacag
aatgtctccg
ccctttgteg
ggagattctt
gctggaagca

<210> 60
<211> 319
<212> PRT

<213> artificial

<220>

<223> Secuencia de aminoacidos

aaatgaaaag
aaggattgca
tteccagcace
ttaacgcata
atcctgtgtt
teaagtttgg
ctacagctge
acagagtcgt
agtggctget
taggcgcgcco
gtatgtgeac
ttgtcattga
ttgcgagcect
cgacatccag
acatcgtggt

cgctgggeaa

genotipo 2 - Histag

<400> 60

Arg Ser
1

Leu Gly

Lys Leu

35

Ala Pro

50

Ala
65

Trp

Asp

Lys

Leu

Ala

Leu

Lys Asp

Leu Glu

20

Gly Lys

Ala val

Agn Ala

Cys

Leu

Gly

Leu

Tyr
70

aactacattg
tgaaattaag
agcagctgtt
tttccaccag
tcagcaggag
tgaagtgatt
cgtgaaaact
ttcatcttcee
ggctcatgaa
agggtccctg
agaaaactcc
gctcacatac
gaatgacatg
cgacaactea
cggaagaggt

aggaggtgge

de la

Glu Met

Ser Gly

Thr Ser

40

Gly
55

Gly

Phe His

ES 2 648 899 T3

gattcaccac
ctactgggaa
cttggaggte
cctgaggcca
agcttcaccce
toeatatcage
gctetcageg
ggagctgtag
ggtcatagac
gagggaggtyg
tegttcegaa
tctgggagtg
acccctgtag
aaagtgctgg
gacaagcaga

catcaccatc

proteina de fusién

Lys Arg Thr

Cys Glu Gln

25

Ala Ala Asp

Pro Glu Pro

Gln Glu

75

Pro

ttgggaagtt
aaggaacttc
ctgagccocct
ttgaggaatt
gccaggtect
aacttgetge
gaaatcctgt
gtggctatga
ttggaaagec
gcgggtetge
aaaatccage
atggtccetg
ggaggctggt
ttgaaatgga
tcaatcatca

accatcactg

Thr Leu

Gly Leu

Ala Val

45

Leu Met

60

Ala Tle

85

Asp

His

Glu

Gln

Glua

ggaactgagt
tgctgctgat
catgcaagcc
tccagtccce
gtggaaattg
attggooggt
gcocateetg
aggaggactg
tgggctgggt
tctgaaagge
ggacacaggce
taagatteca
aacagtaaac
acccoctttt
ctggcacaaa

atgaccggtt

S8er Pro

15

Glu Ile

Val Pro

Ala Thr

Glu Phe

80

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

SNAPIlike-EDIII del virus de la encefalitis japonesa



10

Pro

Arg

Ile

Ala

Pro

145

Gly

Leu

Leu

Cys

Gly

225

Lys

Gly

Ser

val

Gly
305

val

Gln

Ser

Ala

130

Cys

Gly

Gly

Glu

Thr

210

Thr

Ile

Arg

Lys

val

290

Ser

<210> 61
<211> 1020
<212> ADN
<213> artificial

<220>

<223> Secuencia de ADN que codifica la proteina de fusién BiPlike -SNAPlike-EDIII del virus de la encefalitis

Pro

val

Tyr

115

Val

His

Leu

Llys

Gly

195

Glu

val

Pro

Leu

val

275

Gly

Thr

Ala

Leu

100

Gln

Lys

Arg

Ala

Pro

180

Gly

Asn

val

Asn

Val

260

Leu

Arg

Leu

Leu

85

Trp

Gln

Thr

val

val

165

Gly

Gly

Ser

Ile

val

245

Thr

Val

Gly

Gly

His

Lys

Leu

Ala

val

150

Lys

Leu

Gly

Ser

Glu

230

Ser

Val

Glu

Asp

Lys
310

His

Leu

Ala

Leu

135

Ser

Glu

Gly

Ser

Phe

215

Leu

val

Asn

Met

Lys

295

Gly

Pro

Leu

Ala

120

Ser

Ser

Trp

Pro

Ala

200

Arg

Thr

Ala

Pro

Glu

280

Gln

Gly

ES 2 648 899 T3

val

Lys

105

Leu

Gly

Ser

Leu

Ala

185

Leu

Lys

Tyr

Ser

Phe

265

Pro

Ile

Gly

Phe

20

val

Ala

Asn

Gly

Leu

170

Gly

Lys

Asn

Ser

Leu

250

Val

Pro

Asn

His

Gln Gln

val Lys

Gly Asn

Pro Val
140

Ala val
155

Ala His

Ile Gly

Gly Thr

Pro Ala
220

Gly Ser
235

Asn Asp

Ala Thr

Phe Gly

His His

300

His His
315

Glu

Phe

Pro

125

Pro

Gly

Glu

Ala

Thr

205

Asp

Asp

Met

Ser

Asp

285

Trp

His

Ser

Gly

110

Ala

Ile

Gly

Gly

Pro

130

Tyr

Thr

Gly

Thr

Ser

270

Ser

His

His

Phe

85

Glu

Ala

Leu

Tyr

His

175

Gly

Gly

Gly

Pro

Pro

255

Ala

Tyr

Lys

His

Thr

val

Thr

Ile

Glu

160

Arg

Ser

Met

His

Cys

240

val

Asn

Ile

Ala

japonesa genotipo 4 clonado en pMT/BiP/SNAP para la expresion en células S2

<400> 61

86



10

15

atgaaactat
aaagactgceg
ggatgegage
gcagttgaag
acagectgge
gcccttcace
ctgaaggtgyg

aacccegeag

gcagttaagg
cotgetggta
acaacctatg
catggaacag
attgtctcag
cccttegttg
ggagactcct

cctggaagca

<210> 62
<211> 319
<212> PRT

<213> artificial

<220>

<223> Secuencia de aminoacidos de la proteina de fusion SNAPIike-EDIII del virus de la encefalitis japonesa

gtattctact
aaatgaaaag
aaggattgca
ttccagcacce
ttaacgeata
atcctgtgtt
tecaagtttgg
ctacagetge
acagagteg

agtggectget
taggegegace
gaatgtgcac
ttgtcattga
tggtcagtet
ccacatccag
acattgtggt

cattgggcaa

genotipo 4 - Histag

<400> 62

1

tgcagttgtt
aactacattg
tgaaattaag
agcagctgtt
tttecaccag
tcagcaggag
tgaagtgatt

cgtgaaaact

ggctcatgaa
agggtccoctyg
agaaaagttc
actcctgtat
aaacgacatg
ttccaattca
cgggagagga

aggaggtgge

ES 2 648 899 T3

gogttcecgtag
gattcaccac
ctactgggaa
cttggaggte
cotgaggoca
agcttcaccc
tcatatcage

gctcetoageg

ggtcatagac
gagggaggty
tcgtttgcaa
tetggaagtyg
actcocagttg
aaggtcttag
gaaaaacaaa

catcaccatc

10

gattgtcctt
ttgggaagtt
aaggaacttc
ctgagecect
ttgaggaatt
gccaggtcct
aacttgcetge

gaaatcctgt

ttggaaagece
gegggtetge
agaatccagc
acggcccetyg
gaaggttggt
ttgagatgga
tcaaccacca

accatcactg

aagatctgac
ggaactgagt
tgctgctgat
catgcaagce
tacagtocca
gtggaaattg
attggeeggt

goccatoctg

tgggetgggt
tetgaaagge
agacactggt
taacatcecca
gacagtgaac
acctcctttt
ctggcacaaa

atgaccggtt

Arg Ser Asp Lys Asp Cys Glu Met Lys Arg Thr Thr Leu Asp Ser Pro
5

15

Leu Gly Lys Leu Glu Leu Ser Gly Cys Glu Gln Gly Leu His Glu Ile

20

25

30

87

60

120

180

240

300

360

420

720

780

840

900

260

1020



ES 2 648 899 T3

Lys Leu leu Gly Lys Gly Thr Ser Ala Ala Asp Ala Val Glu Val Pro
35 40 45

Ala Pro Ala Ala Val Leu Gly Gly Pro Glu Pro Leu Met Gln Ala Thr
50 55 60

Ala Trp Leu &Asn Ala Tyr Phe His Gln Pro Glu Ala Ile Glu Glu Phe

Pro Val Pro Ala Leu His His Pro Val Phe Gln Gln Glu Ser Phe Thr

Arg Gln Val Leu Trp Lys Leu Leu Lys Val Val Lys Phe Gly Glu val
100 105 110

Ile Ser Tyr Gln Gln Leu Ala Ala Leu Ala Gly Asn Pro Ala Ala Thr
115 120 125

Ala Ala Val Lys Thr Ala Leu Ser Gly Asn Pro Val Pro Tle Leu Ile
130 135 140

Pro Cys His Arg Val Val Ser Ser Ser Gly Ala Val Gly Gly Tyr Glu
145 150 155 160

Gly Gly Leu Ala Val Lys Glu Trp Leu Leu Ala His Glu Gly Hig Arg
165 170 175

Leu Gly Lys Pro Gly Leu Gly Pro Ala Gly Ile Gly Ala Pro Gly Ser
180 185 130

Leu Glu Gly Gly Gly Gly Ser Ala Leu Lys Gly Thr Thr Tyr Gly Met
195 200 205

Cys Thr Glu Lys Phe Ser Phe Ala Lys Asn Pro Ala Asp Thr Gly His
210 215 220

Gly Thr Vval val Ile Glu Leu Leu Tyr Ser Gly Ser Asp Gly Pro Cys
225 230 235 240

Asn Ile Pro Ile Val Ser Val Val Ser Leu Asn Asp Met Thr Pro Val
245 250 255

Gly Arg Leu Val Thr Val Asn Pro Phe Val Ala Thr Ser Ser Ser Asn
260 265 270

Ser Lys vVal Leu val Glu Met Glu Pro Pro Phe Gly Asp Ser Tyr Ile
275 280 285

Val Val Gly Arg Gly Glu Lys Gln Ile Asn His His Trp His Lys Pro
290 295 300

Gly Ser Thr Leu Gly Lys Gly Gly Gly His His His His His His
305 310 315

<210> 63
<211> 1020
<212> ADN
<213> artificial

88



10

15

20

<220>

ES 2 648 899 T3

<223> Secuencia de ADN que codifica la proteina de
japonesa genotipo 5 clonado en pMT/BiP/SNAP para la expresion en células S2

<400> 63

atgaaactat
aaagactgcyg
ggatgcgage
gcagttgaag
acagcctggce
gcccttcace
ctgaaggtgy

aacccegeag

gcagttaagg
cctgctggta
accacctatyg
catggtacgg
atectettegg
cattttgttg
ggagattecat
gctggeagtt

<210> 64
<211> 319
<212> PRT

<213> artificial

<220>

<223> Secuencia de aminoacidos de la proteina de fusion SNAPIike-EDIII del virus de la encefalitis japonesa

gtattctact
aaatgaaaag
aaggattgca
ttccagcacce
ttaacgcata
atcctgtgtt
tcaagtttgg
ctacagetge
acagagteg

agtggectget
taggcgcgece
gtatgtgeac
ttgtcataga
tggccagtet
ccacatccac
tecattgttgt

cactgggaaa

genotipo 5 - Histag

<400> 64

tgcagttgtt
aactacattg
tgaaattaag
agcagctgtt
tttccaccag
tcagcaggag
tgaagtgatt

cgtgaaaact

ggctcatgaa
agggtccctg
agagaagtte
attgcagtac
gaatgattta
agacaatteg
cggaagagga

gggaggtggc

gogttcecgtag
gattcaccac
ctactgggaa
cttggaggtc
cctgaggcca
agcttcaccc
tcatatcage

gctcetoageg

ggtcatagac
gagggaggtg
tottttteca
accggcactg
actccagttg
aaggttttgg
gataagcaga

catcaccatc

fusiéon BiPlike -SNAPIlike-EDIII del virus de la encefalitis

gattgtcctt
ttgggaagtt
aaggaacttc
ctgagcccct
ttgaggaatt
gccaggtcct
aacttgctge

gaaatcctgt

ttggaaagece
gcgggtctge
agaatccage
acggaccttg
gtagattggt
tagaattgga
tcaatcacca

accatcactg

89

aagatctgac
ggaactgagt
tgctgctgat
catgcaagce
tccagtccce
gtggaaattg
attggccggt

goccatoctg

tgggctgggt
gttgaaaggg
tgacactggt
caagataccc
gacagtcaat
accaccattt

ttggcacaag

atgaccggtt

60

120

180

240

300

360

420

660

720

780

840

200

960

1020



Arg

Leu

Lys

Ala

Ala

Pro

Arg

Ile

aAla

Pro

145

Gly

Leu

Leu

Cys

Gly
225

Ser

Gly

Leu

Pro

50

Trp

val

Gln

Ser

Ala

130

Cys

Gly

Gly

Glu

Thr

210

Thr

Asp

Llys

Leu

35

Ala

Leu

Pro

Val

Tyr

115

Val

His

Leu

Lys

Gly

195

Glu

val

Lys

Leu

20

Gly

Ala

Asn

Ala

Leu

100

Gln

Lys

Arg

Ala

Pro

180

Gly

Lys

val

Asp

Glu

Lys

val

Ala

Leu

85

Trp

Gln

Thr

val

val

165

Gly

Gly

Phe

Ile

Cys

Leu

Gly

Leu

Tvyr

70

His

Lys

Leu

Ala

val

150

Lys

Leu

Gly

Ser

Glu
230

Glu

Ser

Thr

Gly

55

Phe

His

Leu

Ala

Leu

135

Ser

Glu

Gly

Ser

Phe

215

Leu

Met

Gly

Ser

40

Gly

His

Pro

Leu

Ala

120

Ser

Ser

Trp

Pro

Ala

200

Ser

Gln

ES 2 648 899 T3

Lys

Cys

25

Ala

Pro

Gln

Val

Lys

105

Leu

Gly

Ser

Leu

Ala

185

Leu

Lys

Tyr

Arg

10

Glu

Ala

Glu

Pro

Phe

30

Val

Ala

Asn

Gly

Leu

170

Gly

Lys

Asn

Thr

Thr Thr

Gln Gly

Asp Ala

Pro Leu

60

Glu Ala

Gln Gln

Val Lys

Gly Asn

Pro Val

140

Ala val
155

Ala His

Ile Gly

Gly Thr

Pro Ala

220

Gly Thr
235

90

Leu

Leu

val

45

Met

Ile

Glu

Phe

Pro

125

Pro

Gly

Glu

Ala

Thr

205

Asp

Asp

Asp

His

30

Glu

Gln

Glu

Ser

Gly

110

Ala

Ile

Gly

Gly

Pro

130

Tyr

Thr

Gly

Ser

15

Glu

val

Ala

Glu

Phe

85

Glu

Ala

Leu

Tyr

His

175

Gly

Gly

Gly

Pre

Pro

Ile

Pro

Thr

Phe

Thr

Val

Thr

Ile

Glu

160

Arg

Ser

Met

His

Cys
240



10

15

20

Lys Ile

Gly Arg

Ser Lys

Pro

Leu

val

Ile
245

Val
260

Leu

275

val val
290

Gly Ser
305

<210> 65
<211> 1008
<212> ADN

Gly

Ser

Arg

Leu

Ser Ser Val

Thr val

Val Glu Leu

Gly Asp Lys

Gly Lys

Ala

Asn Pro

Glu
280

Gln
295

Gly Gly

310

<213> artificial

<220>

<223> Secuencia de ADN que codifica la proteina de fusiéon BiPlike -SNAPIike-EDIII del virus de Rabensburg

ES 2 648 899 T3

Leu Asn

250

Ser

Phe
265

Vval Ala

Pro Pro Phe

Ile Asn His

His
315

Gly His

Asp Leu

Thr Ser

Thr

Thr

Pro Val
255

Ala Asn

270

Gly Asp

285

His
300

Trp

His His

clonado en pMT/BiP/SNAP para la expresion en células S2

<400> 65

atgaaactat
aaagactgcg
ggatgegage
gcagttgaag
acagcctggce
gececttecace
ctgaaggtgg
aaccccgcag
atcccttgtce
gcagttaagg
ccotgetggta
gtatgcgcaa
gtcttagagt
getteocactea
gcagetactyg
attgtggtag
attggaaagg

<210> 66
<211> 314
<212> PRT

gtattctact
aaatgaaaag
aaggattgca
ttccagcacc
ttaacgcata
atcctgtgtt
tcaagtttgg
ctacagctgc
acagagtcgt
agtggctgect
taggecgegeco
aagccttcaa
tgcaatacac
acgacctaac
ctaattcaaa
gtagaggaga

gaggtggcca

<213> artificial

<220>

<223> Secuencia de aminoacidos de la proteina de fusion SNAPIlike-EDIII del virus de Rabensburg - Histag

tgcagttgtt
aactacattg
tgaaattaag
agcagctgtt
tttccaccag
tcagcaggag
tgaagtgatt
cgtgaaaact
ttcatcttcc
ggctcatgaa
aggaggtgge
gttttctggg
cggaaccgat
tocegttggy
ggttetgata

acaccagata

tcaccatcae

gegttcgtag
gattcaccac
ctactgggaa
cttggaggtc
cctgaggcca
agcttcacce
tecatatcage
gctctecageg
ggagctgtag
ggtcatagac
gggtcteage
aatccagctg
ggtccttgta
agactggtga
gaactggaac

aaccaccatt

catcactgat

gattgtcctt
ttgggaagtt
aaggaactte
ctgagcccct
ttgaggaatt
gccaggteet
aacttgetge
gaaatcctgt
gtggctatga
ttggaaagcc
tcaaaggaac
acacagggca
aggtgcctgt
cagtgaatcca
ctecattegyg

ggcacaagtc

gacegatt

91

Ser

His

His

FPhe Ile

Lys Ala

His

aagatctgac
ggaactgagt
tgetgotgat
catgcaagcc
tccagtccee
gtggaaattg
attggceggt
gcccatcctg
aggaggactg
tgggctgggt
gacctatgga
tggcaccgtg
ctcttecegtg
ctttgttget
tgacteoatac

tggaagcagt

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

960

1008



<400> 66

Arg

1

Leu

Lys

Ala

Ala

65

Pro

Ile

Ala

Pro

145

Gly

Leu

Ser

Gly

Leu

Pro

50

Trp

val

Gln

Ser

Ala

130

Cys

Gly

Gly

Asp

Lys

Leu

Ala

Leu

Pro

Val

Tyr

115

Val

His

Leu

Lys

Lys

Leu

20

Gly

Ala

Asn

Ala

Leu

100

Gln

Lys

Arg

Ala

Pro
180

Asp

Glu

Lys

val

Ala

Leu

85

Trp

Gln

Thr

Val

val

165

Gly

Cys

Leu

Gly

Leu

Tyr

70

His

Lys

Leu

Ala

Val

150

Lys

Leu

Glu

Ser

Thr

Gly

Phe

His

Leu

Ala

Leu

135

Ser

Glu

Gly

Met

Gly

Ser

40

Gly

His

Pro

Leu

Ala

120

Ser

Ser

Trp

Pro

ES 2 648 899 T3

Lys

Cys

25

Ala

Pro

Gln

val

Lys

105

Leu

Gly

Ser

Leu

Ala
185

Arg

10

Glu

Ala

Glu

Pro

Phe

30

Val

Ala

Asn

Gly

Leu

170

Gly

Thr

Gln

Asp

Pro

Glu

75

Gln

Val

Gly

Pro

Ala

155

Ala

Ile

Thr

Gly

Ala

Leu

Ala

Gln

Lys

Asn

Val

140

Val

His

Gly

92

Leu

Leu

Val

45

Met

Ile

Glu

Phe

Pro

125

Pro

Gly

Glu

Ala

Asp

His

30

Glu

Gln

Glu

Ser

Gly

110

Ala

Ile

Gly

Gly

Pro
190

Ser

15

Glu

val

Ala

Glu

Phe

35

Glu

Ala

Leu

Tyr

His

175

Gly

Pro

Ile

Pro

Thr

Phe

80

Thr

Val

Thr

Ile

Glu

160

Arg

Gly



10

15

Gly Gly

195

Phe Lys

210

Leu Glu

225

Ser Ser val

Thr Val

Ile Glu

275

Gly Glu

290

His

Gly
305

Lys Gly

<210> 67
<211> 977
<212> ADN
<213> artificial

<220>

<223> Secuencia de ADN que codifica la proteina de fusion ssBiP-SNAPIlike-EDIII de un virus flavivirus de

Ser

Phe

Leu

Asn

Leu

Gln Leu

Ser

Gly

Gln Tyr

Lys

Asn

Thr

Thr
200

Gly

Pro Ala

215

Gly Thr

230

Ala Ser

245

Pro Phe

260

Glu Pro

Gln

Ile

Gly Gly

Leu

vVal

Pro

Asn

His

Asn Asp

Ala Ala

Phe Gly

280

His His

295

His His

310

ES 2 648 899 T3

Thr Tyr Gly

Asp Thr Gly

Pro
235

Asp Gly

Thr
250

Leu Pro

Ala
265

Thr Ala

Asp Ser Tyr

Trp His Lys

His His

val Cys

205

His
220

Gly
Cys Lys
val

Gly

Asn Ser

Ala

Thr

Val

Arg

Lys

Lys Ala

val

val

Val
240

Pro

Leu Val

255

Val Leu

270

Ile Val

285

Ser

300

insecto clonado en pMT/BiP/SNAP para la expresion en células S2

<400> 67

atgaaactat
aaagactgcg
ggatgcgage
geagttgaag
acagcctggce
gocctteace
ctgaaggtgg
aaccccgeag
atcccttgte

gcagttaagg

gtattctact
aaatgaaaag
aaggattgca
ttocageoace
ttaacgcata
atcetgtgtt
tcaagtttgg
ctacagectge
acagagtcgt

agtggctget

tgcagttgtt
aactacattg
tgaaattaag
agcagetght
tttccaccag
tecageaggayg
tgaagtgatt
cgtgaaaact
ttcatcttece

ggctecatgaa

gegttcgtag
gattcaccac
ctactgggaa
cttggaggte
cctgaggcca
agettecacece
tcatatcage
gctetecageg
ggagctgtag

ggtcatagac

gattgtcctt
ttgggaagtt
aaggaacttc
ctgagecceot
ttgaggaatt
gecaggtect
aacttgetge
gaaatcctgt

gtggctatga

ttggaaagec

93

Val

Ser

Gly Arg

Ser Ile

aagatctgac
ggaactgagt
tgctgctgat
catgcaagee
tccagtccece
gtggaaattg
attggoeggt
gcccatectg
aggaggactg

tgggctgggt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600



10

cctgetggta
cecttgggggt
tcactacctt
acaacaacga
ggaactactc
gtgtcgeacy
catcactgat

<210> 68
<211> 305
<212> PRT

<213> artificial

<220>

<223> Secuencia de aminoéacidos de la proteina de fusiéon SNAPIlike-EDIII de un flavivirus de insecto - Histag

<400> 68

Arg Ser
1

Leu Gly

Lys Leu

Ala Pro

50

Ala Trp

Pro val

Arg Gln

Ile Ser

Ala Ala

130

Pro Cys

Asp

Lys

Leu

Ala

Leu

Pro

val

Tyr

115

val

His

taggcgcgece
tegaaggaat
tgtcttgtgt
aagctgcegt
ctgtgagtat
tcaccggaag

gaccggt

Lys Asp

Leu Glu

20

Gly Lys

Ala val

Asn Ala

Ala Leu

85

Leu
100

Trp
Gln Gln
Thr

Lys

Arg Val

Cys

Leu

Gly

Leu

Tyr

70

His

Lys

Leu

Ala

val

aggaggtggce
agcggagata
gggctgtage
ccacgttgga
cgactgtgta

atacaccaaa

Glu Met

Ser Gly

Thr Ser

40

Gly
55

Gly

Phe His

His Pro

Leu Leu

Ala Ala

120

Leu Ser

135

Ser Ser

ES 2 648 899 T3

ggggaagcgce
acactaaaag

ttgttgtctt

tgtgggaatg
gtaacgccee

cttgggtttg

Lys Arg Thr

10

Cys Glu Gln

25

Ala Ala Asp

Pro Glu Pro

Gln Glu

75

Pro

val Phe

20

Gln

Lys Val val

105

Leu Ala Gly

Gly Asn Pro

Ser Gly Ala

agacagtgtt
aggcccaaaa
ccaaggtcgt
gaacttctgt
tgtcgecaggt

gaggtggcca

Thr Leu

Gly Leu

Ala Val

45

Leu Met

60

Ala Ile

Gln

Glu

Lys Phe

Asp

His

30

Glu

Gln

Glu

Ser

Gly

ctctcaatce
gagcatttgt
tttecttgag
tctaacagtt

gtggaggete

tcaccatcac

S8er Pro

15

Glu Ile

Val Pro
Ala Thr
Glu

Phe

Phe
95

Thr

Glu val

110

Pro
125

Asn

val
140

Pro

Val Gly

94

Ala

Ile

Gly

Ala Thr

Ile

Len

Tyr Glu

660

720

780

840

200

360

977



ES 2 648 899 T3

145 150 155 160

Gly Gly Leu Ala Val Lys Glu Trp Leu Leu Ala His Glu Gly His Arg
165 170 175

Leu Gly Lys Pro Gly Leu Gly Prc¢ Ala Gly Ile Gly Ala Pro Gly Gly
180 185 190

Gly Gly Glu Ala Gln Thr Val Phe Ser Gln Ser Pro Trp Gly Phe Glu
135 200 205

Gly Ile Ala Glu Ile Thr Leu Lys Glu Ala Gln Lys Ser Ile Cys Ser
210 215 220

Leu Pro Leu Ser Cys Val Gly Cys Ser lLeu Leu Ser Ser Lys Val Val
225 230 235 240

Phe Leu Glu Thr Thr Thr Lys Ala Ala Val His Val Gly Cys Gly Asn
245 250 255

Gly Thr Ser Val Leu Thr vVal Gly Thr Thr Pro Val Ser Ile Asp Cys
260 265 270

Val Val Thr Pro Leu Ser Gln Val Trp Arg Leu Val Ser His Val Thr
275 280 285

Gly Arg Tyr Thr Lys Leu Gly Phe Gly Gly Gly His His His His His
2390 295 300

His

305

<210> 69
<211> 1783

<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia de ADN que codifica ssBiP-sE2 de la cepa QML-1 del virus del Rio Ross -SNAPIlike-Histag
para la expresion en células S2

<400> 69

atgaagttat gcatattact ggccgtegtg gectttgttg goetcteget cgggagatct 60
agtgtaacag agcacttcaa tgtgtataag gctactagac catacctagc acattgegct 120
gattgegggg acgggtactt ctgetatage ccagttgeca tcgagaagat cogagatgag 180
gecgtctgatg gcatgectcaa gatccaagte tcecgecccaaa taggtctgga caaggcagge 240
acccacgeccce acacgaagct ccgatatatg gcoctggtcacg atgttcagga atctaagaga 300

95



10

15

gattccttga
atcgtcgcac
cacgtgaagg
ttcgtggtta
goetecccaceg
ctatcacaga
tgtacctgeg
aagattgacce
tttgttecca
actaacgtca
gaggtgacce
gccgaacoge
acggaagaag
ctgacgaceg
ctatacceeg
accaccctgg
gagatcaagc
gccgecegtge
tttcaccage
cagcaggaga
gaggtcatca
gtgaaaaccg
tctagctotg
gcccacgagg
gggtcectgg

<210> 70
<211> 572
<212> PRT

<213> artificial

<220>

<223> Secuencia de aminoéacidos de la proteina de fusion [sE2 de la cepa QML-1 del virus del Rio Ross -

gggtgtacac

actgtccacc
catgtaaggt
gaccacactt
acgaggagat
cggcgggcaa
geogtgacaa
aatgcacatge
gggetgatea
cetgecgagt
tgagattaca

accogtacga

agggcaaacc
ccgecacgeg
atagccoctet
tgctgggcaa
tgggcggacc
ctgaggccat
gctttacceg
gctaccagca
ccctgagegg
gcgeegtggg
geocacagact

agcatcatca

SNAPIike-Histag]

<400> 70

gtcecgecageg
aggcgactac
ccaatacaag
tggcgtagag
tgacatgcat
cgtcaaaata
cgtaggecact
tgcegteace
gacagctagyg
geegttgget
cccagatcat
ggaatgggtt
ccagtgggge
ccatggatgg
gcecgeacgge
gggcaagctg
aggaacatct
agagccactg
cgaggagtte
ccaggtgctg
gectggecegec
aaatcccgtg
gggctacgag
gggcaagcct

tcatcatcat

ES 2 648 899 T3

tgctceatac
ctcaaggttt
cacaatccat
ctgccatgca
acaccgocag
acagcaggcg
accagtactg
agccatgaca
aaaggcaagqg
cgagegecygyg
ccgacactct
gacaagttct
aacaacccge
ccacatgaaa
ggaggtagca
gaactgtetg
gocgoeogacyg
atgcaggcca
cctgtgecag
tggaaactgc
ctggccggea
ccecattctga
ggcgggeteg
gggctgggte

tgatgacggg

atgggacgat
cgttcgagga
tgceggtagy
cctcatacca
atataccgga
gcaggactat
acaagaccat
aatggcaatt
tacacgttec
atgtcaccta
tctectatag
ctgagegeat
cggtocgect
tcattcagta
aagactgcga
ggtgcgaaca
ccgtggaagt
ccgectgget
cacctgecacca
tgaaagtggt
atcccgecege
tcceoctgeca
ccgtgaaaga
ctgcaggtat

ccceC

gggacacttc
cgcagattcg
tagagagaag
gctgacaacg
tegeacecctg
caggtacaat
caacacatge
tacetcteca
gttecctetyg
tggtaagaag
gagtttagga
catcccagtg
gtgggcgcaa
ctattatgga
aatgaagcge
gggectgeac
gcetgeoececa
caacgcctac
cccagtgtte
gaagttcgga
caccgccgcc
ccgggtggtg
gtggctgetg

aggegogeca

Arg Ser Ser Val Thr Glu His Phe Asn Val Tyr Lys Ala Thr Arg Pro

96

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1783



Tyr

Pro

Lys

Ala

65

Lys

Gly

Leu

Vval

Val

145

Thr

Ile

Thr

Asn

Asp

225

Ser

Leu

Val

Ile

His

Arg

Thr

Lys

Gln

130

Arg

Thr

Pro

Ala

Val

210

Gln

Pro

Ala

Ala

35

Gln

Thr

Asp

Met

val

115

Tyr

Pro

Ala

Asp

Gly

195

Gly

Cys

Phe

His

20

Ile

val

Lys

Ser

Gly

100

Ser

Lys

His

Pro

Arg

180

Gly

Thr

His

Val

Cys

Glu

Ser

Leu

Leu

85

His

Phe

His

Phe

Thr

165

Thr

Arg

Thr

Ala

Pro
245

Ala

Lys

Ala

Arg

70

Arg

Phe

Glu

Asn

Gly

150

AsSp

Leu

Thr

Ser

Ala

230

Arg

Asp

Ile

Gln

Tyr

val

Ile

Asp

Pro

135

Val

Glu

Leu

Ile

Thr

215

Val

Ala

Cys

Arg

40

Ile

Met

Tyr

Val

Ala

120

Leu

Glu

Glu

Ser

Arg

200

Asp

Thr

Asp

ES 2 648 899 T3

Gly

25

Asp

Gly

Ala

Thr

Ala

105

Asp

Pro

Leu

Ile

Gln

185

Tyr

Lys

Ser

Gln

10

Asp

Glu

Leu

Gly

Ser

His

Ser

val

Pro

Asp

170

Thr

Asn

Thr

His

Thr
250

Gly Tyr

Ala Ser

Asp Lys
60

His Asp
75

Ala Ala

Cys Pro

Hig val

Gly Arg
140

Cys Thr
155

Met His

Ala Gly

Cys Thr

Ile Asn

220

Asp Lys
235

Ala Arg

97

Phe

Asp

45

Ala

val

Cys

Pro

Lys

125

Glu

Ser

Thr

Asn

Cys

205

Thr

Trp

Lys

Cys

30

Gly

Gly

Gln

Ser

Gly

110

Ala

Lys

Tyr

Pro

val

130

Gly

Cys

Gln

Gly

15

Tyr

Met

Thr

Glu

Ile

95

Asp

Cys

Phe

Gln

Pro

175

Lys

Arg

Lys

Phe

Lys
255

Ser

Leu

His

Ser

His

Tyr

Lys

val

Leu

160

Asp

Ile

Asp

Ile

Thr

240

Val



His

Arg

His

Pro

305

Pro

Val

Pro

Arg

Leu

385

Leu

Val

Met

Ile

Glu

465

Phe

Pro

Val

Ala

Proc

290

His

val

Arg

His

Prec

370

Asp

His

Glu

Gln

Glu

450

Ser

Gly

Ala

Pro

Pro

275

Asp

Pro

Thr

Leu

Glu

355

His

Ser

Glu

Val

Ala

435

Glu

Phe

Glu

Ala

Phe

260

Asp

His

Tyr

Glu

Trp

340

Ile

Gly

Pro

Ile

Pro

420

Thr

Phe

Thr

val

Thr
500

Pro

val

Pro

Glu

Glu

325

Ala

Ile

Gly

Leu

Lys

405

Ala

Ala

Pro

Arg

Ile

485

Ala

Leu

Thr

Thr

Glu

310

Gly

Gln

Gln

Gly

Gly

3%0

Leu

Pro

Trp

val

Gln

470

Ser

Ala

Thr

Tyr

Leu

295

Trp

Ile

Leu

Tyr

Ser

375

Lys

Leu

Ala

Leu

Pro

455

Val

Tyr

val

Asn

Gly

280

Phe

val

Glu

Thr

Tyr

360

Lys

Leu

Gly

Ala

Asn

440

Ala

Leu

Gln

Lys

Val

265

Lys

Ser

Asp

Tyr

Thr

345

Tyr

Asp

Glu

Lys

Val

425

Ala

Len

Trp

Gln

Thr
505

ES 2 648 899 T3

Thr

Lys

Tyr

Lys

Gln

330

Glu

Gly

Cys

Leu

Gly

410

Leu

Tyr

His

Lys

Leu

490

Ala

Cys

Glu

Arg

Phe
315

TIp

Gly

Leu

Glu

Ser

395

Thr

Gly

Phe

His

Leu

475

Ala

Leu

Arg

Vval

Ser

300

Ser

Gly

Lys

Tyr

Met

380

Gly

Ser

Gly

His

Pro

460

Leu

Ala

Ser

98

val

Thr

285

Leu

Glu

Asn

Pro

Pro

365

Lys

Cys

Ala

Pro

Gln

445

val

Lys

Leu

Gly

FPro

270

Leu

Gly

Aryg

Asn

His

350

Ala

Arg

Glu

Ala

Glu

430

Pro

Pha

Val

Ala

Asn
510

Leu

Arg

Ala

Ile

Pro

335

Gly

Ala

Thr

Gln

Asp

415

Pro

Glu

Gln

Val

Gly

495

Pro

Ala

Leu

Glu

Ile

320

Pro

Trp

Thr

Thr

Gly

400

Ala

Leu

Ala

Gln

Lys

480

Asn

val



ES 2 648 899 T3

10

15

Pro Ile Leu Ile Pro Cys His Arg Val Val Ser Ser Ser Gly Ala Val
515 520 525
Gly Gly Tyr Glu Gly Gly Leu Ala Val Lys Glu Trp Leu Leu Ala His
530 535 540
Glu Gly His Arg Leu Gly Lys Pro Gly Leu Gly Pro Ala Gly Ile Gly
545 550 555 560
Ala Pro Gly Ser Leu Glu His His His His His His
565 570
<210> 71
<211> 1783
<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> Secuencia de ADN que codifica ssBiP-sE2 de
para la expresion en células S2

<400> 71

atgaagttat
agtgtaacag
gattgegggy
goegtetgatg
acccacgecc
gatteocttga
ategtegeac
cacgtgaagg
ttegtggtta
getoccaceg
ctatcacaga
tgtacctgeg
aagattgacce
tttgttacca
actaacgtca
gaggtgacce
gacgaacege

acggaagaag

gcatattact
agcacttcaa
acgggtactt
gcatgetecaa
acacgaagct
gggtgtacac
actgtcocacc
catgtaaggt
gaccacactt
acgaggagat
cggcgggeaa
gecgtgacaa
aatgccatge
gggctgatca
cctgecgagt
tgagattaca
accegtacga

ggattgaata

ggccgtegtg
tgtgtataag
ctgetatage
gatecaagte
cegatatatg
gtecgeageg
aggcgactac
ccaatacaag
tggegtagag
tgacatgeat
cgtecaaaata
cgtaggcact
tgeegteace
gacagctagg
geegttgget
cccagatcat
ggaatgggtt

ccagtgggge

goectttgttg
gctactagac
ccagttgeca
tocgoccaaa
getggtecacg
tgetocatac
ctcaaggttt
cacaatccat
ctgccatgea
acaccgocaqg
acagcaggcg
accagtactg
agecatgaca
aaaggcaagyg
cgagegecgyg
ccgacactet
gacaagttcet

aacaacccgce

la cepa IQD2668 del virus de Mayaro -SNAPIike-Histag

gcctctoget
catacctagc
tocgagaagat
taggtetgga
atgttecagga
atgggacgat
cgttegagga
tgecggtggg
cctcatacca
atataccagga
gcaggactat
acaagaccat
aatggcaatt
tacacgttac
atgtcaceta
tctectatag
ctgagegeat

cggtcegeect

99

cgggagatct
acattgecgct
ccgagatgag
caaggcaggce
atctaagaga
gggacactte
cgcagatteg
tagagagaag
gctgacaacy
tegeoacactyg
caggtacaat
caacacatge
tacctoteca
gtteocctetyg
tggtaagaag
gagtttagga
catcccagtg

gtgggcgcaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080
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15

ctgacgaccg
ctataccceg
accacccetgg
gagatcaage
gacgecgtge
tttcaccage
cagcaggaga
gaggtcatca
gtgaaaacceg
totagetetg
goccacgagg
gggtccectgy

<210> 72
<211> 572
<212> PRT

agggcaaacc
ccgecacgeg
atagccctct
tgctgggcaa
tgggeggace
ctgaggccat
gctttacceog
gctaccageca
ccetgagegg
gegoegtggyg
gceccoacagact

agcatcatca

<213> artificial

<220>

ccatggatgg
googeacgge
gggcaagctg
aggaacatct
agagccactyg
cgaggagtte
ccaggtgctg
gctggeegec
aaatccegtg
gggctacgag
gggcaagoect

tcatcatcat

<223> Secuencia de aminoacidos de la
SNAPIlike-Histag]

<400> 72

Arg Ser
1

Tyr Leu

Pro Val

35

Ile
50

Lys

Ala
65

His
Lys

Arg

Gly Thr

Ser

Ala

Ala

Gln

Thr

Asp

Met

Val Thr

His
20

Cys
Ile Glu
Val

Ser

Lys Leu

Glu

Ala

Lys

Ala

Arg

His Phe

Asp Cys

Asn

Gly

ES 2 648 899 T3

ccacatgaaa
ggaggtagca
gaactgtctg
googecgacy
atgcaggoca
cctgtgecag
tggaaactge
ctggceggea
cccatteotga
ggegggeteg
gggetgggte

tgatgacggg

proteina de fusién [sE2 de

val
10

Tyr

Asp Gly

25

Ile Arg

40

Gln
55

Ile

Tyr Met

T0

Leu
85

Ser

Gly His

100

Arg

Phe

Val Tyr

Ile val

Asp

Gly

Ala

Thr

Ala

Glu Ala

Leu

Asp

His
75

Gly

Ser Ala

90

His Cys

105

tcattcagta
aagactgcega
ggtgcgaaca
cogtggaagt
cogactgget
cccoctgoacea
tgaaagtggt
atccegeege
tecceetgeca
cogtgaaaga
ctgcaggtat

ccc

Lys Ala

Tyr Phe

Ser Asp

45

Lys Ala

60

Asp Val

Ala

Cys

Pro Pro

Thr

Cys

30

Gly

Gly

Gln

Ser

Gly

ctattatgga
aatgaagcge
gggcctgecac
gactgeecca
caacgectac
cccagtgtte
gaagttcgga
cacecgeegee
ccgggtggtg
gtggetgetg

aggcgogoca

Arg Pro

15

Tyr Ser

Met Leu

Thr His

Glu Ser

80

Ile
95

His

Asp Tyr

110

100

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1783

la cepa IQD2668 del virus de Mayaro -



Leu

Val

Val

145

Thr

Ile

Thr

Asn

Asp

225

Ser

His

Arg

His

Pro

305

Pro

Val

Pro

Lys

Gln

130

Arg

Thr

Prg

Ala

Val

210

Gln

Prg

val

Ala

Pro

290

His

val

Arg

His

Val

115

Tyr

Pro

Ala

Asp

Gly

195

Gly

Cys

Phe

Pro

Pro

275

Asp

Pro

Thr

Leu

Glu
355

Ser

Lys

His

Pro

Arg

180

Gly

Thr

His

val

Phe

260

Asp

His

Tyr

Glu

Trp

340

Ile

Phe

His

Phe

Thr

165

Thr

Arg

Thr

Ala

Pro

245

Pro

Val

Pro

Glu

Glu

325

Ala

Ile

Glu

Asn

Gly

150

Asp

Leu

Thr

Ser

Ala

230

Arg

Leu

Thr

Thr

Glu

310

Gly

Gln

Gln

Asp

Pro

135

Val

Glu

Leu

Ile

Thr

215

Val

Ala

Thr

Tyr

Leu

295

Trp

Ile

Leu

Tyr

Ala

120

Leu

Glu

Glu

Ser

Arg

200

Asp

Thr

Asp

Asn

Gly

280

Phe

val

Glu

Thr

Tyr
360

Asp

Pro

Leu

Ile

Gln

185

Tyr

Lys

Ser

Gln

val

265

Lys

Ser

Asp

Tyr

Thr

345

Tyr

ES 2 648 899 T3

Ser

Val

Pro

Asp

170

Thr

Asn

Thr

His

Thr

250

Thr

Lys

Tyr

Lys

Gln

330

Glu

Gly

His

Gly

Cys

155

Met

Ala

Cys

Tle

Asp

235

Ala

Cys

Glu

Arg

Phe
315

Tzp

Gly

Leu

Val

Arg

140

Thr

Hig

Gly

Thr

Asn

220

Lys

Aryg

Arg

Val

Ser

300

Ser

Gly

Lys

Tyr

101

Lys

125

Glu

Ser

Thr

Asn

Cys

205

Thr

Trp

Lys

val

Thr

285

Leu

Glu

Asn

Pro

Pro
365

Ala

Lys

Tyr

Pro

val

190

Gly

Cys

Gln

Gly

Pro

270

Leu

Gly

Arg

Asn

His

350

Ala

Cys

Phe

Gln

Pro

175

Lys

Arg

Lys

Phe

Lys

255

Leu

Arg

Ala

Ile

Pro

335

Gly

Ala

Lys

Val

Leu

160

Asp

Ile

Asp

Tle

Thr

240

Val

Ala

Leu

Glu

Ile

320

Pro

Trp

Thr
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Arg Pro His Gly Gly Gly Ser Lys Asp Cys Glu Met Lys Arg Thr Thr
370 375 380

Leu Asp Ser Pro Leu Gly Lys Leu Glu Leu Ser Gly Cys Glu Gln Gly
385 390 395 400

Leu His Glu Ile Lys Leu Leu Gly Lys Gly Thr Ser RAla Ala Asp Ala
405 410 415

Val Glu Val Pro Ala Proc Ala Ala Val Leu Gly Gly Pro Glu Pro Leu
420 425 430

Met Gln Ala Thr Ala Trp lLeu Asn Ala Tyr Phe His Gln Pro Glu Ala
435 440 445

Ile Glu Glu Phe Pro Val Pro Ala Leu His His Pro Val Phe Gln Gln
450 455 460

Glu Ser Phe Thr Arg Gln Val Leu Trp Lys Leu Leu Lys Val Val Lys
465 470 475 480

Phe Gly Glu Val Ile Ser Tyr Gln Gln Leu Ala Ala Leu Ala Gly Asn
485 490 495

Pro Ala Ala Thr Ala Ala val Lys Thr Ala Leu Ser Gly Asn Pro Val
500 505 510

Pro Ile Leu Ile Pro Cys His Arg Val Val Ser Ser Ser Gly Ala val
515 520 525

Gly Gly Tyr Glu Gly Gly Leu Ala Val Lys Glu Trp Leu Leu Ala His
530 535 540

Glu Gly His Arg Leu Gly Lys Pro Gly Leu Gly Pro Ala Gly Ile Gly
545 550 555 560

Ala Pro Gly Ser Leu Glu His His His His His His
565 570

<210> 73
<211> 1786
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia de ADN que codifica ssBiP-sE2 del virus de la encefalitis equina occidental -SNAPIike-Histag
para la expresion en células S2

<400> 73

102
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atgaagttat
agcattaccg
cactcaacgc
ggatcgatta
gtecaccaaat
gagaaaatag
ctgttagcte
gagaattcat
ttgtteccac
acgtctgceyg
gaggaagcgt
tgtaagtgtg
actaaagcaa
caggatoetta
ttgacaccga
aaaggcatca
gggctgegag
gtggggcgag
caggagtcgg
catcggeate
cgcacgcacee
cacgagatca
ccagccgoeyg
tactttcacc
ttecageagy
ggagaggtca
gccgtgaaaa
gtgtetaget
ctggececacg
ccagggtcee

<210> 74
<211> 573
<212> PRT

<213> artificial

<220>

<223> Secuencia de aminoacidos de la proteina de fusion [SE2 de la encefalitis equina occidental -SNAPIike-

Histag]

