ES 2662 948 T3

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

: é ESPANA @NUmero de publicacién: 2 662 948
Eint. a1

C12N 15/861 (2006.01)
C12N 15/33 (2006.01)
A61K 31/7088  (2006.01)

@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud internacional: ~ 31.05.2013 ~ PCT/KR2013/004784
Fecha y nimero de publicacion internacional: 05.12.2013 WO013180501

Fecha de presentacién y nimero de la solicitud europea:  31.05.2013  E 13796479 (7)
Fecha y nimero de publicacion de la concesion europea: 20.12.2017  EP 2871240

Tl'tulo: Adenovirus recombinante para expresar simultaneamente interferén alfa de cerdo e
interferon gamma de cerdo

Prioridad: @ Titular/es:

31.05.2012 KR 20120058410 REPUBLIC OF KOREA (MANAGEMENT:
MINISTRY OF AGRICULTURE, FOOD AND RURAL
AFFAIRS, ANIMAL AND PLANT QUARANTINE
AGENCY) (100.0%)

175, Anyang-ro Manan-gu

Anyang-si, Gyeonggi-do 430-757, KR

@ Inventor/es:

KIM, SU M,

PARK, JONG HYEON,;
LEE, KWANG NYEONG,;
KO, YOUNG JOON,;
LEE, HYANG SIM;
SHIN, YEUN KYUNG y
KIM, BYOUNG HAN

Agente/Representante:
VALLEJO LOPEZ, Juan Pedro

Fecha de publicacién y mencion en BOPI de la
traduccion de la patente:
10.04.2018

AViso:En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacién en el Boletin Europeo de Patentes, de
la mencion de concesion de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicion (art. 99.1 del
Convenio sobre Concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 662 948 T3

DESCRIPCION
Adenovirus recombinante para expresar simultaneamente interferon alfa de cerdo e interferén gamma de cerdo
Campo técnico

La presente invencién se refiere a un virus recombinante que presenta un efecto inhibidor frente al virus de la fiebre
aftosa, y mas particularmente, a un adenovirus recombinante que tiene insertado en el mismo el gen 2A de la fiebre
aftosa que permite que se expresen conjuntamente el interferén alfa y el interferdbn gamma porcino para asi ser
aplicados (inoculados o administrados) al mismo tiempo, aumentado de ese modo los efectos inhibidores frente al
virus de la fiebre aftosa.

Técnica anterior

La fiebre aftosa (FA) es una enfermedad vesicular viral que afecta a animales artiodactilos y se caracteriza por
rapida replicacién y propagacion. Esta enfermedad esta clasificada como una enfermedad de la lista “A” por la
“Office International des Epizooties” (OIE) debido a su impacto econdémico, y actlla como un factor muy importante
en el comercio de ganado entre paises. Es un virus de ARN ambisentido de cadena sencilla que pertenece al género
Aphthovirus de la familia Piconaviridae, y se clasifica en siete serotipos diferentes (A, O, C, Asial, SAT 1, SAT2y
SAT3).

Aproximadamente 7 dias después de la vacunacion de emergencia de cerdos frente al brote de fiebre aftosa, se
producen anticuerpos frente al virus de la fiebre aftosa (J. S. Salt y col., 1998, Vaccine 16:746-754). Sin embargo, en
el caso de los cerdos, la produccion de anticuerpos por vacunacion es tardia, y la cantidad de virus soltada es
mucho mayor que la cantidad de virus del ganado. Ademas, los cerdos sueltan el virus dentro del 6rgano respiratorio
a las 24 horas después de la infeccion, y por esta razon, el riesgo de propagacion del virus se incrementa mas antes
de la produccién de anticuerpos después de la vacunacion.

Por tanto, se han propuesto inhibidores del virus de la fiebre aftosa. Particularmente, se publicé que la aplicacién de
interferones tipo | incluyendo interferon alfa por medio de un adenovirus recombinante como sistema de
administracion proporciona proteccion eficaz frente al virus de la fiebre aftosa (Chinsangaram, J. y col., 2001,
Journal of Virology 75:5.498-5.503), y desde entonces se probo que la aplicacion de un adenovirus recombinante
que expresa interferon gamma en combinaciéon con un adenovirus que expresa interferén alfa presenta efectos
inhibidores aumentados frente al virus de la fiebre aftosa (Maraes MP y col., 2007, Journal of Virology 81:7.124-
7.135). El interferén alfa es el inhibidor directo de virus mejor conocido, y el interferobn gamma presenta efectos
inhibidores directos e indirectos frente al virus induciendo la secrecién de citoquinas en linfocitos T auxiliares y
linfocitos citoliticos naturales. A pesar del hecho de que el uso del interferén alfa en combinacién con el interferén
gamma tiene la ventaja de inducir diversas inmunidades, el uso de interferon alfa en combinacion simple con
interferon gamma tiene una desventaja de baja eficacia inhibidora, debido a que el efecto antiviral del interferon
gamma es relativamente inferior al del interferén alfa.