<400> 74

gcatattact
atgacttcac
cgtgtttcag
gaatccaggt
toegttacat
ctatcageac
aatgtcctec
goacegtgga
cegtecatgg
ggtacataac
caggcgaagt
gcgactacag
aacagtgeat
ttaggeacac
cagtotgece
cectacacet
cagacgcaac
aagggctgga
caccaggoega
cagtctacac
tggatagccc
agctgetggg
tgctgggcgg
agcctgaggce
agagctttac
tecagcoctacca
ccgecctgag
ctggegeegt
agggccacag

tggagcatca

ggccgtcegty
actgaccagt
cccaataaaa
ctaggcacaa
gtatttegac
atctggacce
aggtgacagt
gaaaaagatc
aaagctggta
catgcacagg
gtacattaaa
cacaggtatc
tgcctacaag
agaccactca
ggttcoegtta
gactgecaatg
agcagaatgg
gtacgtatgg
ceccacatgga
goggecgeac
tetgggeaag
caaaggaaca
accagagcca
catcgaggag
cegocaggty
gcagcetggea
cggaaatccec
ggggggetac
actgggcaag

tcatcatcat

ES 2 648 899 T3

gcctttgttyg
ccctacctgg
attgagaacg
tteggetaca
cacgaccatg
tgeegtagte
gtaaccgtca
aggaggaagt
aagtgccacyg
ccaggeccac
ccaccttctg
gtgagcacge
agcgaccaaa
gtgcaaggta
gctcacacge
cgaccaacat
attacagggt
ggtaaccatg
tggeccgceatg
ggeggaggta
ctggaactgt
tetgecegecg
ctgatgcagg
tteccectgtge
ctgtggaaac
gcoectggecg
gtgcceatte
gagggcggge
cctgggcetog

cattgatgac

gcecteteget
ggttctgeec
tgtgggacga
atcaggcagg
acatcaagga
ttggocacaa
gtatcacgag
ttgteggtag
tttacgatca
acgcgtataa
gcaagaacgt
gaacgaagat
cgaaatgggt
aattgcacat
ctacagtcac
tgctgacaac
ctacatccag
aaccagtcag
agatcatcat
gcaaagactg
ctgggtgega
acgccecgtgga
ccaccgectg
cagccctgea
tgctgaaagt
gcaatecege
tgatceccctg
tegeegtgaa
gteoctgeagg

gggccce

103

cgggagatct
gtattgecaga
atctgatgat
cactgoggat
agacagtatg
agggtactte
cggagcatct
agaggagtac
cttgaaggag
gtcctatctyg
cacctacgaa
gaacggctge
cttcaacteg
tocattecge
gaagtggtte
gagaaaattg
gaatttttet
agtctgggece
ccactattat
cgaaatgaag
acagggcctg
agtgcctgece
gctcaacgcce
ccacccagtg
ggtgaagtte
cgacacages
ccaccgggtg
agagtggety

tataggcgecg

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

1786



Arg

Phe

Ile

val

Lys

65

Ser

Gly

val

Glu

Pro

145

Lys

Ala

Pro

Ser

Ser

Cys

Glu

Ser

50

Phe

Met

His

Thr

Lys

130

Pro

Glu

Tyr

Pro

Thr

Ser

Pro

Asn

35

Ala

Arg

Glu

lys

val

115

Lys

val

Thr

Lys

Ser

195

Gly

Ile

Tyr

20

val

Gln

Tyr

Lys

Gly

100

Ser

Ile

His

Ser

Ser

180

Gly

Ile

Thr

Cys

Trp

FPhe

Met

Ile

85

Tvr

Ile

Arg

Gly

Ala

165

Tyr

Lys

Vval

Asp

Arg

Asp

Gly

Ser

70

Ala

Phe

Thr

Arg

Lys

150

Gly

Leu

Asn

Ser

Asp

His

Glu

Tyr

55

Phe

Ile

Leu

Ser

Lys

135

Leu

Tyr

Glu

Val

Thr

Phe

Ser

Ser

40

Asn

Asp

Ser

Leu

Gly

120

Phe

val

Ile

Glu

Thr

200

Arg

ES 2 648 899 T3

Thr

Thr

25

Asp

Gln

His

Thr

Ala

105

Ala

val

Lys

Thr

Ala

185

Tyr

Thr

Leu

10

Pro

Asp

Ala

Asp

Ser

90

Gln

Ser

Gly

Cys

Met

170

Ser

Glu

Lys

Thr

Cys

Gly

Gly

His

75

Gly

Cys

Glu

Arg

His

155

His

Gly

Cys

Met

Ser

Phe

Ser

Thr

60

Asp

Pro

Pro

Asn

Glu

140

val

Arg

Glu

Lys

Asn

104

Pro

Ser

Ile

45

Ala

Ile

Cys

Pro

Ser

125

Glu

Tyr

Pro

Vval

Cys

205

Gly

Tyr

Pro

30

Arg

Asp

Lys

Arg

Gly

110

Cys

Tyr

Asp

Gly

Tyr

1%0

Gly

Cys

Leu

15

Ile

Ile

val

Glu

Arg

95

Asp

Thr

Leu

His

Pro

175

Ile

Asp

Thr

Gly

Lys

Gln

Thr

Asp

Leu

Ser

val

Phe

Leu

160

His

Lys

Tyr

Lys



Ala

225

Asn

Leu

Ala

Leu

Arg

305

Phe

Pro

Trp

Thr

Thr

385

Gly

Ala

Leu

Ala

210

Lys

Ser

His

His

Thr

290

Ala

Ser

Val

Pro

Arg

370

Leu

Leu

Val

Met

Ile
450

Gln

Pro

Ile

Thr

275

Ala

Asp

val

Arg

His

355

Pro

Asp

His

Glu

Gln

435

Glu

Cys

Asp

Pro

260

Pro

Met

Ala

Gly

Val

340

Glu

His

Ser

Glu

Val

420

Ala

Glu

Ile

Leu

245

Phe

Thr

Arg

Thr

Arg

325

Trp

Ile

Gly

Pro

Ile

405

Pro

Thr

Phe

Ala

230

Ile

Arg

val

Pro

Ala

310

Glu

Ala

Ile

Gly

Leu

390

Lys

Ala

Ala

Pro

215

Tyr

Arg

Leu

Thr

Thr

295

Glu

Gly

Gln

Ile

Gly

375

Gly

Leu

Pro

Trp

Val
455

Lys

His

Thr

Lys

280

Leu

Trp

Leu

Glu

His

360

Ser

Lys

Leu

Ala

Leu

440

Pro

ES 2 648 899 T3

Ser

Thr

Pro

265

Trp

Leu

Ile

Glu

Ser

345

Tyr

Llys

Leu

Gly

Ala

425

Asn

Ala

Asp

Asp

250

Thr

Fhe

Thr

Thr

Tyr

330

Ala

Tyr

Asp

Glu

Lys

410

Val

Ala

Leu

220

Gln Thr
235

Hig Ser

val Cys

Lys Gly

Thr Arg

300

Gly Ser

315

val Trp

Pro Gly

His Arg

Cys Glu

380

Leu Ser

395

Gly Thr

Leu Gly

Tyr Phe

Hig His
460

105

Lys

Val

Pro

Ile

285

Lys

Thr

Gly

Asp

His

365

Met

Gly

Ser

Gly

His

445

Pro

Trp

Gln

val

270

Thr

Leu

Ser

Asn

Pro

350

Pro

Lys

Cys

Ala

Pro

430

Gln

Val

Val

Gly

255

Pro

Leu

Gly

Arg

Hisg

335

His

Val

Arg

Glu

Ala

415

Glu

Pro

Phe

Phe

240

Lys

Leu

His

Leu

Asn

320

Glu

Gly

Tyr

Thr

Gln

400

Asp

Pro

Glu

Gln



10

15

Gln
465

Glu
Lys Phe
Pro

Asn

Val Pro

Ser

Gly

Ala

Ile

FPhe

Thr Arg

Gln val

470

Glu val

485

Ala
500

Thr

Leu Ile

515

val Gly

530

His Glu

545

Gly Ala

<210> 75
<211> 1786
<212> ADN

Gly

Gly

Pro

Tyr Glu

His Arg

Ile

Ala

Pro

Gly

Leu

Ser Tyr

Ala

val

His
520

Cys

Gly Leu

535

Gly Lys

550

Ser
565

Gly

<213> artificial

<220>

<223> Secuencia de ADN que codifica ssBiP-sE2 del virus de la encefalitis equina oriental -SNAPlike-Histag para

la expresion en células S2

<400> 75

atgaagttat
gatttggaca
aactgtgggc
cacgcaggag
gatttggcct
ctgcatgtge
geteoaatgec
acgtgcacag
ccacctgaac
ggacactatg
cacagtgcca
tgcccagatg

aaacaatgca

gcatattact
ctcatttcac
atagtcggtg
tcatcecgeat
acatgagttt
gcacctcagc
caccagggga
ttgccecataa
atggagttga
ttgagatgca
aggtgaaaat
tacgagaggg

gggcttacct

Leu

Glu His

ggcegtegtyg
ccagtataag
cgacagccct
ccagacatca
catgaacggc
ccettgttee
cacggttaca
ggtagaattec
attaccgtgt
tcaacccggg
tacggtaceg
aattacecage

gattgacaac

ES 2 648 899 T3

Leu Lys

475

Trp

Gln Gln

450

Leu

Lys Thr Ala

505

Arg Val Val

Ala Val

lys

Leu
555

Pro Gly

His His

570

His

goectttgttg
ttggcacgeo
atagctatag
gctatgtteg
aaaacgcaga
ctcgtgtcge
gttgggtttce
aggccagtgg
aaccgttaca
ctagttgceg
ageggogooe
agcegaccata

aaaaaatggg

Leu Leu

Ala

Ala

Leu Ser

Lys

Leu

Gly

val val

480

Ala
495

Gly

Asn Pro

510

Ser
525

Ser

Glu
540

Gly Pro

His His

gcctctoget
cgtatattge
aagaagtcag
gtctgaagac
aatcaataaa
accacggcta
acgacgggec
gtagagagaa
ctcacaagcg
accactctct
aagtgaaata
caaccacctg

tgtacaactc

106

Ser

Len

Ala

Gly Ala

Ala

Leu

Ile
560

Gly

cgggagatct
tgattgecect
aggggatgcg
ggatggagtc
gatcgacaac
ttacatcctg
taaccgecat
ataccgtcac
tgcagaccaa
ccttagcatce
ctactgeaag
cacggatgte

tggaagactyg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780
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cctocgaggag agggcgacac ttttaaagga aaacttcatg tgecetttgt gectgttaag 840
goccaagtgeca tcgoccacget ggcaccggag cctctagttg agcacaaaca ccgcaccctg 900
attttacacc tgcaccegga ccatcegace ttgctgacga ccaggtcact tggaagtgat 960
gcaaatccaa ctcgacaatg gattgagcga ccaacaactg tcaatttcac agtcaccgga 1020
gaagggttgg agtatacctg gggaaaccat ccaccaaaaa gagtatgggc tcaagagtca 1080
ggagaaggga atccacatgg atggcecgcac gaagtggtag tctattacta caacaggtac 1140
ccgttaacca caattatcgg gocggccgcac ggcggaggta gcaaagactg cgaaatgaag 1200
cgcaccacece tggatagece tcotgggecaag ctggaactgt ctgggtgega acagggectg 1260
.......... o b g b e ey e g o A i e o o o o ek e e B et b e i 1290
Labyadydaria aylLyguuyuly vdadygygaaia Lluyguyuiy alyleyguygya ayguygiuniygoe -V
ccagecegeeg tgetgggegg accagagcca ctgatgocagg ccacegecectg getcaacgee 1380
tactttcacc agcctgaggc catcgaggag ttccctgtge cagcecctgeca ccacccagtg 1440
ttccagecagg agagctttac ccgccaggbtg ctgtggaaac tgctgaaagt ggtgaagttce 1500
ggagaggtca tcagctacca gcagctggec gceccctggecyg gocaatccoge cgoccaccgoc 1560
gecgtgaaaa ccgecctgag cggaaatcce gtgeccatte tgateccetg ccaccegggtyg 1620
gtgtctagct ctggegecegt ggggggctac gagggcecggge tcgcegtgaa agagtggetg 1680
ctggeccacg agggccacag actgggcaag cctgggetgg gtectgecagg tataggegeg 1740
ccagggtcce tggagcatca tcatcatcat cattgatgac gggceco 1786
<210> 76
<211> 573
<212> PRT
<213> artificial
<220>
<223> Secuencia de aminoacidos de la proteina de fusion [SE2 de la encefalitis equina oriental -SNAPIlike-Histag]
<400> 76
Arg Ser Asp Leu Asp Thr His Phe Thr Gln Tyr Lys Leu Ala Arg Pro
1 5 10 15
Tyr Ile Ala Asp Cys Pro Asn Cys Gly His Ser Arg Cys Asp Ser Pro
20 25 30
Ile Ala Ile Glu Glu Val Arg Gly Asp Ala His Ala Gly Val Ile Arg
35 40 45
Ile Gln Thr Ser Ala Met Phe Gly Leu Lys Thr Asp Gly Val Asp Leu
50 55 60

107



Ala

65

Asp

His

val

Lys

Glu

145

Asp

His

Ser

Gly

Cys

225

Arg

Pro

Pro

Asp

Pro
305

Tyr

Asn

Gly

Gly

val

130

His

Gln

Ser

Gly

Ile

210

Arg

Leu

Phe

Leu

His

290

Thr

Met

Leu

Tyr

Phe

115

Glu

Gly

Gly

Leu

Ala

195

Thr

Ala

Pro

val

val

275

Pro

Arg

Ser

His

Tyr

100

His

Phe

Val

His

Leu

180

Gln

Ser

Tyr

Arg

Pro

260

Glu

Thr

Gln

Phe

val

Ile

Asp

Arg

Glu

Tyr

165

Ser

val

Ser

Leu

Gly

245

val

His

Leu

Trp

Met

70

Arg

Leu

Gly

Pro

Leu

150

Val

Ile

Lys

Asp

Ile

230

Glu

Lys

Lys

Leu

Ile
310

Asn

Thr

Ala

Pro

val

135

Pro

Glu

His

Tyr

His

215

Asp

Gly

Ala

His

Thr

295

Glu

Gly

Ser

Gln

Asn

120

Gly

Cys

Met

Ser

Tyr

200

Thr

Asn

Asp

Lys

Arg

280

Thr

Arg

Lys

Ala

Cys

105

Arg

Arg

Asn

His

Ala

185

Cys

Thr

Lys

Thr

Cys

265

Thr

Arg

Pro

ES 2 648 899 T3

Thr

Pro

Pro

His

Glu

Arg

Gln

170

Lys

Lys

Thr

Lys

Phe

250

Tle

Leu

Ser

Thr

Gln

75

Cys

Pro

Thr

Lys

Tyr

155

Pro

Val

Cys

Cys

Trp

235

Lys

Ala

Ile

Leu

Thr
315

Lys

Ser

Gly

Cys

Tyr

140

Thr

Gly

Lys

Pro

Thr

220

Val

Gly

Thr

Leu

Gly

300

val

108

Ser

Leu

Asp

Thr

125

Arg

His

Leu

Ile

Asp

205

Asp

Tyr

Lys

Len

His

285

Ser

Asgn

Ile

Val

Thr

110

val

His

Lys

Val

Thr

190

Vval

val

Asn

Leu

Ala

270

Leu

Asp

Phe

Lys

Ser

Val

Ala

Pro

Arg

Ala

175

Val

Arg

Lys

Ser

His

255

Pro

His

Ala

Thr

Ile

80

His

Thr

His

Pro

Ala

160

Asp

Pro

Glu

Gln

Gly

240

Val

Glu

Pro

Asn

val
320
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Thr Gly Glu Gly Leu Glu Tyr Thr Trp Gly Asn His Pro Pro Lys Arg
325 330 335

Val Trp Ala Gln Glu Ser Gly Glu Gly Asn Pro His Gly Trp Pro His
340 345 350

Glu Val Val Val Tyr Tyr Tyr Asn Arg Tyr Pro Leu Thr Thr Ile Ile
355 360 365

Gly Arg Pro His Gly Gly Gly Ser Lys Asp Cys Glu Met Lys Arg Thr
370 375 380

Thr Leu Asp Ser Pro Leu Gly Lys Leu Glu Leu Ser Gly Cys Glu Gln
385 390 395 400

Gly Leu His Glu Ile Lys Leu Leu Gly Lys Gly Thr Ser Ala Ala Asp
405 410 415

Ala Val Glu Val Pro Ala Pro Ala Ala Val Leu Gly Gly Pro Glu Pro
420 425 430

Leu Met Gln Ala Thr Ala Trp Leu Asn Ala Tyr Phe His Gln Pro Glu
435 440 445

Ala Ile Glu Glu Phe Pr¢ Val Pro Ala Leu Hig Hisg Pro Val Phe Gln
450 455 460

Gln Glu Ser Phe Thr Arg Gln Val Leu Trp Lys Leu Leu Lys Val Vval
465 470 475 480

Lys Phe Gly Glu Val Ile Ser Tyr Gln Gln Leu Ala Ala Leu Ala Gly
485 490 485

Asn Pro Ala Ala Thr Ala Ala Val Lys Thr Ala Leu Ser Gly Asn Pro
500 505 510

Val Pro Ile Leu Ile Pro Cys His Arg Val Val Ser Ser Ser Gly Ala
515 520 525

Val Gly Gly Tyr Glu Gly Gly Leu Ala Val Lys Glu Trp Leu Leu Ala
530 535 540

His Glu Gly His Arg Leu Gly Lys Prc Gly Leu Gly Pro Ala Gly Ile
545 550 355 560

Gly Ala Pro Gly Ser Leu Glu His His His His His His
565 570

<210> 77
<211> 1792
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia de ADN que codifica ssBiP-sE2 del virus de la encefalitis equina venezolana -SNAPIlike-Histag
para la expresion en células S2

<400> 77

109
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15

atgaagttat
agatcttcta
tgcatcagat
gacgggcacg
ggcaacttaa
ctacatcaag
tttetgettg
gtcacacact
tacactcatce
cagaacagag
atttcettga
aaatgcaagt
cagtgcacaa
aattctgaca
ttcttgetgg
ggtttccgat
caacttgctg
tttaccgtca
tgggcacagg
tattaccaca
atgaagcgca
ggcctgcacg
cotgececag
aacgcctact
ccagtgttece
aagttcggag
accgccgecy
cgggtggtat
tggctgectgyg
ggcgegeeag

<210> 78
<211> 575
<212> PRT
<213> artificial

<220>

<223> Secuencia de aminoéacidos de la proteina de fusion [sE2 de la encefalitis equina venezolana -SNAPIlike-

Histag]

<400> 78

gcatattact

ccgaggagct

gtgccgttagg
acggctatgt

agggaaggac
tgtcactcea
ctaggtgece
cctgeteagt
caccagaaca
gagcttatgt
geggeagtte
geggeggeac
agaaggagca
aactgcccaa
cagacggcaa
cagtgtcact
atgagcctca
ctgaaaaggg
aaacagcacc
gataccctat
ccaccctgga
agatcaagct
cegecgtget
ttcaccagec
agcaggagag
aggtcatcag
tgaaaaccgc

ctagctetgg

cccacgaggyg

ggtccectgga

ggccgtegty
gtttaaggag
gagctgccat
tagactteag
tatgeoggtat
cacatctege
ggcaggggac
gecgtatgaa
cggagcagag
cgagatgcac
agtcacegtg
aaagatcteoe
gtgcagagca
agcagcggga
atgcaccgtg
gaaactgcac
ttacacgcac
gtgggagttt
cggaaatcca
gtccacgcgg
tageccetctg
gctgggcaaa
gggcggacca
tgaggeccate
ctttacccge

ctaccagcag

ES 2 648 899 T3

gectttgttg
tataagctaa
agtccaatag
actteoctege
gatatgcacg
cegtgtcaca
tcecatcacca
gtgaaattta
caagcegtgec
cteceggget
acacctectg
gaaaccatca
tatcgactgc
gccaccctaa
cctctagcac
cctaagaatc
gagctcatat
gtatggggaa
catgggectge
ccgcacggeg
ggcaagctgg
ggaacatctg
gagccactga
gaggagttcc
caggtgctgt

ctggcoegece

gcctectoget
cgcgcecctta
caattgaggc
agtatggect
ggaccattga
ttgtggatgg
tggaatttaa
atcctgtagg
aagtctacge
cagaagtgga
tegggactag
acaaggcaaa
agaatgacaa
aaggaaaact
cggaacctat
ccacatatct
ctgaaccagc
accateccgec
cacatgaggt
gaggtagcaa
aactgtctgg
ccgocgacge
tgcaggeccac
ctgtgccage
ggaaactgcet

tggceggeaa

cgggagatct
catggccaga
agtgaagagc
ggattcetet
agagatacca
gecatggttat
gaaaggttca
cagagaactc
gcacgatgea
cagcagtttyg
cgecttggtyg
acagtteage
gtgggtgtat
acacgtcccg
gataaccttc
gaccactcgce
tgttaggaat
gaaaaggttt
gataactcat
agactgcgaa
gtgcgaacag
cgtggaagtg
cgectggetce
cetgeaccac
gaaagtggtg

teocecgeegee

cctgagegga aatcccgtge ccattctgat cccctgecac

cgeegtgogy ggctacgagg gogggetege cgtgaaagag

ccacagactg ggcaagcctg ggctgggtce tgcaggtata

gcatcatcat catcatcatt gatgacggge cc

110

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

S00

260

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1792



Arg

Ser

val

Leu

65

Ile

val

Ser

Val

His

145

Asp

Ser

Pro

Pro

Arg

50

Lys

Pro

Asp

Ile

Pro

130

Pro

Ala

Arg

Tyr

Ile

Leu

Gly

Leu

Gly

Thr

115

Tyr

Pro

Gln

Ser

Met

20

Ala

Gln

Arg

His

His

100

Met

Glu

Glu

Asn

Ser

Ala

Ile

Thr

Thr

Gln

85

Gly

Glu

Val

His

Arg
165

Thr

Arg

Glu

Ser

Met

70

Val

Tyr

Phe

Lys

Gly

150

Gly

Glu

Cys

Ala

Ser

55

Arg

Ser

Fhe

Lys

Phe

135

Ala

Ala

Glu

Ile

Val

Gln

Tyr

Leu

Leu

Lys

120

Asn

Glu

Tyr

ES 2 648 899 T3

Leu

Arg

25

Lys

Tyr

Asp

His

Leu

105

Gly

Pro

Gln

val

Phe

10

Cys

Ser

Gly

Met

Thr

a0

Ala

Ser

Val

Ala

Glu
170

Lys Glu

Ala Val

Asp Gly

Leu Asp
60

His Gly
75

Ser Arg

Arg Cys

Val Thr

Gly Arg

140

Cys Gln
155

Met His

111

Tyr

Gly

His

Ser

Thr

Pro

Pro

His

125

Glu

val

Leu

Lys

Ser

30

Asp

Ser

Ile

Cys

Ala

110

Ser

Leu

Tyr

Pro

Leu

15

Cys

Gly

Gly

Glu

His

95

Gly

Cys

Tyr

Ala

Gly
175

Thr

His

Tyr

Asn

Glu

80

Ile

Asp

Ser

Thr

His

160

Ser



Glu

Thr

Thr

Thr

225

Val

Gly

Pro

Leu

Ala

305

Arg

His

His

Met

Arg

385

Glu

Ala

val

Pro

Lys

210

Lys

Tyr

Lys

Leu

Lys

230

Asp

Asn

Pro

Gly

Ser

370

Thr

Gln

Asp

Asp

Pro

195

Ile

Lys

Asn

Leu

Ala

275

Leu

Glu

Phe

Pro

Leu

355

Thr

Thr

Gly

Ala

Ser

180

val

Ser

Glu

Ser

His

260

Pro

His

Fro

Thr

Lys

340

Pro

Arg

Leu

Leu

Val

Ser

Gly

Glu

Gln

Asp

245

Val

Glu

Pro

His

val

325

Arg

His

Pro

Asp

His

405

Glu

Leu

Thr

Thr

Cys

230

Lys

Pro

Pro

Lys

Tyr

310

Thr

Phe

Glu

His

Ser

390

Glu

val

Ile

Ser

Ile

215

Arg

Leu

Phe

Met

Asn

295

Thr

Glu

Trp

val

Gly

375

Pro

Ile

Pro

Ser

ala

200

Asn

Ala

Pro

Leu

Ile

280

Pro

His

Lys

Ala

Ile

360

Gly

Leu

Lys

Ala

ES 2 648 899 T3

Leu

185

Leu

Lys

Tyr

Lys

Leu

265

Thr

Thr

Glu

Gly

Gln

345

Thr

Gly

Gly

Leu

Pro

Ser

val

Ala

Arg

Ala

250

Ala

Phe

Tyr

Leu

Trp

330

Glu

His

Ser

Lys

Leu

410

Ala

Gly

Lys

Lys

Leu

235

Ala

Asp

Gly

Leu

Ile

315

Glu

Thr

Tyr

Lys

Leu

395

Gly

Ala

Ser

Cys

Gln

220

Gln

Gly

Gly

Phe

Thr

300

Ser

Phe

Ala

Tyr

Asp

380

Glu

Lys

val

112

Ser

Lys

205

Phe

Asn

Ala

Lys

Arg

285

Thr

Glu

val

Pro

His

365

Cys

Leu

Gly

Leu

Val

190

Cys

Ser

Asp

Thr

Cys

270

Ser

Arg

Pro

Trp

Gly

350

Arg

Glu

Ser

Thr

Gly

Thr

Gly

Gln

Lys

Leu

255

Thr

Val

Gln

Ala

Gly

335

Asn

Tyr

Met

Gly

Ser

415

Gly

val

Gly

Cys

Trp

240

Lys

vVal

Ser

Leu

Val

320

Asn

Pro

Pro

Lys

Cys

400

Ala

Pro



10

15

Glu Pro

Leu

420

Met Gln

435

Glu
45Q

Pro

Phe
465

Gln
Val val
Ala

Gly

Asn Pro

aAla

Gln

Lys

Asn

Val

Ile Glu

Glu Ser

Ala

Glu

Phe

Thr Ala

440

FPhe
455

Pro

Thr Arg

470

Phe Gly

485

Pro Ala

500

Pro Ile

515

Ala
530

Gly

Leu Ala

545

Gly Ile

<210>79
<211> 1442
<212> ADN

val

His

Gly

Gly Gly

Glu Gly

Glu

Ala

Leu

Tyr

His

Val Ile

Thr Ala

Ile Pro

520

Glu
535

Gly

Arg Leu

550

Lla Pro

565

<213> artificial

<220>

<223> Secuencia de ADN que codifica ssBiP- SNAPlike-proteina N de Akabane —sitio de escision de proTEV -

Gly

Ser Leu

Histag para la expresion en células S2

<400> 79

atgaagttat
tctgacaaag
ctgagtggat
gctgatgcag
caagccacag
gtceceegece

aaattgctga

gcatattact
actgcgaaat
gcgagcaagg
ttgaagttcc
cotggeottaa

ttecaccatce

aggtggtcaa

ggccgtegtg
gaaaagaact
attgcatgaa
agcaccagca
cgeatattte
tgtgtttcag

gtttggtgaa

ES 2 648 899 T3

425

Trp Leu Asn

val Pro Ala

Gln Val Leu

475

Ser Tyr Gln

490

Ala Vval
505

Lys

Cys His Arg

Gly Leu Ala

Pro
555

Gly Lys

Glu Hisg His

570

gtggcctttg
acattggatt
attaagctac
gctgttettg
caccagcctyg
caggagagct

gtgatttcat

430

Ala Tyr

445

Leu His

460

Trp Lys

Gln

Leu

Thr Ala

Phe

His

Leu

Ala Ala

Leu

His Gln

Pro val

Leu Lys

480

Leu
4935

Ser Gly

510

Val val

525

Val
540

Lys

Gly Leu

His Hisg

ttggcctete
caccacttgg
tgggaaaagg
gaggtcctga
aggccattga
tcacccgeca

atcagcaact

113

Ser

Glu

Gly

His

Ser Ser

Leu

Trp

Ala
560

Pro

His
575

gctcgggaga
gaagttggaa
aacttetget
gccectcatg
ggaattteca

ggtcctgtgg

tgctgcattg

60

120

180

240

300

360

420



10

gceggtaace
atcctgatce
ggactggcag
ctgggtcectg
ttecagageg
acatttaate
tttactgttg
acgccacaac
catttteecce
tegggetact
gaggcagetg
gggtacgcaa
ttttacccat
atgaggaagg
aagttggacg
ggcttctcac
aatctatatt
gt

<210> 80
<211> 458
<212> PRT

ccgcagctac
cttgtcacag
ttaaggagtg
ctggtatagg
atatcgcaaa
cggatgcagg
ctagagtctt
caagtgtega
agtatactge
tagctegatg
ctacaategt
tgtacctagg
tggttattga
tettacgeca
cagtcaagge
ctgcagctag

ttcaagggce

<213> artificial

<220>

<223> Secuencia de aminoéacidos de proteina de fusion [SNAPIlike-proteina N de Akabane -Histag]

<400> 80

Arg Ser Asp Lys

1

Leu Gly Lys Leu
2

Lys Leu Leu Gly

35

Ala Pro
50

Ala Ala

Asp Cys

Glu Leu

Lys Gly Thr

Val Leu

agctgcegtyg
agtcgtttca
gctgectgget
cgegecaggyg
tcaatttatt
gtatgtggea
cttectecaac
tettactttt
aaatccggtg
ggttgctgag
aatgeegetg
ctttgeecet
catgecacagt
gagatatggg
tgecatttage

agctttcctg

cggcggagyt

Glu

Ser

40

Gly
55

ES 2 648 899 T3

aaaactgctc
tctteoccggag
catgaaggtc
tecctaggtg
ttcaacgaty
tttatcagta
cagaagaagg
gcaggggtca
tecagacactg
cagtgcaagg
goctgaagtga
ggtgctgaga
gtgataaagg
cagcetgactg
tcagttgeee
gctcaatttg

agtcaccatc

Met Lys Arg Thr

10

Gly Cys Glu Gln

25

Ser Ala Ala Asp

Gly Pro Glu Pro

tcagcggaaa
ctgtaggtgg
atagacttgg
gcggatcega
ttocacaacyg
agtatgggca
ccaagatggt
aatttacagt
cctttacget
ctaatcagat
agggctgeac
tgtttetgga
atgggatgga
cagaagaatg
aaatatcetg
gtattcagat

atcaccatca

tcctgtgece
ctatgaagga
aaagcctggg
aaacctgtac
gaatgoagot
gcagctcaac
cttacataag
ggttaataac
ccatcgecatce
caaacttgca
ctggagtgat
aacctttgag
tgtcaactte
gatgacatct
ggcecaaatot
cccgggagayg

ctaatgaccg

Thr Leu Asp Ser Pro

15

Gly Leu His Glu Ile

30

Ala Val Glu Val Pro

45

Leu Met Gln Ala Thr

60

114

480

540

600

660

720

780

840

8900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1442



Ala

65

Pro

Arg

Ile

Ala

Pro

145

Gly

Leu

Leu

Gln

Pro

225

Asn

Met

Gly

Asn

Leu
305

Trp

Val

Gln

Ser

Ala

130

Cys

Gly

Gly

Gly

Phe

210

Asp

Phe

val

val

Pro

290

Ala

Leu

Pro

Val

Tyr

115

val

His

Leu

Lys

Gly

195

Ile

Ala

Thr

Len

Lys

275

val

Arg

Asn

Ala

Leu

100

Gln

Lys

Arg

Ala

Pro

180

Gly

FPhe

Gly

Val

His

260

Phe

Ser

Trp

Ala

Leu
85

Trp

Gln

Thr

vVal

Val

165

Gly

Ser

Asn

Tyr

Ala

245

Lys

Thr

Asp

val

Tyr

70

His

Lys

Leu

Ala

Val

150

Lys

Leu

Glu

Asp

Val

230

Arg

Thr

val

Thr

Ala
310

Phe

His

Leu

Ala

Leu

138

Ser

Glu

Gly

Asgn

val

215

Ala

Val

Pro

Val

Ala

295

Glu

His

Pro

Leu

Ala

120

Ser

Ser

Trp

Pro

Leu

200

Pro

Phe

Phe

Gln

Asn

280

FPhe

Gln

Gln

Val

Lys

105

Leu

Gly

Ser

Leu

Ala

185

Tyr

Gln

Ile

Phe

Pro

265

Asn

Thr

Cys

ES 2 648 899 T3

Fro

Fhe

80

Val

Ala

Asn

Gly

Leu

170

Gly

Phe

Arg

Ser

Leu

250

Ser

Eis

Leu

Lys

Glu

75

Gln

Val

Gly

Pro

Ala

155

Ala

Ile

Gln

Asn

Lys

235

Asn

val

Phe

His

Ala
315

Ala

Gln

Lys

Asn

val

140

Val

His

Gly

Ser

Ala

220

Tyr

Gln

Asp

Pro

Arg

300

Asn

115

Ile

Glu

Phe

Pro

125

Pro

Gly

Glu

Ala

Asp

205

Ala

Gly

Lys

Lau

Gln

285

Ile

Gln

Glu

Ser

Gly

110

Ala

Ile

Gly

Gly

Pro

130

Ile

Thr

Gln

Lys

Thr

270

Tyr

Ser

Ile

Glu

Phe

95

Glu

Ala

Leu

Tyr

His

175

Gly

Ala

Phe

Gln

Ala

255

Phe

Thr

Gly

Lys

Phe

80

Thr

Val

Thr

Ile

Glu

160

Arg

Ser

Asn

Asn

Leu

240

Lys

Ala

Ala

Tyr

Leu
320



10

15

Ala Glu

Thr

Cys

Ala Glu

Ala

Trp

Met

Ala Ala

325

Ser
340

Asp

Phe Leu

355

Met His

370

val
385

Leu
Ser Lys
Ser

Trp

Gln Phe

Arg Val

Arg

Leu

Ala

Gly

Ile

Gln Arg

Thr

Gly

Glu

Lys

Tyr

Ile Val

Tyr Ala

Thr Phe

360

Asp
375

Gly

Gly Gln

390

Asp
405

Lys Ser

420

Ile Gln

435

Gly Gly

450

<210> 381
<211> 1451
<212> ADN

Gly

Ser His

<213> artificial

<220>

<223> Secuencia de ADN que codifica ssBiP- SNAPlike-proteina N de Aino —sitio de escisién de proTEV -Histag

Ala val

Gly

Ile

His

Lys Ala

Phe Ser

Pro Gly

440

His His

455

para la expresion en células S2

<400> 81

atgaagttat
tctagatetg
ttggaactga
tctgetgetg
ctcatgcaag
tttccagtce
ctgtggaaat

gcattggecyg

gcatattact
acaaagactg
gtggatgcga
atgcagttga
ccacagectg
ccgecccttca
tgctgaaggt

gtaaceccege

ggccgtegtg
cgaaatgaaa
gcaaggattg
agttccagea
gcttaacgea
ccatectgtg
ggtcaagttt

agctacagcet

ES 2 648 899 T3

Met Pro Leu

330

Met
345

Tyr Leu

Glu Phe Tyr

Met Asp Val

Thr Ala

395

Leu

Ala Phe

410

Ser

Pro Ala Ala

425

Glu Asn Leu

His His

gtggcctttg
agaactacat
catgaaatta
ccagcagcetg
tatttecace
tttcagcagg

aggtgaagtga

goccgtgaaaa

Ala Glu

Gly Phe

val

Ala

Lys
335

Gly

Pro Gly

350

Leu
365

Pro

Agn Phe

380

Glu Glu

Val

Ser

Arg Ala

val

Met

Trp Met

Ala

Phe

Ile Asp

Arg Lys

Thr
400

Gln
415

Ile

Leu Ala

430

Fhe
445

Tyr

ttggcctete
tggattcace
agctactggyg
ttettggagyg
agcectgagge
agagcttcac
tttcatateca

ctgcteteag

116

Gln

Gly Pro

gctcgggaga
acttgggaag
aaaaggaact
tcctgageca
cattgaggaa
ccgecaggte
gcaacttget

cggaaatecct

60
120
180
240
300
360
420

480



10

gtgcccatce
gaaggaggac
cctgggetgg
ctgtacttec
ctcgctacat
ctcaattteg
agtaagacygy

aataaccatt

ctggetgagg
actgaaggac
tttgagttct
aactttatga
actcaaaaaa
aaatcaggat
ccgggagaga

taatgacecgyg

<210> 82
<211> 459
<212> PRT

<213> artificial

<220>

tgatcccttg
tggcagttaa
gtectgetgg
agagcgatat
ttaacccgga
ataccgttag
cacaaccaayg

ttceoccaata

ccatggaaaa
tgactatgta
accctttggt
gaaaggtcct
tagatgctgt
tctcaccage
atctatattt

t

tcacagagtc
ggagtggctg
tataggegeg
cgcaaaccaa
ggtcgggtat
agtcttette
tgttgatctt

cacagcaaat

aattgtecatg
tctgggattt
tattgacatg
tocgeccagege
ccgtgeagee
tgccagagee

tcaagggeee

ES 2 648 899 T3

gtttcatctt
ctggctcatg
ccagggtece
tttattttee
gtggcattta
ctcaatcaga
acatttggtg
cctgtgecag
goagaccaat
ccacttgetg
gcaccaggcg
cacagagtgc
tatggcacat
ttcaatgetg

tteccttgeec

ggcggaggta

ccggagetgt
aaggtcatag
taggtggegyg
aagatgttcc
ttgctaaaca
agaaggccaa
gcatcaaatt
acactgcect
goaaaacaaa
aagtgaaagg
ctgaaatgtt
tgaaagatgg
tgactgcaga
ttgggcaget
aattcggecat

gtcaccatca

aggtggctat
acttggaaaqg
atccgaaaac
tcaacggaat
tgggtcccaa
gatggtgecte
tacactggtt

cactcteocac

ttgecacctgg
tttagaaaca
aatggatgtc
acagtggatg
aagttggget
aaacatgatc

tcaccatcac

540

600

660

720

780

840

300

960

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1451

<223> Secuencia de aminoacidos de proteina de fusion [SNAPIlike-proteina N de Aino -Histag]

<400> 82

Arg Ser
1

Leu Gly

Lys Leu
35

Ala Pro
50

Asp Lys

Lys Leu

Leu Gly

Ala Ala

20

Asp Cys

Glu Leu

Lys Gly

Val Leu

Glu Met

Ser Gly

Thr
40

Gly
55

Ser Ala

Gly Pro

Lys Arg Thr

10

Cys Glu Gln

25

Ala Asp

Glu Pro

Thr Leu Asp Ser Pro

15

Gly Leu His Glu Ile

30

Ala Val Glu Val Pro

45

Leu Met Gln Ala Thr

60

117



Ala

65

Pro

Arg

Ile

Ala

Pro

145

Gly

Leu

Leu

Gln

Pro

225

Asn

Met

Gly

Asn

Leu
305

Trp

Val

Gln

Ser

Ala

130

Cys

Gly

Gly

Gly

Phe

210

Glu

Phe

val

Ile

Pro

290

Ala

Leu

Pro

Val

Tyr

115

val

His

Leu

Lys

Gly

195

Ile

Val

Asp

Len

Lys

275

val

Lys

Asn

Ala

Leu

100

Gln

Lys

Arg

Ala

Pro

1380

Gly

FPhe

Gly

Thr

Ser

260

Phe

Pro

Trp

Ala

Leu

Trp

Gln

Thr

vVal

Val

165

Gly

Ser

Gln

Tyr

Val

245

Lys

Thr

Asp

val

Tyr

70

His

Lys

Leu

Ala

Val

150

Lys

Leu

Glu

Asp

Val

230

Arg

Thr

Leu

Thr

Ala
310

Phe

His

Leu

Ala

Leu

135

Ser

Glu

Gly

Asgn

val

215

Ala

Val

Ala

Val

Ala

295

Asp

His

Pro

Leu

Ala

120

Ser

Ser

Trp

Pro

Leu

200

Pro

Phe

Phe

Gln

Asn

280

Leu

Gln

Gln

Val

Lys

105

Leu

Gly

Ser

Leu

Ala

185

Tyr

Gln

Ile

Phe

Pro

265

Asn

Thr

Cys

ES 2 648 899 T3

Fro

Fhe

Val

Ala

Asn

Gly

Leu

170

Gly

Phe

Arg

Ala

Leu

250

Ser

Eis

Leu

Lys

Glu

75

Gln

Val

Gly

Pro

Ala

155

Ala

Ile

Gln

Asn

Lys

235

Asn

val

Phe

His

Thr
315

Ala

Gln

Lys

Asn

val

140

Val

His

Gly

Ser

Leu

220

His

Gln

Asp

Pro

Arg

300

Asn

118

Ile

Glu

Phe

Pro

125

Pro

Gly

Glu

Ala

Asp

205

Ala

Gly

Lys

Lau

Gln

285

Leu

Gln

Glu

Ser

Gly

110

Ala

Ile

Gly

Gly

Pro

130

Ile

Thr

Ser

Lys

Thr

270

Tyr

Ser

Ile

Glu

Phe

Glu

Ala

Leu

Tyr

His

175

Gly

Ala

Phe

Gln

Ala

255

Phe

Thr

Gly

Lys

Phe

80

Thr

Val

Thr

Ile

Glu

160

Arg

Ser

Asn

Asn

Leu

240

Lys

Gly

Ala

Tyr

Leu
320



10

15

Ala Glu

Thr

Cys

Ala Glu

Ala

Trp

Met

Met Glu

325

Thr
340

Glu

Phe Leu

355

His
370

Met

val
385

Leu
Gln Lys
Ser

Trp

Gln Phe

Arg Val

Arg

Ile Asp

Ala

Gly

Leu

Gln Arg

Lys

Gly

Glu

Lys

Tyr

Ile Val

Leu Thr

Thr Phe

360

Asp
375

Gly

Gly Thr

390

405

Lys Ser

420

Ile Asn

435

Pro Gly

450

<210> 83
<211> 1448
<212> ADN

Gly

Gly Ser

<213> artificial

<220>

<223> Secuencia de ADN que codifica ssBiP - SNAPIlike-proteina N de Shamonda —sitio de escision de proTEV -

Ala val

Gly

Met

His

Arg Ala

Phe Ser

Ile Pro

440

His His

455

Histag para la expresion en células S2

<400> 83

atgaagttat
tctagatctg
ttggaactga
tctgetgetg
ctcatgcaag
ttteecagtce
ctgtggaaat

gcattggecyg

gcatattact
acaaagactg
gtggatgcga
atgcagttga
ccacagcctg
cegecctteca
tgctgaaggt

gtaaceccege

ggeagtegtg
cgaaatgaaa
gcaaggattg
agttccagea
gcttaacgeca
ccatecctgtg
ggtcaagttt

agctacagcet

ES 2 648 899 T3

Met Pro Leu

330

Met
345

Tyr Leu

Glu Phe Tyr

Met Asp Val

Thr Ala

395

Leu

Ala Phe
410

Asn

Pro Ala Ala

425

Gly Glu Asn

His His His

gtggecctttg
agaactacat
catgaaatta
ccagcagcetg
tatttccace
tttcagecagg

ggtgaagtga

goccgtgaaaa

Ala Glu

Gly Phe

val

Ala

Lys
335

Gly

Pro Gly

350

Leu
365

Pro

Agn Phe

380

Glu Gln

Ala

Val

Arg Ala

val

Met

Trp

Gly

Phe

Ile Asp

Arg

Lys

Thr
400

Met

Gln
415

Leu

Leu Ala

430

Leu Tyr

445

ttggecectete
tggattcace
agctactggg
ttettggagg
agcctgagge
agagctteac
tttcatatca

ctgcteteag

119

Phe

Gln Gly

gctegggaga
acttgggaag
aaaaggaact
tecctgagece
cattgaggaa
cogocaggte
gcaacttget

cggaaatecct

60

120

180

240

300

360

420

480



10

gtgcccatce
gaaggaggac
cctgggetgg
ctgtacttec
gcagctacat
ctcaattteg
cataagacygy

aataaccatt

ctagctgaag
gctgatggtt
tttgattttt
aattttatga
actcagaaaa
aaatctggat
ggagagaatc
tgaccggt

<210> 84
<211> 458
<212> PRT

<213> artificial

<220>

<223> Secuencia de aminoacidos de proteina de fusion [SNAPIlike-proteina N de Shamonda -Histag]

<400> 84

Arg Ser
1

Leu Gly

Lys Leu

35

Ala Pro

50

Ala Trp

Asp

Lys

Leu

Ala

Leu

tgatcccttg
tggcagttaa
gtectgetgg
agagcgatat
ttaacccgga
gggttgctaa
gacaaccaag

ttceoccaata

ctagtgctca
atacaatgta
atccgctagt
aaaaagtcct
taccagaaat
tectctectge

tatatttteca

Lys Asp

Leu Glu

20

Gly Lys

Ala

val

Asn Ala

Cys

Leu

Gly

Leu

Tyr

tcacagagtc
ggagtggctg
tataggegeg
ctcaagecaa
aggtgggtat
agtcttette
tgtcgatctt

tgtotcaaat

aattgtecatg
tcttggattt
tatcgaaatg
cocgocaacge
aaaggectget

tgctagaact

agggcccggco

Glu Met

Ser Gly

Thr Ser

40

Gly Gly

Phe His

ES 2 648 899 T3

gtttcatctt
ctggctcatg
ccagggtece
ttcatttttg
gtggcattta
ctcaaccaga
acttttggtyg

cctgtgocag

ceccettgetg
gcacctgggg
catagggtcc
tatggaacaa
ttcaattctg

ttcttgcage

ggaggtagtc

Lys Arg Thr

10

Cys Glu Gln

25

Ala Ala Asp

Glu Pro

Pro

Gln Pro Glu

ccggagetgt
aaggtcatag
taggtggegyg
aagatgtacc
ttggtaagta
agaaggccaa
gggtcaaatt

acaatgccat

aggttaaggg
ccgaaatgtt
ttaaggacaa
tgactgctga
ttggacaact
aatttggtat

accatcatca

Thr Leu

Gly Leu

30

val
45

Ala

Met

Leu

Ala Ile

120

Asp Ser

His Glu

Glu val

Gln Ala

Glu Glu

aggtggctat
acttggaaaqg
atccgaaaac
acaacggaat
tgggcaacaa
aatggtccta
cacagtggtt

tacacttcac

atgtacctgg

ccttgatgct
tatggatgta
agaatggatg
tgectggget
caacatcccg

ccatcactaa

Pro

15

Ile

Pro

Thr

Phe

540

600

660

720

780

840

300

960

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1448



65

Pro

Arg

Ile

Ala

Pro

145

Gly

Leu

Leu

Gln

Pro

225

Asn

Met

Gly

Asn

Leu
305

Val

Gln

Ser

Ala

130

Cys

Gly

Gly

Gly

Phe

210

Glu

Phe

val

Val

Pro

290

Ala

Pro

Val

Tyr

115

val

His

Leu

Lys

Gly

195

Ile

Gly

Gly

Leu

Lys

275

Val

Arg

Ala

Leu

100

Gln

Lys

Arg

Ala

Pro

180

Gly

Phe

Gly

val

His

260

Phe

Pro

Trp

Leu

85

Trp

Gln

Thr

Val

Val

165

Gly

Ser

Glu

Tyr

Ala

245

Lys

Thr

Asp

Ile

70

His

Lys

Leu

Ala

Val

150

Lys

Leu

Glu

Asp

Val

230

Lys

Thr

val

Asn

Ala
310

His

Leu

Ala

Leu

135

Ser

Glu

Gly

Asn

Val

215

Ala

val

Gly

Val

Ala

295

Asp

Pro

Leu

Ala

120

Ser

Ser

Trp

Pro

Leu

200

Pro

Phe

Phe

Gln

Asn

280

Ile

Thr

ES 2 648 899 T3

Val

Lys

105

Leu

Gly

Ser

Leu

Ala

185

Tyr

Gln

Ile

Fhe

Pro

265

Asn

Thr

Cys

Fhe

20

Val

ala

Asn

Gly

Leu

170

Gly

Fhe

Arg

Gly

Leu

250

Ser

His

Leu

Lys

15

Gln Gln

Val Lys

Gly Asn

Pro val
149

Ala val
155

Ala His

Ile Gly

Gln Ser

Asn Ala

220

Lys Tyr
235

Asn Gln

val Asp

Phe Pro

His Arg

300

Ala Ser
315

121

Glu

Phe

Pro

125

Pro

Gly

Glu

Ala

Asp

205

Ala

Gly

Lys

Leu

Gln

285

Met

Val

Ser

Gly

110

Ala

Ile

Gly

Gly

Pro

190

Ile

Thr

Gln

Lys

Thr

270

Tyr

Ser

Leu

Phe

95

Glu

Ala

Leu

Tyr

His

175

Gly

Ser

Phe

Gln

Ala

255

Phe

Vval

Gly

Lys

80

Thr

Val

Thr

Ile

Glu

160

Arg

Ser

Ser

Asn

Leu

240

Lys

Gly

Ser

Tyr

Leu
320



10

15

Ala Glu

Thr

Cys

Ala Glu

Ala

Trp

Met

Ala
325

Ser

Ala
340

Asp

Phe Leu

355

Met His

370

val
385

Leu
Gln Lys
Ala

Trp

Gln Phe

Arg Val

Arg

Ile

Ala

Gly

Leu

Gln Arg

Gln

Gly

Asp Ala

Lys

Tyr

Ile Val

Tyr Thr

Phe
360

Asp Asn

375

Gly Thr

390

Glu
405

Pro

Lys Ser

420

Ile Asn

435

Gly Gly

450

<210> 85
<211> 1991
<212> ADN

Gly

Ser His

<213> artificial

<220>

<223> Secuencia de ADN que codifica ssBiP -SNAPIlike-sitio de escision de proTEV —proteina N de la cepa

Ile

Gly

Ile

His

Lys Ala

Phe Ser

Pro Gly

440

His His

455

ES 2 648 899 T3

Met Pro

330

Leu

Met
345

Tyr Leu

Asp Phe Tyr

Met Asp Val

Met Thr Ala

385

Ala Phe

410

Asn

Pro Ala Ala

425

Glu Asn Leu

His His

Ala Glu

Gly Phe

val

Ala

Lys
335

Gly

Pro Gly

350

Leu
365

Pro

Agn Phe

380

Glu Glu

Val

Ser

Arg Thr

val

Met

Trp

Gly

Phe

Ile Glu

Lys

Lys

Thr
400

Met

Gln
415

Leu

Leu Gln

430

Phe
445

Tyr

Gln

Gly Pro

2cEMC/2012 de betacoronavirus humano- Histag para la expresion en células S2

<400> 85

atgaagttat
tctagatctg
ttggaactga
tctgectgetyg
ctcatgcaag
tttccagtce
ctgtggaaat

gcattggecyg

gcatattact
acaaagactg
gtggatgcga
atgcagttga
ccacagcctg
ccgecccttca
tgctgaaggt

gtaaceccege

ggccgtegtg
cgazatgaaa
gcaaggattyg
agttccagea
gcttaacgeca
ccatectgtg
ggtcaagttt

agctacagcet

gtggcctttg
agaactacat
catgaaatta
ccagcagctg
tatttccace
tttcagcagg

ggtgaagtga

goccgtgaaaa

ttggcctete
tggattcacc
agctactggg
ttecttggagg
agcctgagge
agagcttcac
tttcatatca

ctgcteteag

122

gctcgggaga
acttgggaag
aaaaggaact
tcctgagece
cattgaggaa
ccgecaggte
gcaacttget

cggaaatecct

60

120

180

240

300

360

420

480



10

gtgcccatce
gaaggaggac
cctgggctag
ctgtacttee
aacaatgata
getgecaccaa
cttacettte
gctgggtatt
gcteccaggt
gctgttaagg
tttgggacge
aaacttecta
gcctctaget
tctacccgeg
taccttgatc
ccaaaagtaa
acttccacca
cagggaaact
caaattgctg
acccatcaga
attaaacttyg
attgatgcet
tcaacagace
cgcactegea
cegggagaga
taatgaccgg

<210> 86
<211> 639
<212> PRT

<213> artificial

<220>

<223> Secuencia de aminoacidos de proteina de fusion [SNAPIike-proTEV-proteina N de COV -Histag]

<400> 86

tgatcccttg
tggcagttaa
gtcctgetgg
agagcgatat
taacaaatac
ataacactgt
cacctgggca
ggeggagaca
ggtacttcta
atggcatcogt
ggaaccctaa
aaaacttcaca
taagcagaaa
gcacttctce
ttctgaacag
tcactaagaa
aaagtttcaa
ttggtgatct
agcttgctecce
acaatgatga
acccaaagaa
acaaaacctt
aaatgtctga
cccgtceccaag
atctatattt

t

tcacagagtc
ggagtggcetyg
tataggcgcg
cgcateoccct
aaacctatct
ctettggtac
gggtgtacct
ggacagaaaa
ctacactgga
ttgggteocat
caatgattca
cattgagggg
ctcttccagg
aggtccatct
actacaagcc
agatgctgct
catggtgcag
tcaattgaat
tacageccagt
tcatggcaac
teccecaactac
ccctaagaag
acctccaaag
tgttcagcct

tcaagggeee

ES 2 648 899 T3

gtttecatctt
ctggctcatg
ccagggtccc
gotgoaccte
cgaggtagag
actgggetta
cttaatgeca
attaatacecg
actggacceg
gaagatggcg
gctattgtta
actggaggcea
tctagttcac
ggaatcggag
cttgagtctg
gctgctaaaa
gettttggte
aaactcggeca
gcttttatgg
cctgtgtact
aataagtggt
gaaaagaaac
gagcagegtg
ggtccaatga

ggeggaggta

ccggagetgt
aaggtcatag
taggtggegg
gtgotgttte
gacgtaatcc
cccaacacgyg
attctaccee
ggaatggaat
aagcagcact
ccactgatge
cacaattege
atagtcaate
aaggttcaag
cagtaggagg
gcaaagtaaa
ataagatgcg
ttcgecggacce
ctgaggaccc
gtatgtecgeca
tcctteggta
tggagcttct
aaaaggcacc
tgcaaggtag
ttgatgttaa

gtcaccatca

123

aggtggectat
acttggaaag
atccgaaaac
ctttgeegat
aaaaccacga
gaaagtccct
tgegcaaaat
taagcaactg
coccattecgyg
tocttcaact
goeceggtact
atcttcaaga
atcaggaaac
tgatctactt
gcaatcgcag
ccacaagcgc
aggagacctc
acgttggcece
atttaaactt
cagtggagcc
tgagcaaaat
aaaagaagaa
catcactcag
cactgatggc

tcaccatcac

540

€00

€60

720

780

840

S00

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1520

13580

1591



Arg

Leu

Lys

Ala

Ala

65

Pro

Arg

Ile

Ala

Pro

145

Gly

Leu

Leu

Pro

Asn

225

ala

Ser

Gly

Leu

Pro

50

Trp

Val

Gln

Ser

aAla

130

Cys

Gly

Gly

Gly

Ala

210

Thr

Pro

Asp

Lys

Leu

Ala

Leu

Pro

Val

Tyr

115

val

His

Leu

Lys

Gly

195

Ala

Asn

Asn

Lys

Leu

20

Gly

Ala

Asn

Ala

Leu

100

Gln

Lys

Arg

Ala

Pro

180

Gly

Pro

Leu

Asgn

Asp

Glu

Lys

val

Ala

Leu

Trp

Gln

Thr

val

Val

165

Gly

Ser

Arg

Ser

Thr
245

Cys

Leu

Gly

Leu

Tyr

70

His

Lys

Leu

Ala

val

150

Lys

Leu

Glu

Ala

Arg

230

val

Glu

Ser

Thr

Gly

Phe

His

Leu

Ala

Leu

135

Ser

Glu

Gly

Asn

Val

215

Gly

Ser

Met

Gly

Ser

40

Gly

His

Pro

Leu

Ala

120

Ser

Ser

Trp

Pro

Len

200

Sexr

Arg

Trp

lys

Cys

25

Ala

Pro

Gln

Val

Lys

105

Leu

Gly

Ser

Leu

Ala

185

Tyr

Phe

Gly

Tyr

ES 2 648 899 T3

Arg

10

Glu

Ala

Glu

Fro

Fhe

Val

Ala

Aszsn

Gly

Leu

170

Gly

Fhe

Ala

Arg

Thr
250

Thr

Gln

Asp

Pro

Glu

15

Gln

Val

Gly

Pro

Ala

155

Ala

Ile

Gln

Asp

Asn

235

Gly

Thr

Gly

Ala

Leu

Ala

Gln

Lys

Asn

val

140

val

His

Gly

Ser

Asn

220

Pro

Leu

124

Leu

Leu

Val

45

Met

Ile

Glu

Phe

Pro

125

Pro

Gly

Glu

Ala

Asp

205

Asn

Lys

Thr

Asp

Hisg

30

Glu

Gln

Glu

Ser

Gly

110

Ala

Ile

Gly

Gly

Pro

130

Ile

Asp

Pro

Gln

Ser

15

Glu

Val

Ala

Glu

Phe

Glu

Ala

Leu

Tyr

His

175

Gly

Ala

ILle

Arg

His
255

Pro

Ile

Pro

Thr

Fhe

80

Thr

Val

Thr

Ile

Glu

160

Arg

Ser

Ser

Thr

Ala

240

Gly



Lys

Asn

Lys

Phe

305

Val

Pro

Thr

Gly

Arg

385

Thr

Asp

Gly

Ala

Phe

465

Gly

Arg

val

Ser

Ile

280

Tyr

Lys

Ser

Gln

Thr

370

Asn

Arg

Leu

Lys

Ala

450

Asn

Asn

Trp

Pro

Thr

275

Asn

Tyr

Asp

Thr

Phe

355

Gly

Ser

Gly

Leu

val

435

Ala

Met

Phe

Pro

Leu

260

Pro

Thr

Thr

Gly

Phe

340

Ala

Gly

Ser

Thr

Tyr

420

Lys

Lys

Val

Gly

Gln

Thr

Ala

Gly

Gly

Ile

325

Gly

Pro

Asn

Arg

Ser

405

Leu

Gln

Asn

Gln

Asp

485

Ile

Fhe

Gln

Asn

Thr

310

val

Thr

Gly

Ser

Ser

390

Pro

Asp

Ser

Lys

Ala

470

Leu

Ala

Pro

Asn

Gly

295

Gly

Trp

Arg

Thr

Gln

375

Ser

Gly

Leu

Gln

Met

455

Phe

Gln

Glu

Pro

ala

280

Ile

Pro

val

Asn

Lys

360

Ser

Ser

Pro

Leu

Pro

440

Arg

Gly

Leu

Leu

ES 2 648 899 T3

Gly

265

Gly

Lys

Glu

His

Pro

345

Leu

Ser

Gln

Ser

Asn

425

Lys

His

Leu

Asn

Ala

Gln

Tyr

Gln

Ala

Glu

330

Asn

Pro

Ser

Gly

Gly

4190

Arg

vVal

Lys

Arg

Lys

490

Pro

Gly

Trp

Leu

Ala

315

Asp

Asn

Lys

Arg

Ser

385

Ile

Leu

Ile

Arg

Gly

475

Leu

Thr

Vval

Arg

Ala

300

Leu

Gly

Asp

Asn

Ala

380

Arg

Gly

Gln

Thr

Thr

460

Pro

Gly

Ala

125

Pro

Arg

285

Pro

Pro

Ala

Ser

Phe

365

Ser

Ser

Ala

Ala

Lys

445

Ser

Gly

Thr

Ser

Leu

270

Gln

Arg

Phe

Thr

Ala

350

His

Ser

Gly

val

Leu

430

Lys

Thr

Asp

Glu

Ala

Asn

Asp

Trp

Arg

Asp

335

Ile

Ile

Leu

Asn

Gly

415

Glu

Asp

Lys

Leu

Asp

495

Phe

Ala

Arg

Tyr

Ala

320

Ala

Val

Glu

Ser

Ser

400

Gly

Ser

Ala

Ser

Gln

480

Pro

Met



10

15

Gly Met

Ser

500

Gln Phe

515

Pro
530

Asn

Lys Asn

545

Asp Ala

Glu

Lys

Val Gln

Val

Pro

Tyr

Glu

Gly

Tyr Phe

Asn

Lys

Leu

Tyr Asn

Thr
520

Leu

Arg
535

Tyr

Lys Trp

550

Thr
565

Lys

Ser
580

Ser Ile

525

Pro Gly

610

Tyr Phe

625

<210> 87
<211> 4465
<212> ADN

Pro

Gln

Met Ile

Gly Pro

Phe

Thr Asp

Thr

Asp Val

Gly

Pro Lys

Gln Met

Gln Arg

600

Asn
615

Gly Gly

630

<213> artificial

<220>

ES 2 648 899 T3

505

His Gln Asn

Ser Gly Ala

Glu Leu

555

Leu

Glu
570

Lys 1lys

8er Glu Pro

585

Thr Arg Thr

Thr Asp Gly

His
635

Ser His

510

Asn Asp

525

Ile
540

Lys
Leu Glu
Gln

Lys

Pro Lys

Asp

Leu

Gln

Lys

Glu

His Gly

Pro

Asp

Ile
560

Asn

Ala
875

Pro

Gln Arg

590

Pro
605

Arg

Pro
620

Gly

His His

<223> Secuencia de ADN que codifica ssBiP- proteina S de la cepa
SNAPIike - Histag para la expresion en células S2

<400> 87

atgaagttat
tctagatctg
actttctttg
taccctcaag
cagggagacc
caaaagttgt
gtccgtatag
gctactatac

gatggtaaaa

gcatattact
tagggccaga
ataaaacttg
goeogtacata
atggtgatat
ttgtagctaa
gagcagctgc
gaaaaattta

tgggecegett

ggecgtegtyg
ttctgttaag
gcctaggeca
ttctaacata
gtatgtttac
ctattctcag
caattccact
ccctgetttt

cttecaatcat

gtggcctttg
tctgettgta
attgatgttt
actatcactt
tetgeoaggac
gacgtcaaac
ggcactgtta
atgctgggtt

actctagttc

ttggcctete
ttgaggttga
ctaaggctga
atcaaggtot
atgctacagg
agtttgctaa
ttattagecece
cttcagttgg

ttttgecega

126

Ser

Glu

His

Val Gln

Leu

Asn

His

2cEMC/2012 de betacoronavirus humano-

gctcgggaga
tatacaacag
cggtattata
ttttcectat
cacaactcca
tgggtttgte
atctaccagc

taatttctca

tggatgtgge

60

120

180

240

300

360

420

480

540



actttactta
ggcaattect
aattacaatc
acctttatgt
caaactgctc
atgtttcaat
cacagtattc
cttcaaccgt
gactgbggtt
tctggagttt
gctgaaggtg
aatttcaagce
ttttctgtga
tattctteac
gttagttctg
tgtttgattt
agctatatta
gtgaacgcta
ggtgattatt
ggctcaactg
ggtacagaca
tctcaattag
cagaattgca
ttagttgget
cctgtttectg
gcatgtgaac
aaacggcgag
gttaattect
cttcctgaca
cgettggeat
tttaaattaa

accattcaga

gagcttttta
atacttottt
gtaatgccag
acacttataa
aaggtgttca
ttgecacctt
gttctatcca
taactttect
ttaatgattt
attcagttte
ttgaatgtga
gtttggtttt
atgattttac
tgattttgga
ctggtccaat
tagcgactgt
acaagtgcte
atcaatactc
ataggaaaca
ttgecatgac
ccaatagtgt
gcaattgegt
cagctgtagg
attattctga
tcatctatga
acatttcttc
attctacata
ctttgttegt
cacctagtac
ccattgottt
gtataceccac

aagttactgt

ttgtattcta
tgccacttat
tetgaactet
cattacecgaa
cctettetea
gootgtttat
aagtgataga
gttggatttt
gtcacaactc
gtetttegaa
ttttteacet
taccaattgce
ttgtagtcaa
ttactttteca
atcccagttt
tcctcataac
tocgtettett
accctgtgta
actatctceca
tgagcaatta
ttgccccaag
ggaatattcc
tgttcgacag
tgatggcaac
taaagaaact
taccatgtct
tggeccoctt
agaggactge
tctcacacct
taatcatcet
taatttttec

tgattgtaaa
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gagcecteget
cacactcety
tttaaggagt
gatgagattt
tctecggtatg
gatactatta
aaggcttggg
tctgttgatg
cactgctcat
gcaaaacctt
cttetgtotg
aattataatc
atatctccag
taceccactta
aattataaac
cttactacta
toctgatgate
teecattgtcee
cttgaaggtg
cagatggget
ctggaatttyg
ctctatggtg
cagegetttg
tactactgtt
aaaacccacy
caatactecee
cagacacctg
aagttgocte
cgcagtgtgc
attcaggttg
tttggtgtga

cagtacgttt

ctggaaatca
caacagattyg
attttaattt
tagagtggtt
ttgatttgta
agtattatte
ctgecettecta
gttatatacg
atgaatcctt
ctggctcagt
gcacacctee
ttaccaaatt
cagcaattge
gtatgaaatc
agtccttttco
ttactaagce
gtactgaagt
catccactgt
gtggctgget
ttggtattac
ctaatgacac
tttcgggeeg
tttatgatge
tgegtgotig
ctactctatt
gttctacgeg
ttggttgtgt
ttggtcaatc
gctctgttce
atcaacttaa
ctcaggagta

gcaatggttt

127

ttgteectget
ttectgatage
acgtaactge
tggcattaca
cggcggcaat
tatcattect
cgtatataaa
cagagctata
cgatgttgaa
tgtggaacag
tcaggtttat
gctttcactt
aagcaactgt
cgatctcagt
taatcccaca
tcttaagtac
acctcagtta
gtgggaagac
tgttgctagt
agttecaatat
aaaaattgce
tggtgttttt
gtaccagaat
tgttagtgtt
tggtagtgtt
atcaatgett
cetaggactt
tetetgtget
aggtgaaatyg
tagtagttat

cattecagaca

ccagaagtgt

600

660

720

780

840

%00

%60
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1520
1480
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400

2460



gagcaattac
gccaatttac
tcatcteccta
tctatateta
gtcactatag
gcatcagete
cttatggatg
gttggetgga
tataggttaa
gccaataagt
gcctttcaga
agcgagcotat
cttgatgtte
ctaaatgett

ttggctaaag

catgttggtt
gcagctaacc
actaggattg
accteeoctta
otoocteete
tttttcaaaa
acattactcg
cggecgeacy
ctgggcaage
aaaggaacat
ccagagecac
atcgaggagt
cgccaggtge
cagetggeeyg
ggaaatcccg
gggggctacyg
ctgggcaagce

catcatcate

<210> 88
<211> 1463
<212> PRT

<213> artificial

tgcgegagta
gccaggatga
tcataccagg
ctggcagteg
ctgatcetgg
gtgatcttat
ttaatatgga
ctgetggett
acggtgttgg
ttaatcagge
aggttcagga
ctaatacttt
tcgaacagga
ttgttgcaca

ataaagtcaa

attaccctag
ctactaattg
ttgatgagtg
atactaagta
ctetteotegg
atgttagcac
atcttaccta
geggaggtag
tggaactgte
ctgcecgeecga
tgatgcagge
tccctgtgee
tgtggaaact
ccctggecgy
tgeccattet
agggcgggct

ctgggctggg

attgatgacg

tggeccagttt
ttectgtacgt
ttttggaggt
tagtgcacgt
ttatatgeaa
ttgtgetecaa
agecogegtat
atecteocttt
cattactcaa
tctgggaget
tgctgtgaac
tggtgctatt
cgcccaaata
gcagettgtt

tgagtgtgtc

caaccacatt
tatagcccct
gtcatatact
tgttgcacca
caattocace
cagtatacct
cgagatgttyg
caaagactyge
tgggtgogaa
cgccgtggaa
cacegeetygyg
agccctgeac
gctgaaagtg
caatceogee
gateecctge
cgccgtgaaa
tcctgeaggt

ggecee
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tgttccaaaa
aatttgtttg
gactttaatt
agtgctattyg
ggttacgatg
tatgtggetg
acttcatctt
gctgetatte
caggttottt
atgcaaacag
aacaatgcac
tcocgoctceta
gacagactta
cgttecgaat

aaggcacaat

gaggttgttt
gttaatggct
ggctcgtect
caggtgacat
gggattgact
aattttggtt
tctcttcaac
gaaatgaagc
cagggectge
gtgectgcec
ctcaacgect
cacccagtgt
gtgaagttcg
gocacegecyg
caccgggtgg
gagtggetge

ataggcgcge

taaaccagge
cgagcgtgaa
tgacacttct
aggatttgct
attgcatgea
gttacaaagt
tgcttggcag
catttgeaca
cagagaacca
gcttcactac
aggctctate
ttggagacat
ttaatggccg
cagetgetet

ccaagcgttc

ctgecttatgg
actttattaa
tectatgecace
accaaaacat
tecaagatga
ccctaacaca
aagttgttaa
gcaccacect
acgagatcaa
cagccgecgt
actttcacca
teocagcagga
gagaggtcat
cegtgaaaac
tgtetagete
tggcccacga

cagggtcecct

128

tectecatggt
aagctctcaa
agaacctgtt
atttgacaaa
gcaaggtcoca
attacctect
catagcaggt
gagtatcttt
aaagctcatt
aactaatgaa
caaattagcg
catacaacgt
tttgacaaca
ttecegetcaa

tggattttge

tetttgegat
aactaataac
tgagcccatt
ttctactaac
gttggatgag
gattaatact
agcecttaag
ggatagccct
getgetgage
gctgggcgga
gectgaggec
gagctttace
cagctaccag
cgeectgage
tggegeegtyg
gggccacaga

ggagcatcat

2520

2580

26490

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4465



ES 2 648 899 T3

<220>
<223> Secuencia de aminoacidos de proteina de fusion [proteina huCOV.S-SNAPIlike-Histag]

<400> 88

Arg Ser Val Gly Pro Asp Ser Val Lys Ser Ala Cys Ile Glu Val Asp
1 5 10 15

Ile Gln Gln Thr Phe Phe Asp Lys Thr Trp Pro Arg Pro Ile Asp Val
20 25 30

Ser Lys Ala Asp Gly Ile Ile Tyr Pro Gln Gly Arg Thr Tyr Ser Asn
35 40 45

Ile Thr Ile Thr Tyr Gln Gly Leu Phe Pro Tyr Gln Gly Asp His Gly
50 55 60

Asp Met Tyr Val Tyr Ser Ala Gly His Ala Thr Gly Thr Thr Pro Gln
65 70 75 80

Lys L.eu Phe Val Ala Asn Tyr Ser Gln Asp Val Lys Gln Phe Ala Asn
85 a0 95

Gly Phe Val Val Arg Ile Gly Ala Ala Ala Asn Ser Thr Gly Thr Val
100 105 110

Ile Ile Ser Pro Ser Thr Ser Ala Thr Ile Arg Lys Ile Tyr Pro Ala
115 120 125

Phe Met Leu Gly Ser Ser Val Gly Asn Phe Ser Asp Gly Lys Met Gly
130 135 140

Arg Phe Phe Asn His Thr Leu Val Leu Leu Pro Asp Gly Cys Gly Thr
145 150 155 160

Leu Leu Arg Ala Phe Tyr Cys Ile Leu Glu Pro Arg Ser Gly Asn His
165 170 175

Cys Pro Ala Gly Asn Ser Tyr Thr Ser Phe Ala Thr Tyr His Thr Pro

129



Ala

Ser

Tyr

225

Thr

Gly

Lys

Arg

Phe

305

Cys

Asp

Ser

Pro

val

385

Ser

Ser

Thr

Phe

210

Asn

Ala

Gly

Tyr

Lys

290

Leu

Gly

Val

Gly

Leu

370

Phe

Val

Asn

Asp

195

Lys

Ile

Gln

Asn

Tyr

275

Ala

Leu

Phe

Glu

Ser

355

Leu

Thr

Asn

Cys

180

Cys

Glu

Thr

Gly

Met

260

Ser

Trp

Asp

Asn

Ser

340

val

Ser

Asn

Asp

Tyr
420

Ser

Tyr

Glu

val

245

Phe

Ile

Ala

Phe

Asp

325

Gly

val

Gly

Cys

Phe

405

Ser

Asp

Phe

Asp

230

His

Gln

Ile

Ala

Ser

310

Leu

Val

Glu

Thr

Asn

390

Thr

Ser

Gly

Asn

215

Glu

Leu

Phe

Pro

Phe

295

val

Ser

Tyr

Gln

Pro

375

Tyr

Cys

Leu

Asn

200

Leu

Ile

Phe

Ala

His

280

Tyr

Asp

Gln

Ser

Ala

360

Pro

Asn

Ser

Ile
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185

Tyr

Arg

Leu

Ser

Thr

265

Ser

val

Gly

Leu

val

345

Glu

Gln

Leu

Gln

Leu
425

Asn

Asn

Glu

Ser

250

Leu

Ile

Tyr

Tyr

His

330

Ser

Gly

val

Thr

Ile

410

Asp

Arg Asn

Cys Thr
220

Trp Phe
235

Arg Tyr

Pro Val

Arg Ser

Lys Leu

300

Ile Arg
315

Cys Ser

Ser Phe

val Glu

Tyr Asn

380

Lys Leu
395

Ser Pro

Tyr Phe

130

Ala

205

Phe

Gly

val

Tyr

Ile

285

Gln

Tyr

Glu

Cys

365

Phe

Leu

Ala

Ser

130

Ser

Met

Ile

Asp

Asp

270

Gln

Pro

Ala

Glu

Ala

350

Asp

Lys

Ser

Ala

Tyr
430

Leu

Tyr

Thr

Leu

255

Thr

Ser

Leu

Ile

Ser

335

Lys

Phe

Arg

Leu

Ile

415

Pro

Asn

Thr

Gln

240

Tyr

Ile

Asp

Thr

Asp

320

Phe

Pro

Ser

Leu

Phe

400

Ala

Leu



Ser

Phe

Thr

465

Tyr

Pro

Pro

Pro

Met

545

Thr

Lys

Val

Gln

Ser

625

Val

Gly

Arg

Met

Asn

450

Val

Ile

Gln

Ser

Leu

530

Thr

Asp

Ile

Ser

Gln

610

Asp

Ser

Ser

Ser

Lys

435

Tyr

Pro

Asn

Leu

Thr

515

Glu

Glu

Thr

Ala

Gly

595

Arg

Asp

val

val

Thr
675

Ser

Lys

His

Lys

val

500

vVal

Gly

Gln

Asn

Ser

580

Arg

Phe

Gly

Ile

Ala

660

Arg

Asp

Gln

Asn

Cys

485

Asn

Trp

Gly

Leu

Ser

565

Gln

Gly

Val

Asn

Tyr

645

Cys

Ser

Leu

Ser

Leu

470

Ser

Ala

Glu

Gly

Gln

550

val

Leu

Val

Tyr

Tyr

630

Asp

Glu

Met

Ser

Phe

455

Thr

Arg

Asn

Asp

Trp

535

Met

Cys

Gly

Phe

Asp

615

Tyr

Lys

His

Leu

Val

440

Ser

Thr

Leu

Gln

Gly

520

Leu

Gly

Pro

Asn

Gln

600

Ala

Cys

Glu

Ile

Lys
680

Ser

Asn

Ile

Leu

Tyr

505

Asp

Val

Phe

Lys

Cys

585

Asn

Tyr

Leu

Thr

Ser

665

Arg
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Ser

Fro

Thr

Ser

490

Ser

Tyr

Ala

Gly

Leu

570

val

Cys

Gln

Arg

Lys

€50

Ser

Arg

Ala

Thr

Lys

475

Asp

Pro

Tyr

Ser

Ile

555

Glu

Glu

Thr

Asn

Ala

635

Thr

Thr

Asp

Gly

Cys

460

Pro

Asp

Cys

Arg

Gly

540

Thr

Phe

Tyxr

Ala

Leu

620

Cys

His

Met

Ser

131

Fro

445

Leu

Leu

Arg

val

Lys

525

Ser

Val

Ala

Ser

Val

605

val

val

Ala

Ser

Thr
685

Ile

Ile

Lys

Thr

Ser

510

Gln

Thr

Gln

Asn

Leu

530

Gly

Gly

Ser

Thr

Gln

670

Tyr

Ser

Leu

Tyx

Glu

4585

Ile

Leu

Val

Tyr

Asp

575

Tyr

Val

Tyr

val

Leu

655

Tyr

Gly

Gln

Ala

Ser

480

val

val

Ser

Ala

Gly

560

Thr

Gly

Arg

Tyr

Pro

640

Phe

Ser

Pro



Leu

Phe

705

Pro

Gly

Asp

Ser

Thr

785

Gln

Leu

Ala

Gly

Ser

865

Thr

Gln

Gly

Tyr

Gln

690

val

Asp

Glu

Gln

Phe

770

Val

Leu

Hig

Ser

Asp

850

Arg

Tle

Gly

Tyr

Thr
930

Thr

Glu

Thr

Met

Leu

755

Gly

Asp

Leu

Gly

val

835

Phe

Ser

Ala

Pro

Lys

915

Ser

Pro

Asp

Pro

Arg

740

Asn

Val

Cys

Arg

Ala

820

Lys

Asn

Ala

Asp

Ala

200

val

Ser

val

Cys

Ser

725

Leu

Ser

Thr

Lys

Glu

805

Asn

Ser

Leu

Arg

Pro

885

Ser

Leu

Leu

Gly

Lys

710

Thr

Ala

Ser

Gln

Gln

790

Tyxr

Leu

Ser

Thr

Ser

870

Gly

Ala

Pro

Leu

Cys

695

Leu

Leu

Ser

Tyr

Glu

775

Tyr

Gly

Arg

Gln

Leu

855

Ala

Tyr

Arg

Pro

Gly
935

Val

Pro

Thr

Ile

Phe

760

Tyr

Val

Gln

Gln

Ser

840

Leu

Ile

Met

Asp

Leu

920

Ser

Leu

Leu

Pro

Ala

745

Lys

Ile

Cys

Phe

Asp

825

Ser

Glu

Glu

Gln

Leun

905

Met

Ile
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Gly

Gly

Arg

730

Phe

Leu

Gln

Asn

Cys

810

Asp

Pro

Pro

Asp

Gly

890

Ile

Asp

Ala

Leu

Gln

715

Ser

Asn

Ser

Thr

Gly

795

Ser

Ser

Ile

Val

Leu

875

Tyr

Cys

val

Gly

Val

700

Ser

Val

Hig

Ile

Thr

780

Phe

Lys

val

Ile

Ser

860

Leu

Asp

Ala

Asn

val
240

132

Asn

Leu

Arg

Pro

Pro

765

Ile

Gln

Ile

Arg

Pro

845

Ile

Phe

Asp

Gln

Met

825

Gly

Ser

Cys

Ser

Ile

750

Thr

Gln

Lys

Asn

Asn

830

Gly

Ser

Asp

Cys

Tyr

910

Glu

Trp

Ser

Ala

Val

735

Gln

Asn

Lys

Cys

Gln

815

Leu

Phe

Thr

Lys

Met

895

Val

Ala

Thr

Leu

Leu

720

Pro

val

Phe

Val

Glu

800

Ala

Phe

Gly

Gly

Val

880

Gln

Ala

Ala

ala
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Gly Leu Ser Ser Phe Ala Ala Ile Pro Phe Ala Gln Ser Ile Phe Tyr
945 950 955 960

Arg Leu Asn Gly Val Gly Ile Thr Gln Gln Val Leu Ser Glu Asn Gln
965 970 875

Lys Leu Ile Ala Asn Lys Phe Asn Gln Ala Leu Gly Ala Met Gln Thr
980 985 990

Gly Phe Thr Thr Thr Asn Glu Ala Phe Gln Lys Val Gln Asp Ala Val
995 1000 1005

Asn Asn  Asn Ala Gln Ala Leu Ser Lys Leu Ala Ser Glu Leu Ser
1010 1015 1020

Asn Thr Phe Gly Ala Ile Ser Ala Ser Ile Gly Asp TIle Ile Gln
1025 1030 1035

Arg Leu Asp Val Leu Glu Gln Asp Ala Gln Ile Asp Arg Leu Ile
1040 1045 1050

Asn Gly Arg Leu Thr Thr Leu Asn Ala Phe Val Ala Gln Gln Leu
1055 1060 1065

Val Arg Ser Glu Ser Ala Ala Leu Ser Ala Gln lLeu Ala Lys Asp
1070 1075 1080

Lys Val &Asn Glu Cys Val Lys Ala Gln Ser Lys Arg Ser Gly Phe
1085 1090 1095

Cys Gly Gln Gly Thr His Ile Val Ser Phe Val Val Asn Ala Pro
1100 1105 1110

Asn GBly Leu Tyr Phe Met His Val Gly Tyr Tyr Pro Ser Asn Eis
1115 1120 1125

Ile Glu Val Val Ser Ala Tyr Gly Leu Cys Asp Ala Ala Asn Pro
1130 1135 1140

Thr Asn Cys Ile Ala Pro Val Asn Gly Tyr Phe Ile Lys Thr Asn
1145 1150 1155

Asn Thr Arg Ile Val Asp Glu Trp Ser Tyr Thr Gly Ser Ser Phe
1160 1165 1170

Tyr Ala Pro Glu Pro Ile Thr Ser Leu Asn Thr Lys Tyr Val Ala
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Pro

Leu

Glu

Leu

Leu

Gly

Pro

Glu

Glu

Met

Ala

Gln

val

Leu

Ser

1175

Gln
1190

Leu
1205

Phe
1220

Thr
1235

Ser
1250

Gly
1265

Leu
1280

Ile
1295

Val
1310

Gln
1325

Ile
1340

Gln
1355

Val
1370

Ala
1385

Gly
1400

val

Gly

Phe

Gln

Leu

Ser

Gly

Lys

Pro

Ala

Glu

Glu

Lys

Gly

Asn

Thr

Asn

Lys

Ile

Gln

Lys

Lys

Leu

Ala

Thr

Glu

Ser

Phe

Asn

Pro

Tyxr

Ser

Asn

Asn

Gln

Asp

Leu

Leu

Pro

Ala

Phe

Phe

Gly

Pro

Val

Gln

Thr

val

Thr

Val

Cys

Glu

Gly

Ala

Trp

Pro

Thr

Glu

Ala

Pro

1180

Asn
1195

Gly
1210

Ser
1225

Thr
1240

val
1255

Glu
1270

Leu
1285

Lys
1300

Ala
1315

Leu
1330

val
1345

Arg
1360

Val
1375

Ala
1390

Ile
1405

Ile

Ile

Thr

Leu

Lys

Met

Ser

Gly

Val

Asn

Pro

Gln

Ile

Thr

Leu
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Ser

Asp

Ser

Leu

Ala

Lys

Gly

Thr

Leu

Ala

Ala

val

Ser

Ala

Ile

Thr

Phe

Ile

Asp

Leu

Arg

Cys

Ser

Gly

Tyr

Leu

Leu

Tyr

Ala

Pro

Asn

Gln

Pro

Leu

Lys

Thr

Glu

Ala

Gly

Phe

His

Trp

Gln

Val

Cys

134

1185

Leu
1200

Asp
1215

Asn
1230

Thr
1245

Arg
1260

Thr
1275

Gln
1290

Ala
1305

Pro
1320

His
1335

His
1350

Lys
1365

Gln
1380

Lys
1395

His
1410

Pro

Glu

Phe

Tyr

Pro

Leu

Gly

Asp

Glu

Gln

Pro

Leu

Leu

Thr

Arg

Pro

Leu

Gly

Glu

His

Asp

Leu

Ala

Pro

Pro

val

Leu

Ala

Ala

Val

Pro

Asp

Ser

Met

Gly

Ser

His

Vval

Leu

Glu

Phe

Lys

Ala

Leu

vVal



10

15

Ser Ser
1415 14290
Lys Glu Trp Leu Leu Ala His
1430 1435
Gly Leu Gly Pro Ala Gly Ile
1445 1450
His His His His His
1460
<210> 89
<211> 1325
<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> Secuencia de ADN que codifica ssBiP - SNAPlike -proTEV- proteina C de la cepa TCHM-R2/03 del virus

ES 2 648 899 T3

Glu Gly His Arg Leu

Gly Ala Pro Gly Ser

1425

1440

1455

Ser Gly Ala val Gly Gly Tyr Glu Gly Gly Leu Ala Val

Gly Lys Pro

Leu Glu His

de la hepatitis C de genotipo 1b - -proTEV - Histag para la expresion en células S2

<400> 89

atgaagttat
tctagatctg
ttggaactga
tcetgetgetg
ctecatgecaag
tttecagtec
ctgtggaaat
gcattggeeg
gtgccecatee
gaaggaggac
cctgggetgg
ctgtacttece
actaatcgte
tacctattge
cgatcacaac
gottgggete
ggatggctac
agatcacgta
ggatatattc
gtacgagttc
tctattttte
gagaatctat

ccggt

gcatattact
acaaagactg
gtggatgega
atgcagttga
ccacagcetg
cocgecottea
tgotgaaggt
gtaaceccege
tgatccettyg
tggcagttaa
gtoctgetgg
agagcgatat
gtccacaaga
cgogaagagy
ctogtggaag
agcctggtta
tatcaccteg
atttaggtaa
cactagtagg
ttgaagatgg
tattagettt

atttteaagy

ggccgtegtg
cgaaatgaaa
gcaaggattg
agtteocagea
gcttaacgea
ccatectgtyg
ggtecaagttt
agctacaget
tcacagagte
ggagtggety
tataggcgeg
cagtacaaat
tgttaagttt
tactegttta
acgacaacct
tecttggeet
tggttcotega
ggtaattgat
tgctccacta
agtgaactat
gctatcatgt

geecggegga

gtggcctttg
agaactacat
catgaaatta
cocageagetyg
tattteccace
ttteoagaagg
ggtgaagtga
gecgtgaaaa
gtttcatctt
ctggotaatg
cocagggteoce
cctaaaccte
ccgggaggag
ggtgttegag
attcctaagg
ctatatggta
cctagttyggy
acacttacat
ggtggagetg
gcaacaggta
ctgactattc

ggtagteoace

ttggcectete
tggattcacc
agctactggg
ttettggagyg
agccotgagge
agagctteac
tttcatateca
ctgoteteag
ceggagetgt
aaggtcatag
taggtggegg
aaagaaaaac
gacaaattgt
caactagaaa
ctegteoagee
atgaaggaat
gtgcaaatga
gtggttttge
caagagttct
atcttecctgg
cagcttcage

atcatcacca

135

gctcgggaga
acttgggaag
aaaaggaact
tectgagece
cattgaggaa
ccgecaggte
gcaacttgeot
cggaaatcct
aggtggetat
acttggaaag
atccgaaaac
taaacgaaat
tggtggagtt
aacttcotgaa
tgaaggtaga
gggttgggca
ccctegacga
tgatcttatg
tgcacatggt
atgttcattt

tggccocecggga

tcactaatga

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1325
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<210> 90
<211> 417
<212> PRT
<213> artificial

<220>

<223> Secuencia de aminoacidos de proteina de fusion [SNAPIike-proTEV-proteina C de HCV-proTEV-Histag]

<400> 90

Arg

1

Leu

Lys

Ala

Ala

g
]
o]

Arg

Ile

Ala

Pro

145

Gly

Ser

Gly

Leu

Pro

50

Trp

”
=

Gln

Ser

Ala

130

Cys

Gly

Asp

Lys

Leu

35

Ala

Leu

o
H
[¢]

val

Tyr

115

Val

His

Leu

Lys

Leu

20

Gly

Ala

Asn

L]
=
o

Leu

100

Gln

Lys

Arg

Ala

Asp

Glu

Lys

val

Ala

£

o H
(L0

Trp

Gln

Thr

Val

Val

Cys

Leu

Gly

Leu

Tyr

Lys

Leu

Ala

Val

150

Lys

Glu

Ser

Thr

Gly

35

Fhe

o]

Leu

Ala

Leu

135

Ser

Glu

Met

Gly

Ser

40

Gly

His

g

Leu

Ala

120

Ser

Ser

Trp

ES 2 648 899 T3

Lys

Cys

25

Ala

Pro

Gln

)
b

Lys

105

Leu

Gly

Ser

Leu

Arg

10

Glu

Ala

Glu

Pro

val

Ala

Asn

Gly

Leu

Thr Thr

Gln Gly

Asp Ala

Pro Leu

60

Glu Ala
73

0
P
5]

W

3

[

val Lys

Gly Asn

Pro Val
140

Ala Val
155

Ala His

136

Leu

Leu

val

45

Met

Ile

Phe

Pro

125

Pro

Gly

Glu

Asp

His

30

Glu

Gln

Glu

i

Gly

110

Ala

Ile

Gly

Gly

Ser

15

Glu

val

Ala

Glu

Glu

Ala

Leu

Tyr

His

Pro

Ile

Pro

Thr

val

Thr

Ile

Glu

160

Arg
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Leu Gly Lys

Leu Gly Gly
195

Asn Pro Lys
210

Gln Asp Val
225

Leu Leu Pro

Thr Ser Glu

Ala Arg Gln
275

Pro Leu Tyr
290

Pro Arg Gly
305

Ser Arg Asn

Asp Leu Met

Ala Arg Val
355

Tyr Ala Thr
370

Ala Leu Leu
385

Asgsn Leu Tyr

His

<210> 91
<211> 1376
<212> ADN
<213> artificial

<220>

<223> Secuencia de ADN que codifica ssBiP- SNAPIlike — antigeno MSP1(19) de Plasmodium falciparum -

Pro

180

Gly

Pro

Lys

Arg

Arg

260

Pro

Gly

Ser

Leu

Gly

340

Leu

Gly

Ser

Phe

165

Gly

Ser

Gln

Phe

Arg

245

Ser

Glu

Asn

Arg

Gly

325

Tyxr

Ala

Asn

Cys

Gln
405

Leu

Glu

Arg

Pro

230

Gly

Gln

Gly

Glu

Pro

310

Lys

Ile

His

Leu

Leu

330

Gly

Gly

Asn

Lys

215

Gly

Pro

Pro

Arg

Gly

295

Ser

val

Pro

Gly

Pro

375

Thr

Pro

Pro

Leu

200

Thr

Gly

Arg

Arg

Ala

280

Met

Trp

Ile

Leu

val

360

Gly

Ile

Gly

ES 2 648 899 T3

Ala

185

Tyr

Lys

Gly

Leu

Gly

265

Trp

Gly

Gly

Asp

Val

345

Arg

Cys

Pro

Gly

170

Gly

Fhe

Arg

Gln

Gly

250

Arg

Ala

Trp

Ala

Thr

330

Gly

val

Ser

Ala

Gly
410

Ile

Gln

Asn

Ile

235

val

Arg

Gln

Ala

Asn

315

Leu

Ala

Leu

Phe

Ser

395

Ser

Gly

Ser

Thr

220

val

Arg

Gln

Pro

Gly

300

Asp

Thr

Pro

Glu

Ser

380

Ala

His

137

Ala

Asp

205

Asn

Gly

Ala

Pro

Gly

285

Trp

Pro

Cys

Leu

Asp

365

Ile

Gly

His

Pro

190

Ile

Arg

Gly

Thr

Ile

270

Tyr

Leu

Arg

Gly

Gly

350

Gly

Phe

Pro

His

175

Gly

Ser

Arg

val

Arg

255

Pro

Pro

Leu

Phe

335

Gly

val

Leu

Gly

His
415

Ser

Thr

Pro

Tyr

240

Lys

Lys

Trp

Ser

Arg

320

Ala

Ala

Asn

Leu

Glu

400

His
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15

proTEV — antigeno AMA-1(Ill) de Plasmodium falciparum - Histag para la expresién en células S2

<400> 91

atgaagttat
tctagatctg
ttggaactga
tctgctgetg
ctecatgeaag
tttecagtec
ctgtggaaat
gcattggeceg
gtgccecatce
gaaggaggac

cctgggetgg

gatgaaagag
gaaaatccaa
accgaagaag
tcttatcecac
cccggtggag
aaagaaatcg
aaaaaaatta
tgtgaccectyg
agaagggcag
tatgcagata

tattttcaag

<210> 92
<211> 434
<212> PRT

gcatattact
acaaagactg
gtggatgcga
atgcagttga
ccacagccetg
aegeccttea
tgetgaaggt
gtaacccege
tgatcccttg
tggcagttaa

gteoctgetgg

aagaatgtaa
atcttacttg
attcaggcag
ttttecgatgg
gcgaagttga
aaagagaatc
tagecteocaag
aaatggtaag
aagtaacate

ttectgaaca

ggcccggegy

<213> artificial

<220>

ggccgtegty
cgaaatgaaa
gcaaggattyg
agttccagea
gcttaacgea
ccatcctgtyg
ggtcaagttt
agctacaget
tcacagagtc
ggagtggctyg

tataggcgeg

atgtttatta
taacgaaaat
caacggaaag
tattttcgga
aaacaatttt
aaaacgaatt
aatttttatt
taatagtaca
aaataatgaa
taaaccaact

aggtagtcac

ES 2 648 899 T3

gtggcctttg
agaactacat
catgaaatta
ccagcagetg
tatttececace
tttcageoagg
ggtgaagtga

geccgtgaaaa

gtttcatectt
ctggctcatg

ccagggteoce

aattacaaac
aatggtggat
aaaatcacat
ggtggctctg
ccatgttecat
aaattaaatg
tcagatgata
tgtegtttet
gttgtagtta
tatgataaaa

catcatcacc

ttggectetce
tggattcacc
agctactggg
ttcttggagg
agectgagge
agagettceac
tttcatatca
ctgcteoteag
ccggagctgt
aaggtcatag

taggtggegg

aagaaggtga
gtgatgcaga
gtgaatgtac
agaatctata
tatataaaga
ataatgatga
aagacagttt
ttgtatgtaa
aagaagaata
tgeteecggyg

atcactaatg

gctcgggaga
acttgggaag
aaaaggaact
tcctgagecc
cattgaggaa
ccgecaggta
gcaacttget
cggaaatcct
aggtggctat
acttggaaag

atccgaaaac

taaatgtgtt
tgccaaatgt
taaacctgat
ttttcaaggg
tgaaataatg
tgaagggaat
aaaatgceca
atgtgtagaa
taaagatgaa
agagaatcta

accggt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

840

300

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1376

<223> Secuencia de aminoacidos de proteina de fusion [SNAPlike-MSP1-proTEV-AMA1-Histag]

<400> 92

138



Arg

Leu

Lys

Ala

Ala

65

Pro

Arg

Ile

Ala

Pro

145

Gly

Leu

Leu

Cys

Ser

Gly

Leu

Pro

50

Trp

val

Gln

Ser

Ala

130

Cys

Gly

Gly

Gly

Pro

Asp

Lys

Leu

35

Ala

Leu

Pro

Val

Tyr

115

val

His

Leu

Lys

Gly

195

Gln

Lys

Leu

20

Gly

Ala

Asn

Ala

Leu

100

Gln

Lys

Arg

Ala

Pro

180

Gly

Asn

Asp

Glu

Lys

val

Ala

Leau

85

Trp

Gln

Thr

val

val

165

Gly

Ser

Ser

Cys

Leu

Gly

Leu

Tyr

70

His

Lys

Leu

Ala

val

150

Lys

Leu

Glu

Gly

Glu

Ser

Thr

Gly

55

Phe

His

Leu

Ala

Leu

135

Ser

Glu

Gly

Asn

Cys

Met

Gly

Ser

40

Gly

His

Pro

Leu

Ala

120

Ser

Ser

Trp

Pro

Leu

200

Phe

ES 2 648 899 T3

Lys

Cys

25

Ala

Pro

Gln

Val

Lys

105

Leu

Gly

Ser

Leu

Ala

185

Tyr

Arg

Arg

10

Glu

Ala

Glu

Pro

Phe

90

val

Ala

Asn

Gly

Leu

170

Gly

Phe

His

Thr

Gln

Asp

Pro

Glu

75

Gln

val

Gly

Pro

Ala

155

Ala

Ile

Gln

Leu

Thr

Gly

Ala

Leu

60

Ala

Gln

Lys

Asn

val

140

val

His

Gly

Ser

Asp

139

Leu

Leu

val

45

Met

Ile

Glu

Phe

Pro

125

Pro

Gly

Glu

Ala

Asgp

205

Glu

Asp

His

30

Glu

Gln

Glu

Ser

Gly

110

Ala

Ile

Gly

Gly

Pro

1%0

Ile

Arg

Ser

15

Glu

val

Ala

Glu

Phe

85

Glu

Ala

Leu

Tyr

His

175

Gly

Lys

Glu

Pro

Ile

Pro

Thr

Phe

80

Thr

val

Thr

Ile

Glu

160

Arg

Ser

Gln

Glu
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Cys

225

Asn

Ala

Cys

Gly

val

305

Glu

Glu

Lys

Thr

Thr

385

Ala

Glu

His

210

Lys

Pro

Lys

Glu

Gly

290

Glu

Ile

Gly

Asp

Cys

370

Ser

Asp

Asn

His

<210> 93
<211> 2195
<212> ADN
<213> artificial

<220>

<223> Secuencia de ADN que codifica ssBiP- SNAPIike -proTEV- forma corta modificada de HbpA de Leptospira

Cys

Asn

Cys

Cys

275

Gly

Asn

Glu

Asn

Ser

355

Arg

Asn

Ile

Leu

Leu

Leu

Thr

260

Thr

Ser

Asn

Arg

Lys

340

Leu

Phe

Asn

Pro

Tyr
420

Leu

Thr

245

Glu

Lys

Glu

Phe

Glu

325

Lys

Lys

Fhe

Glu

Glu

405

Phe

Asn

230

Cys

Glu

Pro

Asn

Pro

310

Ser

Ile

Cys

Val

Val

390

His

Gln

215

Tyr

Asn

Asp

Asp

Len

295

Cys

Lys

Ile

Pro

Cys

375

Val

Lys

Gly

Lys

Glu

Ser

Ser

280

Tyr

Ser

Arg

Ala

Cys

360

Lys

Val

Pro

Pro

ES 2 648 899 T3

Gln

Asn

Gly

265

Tyr

Phe

Leu

Ile

Pro

345

Asp

Cys

Lys

Thr

Gly
425

Glu

Asn

250

Ser

Pro

Gln

Tyr

Lys

330

Arg

Pro

val

Glu

Tyr

410

Gly

220

Gly Asp
235

Gly Gly

Asn Gly

Leu Phe

Gly Pro
300

Lys Asp
315

Leu Asn

Ile Phe

Glu Met

Glu Arg

380

Glu Tyr
395

Agsp Lys

Gly Ser

Lys

Cys

Lys

Asp

285

Gly

Glu

Asp

Ile

val

365

Arg

Lys

Met

His

Cys

Asp

Lys

270

Gly

Gly

Ile

Asn

Ser

350

Ser

Ala

Asp

Leu

His
430

val

Ala

255

Ile

Ile

Gly

Met

Asp

335

Asp

Asn

Glu

Glu

Pro

415

His

Glu

240

Asp

Thr

Phe

Glu

Lys

320

Asp

Asp

Ser

val

Tyr

400

Gly

His

interrogans serovar Lai str.56601 - proTEV- Histag para la expresion en células S2

<400> 93

140



atgaagttat
tctagatctyg
ttggaactga
totgetgetg
ctcatgcaag
tttcecagtec
ctgtggaaat
gcattggeeg
gtgcccatcc
gaaggaggac
cctgggetgg
ctgtacttcc
gtgageggeg
totcaggoga
aacccggacg
ggggtggacyg
ttggegacgg
aacatcteca
gtgaagcagt
totgagaage
cgcttgeaga
accgtgteee
cagttcggga
gtgtggaggg
cggttegaga
cggtogatca
ttgagcgtgt

gggagggagt

geatattact
acaaagactg
gtggatgcega
atgcagttga
ccacagcctg
cocgaccttea
tgctgaaggt
gtaaccccge
tgatccettg
tggcagttaa
gtcctgetgg
agagcgatat
cggtgtecge
ctactgggaa
gcaagttcaa
tgacccagte
ggtegttgga
agtgggagaa
tgaactegga
acttcatcac
gcaggtacgt
ggtcgecgag
accagacgac
cgagctacgyg
acccggeogt
cgatcaacte
accggaacga

tcgeggagtt

ggccgtegty
cgaaatgaaa
gcaaggattg
agttccagca
gcttaacgea
ccatcctgtg
ggtcaagttt
agctacaget
tcacagagtc
ggagtggetg
tataggecgeg
cttcaacacc
aggttacaat
cgcctatcag
ggggaagacg
caaggceegte
gtacgggtta
caagtactac
gttgacgteg
tgtaggtgeg
gtacaggacg
gattegggtg
gecgaagcetg
gaggggatta
gggttacgtg
ggacttggag
catcatcaac

ccagcetgeag

ES 2 648 899 T3

gtggcctttg
agaactacat
catgaaatta
ccagcagcetyg
tatttcecacc
tttcagcagg
ggtgaagtga
gcecgtgaaaa
gtttcatctt
atggetcatg
ccagggtcca
acggccaaca
aagaaceccocg
gacttgaaca
aggattctct
ttegaccgga
gggaagagga
aacaaccaga
caggggaccg
gagtcctteg
aggaaggcgg
gtgccaggag
gcggeccggt
cggcocgecga
gtggagggta
tacageoegt
ctgateccagt

aacatcgega

ttggecctete
tggattcace
agctactggg
ttcttggagg
agcctgagge
agagcttcac
tttcatatca
ctgectetecag
ccggagetgt
aaggtcatag
taggtggegyg
tgggcttcag
gctacaggtt
cgggcatcaa
accagcacag
acaacaagac
acttgatcte
gggggtegga
tgcagttgga
cgaacgagtt
tgttctteca
tgaggtacga
acgacatatt
gcttgeagga
acccgaactt
tcagettett
acaagttega

aggegtacac

141

gctogggaga
acttgggaag
aaaaggaact
tcoctgagcee
cattgaggaa
coegacaggte
gcaacttget
cggaaatcct
aggtggctat
acttggaaag
atccgaaaac
gaacgagtac
ggtocacaaac
cctgaccttce
ggaccagaac
gcacgactte
cttcaggggg
cgagttggac
catggaggee
ggagtcggac
ggacgagtgg
cgacgacteg
goagaacttg
gttgtacctg
gaagccggag
gacgttctee
ctogaacaag

gagaggagga

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
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gagttcggeg
acggacacga
taggegaact
ttggacaaga
atccccageg
atcttgaacg
gtggacaact
tacggegget

ggtagtcacce

<210> 94
<211> 707
<212> PRT

tgcagtacag
gggacctgag
tecatctacaa
ggccgttcta
aggtgaagtt
tgaggatcga
tgctcaacca
tctecggeeca

atcatcacca

<213> artificial

<220>

<223> Secuencia de aminoacidos de proteina de fusion [SNAPIike-proTEV-HbPA1-proTEV-Histag]

<400> 94

Arg Ser
1

Leu Gly

Lys Leu

35

Ala Pro

50

Ala
€5

Trp
Pro Val
Gln

Arg

Ile Ser

Asp

Lys

Leu

Ala

Leu

Pro

val

Tyr

Lys Asp

Leu Glu

20

Gly Lys

aAla

val

Asn Ala

Cys

Leu

Gly

Leu

Tyr

gttcttgaag
ctcggacagg
ctegecegga
cagctecgacc
gaacgagaac
gcagaagtte
gtacgagctg
gtteoccggga

tcactaatga

Glu Met

Ser Gly

Thr Ser

40

Gly
55

Gly

Phe His

70

Ala Leu

85

Leu
100

Trp

Gln Gln

115

Ala Ala

val

Lys Thr

His

Lys

Leu

Ala

His Pro

Leu Leu

Ala Ala

120

Leu Ser

ES 2 648 899 T3

tacttcacge
ccgttggagg
ggattccaat
aacaacctgt
cogecegtga
ttcaacaagc
gecgtacaacce

gagaatctat

ceggt

Lys Arg Thr

10

Cys Glu Gln

25

Ala Ala Asp

Proc Glu Pro

Gln Glu

75

Pro

Val Phe

20

Gln

Lys Val val

105

Leu Ala Gly

Gly Asn Pro

tggagttggg
gcagggcget
tcaacctgag
cggcggccgg
tetacgggaa
acttcgeget
ccacgeggec

attttcaagg

Thr Leu

Gly Leu

30

Ala Val

45

Leu Met

60

Ala Ile

Gln

Glu

Lys Phe

Asp

His

Glu

Gln

Glu

Ser

Gly

gtacaaccac
gcaccaggcg
gggcaageac
acaggactac
gcegtteacy
gttcttggge

gaggttctac

gcocggcgga

S8er Pro

15

Glu Ile

Val Pro

Ala Thr

Glu Phe

80

Phe
95

Thr

Glu val

110

Pro
125

Asn

Vval Pro

142

Ala

Ile

Ala Thr

Leu Ile

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2195



Pro

145

Gly

Leu

Leu

Thr

Ser

225

Gln

Leu

Tyr

val

Leu

305

Ile

Glu

Val

Ala

130

Cys

Gly

Gly

Gly

Thr

210

Ala

Ala

Thr

Gln

Phe

290

Glu

Ser

Leu

Gln

Glu
370

His

Leu

Lys

Gly

195

Ala

Gly

Thr

Phe

His

275

Asp

Tyr

Lys

Asp

Leu

355

Ser

Arg

Ala

Pro

180

Gly

Asn

Tyr

Thr

Asn

260

Arg

Arg

Gly

Trp

Val

340

Asp

Phe

Val

Val

165

Gly

Ser

Met

Asn

Gly

245

Pro

Asp

Asn

Leu

Glu

325

Lys

Met

Ala

Val

150

Lys

Leu

Glu

Gly

Lys

230

Asn

Asp

Gln

asn

Gly

310

Asn

Gln

Glu

Asn

135

Ser

Glu

Gly

Asn

Phe

215

Asn

Ala

Gly

Asn

Lys

295

Lys

Lys

Leu

Ala

Glu
375

Ser

Trp

Pro

Leu

200

Arg

Pro

Tyr

Lys

Gly

280

Thr

Arg

Tyr

Asn

Ser

360

Leu

ES 2 648 899 T3

Ser

Leu

Ala

185

Tyr

Asn

Gly

Gln

Phe

265

Val

His

Asn

Tyr

Ser

345

Glu

Glu

Gly

Leu

170

Gly

Fhe

Glu

Tyr

Asp

250

Lys

Asp

Asp

Leu

Asn

330

Glu

Lys

Ser

1490

Ala Val
155

Ala His

Ile Gly

Gln Ser

Tyr Val

220

Arg Leu

235

Leu Asn

Gly Lys

Val Thr

Phe Leu

300

Ile Ser

315

Asn Gln

Leu Thr

His Phe

Asp Arg
380

143

Gly

Glu

Ala

Asp

205

Ser

Val

Thr

Thr

Gln

285

ala

FPhe

Arg

Ser

Ile

365

Leu

Gly

Gly

Pro

190

Ile

Gly

Pro

Gly

Arg

270

Ser

Thr

Arg

Gly

Gln

350

Thr

Gln

Tyr

His

175

Gly

Phe

Ala

Asn

Ile

255

Ile

Lys

Gly

Gly

Ser

335

Gly

Val

Ser

Glu

160

Arg

Ser

Asn

val

Ser

240

Asn

Leu

Ala

Ser

Asn

320

Asp

Thr

Gly

Arg



Tyr

385

Val

Asp

Tyr

Leu

Ala

465

Ser

Thr

Tyr

Gln

Tyr

5458

Asp

His

Phe

Thr

Lys
625

Val

Ser

Asp

Asp

Arg

450

Val

Tle

Phe

Lys

Asn

530

Arg

Thr

Gln

Asn

Asn

610

Leu

Tyr

Arg

Ser

Ile

435

Pro

Gly

Thr

Ser

Phe

515

Ile

Phe

Arg

Ala

Leu

595

Asn

Asn

Arg

Ser

Gln

420

Leu

Pro

Tyr

Tle

Leu

500

Asp

aAla

Leu

Asp

Ser

580

Arg

Leu

Glu

Thr

Pro

405

Phe

Gln

Ser

vVal

Asn

485

Ser

Ser

Lys

Lys

Leu

565

Ala

Gly

Ser

Asn

Arg

390

Arg

Gly

Aszn

Leu

Val

470

Ser

Val

Asgn

Ala

Tyr

550

Ser

Asn

Lys

Ala

Pro
630

Lys

Ile

Asn

Leu

Gln

455

Glu

Asp

Tyr

Lys

Tyr

535

Phe

Ser

Phe

His

Ala

615

Pro

Ala

Arg

Gln

val

440

Glu

Gly

Leu

Arg

Gly

520

Thr

Thr

Asp

Ile

Leu

600

Gly

val

Val

Val

Thr

425

Trp

Leu

Asn

Glu

Asn

505

Arg

Arg

Leu

Arg

Tyr

585

Asp

Gln

Ile

ES 2 648 899 T3

Fhe

Val

410

Thr

Arg

Tyr

Pro

Tyr

4190

Asp

Glu

Gly

Glu

Pro

570

Asn

Lys

Asp

Tyr

Phe

395

Pro

Pro

Ala

Leu

Asn

475

Ser

Ile

Phe

Gly

Leu

555

Leu

Ser

Arg

Tyr

Gly
635

Gln

Gly

Lys

Ser

Arg

460

Leu

Pro

Ile

Ala

Glu

540

Gly

Glu

Pro

Pro

Ile

620

Lys

144

Asp

Val

Leu

Tyr

445

Fhe

Lys

Phe

Asn

Glu

525

Fhe

Tyr

Gly

Gly

FPhe

605

Pro

Pro

Glu

Arg

Ala

430

Gly

Glu

Pro

Ser

Leu

510

Phe

Gly

Asn

Arg

Gly

§30

Tyr

Ser

Phe

Trp

Tyr

415

Ala

Arg

Asn

Glu

Phe

495

Ile

Gln

val

His

Ala

575

Phe

Ser

Glu

Thr

Thr

400

Asp

Arg

Gly

Pro

Arg

480

Leu

Gln

Leu

Gln

Thr

560

Leu

Gln

Ser

val

Ile
640



10

15

20

Leu Asn Val

Phe Leu Gly

Pro Thr
&75

Gly Glu
690

Asn

His His His

705

<210> 95
<211> 968
<212> ADN
<213> artificial

<220>

<223> Secuencia de ADN que codifica ssBiP- SNAPIike -proTEV- MUB40 - proTEV-Histag para la expresion en

células S2
<400> 95
atgaagttat
tcttegegag
ttgtcecttac
ttggattcac
aagctactgg
gttattggag
cagcctgagg
gagagcttca
attteatatc
actgctctca
tceggagetyg
gaaggtcata
ctaggtggceg
aagtttgaag
gataacgatg
ggagagaatc
tgaceggt

<210> 96
<211> 298
<212> PRT
<213> artificial

<220>

<223> Secuencia de aminoacidos de proteina de fusion [SNAPIike-proTEV-MUB40-proTEV-Histag]

Arg Pro

Arg
645

val
660

Leu

gcatattact
ctagcaccat
ctacagctct
cacttgggaa
gaaaaggaac
gktoctgageco
ccattgagga
cccgocaggt
agcaacttge
gcggaaatcc
taggtggeta
gacttggaaa
gatccgaaaa
gegacggtta
acaccaacga

tatattttca

Ile Glu

Asp Asn

Arg Phe

Tyr Phe

Gln Lys

Leu Leu

Tyr Tyr

680

Gln
695

Gly

ggecgtegtyg
gaaactatgt
ggcaagatct
gttggaactg
ttctgctget
ccteatgeaa
attteccagte
cctgtggaaa
tgeattggece
tgtgcccatce
tgaaggagga
gcetgggetg
cctgtactte
tgaactgtte
tcaattctac

agggcccecggcoe

ES 2 648 899 T3

Phe Phe

650

Asn

Asn Gln

665

Tyr

Gly Gly Phe

Pro Gly Gly

gtggcctttg
attctacttg
gacaaagact
agtggatgeg
gatgcagttg
gocacagact
ccegecette
ttgctgaagg
ggtaacceceg
ctgatccctt
ctggcagtta
ggtectgetg
cagagcgata
aaggacaact
acggtaatct

ggaggtagte

Lys His Phe

Glu Leu

670

Ala
685

Ser

Gly Ser His

700

ttggcctete
cagttgttge
gcgaaatgaa
agcaaggatt
aagttccage
ggettaacge
accatcctgt
tggtcaagtt
cagctacage
gtcacagagt
aggagtgget
gtataggege
tcacggctga
taccagetygg
tcaagcacca

accatcatca

145

Ala

Gln

Ala Leu
655

Tyr Asn

FPhe Pro

His His

gctcgggaga
gttcgtagga
aagaactaca
gcatgaaatt
accagcagct
atatttecac
gtttcagcag
tggtgaagtg
tgcegtgaaa
cgtttcatct
gctggeteat
gocagggtee
aggcatcaag
tgagaagtte
tcgtggcecccg

ccatcactaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
3900

960

968



<400> 96

Ser
1

Phe

Cys

Leu

Gly

65

Len

H

His

Lys

Leu

145

Ala

val

Lys

Arg

Val

Glu

Ser

50

Thr

Gly

His

Leu

130

Ala

Leu

Ser

Glu

Ala

Gly

Met

35

Gly

Ser

Gly

o

Pro

115

Leu

Ala

Ser

Ser

Trp

Ser

Leu

20

Lys

Cys

Ala

Pro

= Q
=)
3

=
o

val

Lys

Leu

Gly

Ser

180

Leu

Thr

Ser

Arg

Glu

aAla

Glu

Phe

Val

Ala

Asn

165

Gly

Leu

Met

Leu

Thr

Gln

Asp

70

Pro

«Q

Gln

Val

Gly

150

Pro

Ala

Ala

Lys

Pro

Thr

Gly

Ala

Leu

FE]
[
[}

Gln

Lys

135

Asn

vVal

Val

His

Leu

Thr

Leu

40

Leu

val

Met

120

Phe

Pro

Pro

Gly

Glu

ES 2 648 899 T3

Cys

Ala

25

Asp

His

Glu

Gln

fan KT
AC SR

Ser

Gly

Ala

Ile

Gly

185

Gly

Ile

10

Leu

Ser

Glu

val

Phe

Glu

Ala

Leu

170

Tyr

His

Leu

Ala

Pro

Ile

Pro

75

Thr

Thr

Val

Thr

155

Ile

Glu

Arg

Leu

Arg

Leu

Lys

80

Ala

Ala

]

Arg

Ile

140

Ala

Pro

Gly

Leu

146

Ala

Ser

Gly

45

Leu

Pro

Trp

Gln

125

Ser

Ala

Cys

Gly

Gly

val

Asp

30

Lys

Leu

Ala

Leu

oy

= H
[=2+]

val

Tyr

val

His

Leu

190

Lys

val

15

Lys

Leu

Gly

Ala

Leu

Gln

Lys

Arg

175

Ala

Pro

Ala

Asp

Glu

Lys

val

80

Ala

B
)]
[+

Trp

Gln

Thr

160

val

val

Gly



10

15

195

Leu Gly Pro

210

Glu
225

Agsn Leu

Phe Glu Gly

Glu Lys Phe

Phe His

275

Lys

Gly Gly

290

Gly

<210> 97
<211> 1238
<212> ADN
<213> artificial

<220>

<223> Secuencia de ADN que codifica ssBiP- SNAPIike -proTEV- forma soluble de lectina similar a tipo C de

Ala Gly

Tyr Phe

Ile

Gln

200

Gly Ala

215

Ser Asp

230

Asp Gly

245

Asp Asn

260

His Arg

Ser His

Tyr

Asp

Gly

His

Glu Leu

Asp Thr

Pro Gly

280

His Hisg

295

ES 2 648 899 T3

Pro Gly Ser

Ile Thr Ala

235

Phe Lys

250

Asp

Asn Gln

265

Asp

Glu Asn Leu

His His

205

Leu
220

Gly
Glu Gly
Phe

Asn

Phe Tyr

Gly

Ile

Pro

Thr

Gly Ser

Lys Lys

240

Ala
255

Gly

val Ile

270

Phe
285

Tyr

raton (CLEC5A) - proTEV- Histag para la expresion en células S2

<400> 97

atgaagttat
tctagatctg
ttggaactga
tctgectgetg
ctcatgcaag
tttccagtce
ctgtggaaat
gcattggecyg
gtgcccatce
gaaggaggac
cotgggetgy
ctgtacttece

agctacggaa

gcatattact
acaaagactg
gtggatgega
atgcagttga
ccacagcctg
ccgceccttca
tgctgaaggt
gtaaceccege
tgatcecettg
tggcagttaa
gtectgetgg
agagcgatat

ccactagtgt

ggcegtegtyg
cgaaatgaaa
gcaaggattg
agttccagca
gcttaacgca
ccatcctgtg
ggtcaagttt
agctacaget
tcacagagtec
ggagtggctg
tataggegeg
cgtttttgge

gcagaatgtec

gtggcctttg
agaactacat
catgaaatta
ccagcagctg
tatttccacc
tttcagcagg
ggtgaagtga
goccgtgaaaa
gtttcatctt
ctggctcatg
ccagggtece
aaaagtaatg

tcacaaatct

ttggcctete
tggattcacc
agctactggg
ttcttggagg
agcctgaggce
agagcttcac
tttcatateca
ctgcteteag
ccggagcetgt
aaggtcatag
taggtggegy
atggettegt

ttgggagaaa

147

Gln

Gly Pro

gctcgggaga
acttgggaag
aaaaggaact
tcctgagecce
cattgaggaa
ccgecaggte
gcaacttget
cggaaatcct
aggtggctat
acttggaaag
atccgaaaac
cocccacggag

tgacgaaagt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780



10

<223> Secuencia de aminoacidos de proteina de fusion [SNAPIlike-proTEV-moCLEC5A-proTEV-Histag]

accatgccta caaggagcta tggaacagtce

aaatgetttt tettcoctecctt cteocgaatea

acacaagggt ccacactgge aattgtceaac

atagetggta ttgagaatta ctttattggt

cgetggatea acaactetgt gttcaatgge

tgtgtcacta taggtctgac gaagacatat

tggatctgeg aaatgaatge caaaggeceg

ggaggtagtc accatcatca ccatcactaa

<210> 98

<211> 388

<212> PRT

<213> artificial

<220>

<400> 98

Arg Ser Asp Lys Asp Cys Glu Met

1 5

Leu Gly Lys Leu Glu Leu Ser Gly

20

Lys Leu Leu Gly Lys Gly Thr Ser
35 40

Ala Pro Ala Ala Val Leu Gly Gly

50 55

Ala Trp Leu Asn Ala Tyr Phe His

65 70

Pro Val Pro Ala Leu Hig His Pro

85
Arg Gln Val Leu Trp Lys Leu Leu
100

Ile Ser Tyr Gln Gln Leu Ala Ala
115 120

Ala Ala Val Lys Thr Ala Leu Ser

130 135

ES 2 648 899 T3

tgtcccagaa
cottggaaag
actccagaga
ttggtacgte
aatgttacca
gatgctgecat
ggagagaate

tgaccggt

Lys Arg Thr

10

Cys Glu Gln

25

Ala Ala Asp

Pro Glu Pro

Gln Glu

75

Pro

Val Phe Gln

Lys Val Val

105

Leu Ala Gly

Gly Asn Pro

actgggattt
acagcatgga
aactgaagta
agcctggaga
atcaggacca
catgtgaagt

tatatttteca

Thr Leu

Gly Leu

Ala Val

45

Leu Met

Ala Ile

Gln Glu

Lys Phe

Asn Pro

125

Val
140

Pro

148

Asp

His

Glu

Gln

Glu

Ser

Gly

110

Ala

Ile

tcaccaagga
ttattgtgca
tetteoaggac
gaaaaagtgg
gaacttegac
cagctatege

agggcccgge

S8er Pro

15

Glu Ile

Val Pro

Ala Thr

Glu Phe

80

Phe Thr

95

Glu Val

Thr

Ala

Leu Tle

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1238



10

Pro Cys His Arg
145

Gly Gly Leu Ala

Leu Gly Lys Pro
180

Leu Gly Gly Gly
195

Gly Lys Ser Asn
21Q

Ser Val Gln Asn
225

Met Pro Thr Arg

His Gln Gly Lys
260

Asp Ser Met Asp
275

Asn Thr Pro Glu
290

Asn Tyr Phe Ile
305

Trp Ile Asn Asn

Asn Phe Asp Cys
340

Ser Cys Glu Val
355

Pro Gly Glu Asn
370
His His His His

383

<210> 99
<211> 1229
<212> ADN
<213> artificial

<220>

<223> Secuencia de ADN que codifica ssBiP- SNAPIike -proTEV- forma soluble de lectina similar a tipo C de

Val

val

165

Gly

Ser

Asp

val

Ser

245

Cys

Tyr

Lys

Gly

Ser

325

Val

Ser

Leu

Val

150

Lys

Leu

Glu

Gly

Ser

230

Tyr

Phe

Cys

Leu

Leu

310

val

Thr

Tyr

Tyr

Ser

Glu

Gly

Asn

Phe

215

Gln

Gly

Phe

Ala

Lys

295

val

Phe

Ile

Arg

Phe
375

Ser

Trp

Pro

Leu

200

Val

Ile

Thr

Phe

Thr

280

Tyr

Arg

Asn

Gly

Trp

360

Gln

ES 2 648 899 T3

Ser

Leu

Ala

185

Tyr

Pro

Phe

Val

Ser

265

Gln

Leu

Gln

Gly

Leu

345

Ile

Gly

Gly

Leu

170

Gly

Fhe

Thr

Gly

Cys

250

FPhe

Gly

Gln

Pro

Asn

330

Thr

Cys

Pro

Ala

155

Ala

Ile

Gln

Glu

Arg

235

Pro

Ser

Ser

Asp

Gly

315

val

Lys

Glu

Gly

vVal

His

Gly

Ser

Ser

220

Asn

Arg

Glu

Thr

Ile

300

Glu

Thr

Thr

Met

Gly
380

149

Gly

Glu

Ala

Asp

205

Tyr

Asp

Asn

Ser

Leu

285

Ala

Lys

Asn

TYr

Asn

365

Gly

Gly

Gly

Pro

190

Ile

Gly

Glu

Trp

Pro

270

ala

Gly

Lys

Gln

Asp

350

Ala

Ser

Tyr

His

175

Gly

Val

Thr

Ser

Asp

255

Trp

Ile

Ile

Trp

Asp

335

Ala

Lys

His

Glu

160

Arg

Ser

Phe

Thr

Thr

240

Phe

Lys

val

Glu

Arg

320

Gln

Ala

Gly

His
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15

ES 2 648 899 T3

raton (CLEC5A) - proTEV- Histag para la expresion en células S2

<400> 99
atgaagttat
tctagatctg
ttggaactga
tectgetgetyg
ctcatgcaag
tttccagtce
ctgtggaaat
gcattggccg
gtgcccatce

Jaaggaggac

ctgtacttce
tatggaacag
acaaggagct
ttettateca
tccacattgg
gctgagaagt
aacaactctg
attggecataa
gagaagaatg
caccatcatc

<210> 100
<211> 385
<212> PRT

gcatattact
acaaagactg
gtggatgega
atgcagttga
ccacagcctg
ccgecccttca
tgotgaaggt
gtaacccecge
tgatccettg

tggcagttaa

agagcgatat
tctcacagat
atggaacagt
ctteotgaate
caattgtcaa
attttattgg
tgttcaatgg
caaagacatt
ccaaaggccc

accatcacta

<213> artificial

<220>

<223> Secuencia de aminoéacidos de proteina de fusion [SNAPIlike-proTEV-huCLEC5A-proTEV-Histag]

<400> 100

ggccgtegty
cgaaatgaaa
gcaaggattg
agttccagea
gcttaacgca
ccatcctgtg
ggtcaagttt
agctacagct
tcacagagtc

ggagtggcty

ctttaacaaa
ttttgggagce
ctgecececcaaa
atcttggaat
cacgccagag
cttaatttac
caatgttacc
tgatgetgea
gggagagaat

atgacecggt

gtggcectttg
agaactacat
catgaaatta
ccageagety
tatttcecace
tttcagcagg
ggtgaagtga
gccgtgaaaa
gtttcatctt

ctggctecatyg

agtaacgatg
agttccccaa
gactgggaat
gaaagcaggg
aaactgaagt
catcgtgaag
aatcagaatc
tcatgtgaca

ctatattttc

ttggecctete
tggattcacec
agctactggg
ttettggagg
agcctgagge
agagcttcac
tttecatatca
ctgctctcag
ccggagetgt

aaggtcatag

gtttoaceac
gtcccaacgg
tttatcaage
acttttgeaa
ttottcagga
agaaaaggtyg
agaatttcaa

teagetaceg

aagggcccgg

150

gctcgggaga
acttgggaag
aaaaggaact
tocectgageee
cattgaggaa
ccgeccaggte
gcaacttget
cggaaatcct
aggtggctat

acttggaaag

caccaggagc
cttcattacec
aagatgtttt
aggaaaagge
cataactgat
gegttggate
ctgtgcgacc
caggatotgt

cggaggtagt

60

120

180

240

300

360

420

480

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1229



Arg

Leu

Lys

Ala

Ala

Pro

Arg

Ile

aAla

Pro

145

Gly

Leu

Leu

Lys

Gln
225

Ser

Gly

Leu

Pro

50

Trp

val

Gln

Ser

Ala

130

Cys

Gly

Gly

Gly

Ser

210

Ile

Asp

Llys

Leu

35

Ala

Leu

Pro

Val

Tyr

115

Val

His

Leu

Lys

Gly

195

Asn

Fhe

Lys

Leu

20

Gly

Ala

Asn

Ala

Leu

100

Gln

Lys

Arg

Ala

Pro

180

Gly

Asp

Gly

Asp

Glu

Lys

val

Ala

Leu

85

Trp

Gln

Thr

val

val

165

Gly

Ser

Gly

Ser

Cys

Leu

Gly

Leu

Tvyr

70

His

Lys

Leu

Ala

val

150

Lys

Leu

Glu

Phe

Ser
230

Glu

Ser

Thr

Gly

55

Phe

His

Leu

Ala

Leu

135

Ser

Glu

Gly

Asn

Thr

215

Ser

Met

Gly

Ser

40

Gly

His

Pro

Leu

Ala

120

Ser

Ser

Trp

Pro

Leu

200

Thr

Pro

ES 2 648 899 T3

Lys

Cys

25

Ala

Pro

Gln

Val

Lys

105

Leu

Gly

Ser

Leu

Ala

185

Tyr

Thr

Ser

Arg

10

Glu

Ala

Glu

Pro

Phe

30

Val

Ala

Asn

Gly

Leu

170

Gly

Phe

Arg

Pro

Thr Thr

Gln Gly

Asp Ala

Pro Leu

60

Glu Ala

Gln Gln

Val Lys

Gly Asn

Pro Val

140

Ala val
155

Ala His

Ile Gly

Gln Ser

Ser Tyr

220

Asn Gly
235

151

Leu

Leu

val

45

Met

Ile

Glu

Phe

Pro

125

Pro

Gly

Glu

Ala

Asp

205

Gly

Phe

Asp

His

30

Glu

Gln

Glu

Ser

Gly

110

Ala

Ile

Gly

Gly

Pro

130

Ile

Thr

Ile

Ser

15

Glu

val

Ala

Glu

Phe

85

Glu

Ala

Leu

Tyr

His

175

Gly

Phe

val

Thr

Pro

Ile

Pro

Thr

Phe

Thr

Val

Thr

Ile

Glu

160

Arg

Ser

Asn

Ser

Thr
240



ES 2 648 899 T3

Thr
245

val Glu Phe Gln

255

Ser Tyr Gly Cys Pro Lys Asp Ala

250

Trp Tyr

Phe Phe Thr

260

Glu
265

Glu
270

Arg Cys Leu Ser Ser Ser Ser Trp Asn Ser Arg

Phe Thr Ala Ile Val

285

Ser Leu Asn Thr Prc

280

Asp Cys Gly Gly

275

Lys Lys

Glu Phe Gln

295

Ile Thr Ala

300

lys Leu Leu Glu Phe

290

Lys Asp Asp Lys Tyr

Ile
305

Gly Ile Glu Glu Ile Asn

320

His
310

Leu Tyr Arg Lys Arg

315

Trp Arg Trp

Val Phe Val Thr Asn

330

Gln Gln Phe

335

Asn
325

Asn Ser Gly Asn Asn Asn Asn

Ala Thr Ile

340

Thr Thr

345

Phe Ala Ala Ser

350

Cys Gly Leu Lys Asp Cys Asp

Ile Ile Glu

360

Ser Tyr Asn Ala Pro Glu

355

Arg Arg Gly

365

Cys Lys Lys Gly

Phe Gln Hig Hisg Hig His His

380

Bro Ser

375

Leu
370

Asn Tyr Gly Gly Gly Gly

His
385

<210> 101
<211> 962
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia de ADN que codifica BiPlike- SNAPlike- proteina cxXVAGO de Culex quinquefasciatus - Histag

10

15

para la expresion en células S2

<400> 101
atgaaactat
aaagactgcg
ggatgegage
gcagttgaag
acagcctgge

gcecttecace

gtattctact
aaatgaaaag
aaggattgeca
tteccagecace
ttaacgcata

atcctgtgtt

tgcagttgtt
aactacattg
tgaaattaag
agcagctgtt
tttccaccag

tcagecaggag

gogttcecgtag
gattcaccac
ctactgggaa
cttggaggtce
cctgaggeca

agcttcacce

gattgtcctt
ttgggaagtt
aaggaacttc
ctgagcccct
ttgaggaatt

gccaggtect

152

aagatctgac
ggaactgagt
tgctgetgat
catgcaagcc
tocagteocce

gtggaaattg

60

120

180

240

300

360
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tcatatcage
gctctcageg
ggagctgtag
ggtcatagac
gagggaggtyg
aagtgttacg
aaatcgtgta
toagtacttg
ccagagtgct

ggccatcace

aacttgctge
gaaatcctgt
gtggetatga
ttggaaagcc
gegggtctga
acgaaggtac
caaaggtatt
tcaatgacce
gtcacaagta

atcaccatca

attggccggt
gccecatectyg
aggaggactg
tgggctgggt
agccgtteta
gcagacegtt
ctgcteogact
gcactgecgag
taaatgtgaa

ctgatgaceg

<223> Secuencia de aminoacidos de proteina de fusion [SNAPIike-cxVAGO-Histag]

ctgaaggtgyg tcaagtttgg tgaagtgatt

aacccegecag ctacagectge cgtgaaaact

atccettgte acagagtegt ttcatettec

gcagttaagg agtggctget ggctcatgaa

cctgetggta taggegegee agggtcoectg

caaaatgceg agecatccaga ttaccctgga

gtagetceoec tagaaagtge gaagctacca

aacctttecac tgacctatac tacgtgtggg

aagatcgaac aagacctgac taaagacttc

ctggagggag tagtcacgta ccacggaggt

gt

<210> 102

<211> 300

<212> PRT

<213> artificial

<220>

<400> 102

Arg Ser Asp Lys Asp Cys Glu Met

1 5

Leu Gly Lys Leu Glu Leu Ser Gly

20

Lys Leu Leu Gly Lys Gly Thr Ser
35 40

Ala Pro Ala Ala Val Leu Gly Gly

50 55

Ala Trp Leu Asn Ala Tyr Phe His

€5 70

Pro vVal Pro Ala Leu His His Pro

85
Arg Gln Val Leu Trp Lys Leu Leu
100
Ile Ser Tyr Gln Gln Leu Ala Ala

Lys Arg Thr

10

Cys Glu Gln

25

Ala Ala Asp

Prc Glu Pro

Gln Glu

75

Pro

val Phe

30

Gln

Lys Val Val

105

Leu Ala Gly

Thr Leu

Gly Leu

Ala Vval

45

Leu Met

60

Ala Ile

Gln Glu
Fhe

Lys

Asn Pro

153

Asp

His

30

Glu

Gln Ala

Glu

Ser

Gly

110

Ala

S8er Pro

15

Glu Ile

Val Pro

Thr

Glu Phe

80

Phe
95

Thr

Glu

val

Ala Thr

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

962
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115 120 125

Ala Ala Val Lys Thr Ala Leu Ser Gly Asn Pro Val Pro Ile Leu Ile
130 135 140

Pro Cys His Arg Val Val Ser Ser Ser Gly Ala Val Gly Gly Tyr Glu
145 150 155 160

Gly Gly Leu Ala Val Lys Glu Trp Leu Leu Ala His Glu Gly His Arg
165 170 175

Leu Gly Lys Pro Gly Leu Gly Pro Ala Gly Ile Gly Ala Pro Gly Ser
180 185 190

Leu Glu Gly Gly Gly Gly Ser Glu Ala Val Leu Gln Asn Ala Glu His
195 200 205

Pro Asp Tyr Pro Gly Lys Cys Tyr Asp Glu Gly Thr Gln Thr Val Val
210 215 220

Ala Pro Leu Glu Ser Ala Lys Leu Pro Lys Ser Cys Thr Lys Val Phe
225 230 235 240

Cys Ser Thr Asn Leu Ser Leu Thr Tyr Thr Thr Cys Gly Ser Val Leu
245 250 255

Val Asn Asp Pro His Cys Glu Lys Ile Glu Gln Asp Leu Thr Lys Asp
260 265 270

Phe Pro Glu Cys Cys His Lys Tyr Lys Cys Glu Leu Glu Gly Vval val
275 280 285

Thr Tyr His Gly Gly Gly His His His His His His
290 295 300

<210> 103
<211> 962
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia de ADN que codifica BiPlike- SNAPIlike- proteina aaVAGO de Aedes albopictus - Histag para la
expresion en células S2

<400> 103

atgaaactat gtattctact tgcagttgtt gcgttcgtag gattgtcctt aagatctgac 60
aaagactgcg aaatgaaaag aactacattg gattcaccac ttgggaagtt ggaactgagt 120
ggatgegage aaggattgca tgaaattaag ctactgggaa aaggaactte tgetgetgat 180

154
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gcagttgaag
acagcctgge
gcectteace
ctgaaggtgg
aaccccgeag
atccettgte
gcagttaagg
cetgetggta
ccaaattegg
ttcaagccag
gacttctega
gagatcccag
cgtaacggtyg
gt

<210> 104
<211> 300
<212> PRT
<213> artificial

<220>

ttccagcacc
ttaacgcata
atcctgtgtt
tcaagtttgg
ctacagctge
acagagtcgt
agtggetget
taggegegec
agaacaaaga
gggaaaatcg
tteoacttttt
ttcaggattt

aagtcaatta

agcagctgtt
tttcoecaccag
tcagcaggag
tgaagtgatt
cgtgaaaact
ttcatcttce
ggctcatgaa
agggtcecctyg
ttteccagge
tcaacgacct
cggatgegga
cacaaaggac

cattggaggt

ES 2 648 899 T3

cttggaggtce
cctgaggeca
agcttcacce
tcatatcage
goetetcageg
ggagctgtag
ggtcatagac
gagggaggtg
gaatgctatg
ggcaactgtg
ctagctatac
acgcagtgtt

ggccateace

ctgagcccct
ttgaggaatt
gccaggtect
aacttgctgce
gaaatcctgt
gtggctatga
ttggaaagcc
gegggtcotac
acacggagac
aagagatgtc
tagacgatga
gccataagta

atcaccatca

catgcaagcc
tccagteece
gtggaaattg
attggcoggt
gcecateetg
aggaggactg
tgggetgggt
ggctatette
taagattcat
atgcggaact
cceggattge

caagtgtgtg

ctgatgaceg

<223> Secuencia de aminoacidos de proteina de fusion [SNAPlike-aaVAGO-Histag]

<400> 104

Arg Ser
1

Leu Gly Lys

Lys Leu

Ala Pro

50

Ala
65

Trp

Pro Val

Asp

Leu

Ala

Leu

Pro

Lys Asp

Leu Glu

20

Gly Lys

Ala VvVal

Asn Ala

Ala Leu

85

Cys

Leu

Gly

Leu

Tyr

70

His

Glu Met

Ser Gly

Thr Ser

40

Gly Gly

Phe

His

Hig Pro

Lys Arg Thr

10

Cys Glu Gln

25

Ala Ala Asp

Pro Glu Pro

Gln Glu

75

Pro

Val Phe

20

Gln

Thr Leu

Gly Leu His

Ala Val

45

Leu Met

Ala

Ile

Gln Glu

155

Asp

Glu

Gln

Glu

Ser

S8er
15

Pro

Glu

Ile

val

Pro

Ala

Thr

Glu

Phe

Phe
95

Thr

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

962
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Arg Gln Val Leu Trp Lys Leu Leu Lys Val Val Lys Phe Gly Glu Val
100 105 110

Ile Ser Tyr Gln Gln Leu Ala Ala Leu Ala Gly Asn Pro Ala Ala Thr
115 120 125

Ala Ala Val Lys Thr Ala Leu Ser Gly Asn Pro Val Pro Ile Leu Ile
130 135 140

Pro Cys His Arg Val Val Ser Ser Ser Gly Ala Val Gly Gly Tyr Glu
145 150 155 160

Gly Gly Leu Ala Val Lys Glu Trp Leu Leu Ala His Glu Gly His Arg
165 170 175

Leu Gly Lys Pro Gly Leu Gly Pro Ala Gly Ile Gly Ala Pro Gly Ser
180 185 190

Leu Glu Gly Gly Gly Gly Ser Thr Ala Ile Phe Pro Asn Ser Glu Asn
195 200 205

Lys Asp Phe Pro Gly Glu Cys Tyr Asp Thr Glu Thr Lys Ile His Phe
210 215 220

Lys Pro Gly Glu Asn Arg Gln Arg Pro Gly Asn Cys Glu Glu Met Ser
225 230 235 240

Cys Gly Thr Asp Phe Ser Ile His Phe Phe Gly Cys Gly Leu Ala Ile
245 250 255

Leu Asp Asp Asp Pro Asp Cys Glu Ile Pro Val Gln Asp Phe Thr Lys
260 265 270

Asp Thr Gln Cys Cys His Lys Tyr Lys Cys Val Arg Asn Gly Glu Val
275 280 285

Asn Tyr Ile Gly Gly Gly His His His His His His
290 295 300

<210> 105
<211> 4108
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia de ADN de OpIE2SP-SNAP clonado en pUC57 para la expresion constitutiva de la proteina
quimérica segregada SNAP-target en células de invertebrados

<400> 105

156



tegegegttt
cagcttgbct
ttggegggtyg
accatatgeg
attcgccrcatt
tacgccaget
tttcccagte
tatggtgeta
aagcaccttt
gcttttgeac
aatagtctac
tgcazaaaag
gtacgaatca
ctgtgttget
agccgogegt
tataaataca
cttgategag
tccttaagat
aagttggaac
acttctgetg
ccecteoatge
gaatttccag
gtcctgtgga
getgeattgg
cctgtgoeca
tatgaaggag
aagcectggge
aacctgtact
aaagabgacyg
cttagtttgt
ttttataaaa

agcgocgtgaa

cggtgatgac
gtaagcggat
teggggetgg
gtgtgaaata
caggctgcge
ggcgaaaggyg
acgacgttgt
atgttgette
atactcggtg
gegggeecat
accgttgtat
tacgtgtcgg
cattatcgga
aaccgcagcc
tatctcatge
gcccgcaacyg
ctagcatgaa
ctgacasaga
tgagtggatg
ctgatgeagt
aagccacagc
tceecegeoect
aattgctgaa
caggtaaceac
teetgatece
gactggcagt
tgggteotge
tacagagega
acgataagty
attgtcatgt
taattteoaac

gettggegta

ggtgaaaacc
goecgyggagea
cttaactatg
cegoacagat
aactgttggg
ggatgtgctg
aaaacgacgg
aacaacaatt
gcctccecac
acatagtaca
acgctccaaa
cagtcacgta
ccggacgagt
ggacgcaact
gcgtgaccgg
atctggtaaa
actatgtatt
ctgcgaaatg
cgagcaagga
tgaagttecea
ctggcttaac
tcaccatcct
ggtggtcaag
cgcagctaca
ttgtcacaga
taaggagtgg
tggtatagge
tateggaggt
ataagcggcc
tttaatacaa
ttttattgta

atcatggtca

ES 2 648 899 T3

tetgacacat
gacaagcccy
cggecatcaga
gegtaaggag
aagggcgatc
caaggcgatt
ccagtggaat
ctgttgaact
caccaacttt
aactctacgt
tacactaceca
ggccggectt
gttgtcttat
ccttatcgga
acacgaggcg
cacagttgaa
ctacttgecag
azaagaacta
ttgcatgaaa
gcaccageag
gecatatttec
gtgtttcagc
tttggtgaag
gotgeegtga
gtegtttcat
ctgetggete
gegecagggt
ggaggoeccyyg
gcaaaaccgg
tatgttatgt
acaacattgt

tagetgttte

gcagctceceg
tcagggcgey
gcagattgta
aaaatacege
ggtgcgggcc
aagttgggta
tctcatgatg
gtgtttteoat
tttgcactge
ttcgtagact
cacattgaac
atcgggtcge
cgtgacagga
acaggacgeg
cccgtocege
cagcatctgt
ttgttgegtt
cattggattc
ttaagctact
ctgttettgg
accagcctga
aggagagctt
tgatttcata
aaactgotet
ctteocoggage
atgaaggtca
cectaggtygyg
gaggtggegy
ttgagtttat
ttaaatatgt
ccatttacac

ctgtgtgaaa

157

gagacggtca
tcagegagty
ctgagagtge
atcaggegece
tcttegetat
acgecagggt
ataaacaatg
gtttgccaac
aaaaaaacac
attttacata
ctttttgeag
gtectgtcac
cgecagette
ccteecatate
ttatcgegec
tcgaaggatc
cgtaggattg
accacttggg
gggaaaagga
aggtectgag
ggccattgag
cacccgecag
tcagcaactt
cagoeggaaat
tgtaggtgge
tagacttgga
cggatcecgaa
aagtgactat
ctgactaaat
ttttaataaa
actecatttea

ttgttatcog

60
1290
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
800
260

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

1820



ctcacaatte
tgagtgagct
ctgtcgtgce
gggogotott
gcoggtateag
ggaaagaaca
ctggogttit
cagaggtgge
ctegtgeget
tcgggaageg
gttcgeteca
tceoggtaact
gccactggta
tggtggecta

ccagttacct

gatcectttga
attttggtca
agttttaaat
atcagtgagg
cocgtegtgt
ataccgegag
agggcecgage
tgcegggaag
gctacaggea
caacgatcaa
ggtcctecga
gcactgeoata
tactcaacca
tecaatacggg
cgttettegg
cccactcegtg
gcaaaaacag
atactcatac
ageggataca
cocogaaaag

aataggecgta

cacacaacat
aactcacatt
agctgcatta
cogettecte
ctcactcaaa
tgtgagcaaa
tccatagget
gaaacccgac
ctcetgttece
tggcgcttte
agctgggetg
atcgtcttga
acaggattag
actacggceta

tcggaaaaag

tettttetac
tgagattatc
caatctaaag
cacctateote
agataactac
acccacgctc
gcagaagtgg
ctagagtaag
tegtggtgte
ggcgagttac
tegttgteag
attctecttac
agtcattctg
ataatacecge
ggcgaaaact
cacccaactg
gaaggcaaaa
tetteetttt
tatttgaatg
tgeccacctga

tcacgaggcc

acgageccegga
aattgegttg
atgaatcggc
gcteactgac
ggcggtaata
aggccagcaa
ccgooecect
aggactataa
gaccctgeag
tcatagctca
tgtgcacgaa
gtccaacceg
cagagcgagg
cactagaaga
agttggtagce
caagcageag
ggggtctgac
aaaaaggatc
tatatatgag
agcgatctgt
gatacgggag
accggcteca
tcctgeaact
tagttegeca
acgctegteg
atgatccccc
aagtaagttyg
tgtcatgeca
agaatagtgt
gocacatage
ctcaaggate
atcttcageca
tgecgcaaaa
tcaatattat
tatttagaaa
cgtetaagaa

ctttegte

ES 2 648 899 T3

agcataaagt
cgctcactge
caacgcgegyg
tegetgeget
cggttatcoca
aaggccagga
gacgagcatc
agataccagg
cttaccggat
cgctgtaggt
ccecceegtte
gtaagacacg
tatgtaggcg
acagtatttg

tcttgatccg

gctcagtgga
ttcacctaga
taaacttggt
ctatttegtt
ggottaccat
gatttatcag
ttatcegect
gttaatagtt
tttggtatgg
atgttgtgeca
gecgeagtgt
teogtaagat
atgcggcgac
agaactttaa
ttaccgetgt
tcttttactt
aagggaataa
tgaagcattt
aataaacaaa

accattatta

gtaaagcctg
cocgecttteca
gygagaggcgyg
cggtogtteg
cagaatcagg
accgtaaaaa
acaaaaatcg
egttteccee
acctgtocge
atctcagtte
agcoccgaceg
acttatcgce
gtgctacaga
gtatectgege
gcaaacaaac
gaaaaaaagyg
acgaaaacte
tccttttaaa
ctgacagtta
catccatagt
ctggoccoag
caataaacca
ccatccagte
tgegcaacygt
cttcattecag
azaaagcggt
tatcactcat
gettttetgt
cgagttgcte
aagtgcteat
tgagatccag
tcaccagegt
gggcgacacyg
atcagggtta
taggggttec

tcatgacatt

158

gggtgecctaa
gtcgggaaac
tttgcgtatt
gctgeggega
ggataacgea
ggcegegtty
acgctcaagt
tggaagctee
ctttctecot
ggtgtaggtc
ctgegecetta
actggcagca
gttcttgaag
tetgetgaag

caccgctggt

acgttaaggg
ttaaaaatga
ccaatgctta
tgecctgacte
tgetgeaatyg
gccagccgga
tattaattgt
tgttgecatt
cteoeggttec
tagctecctte
ggttatggea
gactggtgag
ttgeceecggeg
cattggaaaa
ttcgatgtaa
ttctgggtga
gaaatgttga
ttgtcteatg
gogcacattt

aacctataaa

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

24690

2520

2580

2640

2700

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

34290

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3300

3960

4020

4080

4108



10

15

20

25

30

35

<210> 106
<211> 24
<212> ADN

<213> artificial

<220>

ES 2 648 899 T3

<223> Secuencia de ADN de etiqueta del péptido de término C de OpIE2SP-SNAP

<400> 106

24 gactataaag atgacgacga taag

<210> 107
<211>8
<212> PRT

<213> artificial

<220>

<223> Secuencia de aminoacidos de etiqueta del péptido de término C de OplE2SP-SNAP

<400> 107

1

<210> 108
<211> 2200
<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> Secuencia de ADN que codifica ssBiP-SNAPIlike-proTEV1- nucleoproteina N del virus de la fiebre

Asp Tyr Lys Asp Asp Asp Asp Lys
5

hemorréagica de Crimea-Congo -proTEV2-Histag para la expresion en células S2

<400> 108

atgaagttat
gacaaagact
agtggatgeg
gatgcagttyg
gcocacagect
coegecctte

ttgctgaagyg

gcatattact
gcgaaatgaa
agcaaggatt
aagttccage
ggcttaacge

accatcctgt

tggtcaagtt

ggccgtegtg
aagaactaca
gcatgaaatt
accagcagct
atatttccac
gtttcagcag

tggtgaagtg

goectttgttg
ttggattcac
aagctactgg
gttettggag
cagcctgagy
gagagcttca

atttcatatc

gcctctoget
cacttgggaa
gaaaaggaac
gtecctgageo
ccattgagga
cacgocaggt

agcaacttgc

159

cgggagatct
gttggaactg
ttotgetget
cctcatgcaa
atttccagte
cctgtggaaa

tgcattggce

60

120

180

240

300

360

420
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ggtaaccceg
ctgatccctt
ctggcagtta
ggtcctgetg
cagagcgata
gaagagttca
gagagtgtte
cagaaggact
tatgagtgcg
aaaaatgcag
ccgaaaatag
ggtttccgtyg
gtecetggtg
aacctgatte
gtagactggt
ggggacatca
cttgcagaga
aacgggtatc
acaaacctte
cgtgcacaaa
ggcegtgacte
ccaagaggta
aagctttatg
goccgtgctta
goecaatocktyg
accaacacktg
aaaacagggt
tecottgttyg
agtgctaaca

catcatcace

<210> 109
<211> 707
<212> PRT

<213> artificial

<220>

<223> Secuencia de aminoacidos de proteina de fusion [SNAPIike-proTEV1-CCHF.N-proTEV2-Histag]

<400> 109

cagctacagc
gtcacagagt
aggagtggct
gtataggege
togaaaacaa
aaaaaggaaa
ccaatttgga
ccatctacge
catgggttag
gaaccattaa
agcagcttac
tcaatgccaa
agattgtgat
taaacagggyg
gcagggagtt
acaagtcagg
ctgaaggaaa
tggacaagca
ttaagcatat
gegcacagat
ctgaaacctt
ccaagaaaat
agctctttge
cagctggtag
atgatgctge
agaccaataa
tcaacattca
geaagcaate
tcatcceggg

atcactaatg

tgcegtgaaa
cgtttcatct
gctggcetcat
gocagggtec
gatcgaggtg
tggacttgtg
caggtttgtg
atctgctetg
ctecactgge
gtcectgggat
gggttaccaa
cacagcagct
gtctgteaaa
tggtgatgag
tgtcaaagge
cegttcoagga
gggaatattt
taaggacgaa
tgccaaggca
tgacactgct
cccgacggtg
gaagaaggct
cgatgattct
aatcagtgaa
ccaaggatet
tocgtgtgece
ggacatggac
cccattecag
agagaatcta

accggtgegg
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actgctctca
tccggagetg
gaaggtcata
ctaggtggeg
aataacaaag
gacaccttca
tttcagatgg
gtggaggcaa
attgtaaaaa
gaaagttata
caagctgect
ctgagcaaca
gagatgetgt
aacccacgtg
aaatacatca
atagcacttg
gatgaagcca
gttgatagag
caggagctcet
ttcagcteat
tcacagttce
cttctgagea
ttccagecaga
atgggagtct
ggacacacta
aaaaccatcg
atagtggecct
aacgectaca
tattttcaag

cegoaagett

gcggaaatce
taggtggecta
gacttggaaa
gatccogaaaa
atgagatgaa
caaactceta
ccagtgccac
caaagttttg
agggacttga
ctgagctaaa
tgaagtggag
aagtcctcge
cagacatgat
goccagtgag
tggecttcaa
ttgcaacagg
aaaagactgt
caagcgcecga
ataaaaatte
actattgget
tetttgaget
ccccaatgaa
acaggattta
gctttgggac
agtetattet
tcaagetatt
ctgagcactt
acgteaaggyg

ggcececggegy

160

tgtgccecatc
tgaaggagga
gcetgggetyg
cotgtacttce
caggtggttt
ttecttttge
cgatgatgeca
tgcacctata
atggttegag
ggtcgacgtc
aaaagacata
agaatacaaa
taggagaagg
ccatgageat
cccaccatgy
cottgetaag
ggaggcectce
cagcatgata
atctgcactt
ttacaaggct
agggaaacag
gtgggggaag
catgcatcct
aatccctgtg
caacctocegt
tgaagttcaa
gctacaccaa
caatgccace

aggtagtcac

480

540

€00

660

720

780

840

300

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1520

1980

2040

2100

2160

2200



Arg

Leu

Lys

Ala

Ala

65

Pro

Arg

Ile

Ala

Pro

145

Gly

Leu

Leu

Lys

Ser

Gly

Leu

Pro

50

Trp

val

Gln

Ser

Ala

130

Cys

Gly

Gly

Gly

Ile

Asp

Lys

Leu

35

Ala

Leu

Pro

Val

Tyr

115

val

His

Leu

Lys

Gly

195

Glu

Lys

Leu

20

Gly

Ala

Asn

Ala

Leu

100

Gln

Lys

Arg

Ala

Pro

180

Gly

val

Asp

Glu

Lys

val

Ala

Leau

85

Trp

Gln

Thr

val

val

165

Gly

Ser

Asn

Cys

Leu

Gly

Leu

Tyr

70

His

Lys

Leu

Ala

val

150

Lys

Leu

Glu

Asn

Glu

Ser

Thr

Gly

55

Phe

His

Leu

Ala

Leu

135

Ser

Glu

Gly

Asn

Lys

Met

Gly

Ser

40

Gly

His

Pro

Leu

Ala

120

Ser

Ser

Trp

Pro

Leu

200

Asp
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Lys

Cys

25

Ala

Pro

Gln

Val

Lys

105

Leu

Gly

Ser

Leu

Ala

185

Tyr

Glu

Arg

10

Glu

Ala

Glu

Pro

Phe

90

val

Ala

Asn

Gly

Leu

170

Gly

Phe

Met

Thr

Gln

Asp

Pro

Glu

75

Gln

val

Gly

Pro

Ala

155

Ala

Ile

Gln

Asn

Thr

Gly

Ala

Leu

60

Ala

Gln

Lys

Asn

val

140

val

His

Gly

Ser

Arg

161

Leu

Leu

val

45

Met

Ile

Glu

Phe

Pro

125

Pro

Gly

Glu

Ala

Asgp

205

Trp

Asp

His

30

Glu

Gln

Glu

Ser

Gly

110

Ala

Ile

Gly

Gly

Pro

1%0

Ile

Phe

Ser

15

Glu

val

Ala

Glu

Phe

85

Glu

Ala

Leu

Tyr

His

175

Gly

Glu

Glu

Pro

Ile

Pro

Thr

Phe

80

Thr

val

Thr

Ile

Glu

160

Arg

Ser

Asn

Glu



Phe

225

Phe

Ser

val

Ser

Ala

305

Asp

Lys

Leu

Met

Ile

385

Glu

Ala

Ile

Lys

210

Lys

Cys

Ala

Glu

Ser

290

Gly

val

Trp

Ser

Ser

370

Leu

His

Phe

Ala

Gly
450

Lys

Glu

Thr

Ala

275

Thr

Thr

Pro

Arg

Asn

355

val

Asn

val

Asn

Leu

435

Ile

Gly

Ser

Asp

260

Thr

Gly

Ile

Lys

Lys

340

Lys

Lys

Arg

Asp

Pro

420

val

Phe

Asn

Val

245

Asp

Lys

Ile

Lys

Ile

325

Asp

Val

Glu

Gly

Trp

405

Pro

Ala

Asp

Gly

230

Pro

Ala

Phe

Vval

Ser

310

Glu

Ile

Leu

Met

Gly

390

Cys

Trp

Thr

Glu

215

Leu

Asn

Gln

Cys

Lys

295

Trp

Gln

Gly

Ala

Leu

375

Asp

Arg

Gly

Gly

Ala
455

Val

Leu

Lys

Ala

280

Llys

Asp

Leu

Phe

Glu

360

Ser

Glu

Glu

Asp

Leu

440

Lys

ES 2 648 899 T3

Asp

Asp

Asp

265

Pro

Gly

Glu

Thr

Arg

345

Tyr

Asp

Asn

Phe

Ile

425

Ala

Lys

Thr

Arg

250

Ser

Ile

Leu

Ser

Gly

330

val

Lys

Met

Pro

val

410

Asn

Lys

Thr

220

Phe Thr
235

Phe Val

Ile Tyr

Tyr Glu

Glu Trp

300

Tyr Thr

315

Tyr Gln

Asn Ala

Val Pro

Ile Arg

380

Arg Gly

395

Lys Gly

Lys Ser

Leu Ala

Val Glu
460

162

Asn

Phe

Ala

Cys

285

Phe

Glu

Gln

Asn

Gly

365

Arg

Pro

Lys

Gly

Glu

445

Ala

Ser

Gln

Ser

270

Ala

Glu

Leu

Ala

Thr

350

Glu

Arg

val

Tyr

Arg

430

Thr

Leu

Tyr

Met

255

Ala

Trp

Lys

Lys

Ala

335

Ala

Ile

Asn

Ser

Ile

415

Ser

Glu

Asn

Ser

240

Ala

Leu

val

Asn

Val

320

Leau

Ala

Val

Leu

His

400

Met

Gly

Gly

Gly
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Tyr Leu Asp Lys His lys Asp Glu Val Asp Arg Ala Ser Ala Asp Ser
465 470 475 480

Met Tle Thr Asn Leu Leu Lys His Ile Ala Lys Ala Gln Glu Leu Tyr
485 490 495

Lys Asn Ser Ser Ala Leu Arg Ala Gln Ser Ala Gln Ile Asp Thr Ala
500 505 510

Phe Ser Ser Tyr Tyr Trp Leu Tyr Lys Ala Gly vVal Thr Pro Glu Thr
515 520 525

Phe Pro Thr val Ser Gln Phe Leu Phe Glu Leu Gly Lys Gln Pro Arg
530 535 540

Gly Thr Lys Lys Met Lys Lys Ala Leu Leu Ser Thr Pro Met Lys Trp
545 550 555 560

Gly Lys Lys Leu Tyr Glu Leu Phe Ala Asp Asp Ser Phe Gln Gln Asn
565 570 575

Arg Ile Tyr Met His Pro Ala Val Leu Thr Ala Gly Arg Ile Ser Glu
580 585 530

Met Gly Val Cys Phe Gly Thr Ile Prc Val Ala Asn Pro Asp Asp Ala
595 600 605

Ala Gln Gly Ser Gly His Thr Lys Ser Ile Leu Asn Leu Arg Thr Asn
610 615 620

Thr Glu Thr Asn Asn Pro Cys Ala Lys Thr Ile Val Lys Leu Phe Glu
625 630 635 640

Val Gln Lys Thr Gly Phe Asn Ile Gln Asp Met Asp Ile Val Ala Ser
645 €50 655

Glu His Leu Leu His Gln Ser Leu Val Gly Lys Gln Ser Pro Phe Gln
660 665 €670

Asn Ala Tyr Asn Val Lys Gly Asn Ala Thr Ser Ala Asn Ile Ile Pro
675 680 685

Gly Glu Asn Leu Tyr Phe Gln Gly Prc Gly Gly Gly Ser His His His
690 695 700

His His His
705

<210> 110
<211> 2974

<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia de ADN que codifica ssBiP-SNAPIlike-proTEV1-nucleoproteina N del virus del Ebola -proTEV2-
Histag para la expresion en células S2

<400> 110

163



atgaagttat
gacaaagact
agtggatgeg
gatgcagttg
gccacagect
caageectte
ttgectgaagg
ggtaaccceg
ctgatcectt
ctggcagtta
ggtcctgetg
cagagcgata
gacatggatt
caaagagtca
caggcctttg
tgtcttcate
tatttggaag
gaggaattgc
ccggaagagg
cttcecgaaat
gtacatgcag
atggtgattt
gggatgcaca
caagctegtt
acagaacgag

aactcecttta

gcatattact
gcegaaatgaa
agcaaggatt
aagttccage
ggcttaacge
accatcctgt
tggtcaagtt
cagctacagc
gtcacagagt
aggagtgget
gtataggegc
tcgattctcg
accacaaaat
tcccagtgta
aagcaggtgt
atgcgtacca
ggcacgggtt
tgccagecagt
agacaactga
tggtagtagg
agcaaggact
tecegtttgat
tggttgccgg
tttecaggett
gagttcgtet

aggctgcact

ggccgtegty
aagaactaca
gcatgaaatt
accagcaget
atatttccac
gtttcageag
tggtgaagtg
tgcegtgaaa
cgtttcatect
getggetceat
gccagggtcee
tectcagaaa
cttgacagca
tcaagtaaac
tgattttcaa
gggagattac
ccgttttgaa
atctagtgga
agctaatgcc
agaaaaggct
gatacaatat
gcgaacaaat
gecatgatgee
attgattgtce
ccatcctett

cagetecctyg

ES 2 648 899 T3

gectttgttg
ttggatteac
aagctactgg
gttottggag
cagcctgagyg
gagagettea
atttcatatce
actgctctea
tceggagetg
gaaggtcata
ctaggtggceg
atctggatgg
ggtctgtccg
aatcttgaag
gagagtgcgg
aaacttttct
gtcaagaagc
aaaaacatta
ggtcagtttec
tgccttgaga
ccaacagctt
tttctgatca
aacgatgctg
aaaacagtac
goaaggaccg

gccaageatg

gcctectoget
cacttgggaa
gaaaaggaac
gtectgagee
ccattgagga
cccgecaggt
agcaacttge
gcggaaatec
taggtggcta
gacttggaaa
gatccgaaaa
cgccgagtct
ttcaacaggg
aaatttgcca
acagtttcct
tggaaagtgg
gtgatggagt
agagaacact
tctectttge
aggttcaaag
ggcaatcagt
aatttectect
tgatttcaaa
ttgatcatat
ccaaggtaaa

gagagtatge

164

cgggagatct
gttggaactg
ttetgetget
cotoatgeoaa
atttccagte
cetgtggaaa
tgcattggece
tgtgceceatce
tgaaggagga
gectgggetg
cctgtacttc
cactgaatct
gattgttcgg
acttatcata
tctcatgctt
cgcagtcaag
gaagcgcectt
tgctgecatg
aagtctattc
gcaaattcaa
aggacacatg
aatacaccaa
ttcagtgget
cctacaaaag
aaatgaggtg

teoetttegee

60

120

130

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

S00

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560



10

cgacttttga
gcaattgcac
gaacagtatc
geagagtete
aacttccatc
agaaaagagc
agtggacatt
aatecctggec
gtggttgate
aatgcaccag
gtgoctaata
gagggcagac
caccacgcca
agcecctegca
gagacgtcta
tccaaccgea
aaagaactcc
gacagtgaca
tcacaggggc
ttcagtacca
ccatggeotea
caacaatttt
catcagggec

caccatcact

<210> 111
<211> 965
<212> PRT

acctttctgg
tecggagtege
aacaactcag
gogaacttga
agaaaaagaa
gcctggccaa
acgatgatga
atcaagatga
ccgatgatgg
atgacttggt
gatcgaccaa
agacacaatc
gtgcgccact
tgctgacacc
gectteogee
cacccactgt
cgoaagacga
acacccagtc
catttgatgc
gtgatggcaa
ctgaaaaaga
attggeocggt
cgggagagaa

aatgaccggt

<213> artificial

<220>

<223> Secuencia de aminoacidos de proteina de fusion [SNAPIike-proTEV1-EBO.N-proTEV2-Histag]

<400> 111

agtaaataat
cacagcacac
agaggctgec
ccatcttgga
cgaaatcagc
gctgacagaa
tgacgacatt
tgatccgact
aagetacgge
cotattogat
gggtggacaa
caggccaatt
cacggacaat
aattaacgaa
cttggagtea
cgacceaceg
gcaacaagat
agaacactct
tgttttgtat
agagtacacg
ggctatgaat
gatgaatcac

teotatatttt

gcggocgeaa

ES 2 648 899 T3

cttgagcatg
gggagtaccc
actgaggetg
cttgatgate
ttccagecaaa
gctatcactg
cccttteoccag
gactcacagg
gaataccaga
ctggacgagyg
cagaagaaca
caaaatgtcc
gacagaagaa
gaggcagacc
gatgatgaag
gcteccegtat
caggaccaca
tttgaggaga
tatcatatga
tatccagact
gaagagaata
aagaataaat

caagggeceg

gctt

gtecttttece
tcgcaggagt
agaagcaact
aggaaaagaa
caaacgctat
ctgcgtcact
gacccatcaa
atacgaccat
gttactagga
acgacgagga
gtcaaaaggg
caggccctca
atgaacccte
cactggacga
agcaggacag
acagagatca
ctoaagagge
tgtatcgecca
tgaaggatga
cccttgaaga
gatttgttac
tcatggeaat

goeggaggtag

tcaactatcg
aaatgttgga
ccaacaatat
aattcttatg
ggtaactecta
gcccaaaaca
tgatgacgac
tcccgatgtg
aaacggcatg
cactaagcca
ccagcatata
cagaacaatc
cggctcaacce
tgccgacgac
ggacggaact
ctctgaaaag
caggaaccag
cattctaaga
gcctgtagtt
ggaatatcca
attggatggt
cctgcaacat

tcaccatecat

Arg Ser Asp Lys Asp Cys Glu Met Lys Arg Thr Thr Leu Asp Ser Pro

1

5

10

165

15

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

24Q0

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

2974



Leu

Lys

Ala

Ala

65

Pro

Arg

Tle

Ala

Pro

145

Gly

Leu

Leu

Arg

Asp

225

Val

Ile

Gly

Leu

Pro

Trp

val

Gln

Ser

Ala

130

Cys

Gly

Gly

Gly

Pro

210

Tyr

Arg

Cys

Lys

Leu

35

Ala

Leu

Pro

Val

Tyr

115

Val

His

Leu

Lys

Gly

195

Gln

His

Gln

Gln

Leu

20

Gly

Ala

Asn

Ala

Leu

100

Gln

Lys

Arg

aAla

Pro

180

Gly

Lys

Lys

Arg

Leu
260

Glu

Lys

Val

Ala

Leu

85

Trp

Gln

Thz

val

val

165

Gly

Ser

Ile

Ile

val

245

Ile

Leu

Gly

Leu

Tyr

70

His

Lys

Leu

Ala

val

150

Lys

Leu

Glu

Trp

Leu

230

Ile

Ile

Ser

Thr

Gly

Phe

His

Leu

Ala

Leu

135

Ser

Glu

Gly

Asn

Met

215

Thr

Pro

Gln

Gly

Ser

40

Gly

His

Pro

Leu

Ala

120

Ser

Ser

Trp

Pro

Leu

200

Ala

Ala

val

Ala

Cys

25

Ala

Pro

Gln

val

Lys

105

Leu

Gly

Ser

Leu

Ala

185

Tyr

Pro

Gly

Tyr

Phe
285
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Glu

Ala

Glu

Pro

Fhe

30

Val

Ala

Asn

Gly

Leu

170

Gly

Phe

Ser

Leu

Gln

250

Glu

Gln

Asp

Pro

Glu

Gln

Val

Gly

Pro

Ala

155

Ala

Ile

Gln

Leu

Ser

235

val

Ala

Gly

Ala

Leu

aAla

Gln

Lys

Asn

Val

140

val

His

Gly

Ser

Thr

220

Vval

Asn

Gly

166

Leu

Val

45

Met

Ile

Glu

Phe

Pro

125

Pro

Gly

Glu

Ala

Asp

205

Glu

Gln

Asn

val

His

30

Glu

Gln

Glu

Ser

Gly

110

Ala

Ile

Gly

Gly

Pro

1390

Ile

Ser

Gln

Leu

Asp
270

Glu

Val

Ala

Glu

Phe

95

Glu

Ala

Leu

Tyr

His

175

Gly

Asp

Asp

Gly

Glu

255

Phe

Ile

Pro

Thr

Phe

80

Thr

Val

Thr

Ile

Glu

160

Arg

Ser

Ser

Met

Ile

240

Glu

Gln



Glu

Gln

Glu

305

Arg

Arg

Gly

Gly

Ala

385

His

Phe

Asn

Leu

Arg

465

Glu

Glu

Leu

Ser

Gly

290

Gly

Leu

Thr

Gln

Glu

370

Glu

Met

Leu

Asp

Leu

450

Gly

val

Tyxr

Glu

Ala

275

Asp

His

Glu

Leu

Phe

355

Lys

Gln

Met

Leu

Ala

435

Ile

Vval

Asn

Ala

His

Asp

Tyr

Gly

Glu

Ala

340

Leu

Ala

Gly

Val

Ile

420

Val

val

Arg

Ser

Pro

500

Gly

Ser

Lys

Phe

Leu

325

Ala

Ser

Cys

Leu

Ile

405

His

Ile

Lys

Leu

Phe

485

Phe

Leu

Phe

Leu

Arg

310

Leu

Met

Phe

Leu

Ile

3%0

Phe

Gln

Ser

Thr

His

470

Lys

Ala

Phe

Leu

Phe

295

Phe

Pro

Pro

Ala

Glu

375

Gln

Arg

Gly

Asn

val

455

Pro

Ala

Arg

Pro

Leu

280

Leu

Glu

Ala

Glu

Ser

360

Lys

Tyr

Leu

Met

Ser

440

Leu

Leu

Ala

Leu

Gln
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Met

Glu

val

val

Glu

345

Leu

val

Pro

Met

His

425

Val

Asp

Ala

Leu

Leu

505

Leu

Leu

Ser

Lys

Ser

330

Glu

Phe

Gln

Thr

Arg

410

Met

Ala

His

Arg

Ser

4190

Asn

Ser

Cys

Gly

Lys

315

Ser

Thr

Leu

Arg

Ala

395

Thr

val

Gln

Ile

Thr

475

Ser

Leu

Ala

Leu

Ala

300

Arg

Gly

Thr

Pro

Gln

380

Trp

Asn

Ala

Ala

Leu

460

Ala

Leu

Ser

Ile

167

His

285

val

Asp

Lys

Glu

Lys

365

Ile

Gln

Phe

Gly

Arg

445

Gln

Lys

Ala

Gly

Ala

His

Lys

Gly

Asn

Ala

350

Leu

Gln

Ser

Leu

His

430

Phe

Lys

Val

Lys

val

510

Leu

Ala

Tyr

val

Ile

335

Asn

Val

Val

val

Ile

415

Asp

Ser

Thr

Lys

His

495

Asn

Gly

Tyr

Leu

Lys

320

Lys

Ala

vVal

His

Gly

400

Lys

Ala

Gly

Glu

Asn

480

Gly

Asn

Val



Ala

Tyr

545

Gln

Glu

Phe

Lys

Hisg

€25

Asp

Thr

Glu

val

Asn

705

His

Gly

Asp

Thr

530

Gln

Ty

Lys

Gln

Leu

610

Tyr

Asp

Thr

Tyr

Leu

630

Arg

Ile

Pro

Arg

515

Ala

Gln

Ala

Lys

Gln

595

Thr

Asp

Asn

Ile

Gln

675

Phe

Ser

Glu

His

Arg
755

His

Leu

Glu

Ile

580

Thr

Glu

Asp

Pro

Pro

660

Ser

Asp

Thr

Gly

Arg

740

Asn

Gly

Arg

Ser

565

Leu

Asn

Ala

Asp

Gly

645

Asp

Tyr

Leu

Lys

Arg

725

Thr

Glu

Ser

Glu

550

Arg

Met

Ala

Ile

Asp

630

His

Val

Ser

Asp

Gly

710

Gln

Ile

Pro

Thr

535

Ala

Glu

Asn

Met

Thr

615

Asp

Gln

Val

Glu

Glu

635

Gly

Thr

His

Ser

520

Leu

Ala

Leu

Phe

val

600

Ala

Ile

Asp

Val

Asn

680

Asp

Gln

Gln

His

Gly
760
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Ala

Thr

Asp

His

585

Thr

Ala

Pro

Asp

Asp

665

Gly

Asp

Gln

Ser

Ala

745

Ser

Gly

Glu

His

570

Gln

Leu

Ser

Phe

Asp

650

Pro

Met

Glu

Lys

Arg

730

Ser

Thr

Val Asn
540

Ala Glu
555

Leu Gly

Lys Lys

Arg Lys

Leu Pro

620

Pro Gly

635

Pro Thr

Asp Asp

Asn Ala

Asp Thr

700

Asn Ser

715

Pro Ile

Ala Pro

Ser Pro

168

525

Val

Lys

Leu

Asn

Glu

605

Lys

Pro

Asp

Gly

Pro

685

Lys

Gln

Gln

Leu

Arg
765

Gly

Gln

Asp

Glu

530

Arg

Thr

Ile

Ser

Ser

670

Asp

Pro

Lys

Asn

Thr

750

Met

Glu

Leu

Asp

575

Ile

Leu

Ser

Asn

Gln

655

Tyr

Asp

val

Gly

Val

735

Asp

Leu

Gln

Gln

560

Gln

Ser

Ala

Gly

Asp

640

Asp

Gly

Leu

Pro

Gln

720

Pro

Asn

Thr
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Pro Ile Asn Glu Glu Ala Asp Pro Leu Asp Asp Ala Asp Asp Glu Thr
770 7115 780

Ser Ser Leu Pro Pro Leu Glu Ser Asp Asp Glu Glu Gln Asp Arg Asp
785 790 795 800

Gly Thr Ser Asn Arg Thr Pro Thr Val Ala Pro Pro RAla Pro Val Tyr
805 810 815

Arg Asp His Ser Glu Lys Lys Glu Leu Pro Gln Asp Glu Gln Gln Asp
820 825 830

Gln Asp His Thr Gln Glu Ala Arg Asn Gln Asp Ser Asp aAsn Thr Gln
835 840 845

Ser Glu His Ser Phe Glu Glu Met Tyr Arg His Ile Leu Arg Ser Gln
850 855 860

Gly Pro Phe Asp Ala Val Leu Tyr Tyr His Met Met Lys Asp Glu Pro
865 870 875 880

Val Val Phe Ser Thr Ser Asp Gly Lys Glu Tyr Thr Tyr Pro Asp Ser
885 890 895

Leu Glu Glu Glu Tyr Pro Pro Trp Leu Thr Glu Lys Glu Ala Met Asn
900 305 910

Glu Glu Asn Arg Phe Val Thr Leu Asp Gly Gln Gln Phe Tyr Trp Pro
915 920 925

Val Met Asn His Lys Asn Lys Phe Met Ala Ile Leu Gln His His Gln
930 935 940

Gly Pro Gly Glu Asn Leu Tyr Phe Gln Gly Pro Gly Gly Gly Ser His
945 950 955 960

His His His His His
365

<210> 112
<211> 2842
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia de ADN que codifica ssBiP-SNAPlike-proTEV1-nucleoproteina N del virus de Marburgo -
proTEV2-Histag para la expresion en células S2

<400> 112

atgaagttat goatattact ggeoogtogtg gectttgtty geeteteoget cgggagatet 60
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gacaaagact
agtggatgecg
gatgcagttg
gocacagect
cccgacette
ttgotgaagg
ggtaaccccg
ctgatccoctt
ctggcagtta
ggtcctgetg
cagagcgata
gttcgtaata
ataatagatg
acgttgtgtyg

gcgaagtact

acattggaaa
cttttcctec
gtaacagtgc
cacatgaaag
catcaaggag
gtaggtcaaa
caaaaaactg
gaagttgeta
tttgcacggg
ctttcagcaa
gttggegaac
aggcogacatg
ttagaacaat
agccagaaac

gatcagggat

gcgaaatgaa
agcaaggatt
aagttccagc
ggcttaacge
accatcctgt
tggtcaagtt
cagctacage
gtcacagagt
aggagtggot
gtataggcge
tcgatttaca
agaaagtgat
caataaactc

ttgagcatta

tacgtgatge

gtactgaatc
caaaacttgt
atcaagaaca
taattttcgg
taaatttggt
ctagattcte
attcaggggt
gtttcaagea
ttctgaattt
ttgcgotggg
aatatcaaca
aacatcagga
tccaccttca
gagaaaaatt

ttaagcaate

aagaactaca
gcatgaaatt
accagcagct
atatttceac
gtttcageag
tggtgaagtg
tgcogtgaaa
cgttteatct
gctggeteat
gccagggtece
cagtttgttg
attatttgac
agggattgat
ctataattet

gggctatgaa

tcagaggggg
cgtcggagac
ggggatcgte
gattttgagg
gacaggteat
aggacttctt
gacactacat
ggcegttgage
atcagggatt
tgtggcaaca
actacgagag
aattcaaget
gaaaactgaa
agctegtete

acagaatcgg

ES 2 648 899 T3

ttggattcac
aagctactgg
gttcttggag
cagectgagyg
gagagcttca
atttcatate
actgctctceca
teecggagetg
gaaggtcata
ctaggtggeg
gagttgggta
acaaatcatc
cttggtgatc
gataaggata

tttgatgtca

agaattggge
cgagctagta
acatacccta
tccagcttea
gatgectatg
atcgtgaaaa
cctttggtge
aacctagece
aacaaccteg
gcacacggca
geggeacatyg
attgccgagg
atcacacaca
gctgeagaaa

gtgtcacagt

cacttgggaa
gaaaaggaac
gtcctgagecce
ccattgagga
cccgacaggt
agcaacttge
gcggaaatce
taggtggcta
gacttggaaa
gatccgaaaa
caaaacccac
aggttagtat
tocctagaagg
aattcaacac

tcaagaatgc

tetttttate
tcgaaaaggc
atcattggct
ttttaaagtt
acagtatcat
cagttctgga
ggacctecaa
gacatgggga
aacatggact
gtacattgge
atgceggaagt
atgacgagga
gtcagacact
ttgaaaacaa

cgtttttgaa

170

gttggaactg
ttctgectget
cctcatgcaa
atttccagte
cectgtggaaa
tgcattggee
tgtgececate
tgaaggagga
goctgggety
cctgtacttce
tgcecececteat
ctgtaatcag
gggtttgctyg
aagtectate

agatgcaacc

attttgecagt
tttaagacaa
taccacaggc
tgtgttgatt
tagtaattea
gttcatcttg
agtaaaaaat
atacgcacca
ctatccteag
tggtgtcaat
aaaactacaa
aaggaagata
agccgtecte
tattgtggaa

tgaccctaca

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

8490

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920
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cctgtggaag
gttgacgaca
gacttgaatg
atgatccccg
caagacctca
cagtttetga
actgactcte
ccacctecte
aaccacteaag
agatcacctt
ttgtegeetyg
acaaagaagg
tcacttataa
gcagattgge
ggagagaatc
tgaccggtge

<210> 113
<211>921
<212> PRT

<213> artificial

<220>

<223> Secuencia de aminoacidos de proteina de fusion [SNAPIike-proTEV1-EBO.N-proTEV2-Histag]

<400> 113

Arg Ser
1

Leu Gly

Lys Leu

Ala Pro

50

Ala
65

Trp

Asp

Lys

Leu

Ala

Leu

taacggttca
agattgagca
atccatttge
gcacaacatc
ataacagcca
gataccaaga
aagaaagcat
cgttgtacge
atcccttegg
cttcaccatc
atttcacaaa
gtagaacttt
cagccctegt
ccgacatgte
tatattttca

ggccgcaagc

Lys Asp

Leu Glu

20

Gly Lys

Ala

val

Agn Ala

Cys

Leu

Gly

Leu

Tyr

agccaggece
tgaatctaca
actgctgaat
gagagaattt
aggaaagcag
attgocteoct
cgaccaacca
tcaggaaaaa
cagtattggt
tgctectcag
tgatgaggat
cctttatcet
tgaggaatac
atttgatgaa

agggccegge

tt

Glu Met

Ser Gly
Thr

Ser

Gly
55

Gly

Phe His

70

ES 2 648 899 T3

atgaatcgac
gaagatagct
gaggacgagg
caagggattc
gaagatgaat
gttcaagagy
ggttccgaca
agacaggacc
gatgtaaatg
gaagacacaa
aatcageaga
aatgatctte
caaaatcctg
aggagacatg

ggaggtagtc

Lys Arg Thr

10

Cys Glu Gln

25

Ala Ala Asp

Pro Glu Pro

Gln Glu

75

Pro

caactgctct
cttcttcaag
atactcttga
ctgaaccgcc
ccacaaatcc
atgatgaatc
atgaacaagg
caatacagca
gtgacatctt
ggatgaggga
attggeccaca
tgcaaacaaa
tctcagctaa
ttgcgatgaa

accatcatca

Thr Leu

Gly Leu

30

Ala Val

45

Leu Met

60

Ala Tle

171

Asp Ser

His Glu

Glu Val

Gln Ala

Glu Glu

gcctecoccea
tagctttgtt
tgacagtgtc
aagacaatcc
gattaagaaa
ggaatacaca
agttgatctt
cccagcagca
agaacctata
agcctatgaa
aagagtggtg
tecctcocagag
ggagcttcaa
cttgggeceg

ccatcactaa

Pro

15

Ile

Pro

Thr

Phe
80

1380

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2842



Pro

Arg

Ile

Ala

Pro

145

Gly

Leu

Leu

His

Asn

225

Asn

Leu

Asp

Ala

Leu

305

Leu

Val

Gln

Ser

Ala

130

Cys

Gly

Gly

Gly

Ser

210

Lys

Gln

Glu

Lys

Gly

290

Asp

Lys

Pro

Val

Tyr

115

val

His

Len

Lys

Gly

195

Leu

Lys

Ile

Gly

Asp

275

Tyr

val

Thr

Ala

Leu

100

Gln

Lys

Arg

Ala

Pro

180

Gly

Leu

val

Ile

Gly

260

Lys

Glu

Ile

Leu

Leu
85

Trp

Gln

Thr

val

vVal

165

Gly

Ser

Glu

Ile

Asp

245

Leu

Phe

Phe

Pro

Glu
325

His

Lys

Leu

Ala

val

150

Lys

Leu

Glu

Leu

Leu

230

Ala

Leu

Asn

Asp

Asn

310

Ser

His

Leu

Ala

Leu

135

Ser

Glu

Gly

Asn

Gly

215

Phe

Ile

Thr

Thr

Val

295

Glu

Thr

Pro

Leu

Ala

120

Ser

Ser

Trp

Pro

Leu

200

Thr

Asp

Asn

Leu

Ser

280

Ile

Pro

Glu

Val

Lys

105

Leu

Gly

Ser

Leu

Ala

185

Tyr

Lys

Thr

Ser

Cys

265

Pro

Lys

His

Ser

ES 2 648 899 T3

Fhe

S0

Val

Ala

Asn

Gly

Leu

170

Gly

FPhe

Pro

Asn

Gly

250

Val

Ile

Asn

Tyr

Gln
330

Gln

Val

Gly

Pro

Ala

155

Ala

Ile

Gln

Thr

His

235

Ile

Glu

Ala

Ala

Ser

315

Arg

Gln

Lys

Asn

val

140

val

His

Gly

Ser

Ala

220

Gln

Asp

His

Lys

Asp

300

Pro

Gly

172

Glu

Phe

Pro

125

Pro

Gly

Glu

Ala

Asp

205

Pro

val

Leu

Tyr

Tyr

285

Ala

Leu

Arg

Ser

Gly

110

Ala

Ile

Gly

Gly

Pro

130

Ile

His

Ser

Gly

Tyr

270

Leu

Thr

Ile

Ile

Phe

95

Glu

Ala

Leu

Tyr

His

175

Gly

Asp

val

Ile

Asp

255

Asn

Arg

Arg

Leu

Gly
335

Thr

Val

Thr

Ile

Glu

160

Arg

Ser

Leu

Arg

Cys

240

Leu

Ser

Asp

Phe

Ala

320

Leu



Phe

Arg

Gln

Lys

385

Leu

Ser

Ile

Val

Ala

465

Ala

His

Ala

Gln

His

545

Lys

Gln

Leu

Ala

Gly

370

Val

Ile

Ile

val

Thr

450

Ser

Pro

Gly

His

Leu

530

Glu

Ile

Thr

Ser

Ser

355

Ile

Ile

His

Ile

Lys

435

Leu

Phe

Phe

Leu

Gly

515

Arg

His

Leu

Leu

Fhe

340

Ile

val

FPhe

Gln

Ser

420

Thr

His

Lys

Ala

Tyr

500

Ser

Glu

Gln

Glu

Ala

Cys

Glu

Thr

Gly

Gly

405

Asn

val

Pro

Gln

Arg

485

Pro

Thr

Ala

Glu

Gln

565

Val

Ser

1ys

Tyr

Ile

390

val

Ser

Leu

Leu

Ala

470

val

Gln

Leu

Ala

Ile

550

Phe

Leu

Leu

Ala

Pro

375

Leu

AsSn

Val

Glu

val

455

Leu

Leu

Leu

Ala

His

535

Gln

His

Ser

Fhe

Leu

360

Asn

Arg

Leu

Gly

Phe

440

Arg

Ser

Asn

Ser

Gly

520

Asp

Ala

Leu

Gln

ES 2 648 899 T3

Leu

345

Arg

His

Ser

val

Gln

425

Ile

Thr

Asn

Leu

Ala

505

Val

Ala

Ile

Gln

Lys

Pro

Gln

Trp

Ser

Thr

410

Thr

Leu

Ser

Leu

Ser

4990

Ile

Asn

Glu

Ala

Lys

570

Arg

Lys

val

Leu

Phe

395

Gly

Arg

Gln

Lys

Ala

475

Gly

Ala

val

val

Glu

555

Thr

Glu

Leu

Thr

Thr

380

Ile

His

Phe

Lys

val

460

Arg

Ile

Leu

Gly

Lys

540

Asp

Glu

Lys

173

val

val

365

Thr

Leu

Asp

Ser

Thr

445

Lys

His

Asn

Gly

Glu

525

Leu

Asp

Ile

Leu

Val

350

His

Gly

Lys

Ala

Gly

430

Asp

Asn

Gly

Asn

Val

510

Gln

Gln

Glu

Thr

Ala

Gly

Gln

His

Phe

Tyr

415

Leu

Ser

Glu

Glu

Leu

495

Ala

Tyr

Arg

Glu

His

575

Arg

Asp

Glu

Met

Val

400

Asp

Leu

Gly

vVal

Tyr

480

Glu

Thr

Gln

Arg

Arg

560

Ser

Leu



Ala

Ser

Glu

625

Pro

Ser

Glu

Ser

Leu

705

Lys

Asp

Gly

Ala

Gln

785

Pro

Met

Ala

Gln

610

val

Pro

Ser

Asp

Arg

690

Asn

Lys

Glu

Ser

Gln

770

Asp

Ile

Arg

Glu

595

Asn

Thr

val

Ser

Glu

675

Glu

Asn

Gln

Ser

Asp

755

Glu

Pro

Arg

Glu

580

Ile

Arg

val

Asp

Ser

660

Asp

Phe

Ser

Phe

Glu

740

Asn

Lys

Phe

Ser

Ala
820

Glu

Val

Gln

Asp

€45

Phe

Thr

Gln

Gln

Leu

725

Tyr

Glu

Arg

Gly

Pro

805

Tyr

Asn

Ser

Ala

630

Lys

Val

Leu

Gly

Gly

710

Arg

Thr

Gln

Gln

Ser

790

Ser

Glu

Asn

Gln

615

Arg

Ile

Asp

Asp

Ile

695

Lys

Tyr

Thr

Gly

Asp

775

Ile

Ser

Leu

Ile

600

Ser

Pro

Glu

Leu

Asp

680

Pro

Gln

Gln

Asp

val

760

Pro

Gly

Pro

Ser

ES 2 648 899 T3

585

Val

Phe

Met

His

Asn

665

Ser

Glu

Glu

Glu

Ser

745

Asp

Ile

Asp

Ser

Pro
825

Glu

Leu

Asn

Glu

€50

Asp

Val

Fro

Asp

Leu

730

Gln

Leu

Gln

Val

Ala

810

Asp

Asp Gln

Asn Asp
620

Arg Pro
635

Ser Thr

Pro Phe

Met Ile

Pro Arg

700

Glu Ser
715

Pro Pro

Glu Ser

Pro Pro

His Pro

780

Asn Gly
795

Pro Gln

Phe Thr

174

Gly

€05

Pro

Thr

Glu

Ala

Pro

685

Gln

Thr

Val

Ile

Pro

765

Ala

Asp

Glu

Asn

590

Phe

Thr

Ala

Asp

Leu

670

Gly

Ser

Asn

Gln

Asp

750

Pro

Ala

Ile

Asp

Asp
830

Lys

Pro

Leu

Ser

655

Leu

Thr

Gln

Pro

Glu

735

Gln

Leu

Asn

Leu

Thr

815

Glu

Gln

Val

Pro

640

Ser

Asn

Thr

Asp

Ile

720

Asp

Pro

Tyr

Pro

Glu

800

Arg

Asp
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15

Asn Gln

Gln

Asn Trp

835

Phe Leu

850

Ile
865

Thr
Leu Gln
Ala

Met

Gly Gly

Tyr

Ala

Ala

Asn

Ser

Pro Asn

Leu Val

Pro

Asp

Glu

Gln Arg

840

Leu Leun

855

Glu Tyr

870

Asp Trp

885

Leu

300

Gly

His His

915

<210> 114
<211> 2461
<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> Secuencia de ADN que codifica ssBiP-SNAPIike-proTEV1-nucleoproteina N del virus de Lassa -proTEV2-

Pro

Pro

His

Asp Met

Glu

Gly

His
920

His

Histag para la expresion en células S2

<400> 114

atgaagttat
gacaaagact
agtggatgeg
gatgcagttyg
gocacagect
ccegecette
ttgctgaagg
ggtaaccccg
ctgatccett
ctggcagtta
ggtcctgetg
cagagcgata
agggaattat
cttttacatyg

agaagggatg

gcatattact
gcgaaatgaa
agcaaggatt
aagttccage
ggcttaacge
accatcctgt
tggtcaagtt
cagctacagc
gtoacagagt
aggagtggct
gtataggcgc
tcagtgeccte
ctggttactg
gacttgactt

acaatgattt

ggccgtegtg
aagaactaca
gcatgaaatt
accageaget
atatttecac
gtttcagcag
tggtgaagtg
tgccgtgaaa
cgtttecatet
gctggoctcat
gccagggtec
aaaggaaata
ctacaacate
ctecgaagte

gaaacggttg

ES 2 648 899 T3

val val Thr

Gln Thr Asn

Gln Asn Pro

875

Phe
8390

Ser Asp

Asn
805

Leu Tyr

His

goectttgttg
ttggattcac
aagctactgg
gttettggag
cagcctgagg
gagagcttca
atttcatate
actgctctca
taecggagety
gaaggtcata
ctaggtggeg
aaatcctttt
aaactacagg
agtaatgtte

agggacctaa

Lys Lys

845

Pro Pro

860

Val Ser

Glu

Arg

Phe Gln

Gly Arg

Glu

Ala

Arg

Gly

Thr

Leu

Ser

Glu
880

Lys

His Val

885

Pro Gly

910

gcctctoget
cacttgggaa
gaaaaggaac
gtectgageo
ccattgagga
cccgccaggt
agcaacttge
gcggaaatce
taggtggeta
gacttggaaa
gatccgaaaa
tgtggacaca
tggtgaaaga
aacggttgat

atcaagcggt

175

cgggagatct
gttggaactg
ttetgetget
cctecatgeaa
atttccagte
cctgtggaaa
tgcattggee
tgtgcccatc
tgaaggagga
gcctgggetg
cctgtacttce
atctttgagg
tgeccagget
gcgcaaggag

caacaatctt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

800
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gttgaattaa
gacttattaa
aggccattaa
agagctctee
gatggagtgg
accatgccaa
goagtacaag
gacttagaca
tctttgaata
atgctggatg
atcctcaaat

ggtgaaagga

ccatatattg

tcggeagggt
ctgcaacttg
gtggaaattg
actgatttaa
ctottegeta
gtecattacet
gacattaaac
gtotgggace
aaaagaggcedg
gatgcagcag
atggtgttea
gggcceggeg
t

<210> 115
<211> 794
<212> PRT

<213> artificial

<220>

<223> Secuencia de aminoacidos de proteina de fusion [SNAPlike-proTEV1-LAS.N-proTEV2-Histag]

<400> 115

aatcaactca
tettageege
gtgcaggtgt
tgaatatgat
tgagagtttg
gtetgacact
cattgacaga
ggetgactea
tctcaggtta
gtggcaatat
ccattttaaa
atcettatga
catcaagaac
atgggaagcc
ttaccgetgg
acccaaatge
ccctetatea
agcagttcaa
cacaacecggg
gtecaggggtc
taattgatat
agtataaaga
gtaaagagga
tgtcaggagg
gaacategac

gaggtagtca

acaaaagagt
tgacctagag
ctatatgggce
aggaatgagt
ggatgtgaaa
ggcatgtetg
tttgggtttg
aagtcatece
taattttagce
gttggagaca
ggtcaagaag
aaacatacte
ctcaataaca
acagaaagct
gottacctat
taagacctgg
accaagttca
gecaggatget
cttgaccagt
cgatgacata
tgcecotecage
cttatgecac
aataacccct
actgaacaca
acctagagte

ccatcatcac

ES 2 648 899 T3

atactgagag
aagttaaagt
aacctaagcect
ggtggtaatc
aatgcagagt
acaaaacagg
atctacacag
atcctaaata
ttgggtgcag

atcaaggtgt

gctcttggaa
tacaagattt
ggaagggcct
gacagcaaca
tcotcagetga
atggacattg
ggctgctaca
aagtactcac
gcetgteattg
aggaaactcc
aaaactgatt
atgcacacag
cactgtgcac
teggttttga
gttetceegg

catcactaat

ttgggactct
caaaggtgat
cacagcaact
aaggggctcg
tgctcaataa
ggeaggttga
caaagtatce
tgattgacac
ctgtgaaggc
cacctcagac
tgttcattte
gtttgtcagg

gggaaaacac

tgacccteaa
aaggaagacc
tacacttett
atgggattga
atgcactecc
ttgaatcaca
ccaggaagta
gtgtegttgt
taatggactg
gagcagtgct
gagagaatet

gaccggtgeg

176

aacctcagat
cagaacagaa
tgaccaaaga
ggctgggaga
tcagttcoggg
cttgaatgat
caacacttca
caagaaaage
aggagcttgce
aatggatggt
agacacccct
agatggatgg
tgtcgttgat
atcccigcag
ggatgcaatg
tgaagatceca
cegtgaacct
tgtcacagac
coggaatatg
aggaagaaaa
tgaaaatgca
tgaaaagaag
catcatgttt
gcccagagat
atatttteaa

gccgcaagcet

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1320

1580

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2461



Arg

Leu

Lys

Ala

Ala

Pro

Arg

Ile

aAla

Pro

145

Gly

Leu

Leu

Ser

Leu
225

Ser

Gly

Leu

Pro

50

Trp

val

Gln

Ser

Ala

130

Cys

Gly

Gly

Gly

Lys

210

Ser

Asp

Llys

Leu

35

Ala

Leu

Pro

Val

Tyr

115

Val

His

Leu

Lys

Gly

195

Glu

Gly

Lys

Leu

20

Gly

Ala

Asn

Ala

Leu

100

Gln

Lys

Arg

Ala

Pro

180

Gly

Ile

Tyr

Asp

Glu

Lys

val

Ala

Leu

85

Trp

Gln

Thr

val

val

165

Gly

Ser

Lys

Cys

Cys

Leu

Gly

Leu

Tvyr

70

His

Lys

Leu

Ala

val

150

Lys

Leu

Glu

Ser

Ser
230

Glu

Ser

Thr

Gly

55

Phe

His

Leu

Ala

Leu

135

Ser

Glu

Gly

Asn

Phe

215

Asn

Met

Gly

Ser

40

Gly

His

Pro

Leu

Ala

120

Ser

Ser

Trp

Pro

Leu

200

Leu

Ile

ES 2 648 899 T3

Lys

Cys

25

Ala

Pro

Gln

Val

Lys

105

Leu

Gly

Ser

Leu

Ala

185

Tyr

Trp

Lys

Arg

10

Glu

Ala

Glu

Pro

Phe

30

Val

Ala

Asn

Gly

Leu

170

Gly

Phe

Thr

Leu

Thr Thr

Gln Gly

Asp Ala

Pro Leu

60

Glu Ala

Gln Gln

Val Lys

Gly Asn

Pro Val

140

Ala val
155

Ala His

Ile Gly

Gln Ser

Gln Ser

220

Gln val
235

177

Leu

Leu

val

45

Met

Ile

Glu

Phe

Pro

125

Pro

Gly

Glu

Ala

Asp

205

Leu

val

Asp

His

30

Glu

Gln

Glu

Ser

Gly

110

Ala

Ile

Gly

Gly

Pro

130

Ile

Arg

Lys

Ser

15

Glu

val

Ala

Glu

Phe

85

Glu

Ala

Leu

Tyr

His

175

Gly

Ser

Arg

Asp

Pro

Ile

Pro

Thr

Phe

Thr

Val

Thr

Ile

Glu

160

Arg

Ser

Ala

Glu

Ala
240



Gln

Arg

Arg

Gln

Leu

305

Thr

Gln

Gly

Trp

Pro

385

Asn

Lys

Ile

Tyr

Asp

465

Asp

Ala

Leu

Asp

Gln

290

Ile

Glu

Gln

Gly

Asp

370

Ser

Asp

Tyr

Leu

Asn

450

Gly

Gly

Leu

Met

Leu

275

Lys

Leu

Arg

Leu

Asn

355

val

Leu

Ala

Pro

Asn

435

Phe

Gly

Ile

Leu

Arg

260

Asn

Ser

Ala

Pro

Asp

340

Gln

Lys

Thr

val

Asn

420

Met

Ser

Asn

Leu

His

245

Lys

Gln

Ile

Ala

Leu

325

Gln

Gly

Aszn

Leu

Gln

405

Thr

Ile

Leu

Met

Lys
485

Gly

Glu

Ala

Leu

Asp

310

Ser

Arg

Ala

Ala

Ala

350

Ala

Ser

Asp

Gly

Leu

470

Ser

Leu

Arg

Val

Arg

295

Leu

Ala

Arg

Arg

Glu

375

Cys

Leu

Asp

Thr

Ala

455

Glu

Ile

Asp

Arg

Asn

280

val

Glu

Gly

Ala

Ala

360

Leu

Leu

Thr

Leu

Lys

440

Ala

Thr

Leu

Phe

Asp

265

Asn

Gly

Lys

Val

Leu

345

Gly

Leu

Thr

Asp

Asp

425

Lys

Vval

Ile

Lys

ES 2 648 899 T3

Ser

250

Asp

Leu

Thr

Leu

Tyr

330

Leu

Aszsn

Lys

Leu

410

Arg

Ser

Lys

Lys

val
490

Glu

Asn

Val

Leu

Lys

315

Met

Asn

Aap

Asn

Gln

395

Gly

Leu

Ser

Ala

val

475

Lys

Vval

Asp

Glu

Thr

300

Ser

Gly

Met

Gly

Gln

380

Gly

Leu

Thr

Leu

Gly

460

Ser

Lys

178

Ser

Leu

Leu

285

Ser

Lys

Asn

Tle

Val

365

Phe

Gln

Ile

Gln

Asn

445

Ala

Pro

Ala

Asn

Lys

270

Lys

Asp

val

Leu

Gly

350

Val

Gly

val

Tyr

Ser

430

Ile

Cys

Gln

Leu

Val

285

Arg

Ser

Asp

Ile

Ser

335

Met

Arg

Thr

Asp

Thr

415

His

Ser

Met

Thr

Gly
495

Gln

Leu

Thr

Leu

Arg

320

Ser

Ser

Val

Met

Leu

400

Ala

Pro

Gly

Leu

Met

480

Met



Phe

Tyr

Thr

Ser

545

Leu

Thr

Met

Gln

Leu

625

Thr

Ala

Arg

Ile

Asp

705

Lys

Met

Ile

Lys

Ser

530

Asp

Gln

Leu

Asp

Pro

610

Lys

Asp

Leu

Lys

Ala

690

Gln

Lys

Asp

Ser

Ile

515

Ile

Gly

Ser

Lys

Ile

595

Ser

Gln

Leu

Pro

Leu

675

Leu

Tyr

Lys

Cys

Asp

500

Cys

Thr

Lys

Ala

Asp

580

Glu

Ser

Fhe

Fhe

Arg

660

Leu

Ser

Lys

Arg

Ile

Thr

Leu

Gly

Pro

Gly

565

Ala

Gly

Gly

Lys

Ala

645

Asn

Glu

Lys

Asp

Gly

725

Met

PFro

Ser

Arg

Gln

550

Phe

Met

Arg

Cys

Gln

630

Thr

Met

Ser

Thr

Leu

710

Gly

Phe

Gly

Gly

Ala

535

Lys

Thr

Leu

Pro

Tyr

615

Asp

Gln

Val

Gln

Asp

695

Cys

Lys

BAsp

Glu

Asp

520

Trp

Ala

Ala

Gln

Glu

600

Ile

Ala

Pro

Ile

Gly

680

Ser

His

Glu

Ala

ES 2 648 899 T3

Arg

505

Gly

Glu

Asp

Gly

Leu

585

Asp

His

Lys

Gly

Thr

665

Arg

Arg

Met

Glu

Ala

Asn

Trp

Asn

Ser

Leu

570

Asp

Pro

Phe

Tyr

Leu

650

Cys

Lys

Lys

His

Ile

730

val

Pro

Pro

Thr

Asn

555

Thr

Pro

vVal

Phe

Ser

635

Thr

Gln

Asp

Tyr

Thr

715

Thr

Ser

Tyr

Tyr

val

540

Asn

Tyr

Asn

Glu

Arg

620

His

Ser

Gly

Ile

Glu

700

Gly

Pro

Gly

179

Glu

Ile

525

val

Ser

Ser

Ala

Ile

605

Glu

Gly

Ala

Ser

Lys

685

Asn

val

His

Gly

Asn

510

Ala

Asp

Ser

Gln

Lys

5590

Ala

Pro

Ile

val

Asp

670

Leu

Ala

val

Cys

Leu

Ile

Ser

Leu

Lys

Leu

575

Thr

Leu

Thr

Asp

Ile

855

Asp

Ile

val

val

Ala

735

Asn

Leun

Arg

Glu

Ser

560

Met

Trp

Tyr

Asp

val

640

Asp

Ile

Asp

Trp

Glu

720

Leu

Thr



10

15

Ser Val Leu Arg Ala Val
755

Thr Pro Arg Val Vval Leu

770

Gly Gly Gly Ser His His

785

<210> 116
<211> 2446
<212> ADN

740

Pro
760

Leu

Pro
775

Gly

His Hisg

790

<213> artificial

<220>

<223> Secuencia de ADN que codifica ssBiP-SNAPIlike-proTEV1-nucleoproteina N del virus de Junin -proTEV2-

Histag para la expresion en células S2

<400> 116
atgaagttat
gacaaagact
agtggatgcg
gatgcagttg
gccacagcect
ccecgeccttce
ttgctgaagg
ggtaaccccg

ctgatcecett

ggtcctgetg
cagagcgata
agaggtttga
attgctgaca
aaaaaggggg
atgtccatga
gaactgatgg
acaggetete

gagatattga

gcatattact
gcgaaatgaa
agcaaggatt
aagttccagce
ggcttaacge
accatcctgt
tggtcaagtt
cagctacagc

gtcacagagt

gtataggcgc
tegecacacte
gccaattcac
gcatcgactt
aagaagacct
ggagtgttca
agttggegte
agggggttta

gaacactggg

ggcegtegtyg
aagaactaca
gcatgaaatt
accagcagct
atatttccac
gtttcagcag
tggtgaagtyg
tgcegtgaaa

cgtttecatcet

gccagggtce
caaggaggtt
tcagactgtc
caaccaagtg
caataagttg
acgaaacaca
tgaccttgag
catgggtaac

atttcaacag

ES 2 648 899 T3

745

750

Arg Asp Met Val Phe Arg Thr Ser

765

Glu Asn Leu Tyr Phe Gln Gly Pro

His Hisg

goectttgttg
ttggattcac
aagctactgg
gttcttggag
cagcctgagg
gagagcttca
atttcatatc
actgctctca

tocggagetg

ctaggtggeg
catagettta
aagtcagatg
gcacaggtge
agggacctga
gttttcaagg
aaattaaaaa
ttgtcccagt

caagggactg

780

gcctctoget
cacttgggaa
gaaaaggaac
gtecctgagee
ccattgagga
cccgecaggt
agcaacttge
gcggaaatcc

taggtggeta

gatccgaaaa
gatggactca
ttttgaagga
agcgggcact
ataaagaggt
tgggtgatect
acaagataag
cacaacttge

ggggaaatgg

180

cgggagatct
gttggaactg
ttctgctgct
cctcatgeaa
atttccagtc
cctgtggaaa
tgcattggee

tgtgcccate

tgaaggagga

cctgtacttce
gteocttaagg
cgccaagcta
cagaaagact
tgacagacte
ggggagggat
aagagcagagqg
taaaagatca

tgtggtgagg

60

120

180

240

300

360

420

480

720

780

840

200

960

1020

1080

1140



10

atatgggatg
acaattgcat
acctcacttg
actcaggaac
ggttacaact
aacatgttgg
attcaggtta
tatgaaaacc
agatcacaaa
gttgctggte
gagatacaag
tggctegaca
ggtaagcagt
agcagacact
agttacgtga
atcaggaagt
acatctgaac
aaatatcaca
ttggcctcca
gatgggaagc
ccgaaggcag
agtcaccatc

<210> 117
<211> 789
<212> PRT

ttaaagaccc
gcatgactgt
ggcttatata
atgactgcct
tcagtctttce
aaacaatcag
aacgaagaga
ttttgtacaa
tcacaggcag
ctagacagec
aagctgtcat
ttgaaggacce
acattecactg
ctecacggcat
tcggettget
tgtttgacct
aagccaggeca
atggagtggt
gtgaaccaca
tctatgagga
cctatgcact

atcaccatca

<213> artificial

<220>

ttcaaagcta
tcaaggaggt
cactgtgaag
tcagattgtg
agctgcagta
agtcaccccea
aggcatgttt
actttgtett
gtcatgggac
ggaaaaaaac
cagagaggca
agccactgac
cttcagaaaa
cttaatgaag
gcctccagac
ccatggaaga
gtttgatcaa
tgtcaataag
ctgtgctctg
ggaacctaca
cccgggagag

ctaatgaceg

ES 2 648 899 T3

aacaatcagt
gagacaatga
tatccaaact
actaaagatg
aaggctggag
gaaaacttet
attgatgaga
tectggegatg
aacacaagta
ggtcagaatt
gtggggaaac
cetgttgaga
ccacatgatg
gacatagaag
atggttgtga
agggatctta
caggtctggg
aaaaagaggg
ctagactgca
cctctattac

aatctatatt

gtgcggeege

ttggetctgt
acagtgtcat
taagtgacct
aaagctccat
catctattct
ctteoccteat
aaccaggcaa
gttggecctta
ttgatctgac
tgagattgge
tcgacecccac
tggeattatt
agaaagggtt
atgcaatgee
ctactcaagg
aactggttga
agaaatatgg
aaaaggatac
taatgttteca
caccgagctt
ttcaagggcc

aagctt

tcctgecattg
acaggcttta
tgacagactyg
caatatttct
tgatggtgga
aaaatcaacc
tagaaatcct
tattggttca
aaggaaacca
taacttgaca
caacaccctt
ccaacctgca
taaaaatggt
aggagttett
ttecgatgac
tgttaagctc
tcacttatgce
tccecttcaag
gtcagtgcta
gctgttccte

cggcggaggt

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2446

<223> Secuencia de aa de proteina de fusion [SNAPlike-proTEV1-JUN.N-proTEV2-Histag]

<400> 117

1

10

Arg Ser Asp Lys Asp Cys Glu Met Lys Arg Thr Thr Leu Asp Ser Pro
5

15

Leu Gly Lys Leu Glu Leu Ser Gly Cys Glu Gln Gly Leu His Glu Ile

20

25

30

181



Lys

Ala

Ala

Pro

Arg

Ile

Ala

Pro

145

Gly

Leu

Leu

Ser

Leu

225

Lys

Arg

Arg

Leu

Pro

50

Trp

val

Gln

Ser

Ala

130

Cys

Gly

Gly

Gly

Lys

210

Ser

Leu

Ala

Asp

Leu

35

Ala

Leu

Pro

val

Tyr

115

Val

His

Leu

Lys

Gly

195

Glu

Gln

Ile

Leu

Leu
275

Gly

Ala

Asn

Ala

Leu

100

Gln

Lys

Arg

Ala

Pro

180

Gly

Val

Phe

Ala

Arg

260

Asgn

Lys

val

Ala

Leu

TIp

Gln

Thr

Val

val

165

Gly

Ser

Pro

Thr

Asp

245

Lys

Lys

Gly

Leu

Tyxr

70

His

Lys

Leu

Ala

Val

150

Lys

Leu

Glu

Ser

Gln

230

Ser

Thr

Glu

Thr

Gly

55

Phe

His

Leu

Ala

Leu

135

Ser

Glu

Gly

Asn

Phe

215

Thr

Ile

Lys

val

Ser

40

Gly

His

Pro

Leu

Ala

120

Ser

Ser

Trp

Pro

Leu

200

Arg

val

Asp

Lys

Agp
280

Ala

Pro

Gln

val

Lys

105

Leu

Gly

Ser

Leu

Ala

185

Tyr

Trp

Lys

Phe

Gly

265

Arg

ES 2 648 899 T3

Ala

Glu

Pro

Fhe

g0

val

Ala

Asn

Gly

Leu

170

Gly

Fhe

Thr

Ser

Asn

250

Glu

Leu

Asp

Pro

Glu

75

Gln

val

Gly

Pro

Ala

155

Ala

Ile

Gln

Gln

Asp

235

Gln

Glu

Met

Ala

Leu

60

Ala

Gln

Lys

Asn

Val

140

Val

Hisg

Gly

Ser

Ser

220

val

Vval

Asp

Ser

182

val

45

Met

Ile

Glu

Fhe

Pro

125

Pro

Gly

Glu

Ala

Asp

205

Leu

Lau

Ala

Leu

Met
285

Glu

Gln

Glu

Ser

Gly

110

Ala

Ile

Gly

Gly

Pro

130

Ile

Arg

Lys

Gln

Asn

270

Arg

Val

Ala

Glu

Phe

95

Glu

Ala

Leu

Tyr

Hisg

175

Gly

Ala

Arg

Asp

val

255

Lys

Ser

Pro

Thr

Phe

Thr

val

Thr

Ile

Glu

160

Arg

Ser

His

Gly

Ala

240

Gln

Leu

val



Gln

Met

305

Ala

Gln

Gln

Pro

Ala

385

Ala

Ser

Thr

Ser

Leu

465

Ser

Pro

Ser

Arg

Arg

230

Glu

Glu

Leu

Gly

Ser

370

Cys

Leu

Asp

Lys

Ala

450

Glu

Thr

Gly

Gly

Ser

Asn

Leu

Thr

Ala

Thr

355

Lys

Met

Thr

Leu

Asp

435

Ala

Thr

Ile

Asn

Asp

515

Trp

Thr

Ala

Gly

Lys

340

Gly

Leu

Thr

Ser

Asp

420

Glu

Val

Ile

Gln

Arg

500

Gly

Asp

Val

Ser

Ser

325

Arg

Gly

Asn

val

Leu

405

Arg

Ser

Lys

Arg

Val

485

Asn

Trp

Asn

Fhe

Asp

310

Gln

Ser

Asn

Asn

Gln

330

Gly

Leu

Ser

Ala

val

170

Lys

Pro

Pro

Thr

Lys

295

Leu

Gly

Glu

Gly

Gln

375

Gly

Leu

Thr

Ile

Gly

455

Thr

Arg

Tyr

Tyr

Ser

Val

Glu

val

Ile

val

360

Phe

Gly

Leu

Gln

Asn

440

Ala

Pro

Arg

Glu

Ile

520

Ile

ES 2 648 899 T3

Gly

Lys

Tyr

Leu

345

val

Gly

Glu

Tyr

Glu

425

Ile

Ser

Glu

Glu

Asn

505

Gly

Agp

Asp

Leu

Met

330

Arg

Arg

Ser

Thr

Thr

410

His

Ser

Ile

Asn

Gly

490

Leu

Ser

Leu

Leu

Lys

315

Gly

Thr

Ile

Val

Met

395

Val

Asp

Gly

Leu

Phe

475

Met

Leu

Arg

Thr

Gly

300

Asn

Asn

Leu

Trp

Pro

380

Asn

Lys

Cys

Tyr

Asp

460

Ser

Phe

TYE

Ser

Arg

183

Arg

Lys

Leu

Gly

Asp

365

Ala

Ser

Tyr

Leu

Asn

445

Gly

Ser

Ile

Lys

Gln

525

Lys

Asp

Ile

Ser

Phe

350

val

Leu

val

Pro

Gln

430

Phe

Gly

Leu

Asp

Leu

510

Ile

Pro

Glu

Arg

Gln

335

Gln

Lys

Thr

Ile

Asn

415

Ile

Ser

Asn

Ile

Glu

495

Cys

Thr

Val

Leun

Arg

320

Ser

Gln

Asp

Ile

Gln

400

Leu

val

Leu

Met

Lys

480

Lys

Leu

Gly

Ala
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530 535 540

Gly Pro Arg Gln Pro Glu Lys Asn Gly Gln Asn Leu Arg Leu Ala Asn
545 550 555 560

Leu Thr Glu Ile Gln Glu Ala Val Ile Arg Glu Ala Val Gly Lys Leu
565 570 575

Asp Pro Thr Asn Thr Leu Trp Leu Asp Ile Glu Gly Pro Ala Thr Asp
580 585 590

Pro Val Glu Met Ala Leu Phe Gln Pro Ala Gly Lys Gln Tyr Ile His
595 600 605

Cys Phe Arg Lys Pro His Asp Glu Lys Gly Phe Lys Asn Gly Ser Arg
610 615 620

His Ser His Gly Ile Leu Met Lys Asp Ile Glu Asp Ala Met Pro Gly
625 630 635 640

Val Leu Ser Tyr Val Ile Gly Leu Leu Pro Pro Asp Met Val Val Thr
645 €50 655

Thr Gln Gly Ser Asp Asp Ile Arg Lys Leu Phe Asp Leu His Gly Arg
660 €665 €70

Arg Asp Leu Lys Leu Val Asp Val Lys Leu Thr Ser Glu Gln Ala Arg
675 680 685

Gln Phe Asp Gln Gln Val Trp Glu Lys Tyr Gly His Leu Cys Lys Tyr
690Q 695 700

His Asn Gly val val Val Asn Lys Lys Lys Arg Glu Lys Asp Thr Pro
705 710 715 720

Phe Lys Leu Ala Ser Ser Glu Prc His Cys Ala Leu Leu Asp Cys Ile
725 730 735

Met Phe Gln Ser Val Leu Asp Gly Lys Leu Tyr Glu Glu Glu Pro Thr
740 745 150

Pro Leu Leu Pro Pro Ser Leu Leu Phe Leu Pro Lys Ala Ala Tyr Ala
755 760 765

Leu Pro Gly Glu Asn Leu Tyr Phe Gln Gly Pro Gly Gly Gly Ser His
770 775 780

His His His His His
785

<210> 118
<211> 2446
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia de ADN que codifica ssBiP-SNAPIlike-proTEV1-nucleoproteina N del virus de Machupo -

184
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proTEV2-Histag para la expresion en células S2

<400> 118

atgaagttat
gacaaagact
agtggatgcg
gatgcagttg
gecacagect
ccegecctte
ttgectgaagg
ggtaacceeg
ctgatccctt
ctggeagtta
ggtcctgetg
cagagcgata
agaggcctga
atagctgaca
aaaaggggtg
atgtctatga
gaattgatgg
tcaggtcece
gaaatcttga
atctgggatg
acaatcgctt
acatctctgg
acactagagce
ggctataact

aacatgetgg

gcatattact
gcgaaatgaa
agcaaggatt
aagttccagc
ggcttaacge
accatcctgt
tggtcaagtt
cagctacage
gtcacagagt
aggagtgget
gtataggcge

tegetecacte

gecatcgactt
aagaggatct
aaagcatcca
agcttgecatc
aagggctgta
agaccctggg
tctcagatce
gtatgactgt
gecctgttata
acgaatgett
tcagtetgte

aaacaattag

ggccgtegty
aagaactaca
gcatgaaatt
accagcagct
atattteccac
gtttcagcag
tggtgaagtg
tgcegtgaaa
cgtttcatct
getggeteat
gocagggtee

caaggaaatt

caaccaggtt
gaacaagctg
gaaaaacacc
agacttggaa
catgggtaat
attccaacag
atcaaaactg
ccagggtgga
cactgttaaa
gcagatcgta
agctgetgtg

ggtcactect

gectttgttg
ttggattcac
aagctactgg
gttcttggag
cagcctgagg
gagagcttca
atttecatatc
actgetctea
tceoggagetyg
gaaggtcata

ctaggtggcyg

cccagettte
aaaacagatg
tcacaagtge
agggatttaa
atattcaaga
aaactgaaga
ttgtcacage
cagagaggty
aataatcagt
gaaacgatga
tatccgaatt
actaaggacg
aaagctggeg

gataatttet

gcctectoget
cacttgggaa
gaaaaggaac
gtcctgagec
ccattgagga
cccgecaggt
agcaacttge
goeggaaated
taggtggcta
gacttggaaa
gatccgaaaa

ggtggactea

agagggetct
acaaagaagt
ttggtgatct
acaagataaa
tgcaactgac
ctggaaatgyg
ttggttccat
atagtgtggt
taaatgacct
agagctceat
cctecaatact

ccagettgat

185

cgggagatct
gttggaactg
ttctgectget
cctcatgcaa
attteccagte
cctgtggaaa
tgcattggec
tgtgeccate
tgaaggagga
geetgggetg
cetgtacttce
gtcactgaga
gocaagete
cagaaagaac
ggataggctc
ggggagagat
gaggactgag
aaagaggtca
tgtggttaga
gccagctcte
ccaagcegttg
tgacaagcta
caacatctct

tgacggtggyg

taaatcaact

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

260

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500



10

ctgcaagtca
tatgagaacc
agatcacaaa
caagttggac
gaaatgcaag
tggoettgaca
aacaagcatt
agcagacatt
agttatgtaa
ataaggaaac
acatctgatc
aaacatcata
ttgagttctg
gatggcaaaa
cccaaggcag

agtcaccatc

<210> 119
<211> 789
<212> PRT

agcgaaaaga
ttctgtataa
ttecttgggag
cgagacaacc
aagcagtgat
ttgaagggec
atattcattg
cacatggcat
taggtttact
ttttagacat
aagcaagact
atggagttgt
gtgaacctca
tggtagatga
cctttgcact

atcaccatca

<213> artificial

<220>

<223> Secuencia de aminoacidos de proteina de fusion [SNAPIike-proTEV1-MAC.N-proTEV2-Histag]

<400> 119

Arg Ser
1

Leu Gly

Lys Leu

Ala Pro

50

Ala
65

Trp

Asp

Lys

Leu

Ala

Leu

Lys Asp

Leu Glu

20

Gly Lys

Ala

val

Agn Ala

Cys

Leu

Gly

Leu

Tyr
70

ggggatgttt
attgtgtete
gtcttgggac
cgagaaaaac
taaagaggct
tecaacagac
ttttagaaag
cttgatgcaa
accacaagat
tcatggacgg
ctatgatcag
tgtcaacaag
ctgtgctctg
agaaccagtg
cccgggagag

ctaatgaceg

Glu Met

Ser Gly

Thr Ser

40

Gly
55

Gly

Phe His

ES 2 648 899 T3

atagacgaga
tcaggtgacg
aacacaagtg
ggtcagaatc
gtaaagaagt
cetgtggaat
ccacatgatg
gacatcgagg
atggtgatta
aaggatttaa
caaatttggg
aaaaagagag
ttggattgta
gcacttttac

aatctatatt

gtgcggeege

Lys Arg Thr

10

Cys Glu Gln

25

Ala Ala Asp

Pro Glu Pro

Gln Glu

75

Pro

aacctgggaa
ggtggcctta
ttgatctaac
taagactagc
tagaccccac
tggcactata
agaagggcett
atgcaatgcc
caactcaagg
agctggtaga
agaagtttygyg
aaaaagactc
tcatgtatca
ctcteagect
ttcaagggcc

aagctt

Thr Leu

Gly Leu

30

Ala Val

45

Leu Met

60

Ala Tle

186

Asp Ser

His Glu

Glu Val

Gln Ala

Glu Glu

tcgaaatcct
cattggttce
aaagaaacct
aaacctgact
taatacactg
tecagecagoe
caaaaatggce
aggagtatta
ttetgacgac
tgtgaaactc
acatctttge
tccattcaaa
atcagtgatg
tctattteta

cggcggaggt

Pro

15

Ile

Pro

Thr

Phe
80

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2446



Pro

Arg

Ile

Ala

Pro

145

Gly

Leu

Leu

Ser

Leu

225

Lys

Arg

Arg

Gln

Met

305

Thr

val

Gln

Ser

Ala

130

Cys

Gly

Gly

Gly

Lys

210

Ser

Leu

Ala

Asp

Lys

290

Glu

Glu

Pro

val

Tyr

115

Val

His

Leu

Lys

Gly

195

Glu

Gln

Ile

Leu

Leu

275

Asn

Leu

Ser

Ala

Leu

100

Gln

Lys

Arg

Ala

Pro

180

Gly

Ile

Fhe

Ala

Arg

260

Asn

Thr

Ala

Gly

Leu

85

Trp

Gln

Thr

Val

Val

165

Gly

Ser

Pro

Thr

Asp

245

Lys

Lys

Ile

Ser

Pro

His

1ys

Leu

Ala

val

150

Lys

Leu

Glu

Ser

His

230

Ser

Asn

Glu

Phe

Asp

310

Gln

His

Leu

Ala

Leu

135

Ser

Glu

Gly

Asn

Phe

215

Thr

Ile

Lys

Vval

Lys

295

Leu

Gly

Pro

Leu

Ala

120

Ser

Ser

Trp

Pro

Leu

200

Arg

val

Asp

Arg

Asp

280

Ile

Glu

Leu

ES 2 648 899 T3

val

Lys

105

Leu

Gly

Ser

Leu

Ala

185

Tyr

Trp

Lys

Phe

Gly

265

Arg

Gly

Lys

Tyr

Phe

90

val

Ala

Asn

Gly

Leu

170

Gly

Phe

Thr

Thr

Asn

250

Glu

Leu

Asp

Leu

Met

Gln

val

Gly

Pro

Ala

155

Ala

Ile

Gln

Gln

Asp

235

Gln

Glu

Met

Leu

Lys

315

Gly

Gln

Lys

Asn

val

140

Val

His

Gly

Ser

Ser

220

val

Val

Asp

Ser

Gly

300

Asn

Agn

187

Glu

Phe

Pro

125

Pro

Gly

Glu

Ala

Asp

205

Leu

Leu

Ser

Leu

Met

285

Arg

Lys

Leu

Ser

Gly

110

Ala

Ile

Gly

Gly

Pro

130

Ile

Arg

Lys

Gln

Asn

270

Lys

Asp

Ile

Ser

Phe

25

Glu

Ala

Leu

Tyr

His

175

Gly

Ala

Arg

Asp

Val

255

Lys

Ser

Glu

Lys

Gln

Thr

val

Thr

Ile

Glu

160

Arg

Ser

His

Gly

Ala

240

Gln

Leu

Ile

Leu

Arg

320

Leu



Gln

Gln

Pro

Ala

385

Ala

Asn

Thr

Ser

Leu

465

Ser

Pro

Ser

Arg

Gly

545

Leu

Leu

Arg

Ser

370

Cys

Leu

Asp

Lys

Ala

450

Glu

Thr

Gly

Gly

Ser

530

Pro

Thr

Thr

Gly

355

Lys

Met

Thr

Leu

Asp

435

Ala

Thr

Leu

Asn

Asp

515

Trp

Arg

Glu

Lys

340

Ala

Leu

Thr

Ser

Asp

420

Glu

Val

Ile

Gln

Arg

500

Gly

Asp

Gln

Met

325

Arg

Gly

Asn

val

Leu

405

Lys

Ser

Lys

Arg

Val

485

Asn

Trp

Asn

Pro

Gln
565

Ser

Asn

Asn

Gln

390

Gly

Leu

Ser

Ala

Val

470

Lys

Pro

Pro

Thr

Glu

550

Glu

Glu

Gly

Gln

375

Gly

Leu

Thr

Ile

Gly

455

Thr

Arg

Tyr

Tyr

Ser

535

Lys

Ala

Ile

Val

360

Phe

Gly

Leu

Leu

Asn

440

Ala

Pro

1lys

Glu

Ile

520

Val

Asn

Val

ES 2 648 899 T3

Leu

345

Val

Gly

Glu

Tyr

Glu

425

Ile

Ser

Asp

Glu

Asn

505

Gly

Asp

Gly

Ile

330

Lys

Arg

Ser

Thr

Thr

410

His

Ser

Ile

Asn

Gly

4350

Leu

Ser

Leu

Gln

Lys
570

Thr Leu

Ile Trp

Met Pro
380

Met Asn
395

Val Lys

Glu Cys

Gly Tyr

Leu Asp
460

Phe Ser
475

Met Phe

Leu Tyr

Arg Ser

Thr Lys

540

Asn Leu
555

Glu Ala

188

Gly

Asp

365

Ala

Ser

Tyr

Leu

Asn

445

Gly

Ser

Ile

Lys

Gln

525

Lys

Arg

Val

Phe

350

Val

Leu

val

Pro

Gln

430

Phe

Gly

Leu

Asp

Leu

510

Ile

Pro

Leu

Lys

335

Gln

Ser

Thr

Vval

Asn

415

Ile

Ser

Asn

Ile

Glu

495

Cys

Leu

Gln

Ala

Lys
575

Gln

Asp

Ile

Gln

400

Leu

Val

Leau

Met

Lys

480

Lys

Leu

Gly

val

Asn

560

Leu



ES 2 648 899 T3

Asp Pro Thr Asn Thr Leu Trp Leu Asp Ile Glu Gly Pro Pro Thr Asp
580 585 580

Pro Val Glu Leu Ala L.eu Tyr Gln Pro Ala Asn Lys His Tyr Ile His
595 600 605

Cys Phe Arg Lys Pro His Asp Glu Lys Gly Phe Lys Asn Gly Ser Arg
610 615 620

His Ser His Gly Ile Leu Met Gln Asp Ile Glu Asp Ala Met Pro Gly
625 630 635 640

Val Leu Ser Tyr Val Ile Gly Leu Leu Pro Gln Asp Met Val Ile Thr
645 650 655

Thr Gln Gly Ser Asp Asp Ile Arg Lys Leu ILeu Asp Ile His Gly Arg
660 665 670

Lys Asp Leu Lys Leu Val Asp Val Lys Leu Thr Ser Asp Gln Ala Arg
675 680 685

Leu Tyr Asp Gln Gln Tle Trp Glu Lys Phe Gly His Leu Cys Lys His
690 695 700

His Asn Gly Val Val Val Asn Lys Lys Lys Arg Glu Lys Asp Ser Pro
705 710 715 720

Phe Lys Leu Ser Ser Gly Glu Pro His Cys Ala Leu Leu Asp Cys Ile
725 730 735

Met Tyr Gln Ser Val Met Asp Gly Lys Met Val Asp Glu Glu Pro Val
740 745 750

Ala Leu Leu Pro Leu Ser Leu Leu Phe Leu Pro Lys Ala Ala Phe Ala
755 760 765

Leu Pro Gly Glu Asn Leu Tyr Phe Gln Gly Pro Gly Gly Gly Ser His
770 775 780

His His His His His
785

<210> 120
<211> 2434
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia de ADN que codifica ssBiP-SNAPIike-proTEV1-nucleoproteina N del virus de Guanarito -
proTEV2-Histag para la expresion en células S2

<400> 120

189



atgaagttat
gacaaagact
agtggatgeg
gatgcagttyg
goecacagect
coccgecctte
ttgcotgaagg
ggtaaccceg
ctgateccctt
ctggcagtta
ggtectgetg
cagagcgata
agagaactag
attgcagact
aaacgaggag
atgagcatga
gaattaatgg
agcaatagte
gggattctta
ttgtgggatg
accattgcct
acatcacttg
actttagaac
ggttataact
aacatgctgg
ttgaacgtca
tatgagaacc
aggtcacaaa
gtaacaggtc

gaaatgcaag

gcatattact
gcgaaatgaa
agcaaggatt
aagttccage
ggcttaacge
accatcctgt
tggtcaagtt
cagctacage
gtcacagagt
aggagtggct
gtataggege
tcgetcacte
ggatgttcac
cccttgattt
acactgatet
aaagtgttca
acttggecctc
caaggatgta
gaaccctggg
tatctgatece
gcatgacagt
gtcttctcta
acgactgecet
tcagtctttc
agacaataaa
aaagaagaga
ttetotacaa
tactcgggag
cccgagetec

aagcgategt

ggccgtegty
aagaactaca
gcatgaaatt
accagcaget
atatttccac
gtttcagcag
tggtgaagtyg
tgccgtgaaa
cgtttcatct
gcoctggetcat
gocagggtee
caaagaaatc
agaaccaacc
cacacaagtt
tgataaactt
gaacaacaca
tgacctagaa
catgggaaac
attccaacaa
ctccaaactg
tcagggagga
cactgtcaaa
acagattata
agctgctgta
agtcacaccc
aggcatgttc
getgtgtttg
gtecttgggac
tgaaaagaat

aaaggaagca

ES 2 648 899 T3

gectttgttg
ttggattcac
aagctactgg
gttettggag
cagcectgagg
gagagcttca
atttcatatc
actgctectea
teccggagetyg
gaaggtcata
ctaggtggeg
cccagcttcec
aaatcaagtg
tctcaagttc
agggacttaa
gttctgaaag
aaactaaaga
ttgacgeagt
caaagggggg
aataaccaat
gaaacaatga
tatcccaate
acaaaggatg
aaagctggtg
aacaacttct
atagatgaga
tctggggagg
aacacaagtg
ggacaaaata

atgaggaaat

gcctectoget
cacttgggaa
gaaaaggaac
gtectgageo
ccattgagga
cccgocaggt
agcaacttge
gcggaaatee
taggtggeta
gacttggaaa
gatccgaaaa
gctggactca
ttcttaatga
aaagactcct
ataaagaagt
ttggtgattt
agaagattgg
cacaattgga
ctgecaggtgg
ttggttcaat
acaatgttgt
ttgatgacct
agagtgcact
catcacttat
cttctattgt
gaccgggeaa
gttggeccata
tcgatttaaa
tcagactate

tagattcate

190

cgggagatct
gttggaactg
ttetgetget
cotcatgeaa
atttecagtc
cctgtggaaa
tgeattggeco
tgtgeceate
tgaaggagga
gcectgggctg
cotgtactte
atctctaagg
tgcaaagctc
acgtaagtcc
tgatagactyg
gggcaaagat
agatagggaa
aaaaagagca
gagttgtcagg
gccagctett
gcaggcacta
ggaaaaacta
caacatatct
agatggtgge
caaggccgea
tagaaaccct
tattggatca
tgcaagacct
aaatctttet

agacacaatc

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

500

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800
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<223> Secuencia de aminoacidos de proteina de fusion [SNAPlike-proTEV1-GUA.N-proTEV2-Histag]

tggatggaca ttgaaggccce gccaactgat

tcaggaaact atgtacactg tttcagaaaa

agtaggcact cacacggcecat actattaaag

agttacgtca ttggcttatt geccacagggt

atcaaaaage tattcgacat acatggaagg

actggggaac agtccagaat ttttgaacag

agagcacaca atggtgtcat tgttcctaag

gagccacact gtgctettet cgattgeate

cccgacacca ttcccattca actgctacca

tttgtgatec cgggagagaa totatatttt

caccatcact aatgaccggt gcggecgcaa

<210> 121

<211> 785

<212> PRT

<213> artificial

<220>

<400> 121

Arg Ser Asp Lys Asp Cys Glu Met

1 5

Leu Gly Lys Leu Glu Leu Ser Gly

20

Lys Leu Leu Gly Lys Gly Thr Ser
35 40

Ala Pro Ala Ala Val Leu Gly Gly

50 55

Ala Trp Leu Asn Ala Tyr Phe His

€5 70

Pro Val Pro Ala Leu His His Pro

85
Arg Gln Val Leu Trp Lys Leu Leu
100
Ile Ser Tyr Gln Gln Leu Ala Ala

ES 2 648 899 T3

cctgtggagt
cctcatgatg
gaccttgaag
tcagttatca
aaagatttaa
gaagtttggg
aagaaaaaca
atgtttecagt
aacacattag
caagggoceg

gott

Lys Arg Thr

10

Cys Glu Gln

25

Ala Ala Asp

Prc Glu Pro

Gln Glu

75

Pro

val Phe

30

Gln

Lys Val Val

105

Leu Ala Gly

tggcagtttt
agaaaggttt
atgctceaace
ctgttcaagg
aacttgttga
aaaaatttgg
aggaggctaa
ctgttettga
tgttccaage

geggaggtag

Thr Leu

Gly His

30

Leu

Ala Vval

45

Leu Met

60

Ala Ile

Gln Glu

Lys Phe

110

Asn Pro

191

Asp

Glu

Gln

Glu

Ser

Gly

Ala

ccaaccttct
taaaaatgga
tggtotattyg
ggcagatgac
tgtcagactg
ccacctetge
ctocacgaag
tggtcatett
caagagcgca

tcaccatcat

S8er Pro

15

Glu Ile

Val Pro

Ala Thr

Glu Phe

80

Phe
95

Thr

Glu

val

Ala Thr

1860

1920

1980

2040

2100

2160

22290

2280

2340

2400

2434



Ala

Pro

145

Gly

Leu

Leu

Ser

Leu

225

Lys

Arg

Arg

Gln

Met

305

Arg

Gln

Gln

Ala

130

Cys

Gly

Gly

Gly

Lys

210

Gly

Leu

Leu

Asp

Asn

290

Asp

Glu

Leu

Arg

115

Val

His

Leu

Lys

Gly

195

Glu

Met

Ile

Leu

Len

275

Asn

Leu

Ser

Glu

Gly
355

Lys

Arg

Ala

Pro

180

Gly

Ile

Phe

Ala

Arg

260

Asn

Thr

Ala

Asn

Lys

340

Ala

Thr

Val

val

165

Gly

Ser

Pro

Thr

Asp

245

Lys

Lys

val

Ser

Ser

325

Arg

Ala

Ala

Val

150

Lys

Leu

Glu

Ser

Glu

230

Ser

Ser

Glu

Leu

Asp

310

Bro

Ala

Gly

Leu

135

Ser

Glu

Gly

Asn

Phe

215

Pro

Leu

Lys

val

Lys

295

Leu

Arg

Gly

Gly

120

Ser

Ser

Trp

Pro

Leu

200

Arg

Thr

Asp

Arg

Asp

280

val

Glu

Met

Ile

Val
360

ES 2 648 899 T3

Gly

Ser

Leu

Ala

185

Tyr

Trp

Lys

Phe

Gly

265

Arg

Gly

Lys

Tyr

Leu

345

Val

Asn

Gly

Leu

170

Gly

Fhe

Thr

Ser

Thr

250

Asp

Leu

Asp

Leu

Met

330

Arg

Arg

Pro Val
149

Ala Val
155

Ala His

Ile Gly

Gln Ser

Gln Ser

220

Ser Vval

235

Gln Val

Thr Asp

Met Ser

Leu Gly

300

Lys Lys

315

Gly Asn

Thr Leu

Leu Trp

192

125

Fro

Gly

Glu

Ala

Asp

205

Leu

Leu

Ser

Leu

Met

285

Lys

Lys

Leu

Gly

Asp
365

Ile

Gly

Gly

Pro

190

Ile

Arg

Asn

Gln

Asp

270

Lys

Asp

Ile

Thr

FPhe

350

Val

Leu

Tyr

His

175

Gly

Ala

Arg

Asp

Vval

255

Lys

Ser

Glu

Gly

Gln

335

Gln

Ser

Ile

Glu

160

Arg

Ser

His

Glu

Ala

240

Gln

Len

val

Leu

Asp

320

Ser

Gln

Asp



Pro

Ala

385

Ala

Asp

Thr

Ser

Leu

4165

Ala

Pro

Ser

Arg

Gly

545

Leu

Asp

Pro

Cys

Ser

370

Cys

Leu

Asp

Lys

Ala

450

Glu

Ala

Gly

Gly

Ser

530

Pro

Ser

Ser

val

Phe
610

Lys

Met

Thr

Leu

Asp

435

Ala

Thr

Leu

Asn

Glu
515

Trp

Arg

Glu

Ser

Glu

595

Arg

Leu

Thr

Ser

Glu

420

Glu

vVal

Tle

Asn

Arg

500

Gly

Asp

Ala

Met

Asp

580

Leu

Lys

Asn

val

Leu

405

Lys

Ser

Lys

Lys

Val

485

Aszn

Trp

Asn

Pro

Gln

565

Thr

Ala

Pro

Asn

Gln

390

Gly

Leu

Ala

Ala

Val

470

Lys

Pro

Pro

Thr

Glu

550

Glu

Ile

val

His

Gln

375

Gly

Leu

Thr

Leu

Gly

455

Thr

Arg

Tyr

Tyr

Ser

535

Lys

Ala

Trp

Phe

Asp
615

Phe

Gly

Leu

Leu

Asn

440

Ala

Pro

Arg

Glu

Ile

520

val

Asn

Ile

Met

Gln

600

Glu

Gly

Glu

Tyr

Glu

425

Ile

Ser

Asn

Glu

Asn

505

Gly

Asp

Gly

val

Asp

585

Pro

Lys

ES 2 648 899 T3

Ser

Thr

Thr

410

His

Ser

Leu

Asn

Gly

490

Leu

Ser

Leu

Gln

Lys

570

Ile

Ser

Gly

Met

Met

395

Val

Asp

Gly

Ile

Phe

475

Met

Leu

Arg

Asn

Asn

555

Glu

Glu

Ser

Phe

Pro

380

Asn

Lys

Cys

Tyr

Asp

460

Ser

Phe

Tyxr

Ser

Ala

540

Ile

Ala

Gly

Gly

Lys
620

193

Ala

Asn

Tyxr

Leu

Asn

445

Gly

Ser

Ile

Lys

Gln

525

Arg

Arg

Met

Pro

Asn

605

Asn

Leu

Val

Pro

Gln

430

Phe

Gly

Ile

Asp

Leu

510

Ile

Pro

Leu

Arg

Pro

530

Tyr

Gly

Thr

Val

Asn

415

Ile

Ser

Asn

Val

Glu

4595

Cys

Leu

Val

Ser

Lys

575

Thr

val

Ser

Ile

Gln

400

Leu

Ile

Leu

Met

Lys

480

Arg

Leu

Gly

Thr

Asn

560

Leu

Asp

His

Arg



ES 2 648 899 T3

His Ser His Gly Ile Leu Leu Lys Asp Leu Glu Asp Ala Gln Pro Gly
625 630 635 640

Leu Leu Ser Tyr Val Ile Gly Leu Leu Pro Gln Gly Ser Val Ile Thr
645 650 655

Val Gln Gly Ala Asp Asp Ile Lys Lys Leu Phe Asp Ile His Gly Arg
660 665 670

Lys Asp Leu Lys Leu Val Asp Val Arg Leu Thr Gly Glu Gln Ser Arg
675 680 685

Ile Phe Glu Gln Glu Vval Trp Glu Lys Phe Gly His Leu Cys Arg Ala
630 695 700

His Asn Gly Val Ile Val Pro Lys Lys Ly# Asn Lys Glu Ala Asn Ser
705 710 715 720

Thr Lys Glu Pro His Cys Ala Leu Leu Asp Cys Ile Met Phe Gln Ser
725 730 735

Val leu Asp Gly His Leu Pro Asp Thr Ile Pro Ile Gln lLeu Leu Prc
740 745 750

Asn Thr Leu Val Phe Gln Ala Lys Ser Ala Phe Val Ile Pro Gly Glu
755 760 765

Asn Leu Tyr Phe Gln Gly Pro Gly Gly Gly Ser His His His His His
770 775 780

Hisg
785

<210> 122
<211> 2440
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia de ADN que codifica ssBiP-SNAPIlike-proTEV1-nucleoproteina N del virus de Sabia-proTEV2-
Histag para la expresion en células S2

<400> 122

atgaagttat gcatattact ggccgtegtg geoctttgttg gectctcocget cgggagatct 60
gacaaagact gcgaaatgaa aagaactaca ttggattcac cacttgggaa gttggaactg 120
agtggatgcg agcaaggatt gcatgaaatt aagctactgg gaaaaggaac ttctgctgct 180
gatgcagttg aagttccage accageaget gttettggag gtectgageoe ccteatgeaa 240

194



gccacagect
ceegeecktte
ttgctgaagg
ggtaacceeg
ctgatcecett
ctggcagtta
ggtcctgetg
cagagcgata
agagggctca
atacttgatg
aaaaggaatg
atgagcatga
gaactgatgg
agatcagcct
tctgatcttt
aggatttggg
ctgacaatcg
ctaacatctt
cttacagcag
tcaggatata
ggtaacatge
accctatcca
ccttatgaaa
tocagatcooe
ccocaacaag
actgagttgce
acatggattg
gacacaggta
ggtagcaggc
ctcagetatg
gatataagge
ttggcatctyg
tgtaagaaac
tcctcagage
caaccaccte
gcagcattca

catcatcacc

<210> 123

ggcttaacge
accatcetgt
tggtcaagtt
cagctacage
gtcacagagt
aggagtgget
gtataggcgce
tecagecaacte
gtgagttcac
gtcttgattt
atggtgatet
agagttccca
atcttgeate
caggaggtgt
taaggaaact
acgtagctga
cttgtatgac
tgggacttct
aacatgactg
actatagtet
tggaaaccat
taaagaaaaa
accttctgta
agatcaaggg
ggccgagaac
aagagtcagt
acattgaggg
attatatcet
attcacatgy
ttataggget
gettagtaga
aacaggcgag
acaatggagt
cacactgtge
aaaccaaact
ccatceeggyg

atcactaatg

atatttccac
gtttcagcag
tggtgaagtg
tgecegtgaaa
cgtttcatct
getggcteat
gccagggtec
aaaggaaatc
aacacccgtg
caatcaagtc
tgataaactg
aagagacaca
agacctggag
gtacctggga
tggttttcaa
tccgaacagg
taaacaaagt
ttatacagtt
tcttcaaata
ttetgeaget
aaggatcact
ggaaggcatg
caaaatctgc
taggtecatgg
accagaaaag
tgtgagagag
taccagtaat
ctgttatagg
gatgttgcta
cattoctcaa
tacacacggt

aaagtttgag

tattgtgcca
cctacttgat
ggaaggttta
agagaatcta

accggtgcgy

ES 2 648 899 T3

cagccetgagg
gagagettca
atttcatatc
actgetctea
tccocggagetg
gaaggtcata
ctaggtggeg
cccagettea
aagaccgatg
tctettgtte
agagacctaa
atcttaaaac
aaactgaaaa
aaccttteoee
cagcagcaag
ctgaataatc
gacaatacca
aagttcccca
gtgactaaag
gttaaagetg
cctgacaact
tttgtagatg
ctttcaggag
gaaaacacca
gecaggtcaga
gcaatgggta
gateoggttyg
aaaccacatg
aaggacctag
aacatggtcc
cgecaaagact

gagccaatct

tgtetaatgt ttecagtcage

ccattgagga
cecgecaggt
agcaacttge
gcggaaatee
taggtggcta
gacttggaaa
gatccgaaaa
gatggactca
ttctgaggga
aaagaatcct
ataaagaagt
ttggtgatct
gaaaagttgg
aatcacagct
tgaggtctce
aatttggatc
tgggggatgt
acctgattga
atgagagegg
gtgcaacget
tttctcagat
agaaacctgg
aaggttggee
ctgttgattt
acattagact
agattgacce
aattagcatt
atgagaaggyg
aatctgcaca
tcaccaceca
taaagattgt

ggtcagattt

aagaaaaaga aagacaaaga

ttgectgatg cattgetett
tattttcaag ggcceggegg

ccgcaagett

195

atttecagte
cctgtggaaa
tgcattggee
tgtgececate
tgaaggagga
gcectgggetg
cctgtactte
atccctgaga
tgccaaaatg
tagaaagtct
ggacaacctg
caacaaatct
acaaacagaa
caccaaaagyg
aggggttgta
tgtcecectgea
tgttcaggeoa
cctagaaaaa
cttgaacatc
tetggatggt
cataaagaca
aaatagaaac
ttacattgge
aagcacaaaqg
ctoccacttyg
aactctgaca
gtaccaacca
gttcaaaaat
geccaggetty
aggttcagat
cgacattaaa

tggtcaccte

catcccacag
catagcaggc
cacactggag

aggtagtcac

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

%00

%60

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1820

1880

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2440



ES 2 648 899 T3

<211> 787
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia de aminoacidos de proteina de fusion [SNAPIlike-proTEV1-SAB.N-proTEV2-Histag]

<400> 123

Arg Ser Asp Lys Asp Cys Glu Met Lys Arg Thr Thr Leu Asp Ser Pro
1 5 10 15

Leu Gly Lys Leu Glu Leu Ser Gly Cys Glu Gln Gly Leu His Glu Tle

Lys L.eu Leu Gly Lys Gly Thr Ser Ala Ala Asp Ala Val Glu Val Pro
35 40 45

Ala Pro Ala Ala Val Leu Gly Gly Pro Glu Pro Leu Met Gln Ala Thr
50 55 60

Ala Trp Leu Asn Ala Tyr Phe His Gln Pro Glu Ala Ile Glu Glu Phe
65 70 75 80

Pro Val Pro Ala Leu His His Pro Val Phe Gln Gln Glu Ser Phe Thr
85 90 95

Arg Gln Val Leu Trp Lys Leu Leu Lys Val Val Lys Phe Gly Glu Val
100 105 110

Ile Ser Tyr Gln Gln Leu Ala Ala Leu Ala Gly Asn Pro Ala Ala Thr
115 120 125

Ala Ala Val Lys Thr Ala Leu Ser Gly Asn Pro Val Pro Ile Leu Ile
130 135 140

Pro Cys His Arg Val Val Ser Ser Ser Gly Ala Val Gly Gly Tyr Glu
145 150 155 160

196



Gly

Leu

Leu

Ser

Leu

225

Lys

Arg

Arg

Gln

Met

305

Thr

Ser

Gln

Asp

Ile

385

Gln

Gly

Gly

Gly

Lys

210

Ser

Met

Tle

Asp

Arg

290

Asp

Glu

Gln

Gln

Pro

370

Ala

Ala

Leu

Lys

Gly

195

Glu

Glu

Ile

Leu

Leu

275

Asp

Leu

Arg

Len

Gln

355

Asn

Cys

Leu

Ala

Pro

180

Gly

Ile

Fhe

Leu

Arg

260

Asn

Thr

aAla

Ser

Thr

340

val

Arg

Met

Thr

val

165

Gly

Ser

Pro

Thr

Asp

245

Lys

Lys

Ile

Ser

Ala

325

Lys

Arg

Leu

Thr

Ser
405

Lys

Leu

Glu

Ser

Thr

230

Gly

Ser

Glu

Leu

Asp

310

Ser

Arg

Ser

Asn

Lys

3%0

Leu

Glu

Gly

Asn

Phe

215

Pro

Leu

Lys

Val

Lys

295

Leu

Gly

Ser

Pro

Asn

375

Gln

Gly

Trp

Pro

Leu

200

Arg

val

Asp

Arg

Asp

280

Leu

Glu

Gly

Asp

Gly

360

Gln

Ser

Leu

Leu

Ala

185

Tyr

Trp

Lys

Phe

Asn

265

Asn

Gly

Lys

Val

Leu

345

val

Phe

Asp

Leu

ES 2 648 899 T3

Leu

170

Gly

Phe

Thr

Thr

Asn

250

Asp

Leu

Asp

Leu

Tyr

330

Leu

val

Gly

Asn

Tyr
410

Ala

Ile

Gln

Gln

Asp

235

Gln

Gly

Met

Leu

Lys

315

Leu

Arg

Arg

Ser

Thr

395

Thr

His

Gly

Ser

Ser

220

val

Val

Asp

Ser

Asn

300

Arg

Gly

Lys

Tle

Vval

380

Met

val

197

Glu

Ala

Asp

205

Leu

Leu

Ser

Leu

Met

285

Lys

Lys

Asn

Leu

Trp

365

Pro

Gly

Lys

Gly

Pro

130

Ile

Arg

Arg

Leu

Asp

270

Lys

Ser

val

Leu

Gly

350

Asp

Ala

Asp

Phe

His

175

Gly

Ser

Arg

Asp

Val

255

Lys

Ser

Glu

Gly

Ser

335

Phe

val

Leu

val

Pro
415

Arg

Ser

Asn

Gly

Ala

240

Gln

Leu

Ser

Leu

Gln

320

Gln

Gln

Ala

Thr

val

400

Asn



Leu

Val

Leu

Met

465

Lys

Lys

Leu

Gly

Gln

545

His

Ile

Asp

Leu

Arg

625

Gly

Thr

Ile

Thr

Ser

450

Leu

Thr

Pre

Ser

Arg

530

Gly

Leu

Asp

Pro

Cys

610

His

Leu

Thr

Asp

Lys

435

Ala

Glu

Thr

Gly

Gly

515

Ser

Pro

Thr

Pro

Val

595

Tyr

Ser

Leu

Gln

Leu

420

Asp

Ala

Thr

Leu

Asn

500

Glu

Trp

Arg

Glu

Thr

580

Glu

Arg

His

Ser

Gly
660

Glu

Glu

Val

Ile

Ser

485

Arg

Gly

Glu

Thr

Leu

565

Leu

Leu

Lys

Gly

Tyr

645

Ser

Lys

Ser

Lys

Arg

470

Ile

Asn

Trp

Asgn

Pro

550

Gln

Thr

Ala

Pro

Met

630

val

Asp

Leu

Gly

Ala

455

Ile

Lys

Pro

Pro

Thr

535

Glu

Glu

Thr

Leu

His

615

Leu

Ile

Asp

Thr

Leu

440

Gly

Thr

Lys

Tyr

Tyr

520

Thr

Lys

Ser

Trp

Tyr

600

Asp

Leu

Gly

Ile

Ala

425

Asn

Ala

Pro

Lys

Glu

505

Ile

Val

Ala

val

Ile

585

Gln

Glu

Lys

Leu

Arg
665

ES 2 648 899 T3

Glu

Ile

Thr

Asp

Glu

490

Asn

Gly

Asp

Gly

val

570

Asp

Pro

Lys

Asp

Leu

650

Arg

His

Ser

Leu

Asn

475

Gly

Leu

Ser

Leu

Gln

555

Arg

Ile

Asp

Gly

Leu

635

Pro

Leu

Asp

Gly

Leu

460

Phe

Met

Leu

Ser

540

Asn

Glu

Glu

Thr

Phe

620

Glu

Gln

val

198

Cys

Tyr

445

Asp

Ser

Fhe

Tyr

Ser

525

Thr

Ile

Ala

Gly

Gly

605

Lys

Ser

Asn

Asp

Leu

430

Asn

Gly

Gln

val

Lys

510

Gln

Lys

Arg

Met

Thr

590

Asn

Asn

Ala

Met

Thr
670

Gln

Tyr

Gly

Ile

Asp

4895

Ile

Ile

Pro

Leu

Gly

575

Ser

Tyr

Gly

Gln

val

655

His

Ile

Ser

Asn

Ile

480

Glu

Cys

Lys

Gln

Ser

560

Lys

Asn

Ile

Ser

Pro

640

Leu

Gly



10

15

Lys

Asp

Leu Lys

675

Lys
690

Lys His

705

Pro Gln

Gln

Ser

Leu Pro

Phe

Asn

Ser

Ala

Asp

Glu Glu

Gly Val

Ile

Pro

Ile

Val Asp

680

Ile
€95

Trp

Val Pro

710

Glu
725

Ser

Ile
740

Ala

Ala Leu

755

Glu
770

Gly

His His

785

<210> 124
<211> 992
<212> ADN

<213> artificial

<220>

Asn

His

Leu Tyr

<223> Secuencia de ADN
expresion en células S2

<400> 124
atgaaactat
aaagactgcg
ggatgegage
geagttgaag
acagcctggce
gceccttcace
ctgaaggtgg
aaccccgeag
atcecettgte

gcagttaagg

gtattctact
aaatgaaaag
aaggattgca
ttocageoace
ttaacgcata
atcctgtgtt
tcaagtttgg
ctacagectge
acagagtegt

agtggctget

Pro

Gly

Leu

Phe

His Cys

Gln Pro

Fhe Thr

760

Gln
775

Gly

que codifica

tgcagttgtt
aactacattg
tgaaattaag
agcagetght
tttccaccag
tcagcaggag
tgaagtgatt
cgtgaaaact
ttecatettee

ggctecatgaa

ES 2 648 899 T3

Ile Lys Leu

Ser Asp Phe

Lys Lys Lys

715

Ala Leu Leu

730

Pro Gln Thr

745

Leu Glu Ala

Pro Gly Gly

BiPlike-SNAPIlike- proteina

gegttcgtag
gattcaccac
ctactgggaa
cttggaggte
cctgaggcca
agcttcacce
tcatatcage
gctetecageg
ggagctgtag

ggtcatagac

Ala Ser

€85

Gly His

700

Lys Asp

Asp

Cys

Lys Leu

Glu

Leu

Lys

Leu

Glu

Gln Ala

Cys

Lys

Ile
720

Asp

Met Phe

735

Gly Leu

750

Ala Phe

765

Gly Ser

780

gattgtcctt
ttgggaagtt
aaggaactte
ctgagecceot
ttgaggaatt
gccaggtecot
aacttgetge
gaaatcctgt
gtggetatga

ttggaaagec

199

Thr

His

Ile Pro

His His

EDIII del virus de Omsk -Histag para la

aagatctgac
ggaactgagt
tgetgetgat
catgcaagee
tccagtccece
gtggaaattg
attggoeggt
gcccatectg
aggaggactg

tgggctgggt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600



10

cctgetggta
acctatacaa
cacgacacag
agggctgtgyg
acaatcgaaa
atctatgttg

ggccatcace

<210> 125
<211> 310
<212> PRT

taggcgcgece
tgtgcgacaa
ttgtcatgga
cacatggttc
acaatggagg
gggaactaaa

atcaccatca

aggaggtggce
ggcaaagtte
agtcgettte
cccagatgtg
tggeotttata
acaccagtgg

ctgatgaccg

<213> artificial

<220>

<223> Secuencia de aminoacidos de proteina de fusion [SNAPIlike-OMSK.EDIII-Histag]

<400> 125

Arg

1

Leu

Lys

Ala

Ala

65

Pro

Arg

Ile

Ala

Ser

Gly

Leu

Pro

50

Trp

Val

Gln

Ser

Ala
130

Asp

Lys

Leu

Ala

Leu

Pro

Val

Tyr

115

Val

Lys

Leu

20

Gly

Ala

Asn

Ala

Leu

100

Gln

Lys

Asp

Glu

Lys

val

Ala

Leu

85

Trp

Gln

Thr

Cys

Leu

Gly

Leu

Tyr

70

His

Lys

Leu

Ala

Glu

Sex

Thr

Gly

55

Phe

His

Leu

Ala

Leu
135

Met

Gly

Ser

40

Gly

His

Pro

Leu

Ala

120

Ser

ES 2 648 899 T3

gggctggaaa
acgtggaaaa
tetggaacaa
gatgtggcca
gagatgcagce
ttccagaagg

gt

Lys Arg Thr

10

Cys Glu Gln

25

Ala Ala Asp

Pro Glu Pro

Gln Glu

75

Pro

Val Phe

90

Gln

Lys Val Val

105

Leu Ala Gly

Gly Asn Pro

aactcaagat
gagctccocac
agccttgeag
tgctcataac
tcccoccagg

ggagtagecat

Thr Leu

His
30

Gly Leu

Ala val

45

Leu Met

60

Ala Ile

Gln Glu

Lys Phe

110

Pro
125

Asn

Val
140

EFro Ile

200

Asp

Glu

Gln

Glu

Ser

Gly

Ala

gaagggtctt

agacagtggg

aataccecgtce
gccaaatcca
agacaacatc

tggcggaggt

S8er Pro

15

Glu Ile

val Pro

Ala Thr

Glu Phe

80

Phe
95

Thr

Glu

val

Thr

Ala

Leu Ile

660

720

780

840

200

360

992



10

15

Pro
145

Cys
Gly Gly
Leu

Gly

Gly Gly

His

Leu

Lys

Leu

Arg Val

val

Ser Ser

150

Ala val

165

Pro
180

Gly

Glu Lys

185

Asp Lys

210

Asp Thr

225

Ile Pro

Met

Leu

Ile Glu

aAla

Val

Val

Ile

Met

Lys Phe

Val Met

Lys

Leu

Leu

Thr

Glu

Glu Trp

Pro

Gly

Met
200

Lys

Trp
215

Lys

Val Ala

230

Ala
245

Arg

Thr
260

Pro

Gln Leu

275

Leu Lys

290

His His

305

<210> 126
<211> 992
<212> ADN

His

His

Gln Trp

His His

Val

Asn

Pro

Phe

Ala His

Pro Thr

Pro Gly

280

Gln
295

Lys

His

310

<213> artificial

<220>

<223> Secuencia de ADN que codifica BiPlike-SNAPIlike- proteina EDIII del virus de la enfermedad del bosque

ES 2 648 899 T3

Ala
155

Ser Gly

Leu Ala

170

Leu

Ala
185

Gly Ile

Lys Gly Leu

Arg Ala Pro

Phe Ser Gly

235

Ser Pro

250

Gly

Ile
265

Glu Asn

Asp Asn Ile

Gly Ser Ser

de Kyasanur -Histag para la expresion en células S2

<400> 126

atgaaactat
aaagactgcg
ggatgcgagc
gcagttgaag

acagcctggce

gtattctact
aaatgaaaag
aaggattgca
ttccageace

ttaacgcata

tgcagttgtt
aactacattg
tgaaattaag
agcagctgtt

tttecaccag

gogttegtag
gattcaccac
ctactgggaa
cttggaggte

cctgaggeca

val Gly

His Glu

Gly Ala

190

Thr Tyr

205

Thr
220

Asp

Thr Lys

Asp Val

Asn Gly

270

Ile Tyr Val

285

Ile
300

Gly

gattgtcectt
ttgggaagtt
aaggaacttc
ctgagccect

ttgaggaatt

201

Gly

Gly

Pro

Thr

Ser

Pro

Asp

Gly

Gly

Glu
160

Tyr

His
175

Arg

Gly Gly

Met Cys

Gly His

Cys Arg

240

Vval
255

Ala

Gly Phe

Gly Glu

Gly Gly

aagatctgac
ggaactgagt
tgectgcetgat
catgcaagee

tccagteccce

60

120

180

240

300



10

gcecttcace
ctgaaggtgg
aaccccgeag
atccettgte
goagttaagyg
cctgcetggta
acatacacgg
catgataccg
agagcegtgg
tocatggaaa
atctatgttg

ggccatcace

<210> 127
<211> 310
<212> PRT
<213> artificial

<220>

<223> Secuencia de aminoacidos de proteina de fusion [SNAPIlike-KYA.EDIII-Histag]

<400> 127

Arg Ser Asp

1

Leu Gly Lys

Lys Leu

35

Ala Pro

50

Ala
65

Trp

Pro Val

Arg Gln Val

Leu

Ala

Leu

Pro

atcctgtgtt
tcaagtttgg
ctacagctge
acagagtegt
agtggetget
taggcgocgece
tttgtgaggg
tagtcatgga
cccatggaga
caactggagyg
gtgagctgag

atcaccatca

Lys Asp

Leu Glu

20

Gly Lys

Ala Val

Asn Ala

4Ala Leu

85

Leu
100

Trp

Cys

Leu

Gly

Leu

Tyr

T0

His

Lys

tcagcaggag
tgaagtgatt
cgtgaaaact
ttcatcttece
ggcteatgaa
aggaggtggce
atcaaaattt
ggtgacttac
acccaatgtt
agggttegtt
ccaccagtgg

ctgatgaccg

Glu Met

Ser Gly

Thr Ser

40

Gly
55

Gly
Phe His
Pro

His

Leu Leu

ES 2 648 899 T3

agcttcaccc
tcatatcage
gctctecageg
ggagctgtag
ggtcatagac
gggcttgaaa
gcttggaaaa
accgggageca
aacgtggcaa
gagotacage
tttcagaagyg

gt

Lys Arg Thr

10

Cys Glu Gln

25

Ala Ala Asp

Pro Glu Pro

Gln Glu

75

Pro

Val Phe Gln

Lys Val val

105

gccaggtect
aacttgetge
gaaatcctgt
gtggetatga
ttggaaagec
aacttaagat
ggccgecaac
agccatgeag
gtctaataac
taccaccagg

gcagcacaat

Thr Leu

Gly Leu

30

Ala val

45

Leu Met

60

Ala Ile

Gln

Glu

Lys Phe

202

Asp

His

Glu

Gln

Glu

Ser

Gly
110

gtggaaattg
attggeceggt
gcccatectg
aggaggactg
tgggctagggt
gaaagggatg
cgacagtgga
aataccagtg
cccaaaccca
agacaacatc

tggcggaggt

S8er Pro

15

Glu Ile

val Pro

Ala Thr

Glu Phe

Phe Thr

95

Glu val

360

420

480

540

600

660

720

780

840

800

960

992



ES 2 648 899 T3

Ile Ser Tyr Gln Gln Leu Ala Ala Leu Ala Gly Asn Pro Ala Ala Thr
115 120 125

Ala Ala Val Lys Thr Ala Leu Ser Gly Asn Pro Val Pro Ile Leu Ile
130 135 140

Preo Cys His Arg Val Val Ser Ser Ser Gly Ala Val Gly Gly Tyr Glu
145 150 155 160

Gly Gly Leu Ala Val Lys Glu Trp Leu Leu Ala His Glu Gly His Arg
165 170 175

Leu Gly Lys Pro Gly Leu Gly Pro Ala Gly Ile Gly Ala Pro Gly Gly
180 185 190

Gly Gly Leu Glu Lys Leu Lys Met Lys Gly Met Thr Tyr Thr Val Cys
195 200 205

Glu Gly Ser Lys Phe Ala Trp Lys Arg Pro Pro Thr Asp Ser Gly His
210 215 220

Asp Thr Val Val Met Glu Val Thr Tyr Thr Gly Ser Lys Pro Cys Arg
225 230 235 240

Ile Pro Val Arg Ala Val Ala His Gly Glu Pro Asn Val Asn Val Ala
245 250 255

Ser Leu Ile Thr Pro Asn Pro Ser Met Glu Thr Thr Gly Gly Gly Phe
260 265 270

Val Glu Leu Gln Leu Pro Pro Gly Asp Asn Ile Ile Tyr Val Gly Glu
275 280 285

Leu Ser His Gln Trp Phe Gln Lys Gly Ser Thr Ile Gly Gly Gly Gly
290 295 300

His His His His His His
305 310

<210> 128
<211> 992
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia de ADN que codifica BiPlike-SNAPIlike- proteina EDIII del virus de Alkhumra-Histag para la
expresion en células S2

<400> 128

203



10

atgaaactat
aaagactgcyg
ggatgecgage
gcagttgaag
acagcctggce
gecctteace
ctgaaggtgy

aacccegeag

gcagttaagg
cctgctggta
acatacacgg
catgacactg
agagcegtgg
tccatggaga
atctatgttg

ggccatcace

<210> 129
<211> 310
<212> PRT

<213> artificial

<220>

<223> Secuencia de aminoacidos de proteina de fusion [SNAPIlike-ALK.EDIII-Histag]

<400> 129

Arg Ser Asp

1

Leu

Lys
35

Ala
50

Ala
65

Gly Lys

Leu Leu

Pro Ala

Trp Leu

gtattctact
aaatgaaaag
aaggattgea
ttccagcacce
ttaacgcata
atcectgtgtt
tcaagtttgg
ctacagetge
acagagtog

agtggectget
taggcgcgece
tctgtgaggg
tggtcatgga
cccatggaga
caactggagg
gtgagctgag

atcaccatca

Lys Asp

Leu Glu

20

Gly Lys

Ala val

Agn Ala

Cys

Leu

Gly

Leu

Tyr
70

tgcagttgtt
aactacattg
tgaaattaag
agcagctgtt
tttccaccag
tcagecaggag
tgaagtgatt

cgtgaaaact

ggcteatgaa
aggaggtggce
atcaaagttt
agtgacttac
acctaatgte
aggtttcegtt
tcaccagtgg

ctgatgaccg

Glu Met

Ser Gly

Thr Ser

40

Gly
55

Gly

Phe His

ES 2 648 899 T3

gogttcecgtag
gattcaccac
ctactgggaa
cttggaggte
cctgaggcca
agcttcacce
tcatatcage

gctcetoageg

ggtcatagac
gggcttgaaa
gcttggaaga
actgggagca
aatgtagecta
gaactgcagc
tttcagaagg

gt

Lys Arg Thr

10

Cys Glu Gln

25

Ala Ala Asp

Pro Glu Pro

Gln Pro Glu

75

gattgtcctt
ttgggaagtt
aaggaactte
ctgagecect
ttgaggaatt
gccaggtect
aacttgctge

gaaatcctgt

ttggaaagece
aactcaagat
ggccgccaac
agccatgcag
goctgataac
tgccaccagg

gtagtacaat

Thr Leu

Gly Leu

Ala val

45

Leu Met

60

Ala Tle

204

Asp

His

Glu

Gln Ala

Glu

aagatctgac
ggaactgagt
tgectgetgat
catgcaagce
tccagtccce
gtggaaattg
attggccggt

goccatoctg

tgggetgggt
gaaaggaatg
cgacagtggg
aataccagtg
tccaaateca

agacaacatc

aggcggaggt

S8er Pro

15

Glu Ile

val

Pro

Thr

Glu Phe

80

60

120

180

240

300

360

420

480

660

720

780

840

900

960

992



ES 2 648 899 T3

Pro Val Pro Ala Leu His His Pro Val Phe Gln Gln Glu Ser Phe Thr
85 90 85

Arg Gln Val Leu Trp Lys Leu Leu Lys Val Val Lys Phe Gly Glu Vval
100 105 110

Ile Ser Tyr Gln Gln Leu Ala Ala Leu Ala Gly Asn Pro Ala Ala Thr
115 120 125

Ala Ala Val Lys Thr Ala Leu Ser Gly Asn Pro Val Pro Ile Leu Ile
130 135 140

Pro Cys His Arg Val Val Ser Ser Ser Gly Ala Val Gly Gly Tyr Glu
145 150 155 160

Gly Gly Leu Ala Val Lys Glu Trp Leu Leu Ala His Glu Gly His Arg
165 170 175

Leu Gly Lys Pro Gly Leu Gly Pro Ala Gly Ile Gly Ala Pro Gly Gly
180 185 120

Gly Gly Leu Glu Lys Leu Lys Met Lys Gly Met Thr Tyr Thr Val Cys
195 200 205

Glu Gly Ser Lys Phe Ala Trp Lys Arg Pro Pro Thr Asp Ser Gly His
210 215 220

Asp Thr Val Val Met Glu Val Thr Tyr Thr Gly Ser Lys Pro Cys Arg
225 230 235 240

Ile Pro Val Arg Ala Val Ala His Gly Glu Pro Asn Val Asn Val Ala
245 250 255

Ser Leu Ile Thr Pro Asn Pro Ser Met Glu Thr Thr Gly Gly Gly Phe
260 265 270

Val Glu Leu Gln Leu Pro Prc Gly Asp Asn Ile Ile Tyr Val Gly Glu
275 280 285

Leu Ser His Gln Trp Phe Gln Lys Gly Ser Thr Ile Gly Gly Gly Gly
290 295 300

His His His His His His
305 310

<210> 130
<211> 1288
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia de ADN que codifica ssBiP- glicoproteina GP1 del virus de Lassa-SNAPIlike-Histag para la
expresion en células S2

<400> 130

205



10

atgaagttat
accagtctgt
aacatgacca
aatgagacag
aacctgtctg
actttccact
gggggcaaga
cattgtggca
agctacateg
tacctgataa
atecggetace
ctgeggeege
cctotgggea
ggcaaaggaa
ggaccagage
gccatcgagg
acccgccagyg
cagcagcetgg
agcggaaatc
gtggggggct
agactgggca

catcatcatc

<210> 131
<211> 407
<212> PRT

<213> artificial

<220>

<223> Secuencia de aminoacidos de proteina de fusion [LAS.ectoGP1-SNAPIike-Histag]

<400> 131

gcatattact
acaagggggt
tgcctctete
gactggaact
atgcccacaa
tgtccatcce
tcagtgtgca
ctgtggcaaa
ctottgacte
tccagaacac
tegggctcect
acggcggagy
agctggaact
catectgeege
cactgatgca
agttccctgt
tgctgtggaa
ccgeceotgge
ccgtgecceat
acgagggcgy
agoctggget

atcattgatg

ggecgtegtyg
gtacgagctt
ctgcacaaag
gaccttgacce
gaagaacctc
caacttcaac
gtacaacctg
cggtgtgttg
aggcegtgge
aacctgggaa
ctcacaaagg
tagcaaagac
gtetgggtge
cgacgcegtg
ggccacagec
gccagccctg
actgctgaaa
cggcaatcece
tctgatecccee
gctcgecegtg
gggtectgea

acgggccc

ES 2 648 899 T3

goectttgttg
cagactctgg
aacaacagtc
aacacgagca
tacgaccacg
cagtacgagg
agtcacagct
cagactttca
aactgggact
gatcactgee
actagagata
tgegaaatga
gaacagggec
gaagtgcctg
tggetcaacg
caccacccag
gtggtgaagt
gccgecaceg
tgccaccggg
aaagagtggc

ggtataggeg

gcctctoget
aactgaacat
atcattacat
tcatcaatca
ctctgatgag
caatgagctg
acgctgggga
tgaggatgge
gtatcatgac
aattctcocag
tttacatecag
agegeaceac
tgcacgagat
cceccageego
cctactttea
tgttccagca
tcggagagot
ccgecgtgaa
tggtgtctag
tgctggeccca

cgecagggto

206

cgggagatct
ggagacactc
aatggtgggc
caagttctge
cataatctca
cgatttcaat
tgcagccaac
ttggggeggg
tagttaccaa
accatcteoe
tagaagattg
cctggatage
caagctgetg
cgtgetggge
ccagcectgag
ggagagcttt
catcagctac
aaccgccctg
ctctggegee

cgagggccac

cctggageat

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1288



Arg

Leu

Asn

Leu

Ser

65

Ile

Met

Ser

Asn

Ile

145

Tyr

Phe

Thr

Gly

Gly

225

Leu

Ser

Asn

Asn

Thr

50

Asp

Ser

Ser

His

Gly

130

Ala

Gln

Ser

Arg

Ser

210

Lys

Leu

Thr

Met

Ser

35

Leu

Ala

Thr

Cys

Ser

115

Val

Leu

Tyr

Arg

Asp

195

Lys

Leu

Gly

Ser

Glu

20

His

Thr

His

Phe

Asp

100

Tyr

Leu

Asp

Leu

Pro

180

Ile

Asp

Glu

Lys

Leu

Thr

His

Asn

Lys

His

85

Phe

Ala

Gln

Ser

Ile

165

Ser

Tyr

Cys

Leu

Gly

Tyr

Leu

Tyr

Thr

Lys

70

Leu

Asn

Gly

Thr

Gly

150

Ile

Pro

Ile

Glu

Ser

230

Thr

Lys

Asn

Ile

Ser

25

AsSn

Ser

Gly

Asp

Phe

135

Arg

Gln

Ile

Ser

Met

215

Gly

Ser

Gly

Met

Met

40

Ile

Leu

Ile

Gly

Ala

120

Met

Gly

Asn

Gly

Arg

200

Lys

Cys

Ala

ES 2 648 899 T3

val

Thr

25

val

Ile

Tyr

Pro

Lys

105

Ala

Arg

Asn

Thr

Tyxr

185

Arg

Arg

Glu

Ala

Tyr

10

Met

Gly

Asn

Asp

Asn

90

Ile

Asn

Met

Trp

Thr

170

Leu

Leu

Thr

Gln

Asp

Glu

Pro

Asn

Hig

His

75

Phe

Ser

His

Ala

Asp

155

Trp

Gly

Leu

Thr

Gly

235

Ala

Leu

Leu

Glu

Lys

60

Ala

Asn

val

Cys

Trp

140

Cys

Glu

Leu

Arg

Leu

220

Leu

Val

207

Gln

Ser

Thr

45

Phe

Leu

Gln

Gln

Gly

125

Gly

Ile

Asp

Leu

Pro

205

Asp

His

Glu

Thr

Cys

30

Gly

Cys

Met

Tyr

Tyr

110

Thr

Gly

Met

His

Ser

190

His

Ser

Glu

Val

Leu

15

Thr

Leu

Asn

Ser

Glu

95

Asn

Val

Ser

Thr

Cys

175

Gln

Gly

Pro

Ile

Pro

Glu

Lys

Glu

Leu

Ile

80

Ala

Leu

Ala

Tyr

Ser

160

Gln

Arg

Gly

Leu

Lys

240

Ala



ES 2 648 899 T3

245 250 255

Ala Ala Val
260

Pro Leu Gly Gly Glu Pro

265

Leu Met Gln Ala

270

Pro Thr Ala

Leu Asn Ala
275

Phe Gln

280

Glu Ala Ile Glu

285

Trp Tyr His Pro Glu Phe Pro

val Ala Val Phe Gln Gln Glu

300

Pro Ser Phe

295

Pro Leu His His

290

Thr Arg

Gln Val
305

Leu
310

Leu Trp val Val Phe Glu Val Ile

320

Lys Leu Lys 1lys

315

Gly

Ser Tyr Gln Gln Leu Ala Ala Leu Pro Ala

w
s
n

Ala Gly Asn Ala Thr Ala
330 335

Thr
340

Ala val Ala Leu val Ile Leu Pro

350

Agn Pro Pro

345

Lys Ser Gly

His Val Ser Ser Val Glu

360

Cys Arg Val Ser

355

Gly Ala Gly Gly

365

Tyr Gly

Leu Ala Val
370

Gly Glu Leu Ala Glu His Leu

380

Lys Trp Leu His

375

Gly Arg

Gly
385

Pro Leu Ala Ile Leu

400

Lys Gly Gly Pro Pro Ser

390

Gly Gly Ala

395

Gly

Glu His His His

405

His His His

<210> 132
<211> 1264
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia de ADN
expresion en células S2

que codifica ssBiP- Gliproteina GP1 del virus de Junin-SNAPIike-Histag para la

15

<400> 132

atgaagttat gcatattact ggcegtegbtg geoctttgttg gectctcocget cgggagatct 60
gaggaggcett tcaagatcegg cctgeacacce gagttccaga cggtgtcoctt ctegatggtg 120
ggcctecttet ccaacaacce acacgacctg ccotttgttgt gtaccttgaa caagagcecat 180
ctgtacatta aggggggcaa cgattcatte cagatcaget tcecgacgacat cgeggtgttg 240
ttgccacagt acgacgttat catcecagcac ccagcagaca tgagctggtg ctccaagagt 300

208



10

gatgatcaga
gacccaccat
accteocaaga
ttgtatagag
cctaccagtt
agaggcaaga
aaagactgcy

gggtgcgaac

acecgcctgge
gcecctgeace
ctgaaagtgg
aatceccgecg
atcocctgec
gccgtgaaag
cctgeaggta

gcecc

<210> 133
<211> 399
<212> PRT

<213> artificial

<220>

<223> Secuencia de aminoacidos de proteina de fusion [JUN.ectoGP1-SNAPIlike-Histag]

<400> 133

Arg Ser Glu

1

Val Ser Phe

Pro Leu Leu

35

Asn Ala Ser

50

Gln Tyr Asp

tttggttgtc
tcctgtgtag
ctggtgttaa
agtaccctga
ggcctcteca
acattcagcet
aaatgaagcy
agggcctgea
tgoctgeeeo
tcaacgccta
acccagtgtt
tgaagttcgg
ccaccgccge
accgggtggt
agtggctgct

taggegegece

Glu Ala
5

Ser Met
20

Cys Thr

FPhe Gln

Val Ile

Phe

val

Leu

Ile

Ile

tcagtggtte
gaaccgtaca
tgaaaattat
ctcttgeceg
atgtccacte
teccaaggagyg
caccacccty
cgagatcaag
agoogoogty
ctttecaccag
ccagcaggag
agaggtcatc
cgtgaaaacc
gtetagetet
ggcccacgag

agggtcectg

Lys Ile

Gly Leu

Asn Lys

40

Ser Phe

55

Gln His

ES 2 648 899 T3

atgaatgctg
aagacagaaqg
gotaagaagt
aacggcaagc
gaccacgtca
tocecttgaage
gatagcccte
ctgetgggea
cLgggcggac
cectgaggeca
agctttaccc
agctaccagc
gcececctgageg
ggegecgtgg
ggccacagac

gagcatcate

Leu His

10

Gly

Phe
25

Ser Asn

Ser His Leu

Asp Asp Ile

Pro Ala Asp

tgggacatga
gcttcatett
tcaagactgyg
tgtgcttaat
acacattaca
ggccgcacgg
tgggcaagcet

aaggaacatc

O +

cagagccact
tcgaggagtt
gccaggtgcet
agctggcege
gaaatcccgt
ggggctacga
tgggcaagcc

atcatcatca

Thr Glu

Asn Pro

30

Ile
45

Tyr
Ala

val

Met Ser

209

Phe

His

Lys

Leu

Trp

ttggcaccta
ccaagtcaac
catgcaccac
gaaggcacaa
cttcecttaca
cggaggtage
ggaactgtct

tgccgeoogac

ccetgtgeca
gtggaaactg
cctggecgge
gcccattctg
gggegggete

tgggctgggt

ttgatgacgg

Gln
15

Thr
Asp Leu
Gly Gly
Pro

Leu

Cys Ser

360

420

480

540

600

660

720

780

960

1020

1080

1140

1200

1260

1264



65

Lys

Gly

Lys

Asn

Arg

145

Ala

Thr

Ser

Arg

Glu

225

Ala

Glu

Pro

Phe

Val
305

Ser

His

Thr

Glu

130

Glu

Gln

Leu

Leu

Thr

210

Gln

Asp

Pro

Glu

Gln

290

Val

Asp

Asp

Glu

115

Asn

Tyr

Pro

His

Lys

195

Thr

Gly

Ala

Leu

Ala

275

Gln

Lys

Asp

Trp

100

Gly

Tyr

Pro

Thr

Phe

180

Arg

Leu

Leu

val

Met

260

Ile

Glu

Phe

Gln

85

His

Phe

Ala

Asp

Ser

165

Leu

Pro

Asp

His

Glu

245

Gln

Glu

Ser

Gly

70

Ile

Leu

Ile

Lys

Ser
150

Trp

Thr

His

Ser

Glu

230

Val

Ala

Glu

Phe

Glu
310

Trp

Asp

Phe

Lys

135

Cys

Pro

Arg

Gly

Pro

215

Ile

Pro

Thr

Phe

Thr

295

Val

Leu

Pro

Gln

120

Phe

Pro

Leu

Gly

Gly

200

Leu

1lys

Ala

Ala

Pro

280

Arg

Ile

ES 2 648 899 T3

Ser

Pro

105

vVal

Lys

Asn

Gln

Lys

185

Gly

Gly

Leu

Pro

Trp

265

Val

Gln

Ser

Gln

20

Fhe

Asn

Thr

Gly

Cys

170

Asn

Ser

Lys

Leu

Ala

250

Leu

Pro

Val

Tyr

15

Trp Phe

Leu Cys

Thr Ser

Gly Met
149

Lys Leu
155

Pro Leu

Ile Gln

Lys Asp

Leu Glu

220

Gly Lys
235

Ala val

Asn Ala

Ala Leu

Leu Trp

300

Gln Gln
315

210

Met

Arg

Lys

125

His

Cys

Asp

Leu

Cys

205

Leu

Gly

Leu

Tyr

His

285

Lys

Leu

Asn

Asn

110

Thr

His

Leu

His

Pro

190

Glu

Ser

Thr

Gly

Phe

270

His

Leu

ala

Ala

95

Arg

Gly

Leu

Met

Val

175

Arg

Met

Gly

Ser

Gly

255

His

Pro

Leu

Ala

80

Val

Thr

val

Tyr

Lys

160

Asn

Arg

Lys

Cys

Ala

240

Pro

Gln

Val

Lys

Leu
320



10

15

Ala Gly Asn

Asn Pro Val

Gly Ala val

Ala
325

Pro

Pro Ile

340

Gly Gly

355

Leu Ala His

370

Gly Ile Gly

385

<210> 134
<211> 1297
<212> ADN

Glu Gly

Ala Pro

Ala

Leu

Tyr

His

Gly

Thr Ala

Ile Pro

Glu Gly

360

Arg
375

Leu

Ser Leu

390

<213> artificial

<220>

<223> Secuencia de ADN que codifica ssBiP- Gliproteina GP1 del virus de Machupo-SNAPIike-Histag para la

expresion en células S2

<400> 134
atgaagttat
gacggcacat
agacttttgg
tattatatga
atgaaggagt
tctgactecaa
gaccctccaa

atcagcaagg

cagtgtggtg
ttcgaccatg
aggtctttga
ctggatagccec
aagetgetgg
gtgctgggeg
cageectgagg

gagagcttta

gcatattact
tcaagatcgg
ctaacecatte
ggggaggtgt
acgatgtatc
getgggetat
tgctctgtag

ctgatgatge

accccagtte
tgaacaccct
agcggcocgca
ctctgggcaa
geaaaggaac
gaccagagcc
ccatcgagga

cccgocaggt

ggccgtegtg
cctgeacacg
aaacgagcte
gaacacctte
aatctacgag
ccattggtte
aaacaagaca

cagagtgtat

cttegactac
gcatttecctg
cggcggaggt
gctggaactyg
atctgeegee
actgatgcag
gttecectgtyg

gctgtggaaa

ES 2 648 899 T3

Ala val

330

Lys

Cys His

345

Arg

Gly Leu Ala

Gly Lys Pro

Glu His

385

His

goectttgttg
gagttccagt
cegbetotet
ctgatcegtg
ccagaggacce
tcaaacgett
aagaaggagyg
ggaaagaaga
gaagyggaagy
tgtggegtga
gtgagaagta
agcaaagact
tctgggtgcg
gacgecgtgg
gccaccgcect
ccagecctge

ctgctgaaag

Thr Ala

Val val

Leu

Ser

Ser
335

Gly

8er Ser

350

Val Lys

365

Gly Leu

380

His His

gcctctoget
cagtcaccct
gecatgetgaa
tttctgatat
tcggaaactg
tgggacatga
gatctaacat

tcagaaacgg

accatectgte
agacacatct
gcgaaatgaa
aacagggcct
aagtgectge
ggctcaacge
accacccagt

tggtgaagtt

211

Glu

Gly

His

Trp Leu

Pro Ala

His

cgggagatct
caccatgcag
caacagttte
ttcagtcete
tctgaacaag
ctggectgatg
ccaattcaac
tatgaggeat

AAAAAAAAAA

gaccatoaac
caagtgtcag
caacttcgag
gcgcaccace
gcacgagatc
coccageogee
ctactttcac
gttccageag

cggagaggte

60

120

180

240

300

360

420

660

720

780

840

900

960

1020



10

atcagctacc
accgccctga
tctggegecg
gagggecaca

ctggagecatce

<210> 135
<211> 410
<212> PRT
<213> artificial

<220>

<223> Secuencia de aminoacidos de proteina de fusion [MAC.ectoGP1-SNAPIlike-Histag]

<400> 135

Arg Ser Asp

1

Val Thr

Pro Ser

Val Asn

50

Glu Tyr

Asn Lys

Gly His

Lys Lys

115

Ala Arg Val

130

Arg
145

Gly

Leu

Leu

Thr

Asp

Ser

Asp

Glu

Phe

agcagctgge
gcggaaatce
tggggggcta
gactgggcaa

atcatcatca

Gly Thr

Thr
20

Met
Cys Met
Phe Leu
val

Ser

Ser
85

Asp

Trp Leu

100

Gly Ser

Tyr

Gly

His Asp

Phe

Gln

Leu

Ile

Ile

70

Ser

Met

Asn

Lys

Pro

cgeeotgges
cgtgcccatt
cgagggcggg
goctgggety

tcattgatga

Lys Ile

Arg Leu

Asn Asn

Arg Val

55

Tyr Glu

Trp Ala

Asp Pro

Ile Gln

120

Lys Ile

135

Cys Glu

150

ES 2 648 899 T3

ggcaatcceg
ctgatcecct
ctegeegtga
ggtcctgeag

cgggccce

Leu His

10

Gly

Leu Ala Asn

25

Ser Phe Tyr

Ser Asp Ile

Pro Glu Asp

75

Ile His

20

Trp

Prc Met Leu

105

Phe Asn Ile

Arg Asn Gly

Glu Gly Lys

155

ccgeccaccege cgccgtgaaa
gccacegggt ggtgteotage
aagagtgget getggcoecac

gtataggege gecagggtoe

Thr Glu Phe Gln

15

Ser

Asn Glu Leu

30

His Ser

Tyr Met Arg Gly Gly

Ser Val Leu Met

60

Lys

Leu Gly Asn Cys Leu

Phe Ala

95

Ser Asn Leu

Asn Thr

110

Cys Lys

Ser Lys Ala

125

Asp Asp

Met
140

Arg His Leu Phe

Thr
160

Val Cys Tyr Leu

212

1080

1140

1200

1260

1297



ES 2 648 899 T3

Ile Asn Gln Cys Gly Asp Pro Ser Ser Phe Asp Tyr Cys Gly Val Asn
165 170 175

His Leu Ser Lys Cys Gln Phe Asp His Val Asn Thr Leu His Phe Leu
180 185 190

Val Arg Ser Lys Thr His Leu Asn Phe Glu Arg Ser Leu Lys Arg Pro
195 200 205

His Gly Gly Gly Ser Lys Asp Cys Glu Met Lys Arg Thr Thr Leu Asp
210 215 220

Ser Pr¢ Leu Gly Lys Leu Glu Leu Ser Gly Cys Glu Gln Gly Leu His
225 230 235 240

Glu Ile Lys Leu Leu Gly Lys Gly Thr Ser Ala Ala Asp Ala Val Glu
245 250 255

Val Pro Ala Pro Ala Ala Val Leu Gly Gly Pro Glu Pro Leu Met Gln
260 265 270

Ala Thr Ala Trp Leu Asn Ala Tyr Phe His Gln Pro Glu Ala Ile Glu
275 280 285

Glu Phe Prxo Val Pro Ala Leu Eis His Pro Val Phe Gln Gln Glu Ser
290 295 300

Phe Thr Arg Gln Val Leu Trp Lys Leu Leu Lys Val val Lys Phe Gly
305 310 315 320

Glu Val Ile Ser Tyr Gln Gln Leu Ala Ala Leu Ala Gly Asn Prec Ala
325 330 335

Ala Thr Ala Ala Val Lys Thr Ala Leu Ser Gly Asn Pro Val Pro Ile
340 345 350

Leu Ile Pro Cys His Arg Val vVal Ser Ser Ser Gly Ala Val Gly Gly
355 360 365

Tyr Glu Gly Gly Leu Ala Val Lys Glu Trp Leu Leu Ala His Glu Gly
370 375 380

His Arg Leu Gly Lys Pro Gly Leu Gly Pro Ala Gly Ile Gly Ala Pro
385 3%0 395 400

Gly Ser Leu Glu His His His Eis His His
405 410

<210> 136
<211> 1246
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia de ADN que codifica ssBiP- Gliproteina GP1 del virus de Guanarito- SNAPIike-Histag para la
expresion en células S2

<400> 136

213



10

atgaagttat
ttcaaggttg
catgaattge
aacagtaacc
agtcocaacca
attctcgggt
tgtgagccta
catgagaccc
tacatcacca

ggtcaatgct

cgcaccacce
cacgagatca
ccagccgcocg
tacttteoace
ttccageoagyg
ggagaggtca
gccgtgaaaa
gtgtetaget
ctggeeccacy

ccagggtece

<210> 137
<211> 393
<212> PRT

gcatattact
gtcatcatac
attegetgtyg
aggcattgte
tecetegacaa
ggacgatcaa
agaagacgac
atcactacag
acgatagcta

cgaacagtca

tggatagecce
agctgctggg
tgctgggcgg
agectgagge
agagetttac
tcagctacca
ccgeectgag
atggoegacgt
agggccacag

tggagcatca

<213> artificial

<220>

<223> Secuencia de aminoacidos de proteina de fusion [GUA.ectoGP1-SNAPIike-Histag]

<400> 137

ggecgtegty
gaacttcgag
tagggtcaac
ggttgagtac
ctacacgcaa
gggattggga
taacgctgag
gagcaagatt
ctcgaagatg

tgtgaacacg

tctgggecaag
caaaggaaca
accagagcca
categaggag
ccgecaggtg
gcagctggec
cggaaatccc
ggggggctac
actgggcaag

tcatcatcat

ES 2 648 899 T3

goctttgttg
tegttcacgg
aactcactaca
gtggatgtge
tgtatcaagg
catgacttct
ttcacgttce
gaggtaggca
tccgtggtta

ctgagattcec

ctggaactgt
tctgecegeeg
ctgatgcagg
ttecetgtge
ctgtggaaac
gccctggeeg
gtgcccatte
gagggceggge
cetgggetgg

cattgatgac

gccteteget
ttaagctggg
gtetgatceag
accctgtect
gctogecaga
tgagagatcc
aattgaactt
tccgacactt
tgaggaacac

tcgttaagaa

ctgggtgcga
acgccgtgga
ccaccgcctg
cagoecotgoa
tgectgaaagt
gcaatcccge
tgatcccetg
tegeegtgaa
gtectgcagyg

gggcce

214

cgggagatct
aggtgtctte
getetoccat
atgttegtee
gttegattgg
aagaatctgc
gacggatagt
gttegggaac
cacctgggaa

cgcaggttac

acagggcctg
agtgcctgce
gctcaacgcc
ccacccagtg
ggtgaagtte
cgccaccgcco
ccaccgggtg
agagtggetg

tataggegeg

60

120

180

240

300

360

420

480

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1246



Arg

Lys

Asn

Ser

Thr

65

Asp

Arg

Phe

Arg

Thr
145

Trp

val

Gly

Pro

Ile

225

Pro

Ser

Leu

Ser

Val

50

Ile

Trp

Asp

Thr

Ser

130

Asn

Glu

Lys

Gly

Leu

210

Lys

Ala

Phe

Gly

Tyr

35

Glu

Leu

Ile

Pro

Phe

115

Lys

Asp

Gly

Asn

Gly

195

Gly

Leu

Pro

Lys

Gly

20

Ser

Tyr

Asp

Leu

Arg

100

Gln

Ile

Ser

Gln

Ala

180

Ser

Lys

Leu

Ala

Val

val

Leu

vVal

Asn

Gly

85

Ile

Leu

Glu

Tyr

Cys

165

Gly

Lys

Leu

Gly

Ala

Gly

Phe

Ile

Asp

Tyr

70

Trp

Cys

Asn

Val

Ser

150

Ser

Tyr

Agp

Glu

Lys

230

val

His

His

Arg

val

55

Thr

Thr

Cys

Leu

Gly

135

Lys

Asn

Leu

Cys

Leu

215

Gly

Leu

His

Glu

Leu

40

Hisg

Gln

Ile

Glu

Thr

120

Ile

Met

Ser

val

Glu

200

Ser

Thr

Gly

ES 2 648 899 T3

Thr

Leu

25

Ser

Pro

Cys

Lys

PFro

105

Asp

Arg

Ser

His

Gly

185

Met

Gly

Ser

Gly

Asn

10

Pro

His

val

Ile

Gly

90

Lys

Ser

His

val

Val

170

Arg

Lys

Cys

Ala

Pro

Phe

Ser

Asn

Leu

Lys

75

Leu

Lys

Pro

Leu

val

155

Agn

Lys

Arg

Glu

Ala

235

Glu

Glu

Leu

Ser

Cys

60

Gly

Gly

Thr

Glu

Phe

140

Met

Thr

Pro

Thr

Gln

220

Asp

Pro

215

Ser

Cys

Asn

45

Ser

Ser

His

Thr

Thr

125

Gly

Arg

Leu

Leu

Thr

205

Gly

Ala

Leu

Phe

Arg

30

Gln

Ser

Pro

Asp

Asn

110

His

Asn

Asn

Arg

Arg

190

Leu

Leu

val

Met

Thr

15

val

Ala

Ser

Glu

Phe

95

Ala

His

Tyr

Thr

Phe

175

Pro

Agsp

His

Glu

Gln

val

Asn

Leu

Pro

Phe

80

Leu

Glu

Tyr

Ile

Thr

160

Leu

His

Ser

Glu

val

240

Ala



10

15

Thr Ala

Phe Pro

Trp

val

245

Leu Asn

260

Pro Ala

275

Thr Arg

230

vVal
305

Ile
Thr Ala
Ile

Pro

Glu Gly

Gln

Ser

Ala

Cys

Gly

Val Leu

Tyr Gln

Ala

Leu

Tre

Gln

Tyr Phe

His
280

His

Lys Leu

295

Leu Ala

310

Val Lys

325

Hig
340

Leu Ala

355

Leu
370

Arg

Ser Leu

385

<210> 138
<211> 1273
<212> ADN

<213> artificial

<220>

Gly

Glu

Lys Pro

Hig His

Thr

Arg Val

val

Gly

His

Ala Leu

Val

Ser

Glu
360

Lys

Leu
375

Gly

Hig His

390

<223> Secuencia de ADN
expresion en células S2

<400> 138

atgaagttat
ttcagaatcg
gaggaccacc
aacgccactt
gategtcaag
aggatggttg

ccaacacegt

gcatattact
gaaggagcac
ccacatcctg
ggtgtctgga
tectcaacaa
gcttgectgga

tgtgtcagaa

que codifica

ggccgtegtg
agaattgcag
catggtgaac
ggtgteegtg
cotgtegaac
gtggatctte

gcagacttecg

ES 2 648 899 T3

250

His Gln Pro

265

Pro Val Phe

Leu Lys Val

Ala Ala

315

Leu

Ser Gly Asn

330

Ser Ser

345

Gly

Trp Leu Leu

Pro Ala Gly

His

ssBiP- Gliproteina GP1 del virus de Sabia-SNAPIike-Histag para la

goectttgttg
aacatcacgt
cattccacct
actgatgtta
tgtgtgeace
agagccctga

acagtgaacg

Glu Ala

Ile

255

Glu Glu

270

Gln Gln

285

val
300

Lys
Gly Asn
val

Pro

Ala Val

Glu

Phe

Pro

Pro

Gly

Ser Phe

Gly Glu

Ala Ala

320

Ile
335

Leu

Gly Tyr

350

His
365

Ala

Ile
380

Gly

gcctctoget
tcgatatgtt
actacgtcca
ccctgecteat
ctgcagtega
agtacgactt

agacacgtgt

216

Glu

Ala

Gly His

Pro Gly

cgggagatct
gaaggtgtte
tgagaacaag
ggctgaacat
gcacagaage
caaccatgat

gcagatcaac

60

120

180

240

300

360

420



10

atcactgagg
ctgttcggtt
ttgatcagga
ttgatgttgg
ggaggtagca
gaactgtctg
gccgccgacy
atgeaggeca
cotgtgeocag
tggaaactgce
ctggccggea
cccattctga
ggegggeteg
gggctgggte
tgatgacggg

<210> 139
<211> 396
<212> PRT

ggttegggtc
cgagaattgc
actcgacttg
agaacgotgg
aagactgcga
ggtgcgaaca
ccgtggaagt
aegoctgget
cecotgeacea
tgaaagtggt
atccecgeege
tccectgeeca
ccgtgaaaga
ctgcaggtat

ccc

<213> artificial

<220>

<223> Secuencia de aminoacidos de proteina de fusion [SAB.ectoGP1-SNAPIike-Histag]

<400> 139

Arg Ser Thr

1

Glu Asp

His Glu

35

Val Thr

50

Ser Asn

65

Leu Leu

His

Asn

Leu

Cys

Glu

Glu Leu

Pro Thr

20

Lys Asn

Leu Met
val

His

Trp Ile

Gln

Ser

Ala

Ala

Pro

70

Phe

ccacgggtte
attctcgaac
gaagaaccaa
tegetegteo
aatgaagcgce
gggectgeac
gcctgeccea
caacgectac
cecagbgtte
gaagttcogga
caccgccgee
ccgggtggtyg
gtggctgetyg

aggcgegeca

Asn Ile

Cys Met

Thr Trp

40

Glu
55

His
Ala

val

Arg Ala

ES 2 648 899 T3

gaagatacca
atccaggact
tgcgagatga
ggttoegagaa
accaccectgg
gagatcaagc
geccgecgtge
tttcaccage
cagcaggaga
gaggtcatca
gtgaaaaccyg
tctagctetg
gcccacgagg

gggtccetgg

Thr Phe

10

Asp

val
25

Asn His

Cys Leu Glu

Asp Arg Gln

Glu His Arg

75

Leu Lys Tyr

tcoccteccagag
tgggtaagaa
accatgtgaa
gaccactgag
atagccctct
tgctgggecaa
tgggcggace
ctgaggecat
gcetttacceog
gctaccagea
ccctgagegg
gcgecegtggyg
gccacagact

agcatcatca

Met Leu

Ser Thr

Val Ser

45

Val
60

Leu
Ser

Arg

Asp Phe

217

Lys

Tyr

30

Val

Asn

Met

Asn

actcggggtt
gaggttcttg
cteccatgcac
googeacgge
gggcaagetyg
aggaacatct
agagccactg
agaggagtte
ccaggtgetyg
gctggeegee
aaatccegtg
gggctacgag

gggcaagect

tcatcatcat

val
15

Phe

Tyr Val

Thr Asp

Asn Leu

val Gly

80

His Asp

4380

540

600

660

720

780

840

200

960

1020

1080

1140

1200

1260

1273



Pro

Val

Thr

Ser

145

Ser

Leu

Arg

Leu

Leu

225

val

Met

Ile

Glu

Phe

305

Pro

Thr

Gln

Ile

130

Asn

Thr

Met

Pro

Asp

210

His

Glu

Gln

Glu

Ser

290

Gly

Ala

Pro

Ile

115

Leu

Ile

Trp

Leu

His

198

Ser

Glu

Val

Ala

Glu

275

Phe

Glu

Ala

Leu

100

Asn

Gln

Gln

Lys

Ala

180

Gly

Pro

Ile

Pro

Thr

260

Phe

Thr

val

Thr

85

Cys

Ile

Arg

Asp

Asn

165

Asn

Gly

Leu

Lys

aAla

245

Ala

Pro

Arg

Ile

Ala
325

Gln

Thr

Leu

Leu

150

Gln

Ala

Gly

Gly

Leu

230

Pro

Trp

val

Gln

Ser

310

Ala

Lys

Glu

Gly

135

Gly

Cys

Gly

Ser

Lys

215

Leu

Ala

Leu

Pro

Val

295

Tyr

Val

Gln

Gly

120

val

Lys

Glu

Arg

Lys

200

Leu

Gly

Ala

Asn

Ala

280

Leu

Gln

Lys

ES 2 648 899 T3

Thr

105

Phe

Leu

Lys

Met

Ser

185

Asp

Glu

Lys

val

Ala

265

Leu

Trp

Gln

Thr

80

Ser

Gly

Phe

Arg

Asn

170

Ser

Cys

Leu

Gly

Leu

250

Tyr

His

Lys

Leu

Ala
330

Thr Val

Ser His

Gly Ser
140

Phe Leu
155

Hig Val

Gly Ser

Glu Met

Ser Gly
220

Thr Ser
235

Gly Gly

Phe His

His Pro

Leu Leu

300

Ala Ala
315

Leu Ser

218

Asn

Gly

125

Arg

Leu

Asn

Arg

Lys

205

Cys

Ala

Pro

Gln

val

285

Lys

Leu

Gly

Glu

110

Fhe

Ile

Ile

Ser

Arg

190

Arg

Glu

Ala

Glu

Pro

270

Phe

Val

Ala

Asn

95

Thr

Glu

Ala

Arg

Met

175

Pro

Thr

Gln

Asp

Pro

255

Glu

Gln

Vval

Gly

Pro
335

Arg

Asp

Phe

Asn

160

His

Leu

Thr

Gly

Ala

240

Leu

Ala

Gln

Lys

Asn

320

val



ES 2 648 899 T3

Ile Ile

340

Pro Leu Pro Cys His Arg Val Val Ser Ser Ser Gly Ala Val

345 350

Gly Gly Tyr
355

Glu Gly Gly Leu Ala

360

Val Lys Glu Trp Leu Leu Ala His
365

Glu Gly His
370

Arg Leu Gly Lys Pro

375

Gly Leu Gly Pro Ala Gly Ile Gly
380

Glu
390

His His His His
385

Ala Pro His His

385

Gly Ser Leu

10

15

20

<210> 140
<211> 1189
<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> Secuencia de ADN
expresion en células S2

<400> 140
atgaagttat
ggcacattca
ctgaccaggt
aagtgtaacg
aagcaagcca
gceagtgaatyg
ggtatcccat
acatcgectge

tccgatgaca

aagcgcacca
ctgcacgaga
gccoccagecy
gectacttte
gtgttccage
ttcggagagy
geegoegtga
gtggtgtcta
ctgctggece
gegecagggt

<210> 141
<211> 374
<212> PRT

<213> artificial

gcatattact
catggacact
ggatgetgat
agaagcatga
tccagaggtt
ccttgatcaa
actgtaacta
ccaagtgttg
tcgaacaaca
aggggaagac
ccctggatag
tcaagctgct
ccgtgetggyg
accagectga
aggagagctt
tcatcagcta
aaaccgeect
gctctggege
acgagggcca

ceotggagea

que codifica

ggccgtegtg
gtcggattct
cgaggctgaa
tgaggagttc
gaaggctgaa
cgaccaactyg
cagcaagtac
gctggtgteg
agctgacaac
accgoggecy
ccctetggge
gggcaaagga
cggaccagag
ggccategag
tacccgecag
ccagcagctg
gagcggaaat
cgtgggggyc

cagactggge

tcatcatcat

ssBiP- Gliproteina GP1 del virus de Lassa-SNAPlike-Histag para la

goectttgttg
gaaggtaagg
ctgaagtget
tgtgacatge
gcacagatga
atcatgaaga
tggtacctca
aacggttcgt
atgatcactg
Cacggcggay
aagctggaac
acatctgccg
ccactgatge
gagttccctg
gtgctgtgga
gocgecctgg
ccogtgocea
tacgagggeg
aagcctggge

catcattgat

gcctctoget
acacaccagg
tegggaacac
tgaggctgtt
gcatcecagtt
accatctgeg
accacacaac
acttgaacga
agatgttgca
agcaaaga
tgtctgggtg
ccgacgcecegt
aggccaccge
tgccageeet
aactgctgaa
ccggcaatec
ttetgatece
ggctcgeegt
tgggtectge

gacgggeae

219

cgggagatct
gggatactgt
agetgtggeg
cgacttcaac
gatcaacaag
ggacatcatyg
tactgggaga
gacccactte

gaaggagtac

cgaacagggc
ggaagtgcct
ctggctcaac
gcaccaccca
agtggtgaag
cgcecgccace
ctgeocacegg
gaaagagtgg

aggtatagge

60
120
180
240
300
360
420

480

720
780
840
300
960
1020
1080

1140

1189



ES 2 648 899 T3

<220>
<223> Secuencia de aminoacidos de proteina de fusion [LAS.ectoGP2-SNAPIike-Histag]

<400> 141
Arg Ser Gly Thr Phe Thr Trp Thr Leu Ser Asp Ser Glu Gly Lys Asp

1 5 10 15

Thr Pro Gly Gly Tyr Cys Leu Thr Arg Trp Met Leu Ile Glu Ala Glu
20 25 30

Leu Lys Cys Phe Gly Asn Thr Ala Val Ala Lys Cys Asn Glu Lys His
35 40 45

Asp Glu Glu Phe Cys Asp Met Leu Arg Leu Phe Asp Phe Asn Lys Gln
50 55 60

Ala Ile Gln Arg Leu Lys Ala Glu Ala Gln Met Ser Ile Gln Leu Ile

Asn Lys Ala Val Asn Ala Leu Ile Asn Asp Gln Leu Ile Met Lys Asn

His Leu Arg Asp Ile Met Gly Ile Pro Tyr Cys Asn Tyr Ser Lys Tyr
100 105 110

Trp Tyr Leu Asn His Thr Thr Thr Gly Arg Thr Ser Leu Prc Lys Cys
115 120 125

Trp Leu Val Ser Asn Gly Ser Tyr Leu Asn Glu Thr His Phe Ser Asp
130 135 140

Asp Ile Glu Gln Gln Ala Asp Asn Met Ile Thr Glu Met Leu Gln Lys
145 150 155 160

Glu Tyr Met Glu Arg Gln Gly Lys Thr Pro Arg Pro His Gly Gly Gly
165 170 175

Ser Lys Asp Cys Glu Met Lys Arg Thr Thr Leu Asp Ser Pr¢ Leu Gly
180 185 150

220



ES 2 648 899 T3

Lys Leu Glu Leu Ser Gly Cys Glu Gln Gly Leu His Glu Ile Lys Leu
185 200 205

Leu Gly Lys Gly Thr Ser Ala Ala Asp Ala Val Glu Val Pro Ala Pro
210 215 220

Ala Ala Val Leu Gly Gly Pro Glu Pro Leu Met Gln Ala Thr Ala Trp
225 230 235 240

Leu Asn Ala Tyr Phe His Gln Pro Glu Ala Ile Glu Glu Phe Pro Val
245 250 255

Pro Ala Leu Hig His Pro Val Phe Gln Gln Glu Ser Phe Thr Arg Gln
260 265 270

Val Leu Trp Lys Leu Leu Lys Val Val Lys Phe Gly Glu Val Ile Ser
275 280 285

Tyr Gln Gln Leu Ala Ala Leu Ala Gly Asn Pro Ala Ala Thr Ala Ala
290 295 300

Val Lys Thr Rla Leu Ser Gly Asn Pro Val Pro Ile Leu Ile Pro Cys
305 310 315 320

His Arg Val Val Ser Ser Ser Gly Ala Val Gly Gly Tyr Glu Gly Gly
325 330 335

Leu Ala Val Lys Glu Trp Leu Leu Ala His Glu Gly His Arg Leu Gly
340 345 350

Lys Pro Gly Leu Gly Pro Ala Gly Ile Gly Ala Pro Gly Ser Leu Glu
355 360 365

His His His His His His
370

<210> 142
<211> 1189
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia de ADN que codifica ssBiP- Gliproteina GP1 del virus de Junin-SNAPIlike-Histag para la
expresion en células S2

<400> 142

atgaagttat gcatattact ggccgtcgtg gecctttgttg gecectcteget cgggagatct 60
gecattecttet cectggtecgtt gacagactca tcecggecaagg ataccectgg aggctactge 120
ctggaagagt ggatgectegt ggcageccaag atgaagtget tcggcaacac tgetgtggee 180

221



10

aagtgcaact
aagaacgcta
acaatcaacg
agtgtccett
cactcgttge
cgtaacgact
tcggacaggc

aagcgeoacca

gocccagecg
gcctactttce
gtgttccage
ttecggagagg
goeegeogtga
gtggtgtcta
ctgetggece
gcgccagggt

<210> 143
<211> 374
<212> PRT
<213> artificial

<220>

<223> Secuencia de aminoacidos de proteina de fusion [JUN.ectoGP2-SNAPIlike-Histag]

<400> 143

Arg Ser Gly

1

Thr Pro Gly

Leu Lys Cys
35

Asp Glu Glu

50

tgaaccatga
tcaagaccct
ccctgatete
actgcaacta
caaggtgctg
ggatcttgga
agggtaagac

ccctggatag

cegtgetggg
accagcctga
aggagagctt
tcatcagcta
aaaccgecet
gctctggege
acgagggcoca

ccoctggagea

Thr
5

Gly
20

Phe

Phe

ctcggagtte
gaacgatgag
ggacaacttg
cacgaagttc
gttgatcaag
gagtgacttce
tccgeggccg

ccctetggge

cggaccagag
ggccatcgag
tacccgcoccag
ccagcagctg
gagcggaaat
cgtggggggce

cagactggge

tcatcatcat

Phe Thr Trp Thr

Tyr Cys Leu Thr

Gly Asn Thr Ala

40

Cys Asp Met Leu

55

ES 2 648 899 T3

tgtgacatgt
actaagaagc
ttgatgaaga
tggtacgtca
aacaacagct
ttgatcteceg
cacggcggaqg

aagctggaac

ccactgatge
gagttcecetg
gtgctgtgga
gcecgecoctgyg
ccegtgecca
tacgagggcg
aagecctggge

catcattgat

Leu Ser
10

Asp

Arg Trp Met

25

Val Ala lys

Arg Leu Phe

tgaggctgtt
aagtgaacct
acaagatcag
accacacact
acttgaacat
agatgctgag
gtagcaaaga

tgtectgggtg

aggccaccge
tgccagccect
aactgctgaa
ccggcaatce
ttetgatoce
ggctcgeegt
tgggtcctge

gacgggccc

Ser Glu

Leu Ile

30

Asn
45

Cys

Asp Phe

60

222

cgattacaac
gatggggcag
ggaactgatg
ctecggacaa
ctcecgactte
caaggagtac
ctgcgaaatg

cgaacaggge

ctggcteaac
gcaccaccca
agtggtgaag
cgoogocace
ctgccacegy
gaaagagtgg

aggtatagge

Gly Lys Asp

15

Glu Ala Glu

Glu Lys His

Asgsn Lysg Gln

240

300

360

420

480

540

600

840

900

960

1020

1080

1140

1189



Ala

65

Asn

His

Trp

Trp

Asp

145

Glu

Ser

Lys

Leu

Ala

225

Leu

Pro

Val

Tyr

val
305

Ile

Lys

Leu

Tyx

Leu

130

Ile

Tyr

Lys

Gly

210

Ala

Asn

Ala

Leu

Gln

290

Lys

Gln

Ala

Arg

Leu

115

val

Glu

Met

Asp

Glu

195

Lys

Val

Ala

Leu

Trp
275

Gln

Thr

Arg

Val

Asp

100

Asn

Ser

Gln

Glu

Cys

180

Leu

Gly

Leu

Tyr

His

260

Lys

Leu

Ala

Leu

Asn

Ile

Hisg

Asn

Gln

Arg

165

Glu

Ser

Thr

Gly

Phe

245

His

Leu

Ala

Leu

Lys

70

Ala

Met

Thr

Gly

Ala

150

Gln

Met

Gly

Ser

Gly

230

His

Pro

Leu

Ala

Ser
310

Ala

Leu

Gly

Thr

Ser

135

Asp

Gly

Lys

Cys

Ala

215

Pro

Gln

Val

Lys

Leu

295

Gly

Glu

Ile

Ile

Thr

120

Tyr

Asn

Lys

Arg

Glu

200

Ala

Glu

Pro

Phe

val

280

Ala

Asn

Ala

Asn

Pro

105

Gly

Leu

Met

Thr

Thr

185

Gln

Asp

Pro

Glu

Gln

265

Val

Gly

Pro

ES 2 648 899 T3

Gln

Asp

Tyr

Arg

Asn

Ile

Pro

170

Thr

Gly

Ala

Leu

Ala

250

Gln

Lys

Asn

val

Met

75

Gln

Cys

Thr

Glu

Thr

155

Arg

Leu

Leu

val

Met

235

Ile

Glu

Phe

Pro

Pro
315

Ser

Leu

Asn

Ser

Thr

140

Glu

Pro

Asp

His

Glu

220

Gln

Glu

Ser

Gly

Ala

300

Ile

223

Ile

Ile

Tyr

Leu

125

His

Met

His

Ser

Glu

205

val

Ala

Glu

Phe

Glu

285

Ala

Leu

Gln

Met

Ser

110

Pro

Phe

Leu

Gly

Pro

190

Ile

Pro

Thr

Phe

Thr

270

Val

Thr

Ile

Leu

Lys

95

Lys

Lys

Ser

Gln

Gly

175

Leu

Lys

Ala

Ala

Pro

255

Arg

Ile

Ala

Pro

Ile

80

Asn

Tyr

Cys

Asp

Lys

160

Gly

Gly

Leu

Pro

Trp

240

Val

Gln

Ser

Ala

Cys
320



10

15

20

ES 2 648 899 T3

His Arg Val Val Ser Ser Ser Gly Ala Val Gly Gly Tyr Glu Gly Gly

325

330

335

Leu Ala Val Lys Glu Trp Leu Leu Ala His Glu Gly His Arg Leu Gly
350

Lys Pro Gly leu Gly Pro Ala Gly Ile
355

His His His His His

370

<210> 144
<211> 1189
<212> ADN

<213> artificial

<220>

340

<223> Secuencia de ADN
expresion en células S2

<400> 144

atgaagttat
gcattcttct
ctggaggaat
aagtgtaace
aagaacgcaa
accgtgaacyg
agcatccett
cacacgctge
aggaacgact
gatgagaggae
aagcgcacca
ctgcacgaga
gacccagecyg
gactacttte
gtgttecage
ttcggagagg
gacgeegtga
gtggtgtcta
ctgetggece
gcgecagggt

<210> 145
<211> 374
<212> PRT

<213> artificial

gcatattact
catggtcgct
ggatgttgat
agaaccatga
tcaagaccct
ccttgatete
actgtaatta
caaggtgttg
ggatcttgga
aaggcaagac
ccotggatag
tcaagectget
cegtgetggg
accageoctga
aggagagcett
tcatcageta
aaaccgecct
gctctggege
acgagggcca

cectggagea

360

His

que codifica ssBiP-Gliproteina GP1 del virus de Machupo-SNAPIlike-Histag para la

ggccgtegtg
gaccgactecc
agoagcocaayg
ctecagagtte
caacgatgaa
ggataacttg
cacgaagtte
gttgatcagg
gagtgatcac
coogeggocy
cectetggge
gggcaaagga
cggaccagag
ggocataegag
taccegecag
ccagecagctg
gagcggaaat
cgtggggggc
cagactgggc

tcatcatcat

345

goectttgttg
tcecggcaagg
atgaagtgot
tgtgatatge
tocgaagaagg
ttaatgaaga
tggtacgtca
aacggaagtt
cteatctegy
cacggcggayg
aagcetggaac
acatctgeeg
ccactgatge
gagttecctg
gtgetgtgga
gacgecctgg
ccegtgocca
tacgagggcg
aagcctggge

catcattgat

365

gcctctoget
acatgccagg
toggeaacac
tgaggetatt
agatcaacct
acaagatcaa
accataccet
acctcaacac
agatgttgag
gtagcaaaga
tgtcotgggtg
ccgacgcegt
aggccacege
tgecagacat
aactgctgaa
ccggcaatec
ttetgatece
ggctcgeegt
tgggtecctge

gacgggeeca

224

Gly Ala Pro Gly Ser Leu Glu

cgggagatct
aggttactgt
cgetgtaegeot
cgactacaac
gctaagcoccag
ggagctaatg
gacagggcag
cteggagtte
taaggaatac
ctgogaaatyg
cgaacagggc
ggaagtgecct
ctggetcaac
gcaccacaca
agtggtgaag
cgccgecace
ctgecacegg
gaaagagtgg

aggtataggc

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1189



ES 2 648 899 T3

<220>
<223> Secuencia de aminoacidos de proteina de fusion [MAC.ectoGP2-SNAPIlike-Histag]

<400> 145

Arg Ser Ala Phe Phe Ser Trp Ser Leu Thr Asp Ser Ser Gly Lys Asp
1 5 10 15

Met Pro Gly Gly Tyr Cys Leu Glu Glu Trp Met Leu Ile Ala Ala Lys
20 25 30

Met Lys Cys Phe Gly Asn Thr Ala Val Ala Lys Cys Asn Gln Asn His
35 40 45

Asp Ser Glu Phe Cys Asp Met Leu Arg Leu Phe Asp Tyr Asn Lys Asn
50 55 60

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

Ser Gln Thr Val Asn Ala Leu Ile Ser Asp Asn Leu Leu Met Lys Asn
85 20 95

Lys Ile Lys Glu Leu Met Ser Ile Pro Tyr Cys Asn Tyr Thr Lys Phe
100 105 110

Trp Tyr Val Asn His Thr Leu Thr Gly Gln His Thr Leu Prc Arg Cys
115 120 125

Trp Leu Ile Arg Asn Gly Ser Tyr Leu Asn Thr Ser Glu Phe Arg Asn
130 135 140

Asp Trp Ile Leu Glu Ser Asp His Leu Ile Ser Glu Met Leu Ser Lys
145 150 155 160

Glu Tyr Ala Glu Arg Gln Gly Lys Thr Pro Arg Pro His Gly Gly Gly
165 170 175

Ser Lys Asp Cys Glu Met Lys Arg Thr Thr Leu Asp Ser Pr¢ Leu Gly
180 185 150

225



ES 2 648 899 T3

Lys Leu Glu Leu Ser Gly Cys Glu Gln Gly Leu His Glu Ile Lys Leu
185 200 205

Leu Gly Lys Gly Thr Ser Ala Ala Asp Ala Val Glu Val Pro Ala Pro
210 215 220

Ala Ala Val Leu Gly Gly Pro Glu Pro Leu Met Gln Ala Thr Ala Trp
225 230 235 240

Leu Asn Ala Tyr Phe His Gln Pro Glu Ala Ile Glu Glu Phe Pro Val
245 250 255

Pro Ala Leu Hig His Pro Val Phe Gln Gln Glu Ser Phe Thr Arg Gln
260 265 270

Val Leu Trp Lys Leu Leu Lys Val Val Lys Phe Gly Glu Val Ile Ser
275 280 285

Tyr Gln Gln Leu Ala Ala Leu Ala Gly Asn Pro Ala Ala Thr Ala Ala
290 295 300

Val Lys Thr Rla Leu Ser Gly Asn Pro Val Pro Ile Leu Ile Pro Cys
305 310 315 320

His Arg Val Val Ser Ser Ser Gly Ala Val Gly Gly Tyr Glu Gly Gly
325 330 335

Leu Ala Val Lys Glu Trp Leu Leu Ala His Glu Gly His Arg Leu Gly
340 345 350

Lys Pro Gly Leu Gly Pro Ala Gly Ile Gly Ala Pro Gly Ser Leu Glu
355 360 365

His His His His His His
370

<210> 146
<211> 1189
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia de ADN que codifica ssBiP-Gliproteina GP1 del virus de Guanarito- SNAPlike-Histag para la
expresion en células S2

<400> 146
atgaagttat gcatattact ggeoccgtegtg gectttgttg goectcteget cgggagatcot 60
geattetteca gttggteget gtctgacceg aagggtaatg acatgecagg tggttactgt 120

226



10

ctggagaggt
aagtgtaact
aagaacgcca
tcgatcaaca
aaggtcoceat
cactegcotge
aggaacgagt
caagataggce
aagcgcacca
ctgcacgaga
goececagecyg
goctacttte
gtgtteccage
tteggagagyg
geegoegtga
gtggtgtcta
ctgctggece
gcgccagggt

<210> 147
<211> 374
<212> PRT

ggatgttggt
tgaaccatga
tcgagaagct
gtectgatcte
actgcaacta
cteggtgttg
ggatottgga
aggggaagac
ccetggatag
tcaagectget
ccgtgetggg
accagectga
aggagagett
tcatcageta
aaaccgeect
gctctggcge
acgagggcca

ccoctggagea

<213> artificial

<220>

<223> Secuencia de aminoacidos de proteina de fusion [GUA.ectoGP2-SNAPIike-Histag]

<400> 147

Arg Ser Ala

1

Met Pro Gly

Leu Lys Cys

35

Asp Ser Glu

50

FPhe
5

Gly
20

Phe

Phe

cgctggggac
ttcegagttce
gaacaaccag
cgataacttg
cacaagatte
gctggteoagt
gagtgatcac
tecgeggeeg
ccctetggge
gggcaaagga
cggaccagag
ggccatcegag
tacccgeocag
ccagcagetg
gagcggaaat
cgtggggggc

cagactgggce

tcatcatcat

Phe Ser Trp Ser

Tyr Cys Leu Glu

Gly Asn Thr Ala

40

Cys Asp Met Leu

55

ES 2 648 899 T3

ttgaagtgct
tgtgacatgt
actaagactg
ttgatgagga
tggtacatca
aacggttect
ctgatcgeag
cacggcggag
aagctggaac
acatctgeeg
ccactgatge
gagttecectg
gtgctgtgga
geegecctgg
cocegtgececa
tacgagggcg
aagcctggge

catcattgat

Leu Ser Asp
10

Arg Trp Met
25

Val Ala lys

Arg Leu Phe

tecggcaacac
tgaggctgtt
ctgtcaacat
acaagctgaa
accacacgaa
acttgaacga
agatgttgag
gtagcaaaga
tgtetgggtg
ccgacgeegt
aggccaccge
tgccageect
aactgctgaa
cecggcaatee
ttetgatcce
ggctcgeccogt
tgggtcctge

gacgggccc

Pro Lys

Leu Val

30

Asn
45

Cys

Asp Phe

60

227

agctgtcegee
cgacttcaac
gttgactcac
ggagattttg
gteeggegag
gagtgactte
caaggaatac
ctgegaaatg
cgaacagggc
ggaagtgect
ctggetcaac
gcaccaccca
agtggtgaag
cgecgecace
ctgecacegg
gaaagagtgg

aggtataggc

Gly Asn Asp

15

Ala Gly Asp

Leu Asn His

Asn Lys Asn

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1189



Ala

65

Thr

Lys

Trp

Trp

Glu

145

Glu

Ser

Lys

Leu

Ala

225

Leu

Pro

Val

Tyr

val
305

Ile

His

Leu

Tyx

Leu

130

Trp

Tyr

Lys

Gly

210

Ala

Asn

Ala

Leu

Gln

290

Lys

Glu

Ser

Lys

Ile

115

val

Ile

Gln

Asp

Glu

195

Lys

Val

Ala

Leu

Trp
275

Gln

Thr

Lys

Ile

Glu

100

Asn

Ser

Leu

Asp

Cys

180

Leu

Gly

Leu

Tyr

His

260

Lys

Leu

Ala

Leu

Asn

85

Ile

Hisg

Asn

Glu

Arg

165

Glu

Ser

Thr

Gly

Phe

245

His

Leu

Ala

Leu

Asn

70

Ser

Leu

Thr

Gly

Ser

150

Gln

Met

Gly

Ser

Gly

230

His

Pro

Leu

Ala

Ser
310

Asn

Leu

Lys

Lys

Ser

135

Asp

Gly

Lys

Cys

Ala

215

Pro

Gln

Val

Lys

Leu

295

Gly

Gln

Ile

Val

Ser

120

Tyr

Eis

Lys

Arg

Glu

200

Ala

Glu

Pro

Phe

val

280

Ala

Asn

Thr

Ser

Pro

105

Gly

Leu

Len

Thr

Thr

185

Gln

Asp

Pro

Glu

Gln

265

Val

Gly

Pro

ES 2 648 899 T3

Lys

Asp

90

Tyr

Glu

Asn

Ile

Pro

170

Thr

Gly

Ala

Leu

Ala

250

Gln

Lys

Asn

val

Thr

75

Asn

Cys

Hisg

Glu

Ala

155

Arg

Leu

Leu

val

Met

235

Ile

Glu

Phe

Pro

Pro
315

Ala

Leu

Asn

Ser

Ser

140

Glu

Pro

Asp

His

Glu

220

Gln

Glu

Ser

Gly

Ala

300

Ile

228

val

Leu

Tyr

Leu

125

Asp

Met

His

Ser

Glu

205

val

Ala

Glu

Phe

Glu

285

Ala

Leu

Asn

Met

Thr

110

Pro

Phe

Leu

Gly

Pro

190

Ile

Pro

Thr

Phe

Thr

270

Val

Thr

Ile

Met

Arg

95

Arg

Arg

Arg

Ser

Gly

175

Leu

Lys

Ala

Ala

Pro

255

Arg

Ile

Ala

Pro

Leu

80

Asn

Phe

Cys

Asn

Lys

160

Gly

Gly

Leu

Pro

Trp

240

Val

Gln

Ser

Ala

Cys
320



10

15

20

ES 2 648 899 T3

His Arg Val Val Ser Ser Ser Gly Ala Val Gly Gly Tyr Glu Gly Gly

325

330

335

Leu Ala Val Lys Glu Trp Leu Leu Ala His Glu Gly His Arg Leu Gly
345

Lys Pro Gly leu Gly Pro Ala Gly Ile
355

His His His His His

370

<210> 148
<211> 1189
<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> Secuencia de ADN que codifica ssBiP-Gliproteina GP1 del virus de Sabia-SNAPIlike-Histag para la

340

expresion en células S2

<400> 148
atgaagttat
ggcatcttet
ctggagagat
aagtgtaace
aagaaggcga
tegatcaacyg
aacacgeoett
cactcattge
aggaatgatt
atcgatagac
aagegeacca
ctgcacgaga
gacccagecyg
goctacttte
gtgttecage
ttcggagagg
gccgecgtga
gtggtgtcta
ctgetggece
gcgecagggt

<210> 149
<211> 374
<212> PRT

<213> artificial

gcatattact
cctggacgat
ggatgotggt
tcgacecacga
tegagacatt
cattgatete
actgtaacta
cacggtgetg
ggatcatcga
agggcaagac
cectggatag
tcaagectget
cegtgetggg
accageetga
aggagagcett
tcatcageta
aaaccgccct
gctctggege
acgagggcca

cectggagea

360

His

ggccgtegtg
cacggatgca
gacgteoggat
ttoeggagtte
gaacgacaac
cgacaacttyg
caccaagtte
gctggttagg
gagtgatcac
gcegeggeeg
ccetetggge
gggcaaagga
cggaccagag
ggcecategag
taccegecag
ccagecagctg
gagcggaaat
cgtggggggc
cagactgggc

tcatcatcat

goectttgttg
gtgggcaacg
cttaagtgot
tgtgacatgt
acgaagaaca
ctgatgaaga
tggtatgtea
aacaatagct
ttgttgteceg
cacggcggayg
aagctggaac
acatctgeeg
ccactgatge
gqagttocctg
gtgctgtgga
gacgecctgg
cccgtgecca
tacgagggcg
aagcctggge

catcattgat

350

365

gcctctoget
acatgecctgg
toggeaacac
tgaagttgtt
aggtgaactt
accgactcaa
accacacgygc
acttgaacga
agatgctcaa
gtagcaaaga
tgtectgggtyg
ccgacgcegt
aggccacege
tgocageect
aactgctgaa
ccggcaatec
ttctgatcce
ggctcgeegt
tgggtecctge

gacgggeeca

229

Gly Ala Pro Gly Ser Leu Glu

cgggagatct
tggttactgt
ggeactggeg
cgagttcaac
gctgaceocac
ggaattgttg
atceggggag
gagtgagttce
caaggaatac
ctgogaaatyg
cgaacaggge
ggaagtgecct
ctggetcaac
gcaccaceca
agtggtgaag
cgccgecace
ctgccaccgg
gaaagagtgg

aggtataggc

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1189
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<220>
<223> Secuencia de aminoéacidos de proteina de fusion [SAB.ectoGP2-SNAPIike-Histag]

<400> 149

Arg Ser Gly Ile Phe Ser Trp Thr Ile Thr Asp Ala Val Gly Asn Asp
1 5 10 15

Met Pro Gly Gly Tyr Cys Leu Glu Arg Trp Met Leu Val Thr Ser Asp
20 25 30

Leu Lys Cys Phe Gly Asn Thr Ala Leu Ala Lys Cys Asn Leu Asp His
35 40 45

Asp Ser Glu Phe Cys Asp Met Leu Lys Leu Phe Glu Phe Asn Lys lys
50 55 60

Ala Ile Glu Thr Leu Asn Asp Asn Thr Lys Asn Lys Val Asn Leu Leu

Thr His Ser Ile Asn Ala Leu Ile Ser Asp Asn Leu Leu Met Lys Asn
85 20 95

Arg Leu Lys Glu Leu Leu Asn Thr Pro Tyr Cys Asn Tyr Thr Lys Phe
100 105 110

Trp Tyr Val Asn His Thr Ala Ser Gly Glu His Ser Leu Proc Arg Cys
115 120 125

Trp Leu Val Arg Asn Asn Ser Tyr Leu Asn Glu Ser Glu Phe Arg Asn
130 135 140

Asp Trp Ile Tle Glu Ser Asp His Leu Leu Ser Glu Met Leu Asn Lys
145 150 155 160

Glu Tyr Ile Asp Arg Gln Gly Lys Thr Pro Arg Pro His Gly Gly Gly
165 170 175

Ser Lys Asp Cys Glu Met Lys Arg Thr Thr Leu Asp Ser Pr¢ Leu Gly
180 185 150

230
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Lys Leu Glu Leu Ser Gly Cys Glu Gln Gly Leu His Glu Ile Lys Leu
185 200 205

Leu Gly Lys Gly Thr Ser Ala Ala Asp Ala Val Glu Val Pre Ala Pro
210 215 220

Ala Ala Val Leu Gly Gly Pro Glu Pro Leu Met Gln Ala Thr Ala Trp
225 230 235 240

Leu Asn Ala Tyr Phe His Gln Pro Glu Ala Ile Glu Glu Phe Pro Val
245 250 255

Pro Ala Leu His His Pro Val Phe Gln Gln Glu Ser Phe Thr Arg Gln
260 265 270

Val Leu Trp Lys Leu Leu Lys Val Val Lys Phe Gly Glu Val Ile Ser
275 280 285

Tyr Gln Gln Leu Ala Ala Leu Ala Gly Asn Pro Ala Ala Thr Ala Ala
290 295 300

Val Lys Thr Ala Leu Ser Gly Asn Pro Val Pro Ile Leu Ile Pro Cys
305 310 315 320

His Arg Val Val Ser Ser Ser Gly Ala Val Gly Gly Tyr Glu Gly Gly
325 330 335

Leu Ala Val Lys Glu Trp Leu Leu Ala His Glu Gly His Arg Leu Gly
340 345 350

Lys Pro Gly Leu Gly Pro Ala Gly Ile Gly Ala Pro Gly Ser Leu Glu
355 360 365

His His His His His His
370

<210> 150
<211> 2774
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia de ADN que codifica BiPlike- SNAPIlike-proTEV1-proteina C del virus de la hepatitis E-
proTEV2-Histag para la expresion en células S2

<400> 150
atgaaactat gtattctact tgcagttgtt gegttegtag gattgtcett acctacaget &0
ctggcaagat ctgacaaaga ctgcgaaatg aaaagaacta cattggattc accacttggg 120

231



aagttggaac
acttctgetg
ccectcatge
gaatttccag
gtcctgtgga
goetgoattygg
cctgtgecca
tatgaaggag
aagcctggge
aacctgtact
accatgecget
coaccggecg
ggtttctggg
aaccectteg

gcccgoocac

gttecetgtte
acatccccge
ctgagcecctt
tcaaattatg
aacgetgteg
acatctgtgg
attgcttcag
tetgttgaga
atccacggat
cttgattteg
gttteceeget
gagttaacta
ggagttggtg
cteggeggge

cecgtegtet

tgagtggatg
ctgatgcagt
aagccacagce
toceocgeoct
aattgcotgaa
ccggtaacee
tcctgateoce
gactggeagt
tgggtectge
tccagagcga
ctcgggettt
gtcagcegte
gtgaccggat
cacctgacat

tcggectcecge

ccgatgtega
taacatctac
tgcttceget
cccagtaceg
goeggatacge
acatgaactc
aacttgtgat
cctetggtagt
cacctgtaaa
cactcgaget
actcgagtag
cgactgetge
aagtecggtcg
tocegacaga

cagccaatgg

cgagcaagga
tgaagttcca
ctggcttaac
tcaccatect
ggtggtcaag
cgcagetaca
ttgtcacaga
taaggagtgg
tggtatagge
tatcaataac
tctgtttttg
tggcegeecge
tgattctcag

tocageageoa

ttggcgtgac

ttetegegge
tattgccact
ccaagatgga
tgttgtecege
tatatectate
tatcacctcc
ccccagtgag
tgcggaggayg
ttettacace
cgagttcege
tgcgegecac
tacacgettt
tggtatageg
attgattteg

cgagocgacqg

ES 2 648 899 T3

ttgcatgaaa
gcaccagcag
gcatatttcc
gtgtttcage
tttggtgaag
gatgeegtga
gteogtttcat
ctgeotggete
gegecagggt
atgttetttt
ttecctegtgt
cgegggeggce
cccttegece
geeggggetg

caatcccagce

gctatattac
ggtactaacc
actaacactc
gctaccatcee
tetttotgge
acggatgtcc
cgectgeatt
gaggcgacct
aatacgectt
aatttgacac
aagctacgec
atgaaggacc
ctaactctgt
teggetggtg

gtgaagetet

ttaagctact
ctgttcttgg
accagcctga
aggagagett
tgatttcata
aaactgotot
cttceoggage
atgaaggtca
ccctaggtygg
gctctgtgea
ttctgectat
gcagceggegy
teococtatat
gagctegecee
goccccgocac
ggcoocegge
geccgccagta
ttgttctata
acattatggec
ggtacecgtcece
ctcagacaac
gaatccttgt
atcgtaacca
ceggecttgt
atactggtge
ctggtaacac
gagggecetga
ttcattttac
tcaaccttge
gtcagetatt

acacttcagt

232

gggaaaagga
aggtcctgag
ggccattgag
cacccgecag
tcagcaactt
cagcggaaat
tgtaggtggce
tagacttgga
cggateccgaa
tggagatgcc
gctgeceocecgeg
tgcecggeggt
tcatccaacc
teggeageca

ttccgececegt

taatttatca
tgctgctceccg
cactgaagca
gettgtgecg
tactacceeg
ccagecectggt
aggetggege
catgetttge
cettggettyg
gaacacacgt
tggcactget
agggactaat
tgatacgectt
ttattetage

cgagaacget

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980
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cagcaggata
attcaggatt
cggeettttt
tatgatcaga
tttgtcaatyg
acccttgatg
cccectecgtg
aattataata
tgcatctcaa
gtcectecgeac
gctcacactt
ttccaatcaa
tacccgggag

cactaatgac

<210> 151
<211> 899
<212> PRT

<213> artificial

<220>

agggtatagc
atgataacca
ctgtcctteg
ctacctatggy
ttgctactgg
ggcgeccact
gcaagctcectc
ctactgecag
cctacactac
ctcactctge
ttgatgattt
ctgttgctga
agaatctata

cggt

tatcccacat
acatgagcag
tgctaatgat
ctectctact
tgcccagggg
tatgactatc
cttetgggag
tgaccagatt
taatcttgga
gttggccget
ctgcectgag
gctacagcgt

ttttecaaggg
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gatattgatc
gategteoeca
gtgctatgge
aatcccatgt
gtatcteget
cagcagtatt
gccggtacca
ttaattgaga
tetggecctyg
ttagaggaca
tgcegtacac
cttaaaatga

CCCcggcggayg

ttggtgagtce
ceecttetee
tttcacttac
atgtctctga
ctectggactg
ctaagacttt
ctaaggecgyg
atgcagetgg
tttetattte
ctgttgacta
tcggecttea

aggtgggtaa

gtagtcacca

ccgtgttgte
tgctecetet
agcagctgag
taccgtgaca
gtetaaagte
ctttgttetg
ctacccttat
tcacegtgta
tgcetgteggt
tcectgetegt
gggttgtget
aactcgggag

tcatcacecat

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2774

<223> Secuencia de aa de proteina de fusion [SNAPlike-proTEV1-HEV.C-proTEV2-Histag]

<400> 151

Arg Ser Asp

1

Leu Gly

Lys Leu

35

Ala Pro

50

Ala
65

Trp

Pro Val

Lys

Leu

Ala

Leu

Pro

Lys Asp

Leu Glu

20

Gly Lys

Ala

Val

Asn Ala

Cys

Leu

Gly

Leu

Tyr

Glu Met

Ser Gly

Thr Ser

40

Gly Gly

Phe His

70

Ala Leu

85

His

His Pro

Lys Arg Thr

10

Cys Glu Gln

25

Ala Ala Asp

Pro Glu Pro

Glu
75

Gln Pro

Val Phe

20

Gln

Thr Leu

Gly Leu

Ala val

45

Leu Met

Ala

Ile

Gln Glu

233

Asp

His

Glu

Gln

Glu

Ser

S8er Pro

15

Glu Ile

val Pro

Ala Thr

Glu Phe

Fhe Thr

95



Arg

Ile

Ala

Pro

145

Gly

Leu

Leu

Met

Phe

225

Ala

Gly

Pro

Ala

Ala

305

Ser

Asp

Gln

Ser

Ala

130

Cys

Gly

Gly

Gly

Phe

210

Leu

Gly

Gly

Tyr

Gly

290

Trp

Ala

Thr

Val

Tyr

115

Val

His

Leu

Lys

Gly

195

Phe

Phe

Gln

Gly

Ile

275

Ala

Arg

Pro

val

Leu

100

Gln

Lys

Arg

Ala

Pro

180

Gly

Cys

Leu

Pro

Fhe

260

His

Gly

Asp

Ala

Pro
340

Trp

Gln

Thzx

val

val

165

Gly

Ser

Ser

Phe

Ser
245

Trp

Pro

Ala

Gln

Gly

325

val

Lys

Leu

Ala

val

150

Lys

Leu

Glu

Val

Leu

230

Gly

Gly

Thr

Arg

Ser

310

Ala

Pro

Leu

Ala

Leu

135

Ser

Glu

Gly

Asn

His

215

Val

Arg

Asp

Asn

Pro

295

Gln

Ser

Asp

Leu

Ala

120

Ser

Ser

Trp

Pro

Leu

200

Gly

Phe

Arg

Arg

Pro

280

Arg

Arg

Pro

val

lys

105

Leu

Gly

Ser

Leu

Ala

185

Tyr

Asp

Leu

Arg

Ile

265

Phe

Gln

Pro

Leu

Asp
345
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val

Ala

Asn

Gly

Leu

170

Gly

FPhe

Ala

Pro

Gly

250

Asp

Ala

Pro

Ala

Thr

330

Ser

val

Gly

Pro

Ala

155

Ala

Ile

Gln

Thr

Met

235

Arg

Ser

Pro

Ala

Thr

315

Ala

Arg

Lys

Asn

Val

140

val

His

Gly

Ser

Met

220

Leu

Arg

Gln

Asp

Arg

300

Ser

val

Gly

234

Fhe

Pro

125

Pro

Gly

Glu

Ala

Asp

205

Arg

Pro

Ser

Pro

Ile

285

Pro

Ala

Ala

Ala

Gly

110

Ala

Ile

Gly

Gly

Pro

130

Ile

Ser

Ala

Gly

Phe

270

Pro

Leu

Arg

Pro

Ile
350

Glu

Ala

Leu

Tyxr

His

175

Gly

Asn

Arg

Pro

Gly

255

Ala

Ala

Gly

Arg

Ala

335

Leu

val

Thr

Ile

Glu

160

Arg

Ser

Asn

Ala

Pro

240

Ala

Leu

Ala

Ser

Arg

320

Pro

Arg



Arg

Gly

Leu

385

Tyr

Val

Gln

Thr

Ile

465

Glu

Leu

Thr

Asn

Ser

545

Thr

Thr

Asn

Gln

Thr

370

Gln

Ala

Pro

Thr

Asp

450

Pro

Thr

Cys

Gly

Leu

530

Ala

Thr

Asn

Leu

Tyr

355

Asn

Asp

Gln

Asn

Thr

435

val

Ser

Ser

Ile

Ala

515

Thr

Arg

Thr

Gly

Ala

Asn

Leu

Gly

Tyr

Ala

420

Thr

Arg

Glu

Gly

His

500

Leu

Pro

His

Ala

Val

580

Asp

Leu

val

Thr

Arg

405

Val

Thr

Ile

Arg

Val

485

Gly

Gly

Gly

Lys

Ala

565

Gly

Thr

Ser

Leu

Asn

390

val

Gly

Pro

Leu

Leu

470

Ala

Ser

Leu

Asn

Leu

550

Thr

Glu

Leu

Thr

Tyr

375

Thr

val

Gly

Thr

val

455

His

Glu

Pro

Leu

Thr

535

Arg

Arg

Val

Leu

Ser

360

ala

His

Arg

Tyr

Ser

440

Gln

Tyr

Glu

val

Asp

520

Asn

Arg

Phe

Gly

Gly
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Pro

Ala

Ile

Ala

Ala

425

Val

Pro

Arg

Glu

Asn

505

Phe

Thr

Gly

Met

Arg

585

Gly

Leu

Pro

Met

Thr

410

Ile

Asp

Gly

Asn

Ala

490

Ser

Ala

Arg

Pro

Lys

570

Gly

Leu

Thr

Leu

Ala

395

Ile

Ser

Met

Ile

Gln

475

Thr

Tyr

Leu

val

Asp

555

Asp

Ile

Pro

Ser

Ser

380

Thr

Arg

Ile

Asn

Ala

460

Gly

Ser

Thr

Glu

Ser

540

Gly

Leu

Ala

Thr

235

Thr

365

Pro

Glu

Tyr

Ser

Ser

445

Ser

Trp

Gly

Asn

Leun

525

Arg

Thr

His

Leu

Glu

Ile

Leu

Ala

Arg

Phe

430

Ile

Glu

Arg

Leu

Thr

510

Glu

Tyr

Ala

Phe

Thr

550

Leu

Ala

Leu

Ser

Pro
415

Trp

Thr

Leu

Ser

Val

495

Pro

Phe

Ser

Glu

Thr

575

Leu

Ile

Thr

Pro

Asn

400

Leu

Pro

Ser

val

vVal

480

Met

TYT

Arg

Ser

Leu

560

Gly

Phe

Ser



Ser

Gly

625

Asp

val

Pro

Val

Gly

705

Asn

Lys

Lys

Ala

Ser

785

Ser

Val

Val

Ala

610

Glu

Lys

Vval

Ser

Leu

690

Ser

Val

Val

Thr

Gly

770

Asp

Thr

Gly

Asp

595

Gly

Pro

Gly

Ile

Pro

675

Trp

Ser

Ala

Thr

Phe

755

Thr

Gln

Tyr

Val

Tyr
835

Gly

Thr

Ile

Gln

660

Ala

Leu

Thr

Thr

Leu

740

Phe

Thr

Ile

Thr

Leu

820

Pro

Gln

Val

Ala

€645

Asp

Pro

Ser

Asn

Gly

725

Asp

Val

Lys

Leu

Thr

805

Ala

Ala

Leu

Lys

630

Ile

Tyr

Ser

Leu

Pro

710

Ala

Gly

Leu

Ala

Ile

730

Asn

Pro

Arg

Phe

615

Leu

Pro

Asp

Arg

Thr

695

Met

Gln

Arg

Pro

Gly

775

Glu

Leu

His

Ala

600

Tyxr

Tyr

His

Asn

Pro

680

Ala

Tyr

Gly

Pro

Leu

760

Tyr

Asn

Gly

Ser

His
840

ES 2 648 899 T3

Ser

Thr

Asp

Gln

665

Phe

Ala

Val

Val

Leu

745

Arg

Pro

Ala

Ser

Ala

825

Thr

Arg

Ser

Ile

€50

His

Ser

Glu

Ser

Ser

730

Met

Gly

Tyr

Ala

Gly

810

Leu

Phe

Pro Val
620

Val Glu
635

Asp Leu

Glu Gln

Vval Leu

Tyr Asp
700

Asp Thr

715

Arg Ser

Thr Ile

Lys Leu

Asn Tyr

780

Gly His

795

Pro Val

Ala Ala

Asp Asp

236

€05

Val

Asn

Gly

Asp

Arg

685

Gln

Val

Leu

Gln

Ser

765

Asn

Arg

Ser

Leu

Phe
845

Ser

ala

Glu

Arg

€70

Ala

Thr

Thr

Asp

Gln

150

Phe

Thr

val

Ile

Glu

830

Cys

Ala

Gln

Ser

655

Pro

Asn

Thr

Phe

Trp

735

Tyr

Trp

Thr

Cys

Ser

815

Asp

Pro

Asn

Gln

640

Arg

Thr

Asp

Tyr

val

720

Ser

Ser

Glu

Ala

Ile

800

Ala

Thr

Glu
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Cys Arg Thr Leu Gly Leu Gln Gly Cys Ala Phe Gln Ser Thr val Ala

850 855

860

Glu Leu Gln Arg Leu Lys Met Lys Val Gly Lys Thr Arg Glu Tyr Pro

865 870

875

880

Gly Glu Asn ILeu Tyr Phe Gln Gly Pro Gly Gly Gly Ser His His His

885 890

Hig His His

<210> 152
<211>51
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> ADN que codifica la secuencia BiPlike

<400> 152

51 atgaaactat gtattctact tgcagttgtt gcgttcgtag gattgtcctt a

<210> 153
<211> 17
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Aminoacidos de la secuencia de BiPlike

<400> 153

895

Met Lys Leu Cys Ile Leu Leu Ala Val Val Ala Phe Val Gly Leu Ser

1 5 10

Leu
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REIVINDICACIONES

1. Método de ensayo in vitro para detectar por lo menos dos anticuerpos diana en una muestra biologica que
comprende:

(a) poner en contacto un primer soporte sélido que comprende un sustrato de AGT acoplado covalentemente
a una primera proteina de fusion que comprende un polipéptido de AGT que presenta una actividad de
O6-alquilguanina-ADN alquiltransferasa y un primer epitopo que es reconocido por un primer anticuerpo
diana con la muestra bioldgica, en el que dicho sustrato de AGT esté acoplado covalentemente ademas a
dicho primer soporte sélido;

(b) poner en contacto un segundo soporte solido que comprende un sustrato de AGT acoplado
covalentemente a una segunda proteina de fusion que comprende un polipéptido de AGT que presenta
una actividad de O6-alquilguanina-ADN alquiltransferasa y un segundo epitopo que es reconocido por un
segundo anticuerpo diana, pero no por dicho primer anticuerpo diana con la muestra biolégica, en el que
dicho sustrato de AGT esta acoplado covalentemente ademas a dicho segundo soporte sélido y

(c) detectar la presencia o ausencia de los dos anticuerpos diana.

2. Método de ensayo segun la reivindicacion 1, en el que dicho método se utiliza para detectar por lo menos 5,
mas preferentemente por lo menos 15 y todavia méas preferentemente por lo menos 50 anticuerpos diana en una
muestra biolégica de un sujeto.

3. Método de ensayo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, en el que dicho sustrato de dicho
polipéptido de AGT es un derivado de O6-bencilguanina que presenta la formula I:

R1-X-CH,-R3-R4-Y
en la que:

- R1 es un grupo heteroaromatico que contiene 1 a 5 atomos de nitrdgeno, preferentemente un radical
purinico de la férmula:

N ‘\N

R /4

r“<N l N{}[\R6
r/

2

en la que R5 es hidrégeno, halégeno, por ejemplo cloro o bromo, trifluorometilo, o hidroxi; R6 es
hidrégeno, hidroxi, 0 amino no sustituido o sustituido; y R2 es hidrégeno, un alquilo de 1 a 10 atomos de
carbono, o un resto de sacérido;

- X es un atomo de oxigeno o de azufre; preferentemente un atomo de oxigeno;
- R3 es un grupo aromatico o heteroaromatico, o un grupo alquilo, cicloalquilo o heterociclilo insaturado
opcionalmente sustituido, con el doble enlace conectado a CHy; preferentemente un fenilo, por ejemplo un

fenilo sustituido mediante R4 en posicion para o meta,

- R4 es un resto enlazador, preferentemente -CH,-NH-CO-NH-[C2H4-O]q-, en el que n estd comprendido
entre 1y 8, preferentemente 2 a 6;

- Y es un grupo reactivo.
4. Método de ensayo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que dichos soportes sélidos se
pueden identificar especificamente por su ubicacion, tamafio, didmetro, peso, granulometria, y/o marcado

especificos.

5. Método de ensayo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que dichos soportes solidos estan
marcados con un fluorocromo, un cromoforo, un radiois6topo, y/o una etiqueta masica.

6. Método de ensayo segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que dichos soportes solidos son
microparticulas, preferentemente microparticulas magnéticas o microparticulas marcadas internamente con
colorantes fluorescentes.
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7. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que los primer y segundo soportes sélidos se
obtienen acoplando covalentemente el polipéptido de AGT comprendido en la proteina de fusion como se define
en la reivindicacion 1 a unos primer y segundo soportes sélidos funcionalizados, llevando a cabo un método que
comprende las etapas de:

i) activar cada uno de dichos soportes soélidos funcionalizados,

i) afiadir un sustrato de dicho polipéptido de AGT, suspendiéndose dicho sustrato en un amortiguador que
contiene entre 0 y 20% de DMSO, en unas condiciones apropiadas de manera que el sustrato se une
covalentemente a dicho soporte, y

iii) poner en contacto dicho polipéptido de AGT con cada uno de los soportes revestidos con sustrato de la
etapa b) en un amortiguador de PBS/DTT, estando el DTT preferentemente a una concentracion de 1 mM
en el amortiguador de PBS/DTT, en el que las moléculas no unidas se eliminan por lavado tras las etapas

ii) y iii).
8. Utilizacion de un kit que comprende:

(a) un primer soporte sélido que comprende un sustrato de AGT acoplado covalentemente a una primera
proteina de fusibn que comprende un polipéptido de AGT que presenta una actividad de O6-
alquilguanina-ADN alquiltransferasa y un primer epitopo que es reconocido por un primer anticuerpo
diana, en la que dicho sustrato de AGT esta acoplado covalentemente ademds a dicho primer soporte
sélido; y

(b) un segundo soporte sdlido que comprende un sustrato de AGT acoplado covalentemente a una segunda
proteina de fusibn que comprende un polipéptido de AGT que presenta una actividad de O6-
alquilguanina-ADN alquiltransferasa y un segundo epitopo que es reconocido por un segundo anticuerpo
diana, pero no por dicho primer anticuerpo diana, en la que dicho sustrato de AGT esta acoplado
covalentemente ademas a dicho primer soporte sdlido,

para detectar por lo menos dos anticuerpos diana en una muestra biol6gica de un sujeto, preferentemente para
diagnosticar por lo menos dos enfermedades diana en un sujeto, en la que dicha enfermedad diana es una
infeccion virica causada por un virus del papiloma o un virus de ARN de la familia de los Flaviviridae (virus del
dengue, de la fiebre amarilla, del Nilo Occidental, de la encefalitis japonesa, de la encefalitis transmitida por las
garrapatas, de la hepatitis C), los Togaviridae (virus de Chikungunya, del rio Ross, de Mayaro, de la encefalitis
equina occidental, de la encefalitis equina oriental, de la encefalitis equina venezolana), los Bunyaviridae (virus
de la fiebre hemorréagica de Crimea-Congo, de la fiebre del valle del Rift, de Schmallenberg), los Caliciviridae
(virus de la hepatitis E), los Arenaviridae (Lassa) o los Filoviridae (Ebola, Marburgo), una infeccion bacteriana
causada por Leptospirosa Interrogans, o una infeccion causada por Plasmodium falciparum.

9. Método in vitro para diagnosticar por lo menos una enfermedad diana en un sujeto, conociéndose que dicha
enfermedad diana induce la sintesis de por lo menos dos anticuerpos diana en dicho sujeto, que comprende
llevar a cabo el método de ensayo como se define en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que dicho
sujeto se diagnostica que sufre dicha por lo menos una enfermedad diana si la cantidad de dichos por lo menos
dos anticuerpos diana es superior a los valores de control.

10. Método de diagnostico in vitro segun la reivindicacion 9, en el que dicho método se utiliza para diagnosticar
por lo menos 5, mas preferentemente por lo menos 15 y todavia mas preferentemente por lo menos 50
infecciones viricas en dicho sujeto.

11. Método de inmunoensayo de cribado multiplex que utiliza por lo menos 2, 25, 50, 96 soportes sélidos como
se define en la reivindicacién 1, en el que cada uno de dichos soportes sélidos emite una longitud de onda
diferente y distinguible tras la excitacion.
12. Método de inmunoensayo de cribado multiplex segun la reivindicacion 11, que comprende:
a) poner en contacto una o varias muestras biol6gicas con por lo menos 2, 25, 50, 96 soportes sélidos como
se definen en la reivindicacion 1, en el que cada uno de los soportes soélidos emite una longitud de onda
diferente y distinguible tras la excitacion, y

b) detectar la presencia o ausencia de anticuerpos diana, estando dichos anticuerpos diana marcados
preferentemente con un marcador detectable.
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Figura 1

l Acoplamiento aminico

+ @snars

l Acoplamiento covalente
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Figura 2
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Figura 3

Intensidad media de la fluorescencia
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Figura 4
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Figura 5
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Figura 6

Deteccién de I9G anti-DV3 en suero policlonal de ratén frente a DV3
(dilucién 1:6400)
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Figura 7

Deteccion de IgM anti-DV1 en suero humano infectado (dilucién 1:6400)

Intensidad media de la fluorescencia
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Figura 8
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Figura 9
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Figura 10A
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Figura 10B

< SNAP+SBV.N (50-kDa)
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