Mientras tanto, la secuencia de 2A del virus de la fiebre aftosa es una parte del gen del virus de la fiebre aftosa que
se auto-escinde, y cuando se inserta en un gen, se auto-escinde después de la transcripcion del gen para permitir la
expresion de dos proteinas. Se publicé que la secuencia de 2A tiene un pequefio tamafio génico en comparacion
con la secuencia de IRES (sitio interno de entrada en el ribosoma) que tiene una funcion similar y que la eficacia con
la que el gen se escinde en dos proteinas es aproximadamente 9 veces mayor que la de la secuencia de IRES (SH
Hay col., 2010, Plant biotech., 8:928-938).

Descripcion
Problema técnico

Por consiguiente, los presentes inventores han hecho esfuerzos para desarrollar un inhibidor capaz de inhibir mas
eficazmente virus en animales de una manera mas rentable y conveniente usando un interfer6n que es adecuado
para su uso en animales y que puede presentar un alto efecto inhibidor, y como resultado, han encontrado que,
cuando la secuencia de 2A del virus de la fiebre aftosa se inserta de manera que el interferén alfa porcino y el
interferbn gamma porcino se expresan conjuntamente, se puede obtener el efecto de la aplicaciéon de estos
interferones a la vez, y por tanto se puede obtener el efecto de inhibir mas eficazmente el virus de la fiebre aftosa,
completando de ese modo la presente invencion.

Por lo tanto, es un objetivo de la presente invencion proporcionar un vector de adenovirus recombinante como se
define en las reivindicaciones que sea capaz de expresar conjuntamente interferén alfa porcino e interferon gamma
porcino.
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Solucién técnica

Para conseguir los anteriores objetivos, la presente invencion proporciona un vector de adenovirus recombinante o
plasmido como se define en las reivindicaciones que tiene una secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 2, y que
comprende el gen del interferén alfa porcino, el gen 2A del virus de la fiebre aftosa y el gen del interferon gamma
porcino, que estan colocados en ese orden.

Efectos ventajosos

El vector de adenovirus recombinante segun la presente invencion puede expresar conjuntamente interferén alfa
porcino e interferon gamma porcino para permitir que el interferén alfa porcino y el interferon gamma porcino se
apliquen a la vez. Ademas, se puede usar de una manera mas rentable y conveniente en comparacién con cuando
estos interferones se usan solos o en una mezcla. También, pueden proporcionar el efecto de inhibir mas
eficazmente el virus de la fiebre aftosa a un alto nivel.

Descripcion de las Figuras

La Figura 1 muestra una estrategia de disefio para la producciéon de un adenovirus recombinante que expresa
conjuntamente interferén alfa porcino e interferén gamma porcino.

La Figura 2 es un conjunto de imagenes que muestran los resultados del andlisis por transferencia Western
realizado para examinar las expresiones del interferén alfa porcino y el interferbn gamma porcino en un
adenovirus recombinante.

La Figura 3 es una gréfica que muestra la inhibicion del virus de la fiebre aftosa en funcion del titulo de un
adenovirus recombinante.

La Figura 4 es una gréafica que muestra que un adenovirus recombinante que expresa conjuntamente interferén
alfa porcino e interferén gamma porcino presenta un efector inhibidor aumentado frente al virus de la fiebre
aftosa en ratones en comparacion con los adenovirus recombinantes que expresan interferén alfa porcino e
interferon gamma porcino, respectivamente.

Mejor modo

La presente invencién proporciona un vector de adenovirus recombinante como se define en las reivindicaciones
que se disefia insertando los genes de interfer6n alfa porcino e interferén gamma porcino en un gen sencillo e
insertando la secuencia de 2A del virus de la fiebre aftosa entre los genes de interferon para asi expresar
conjuntamente los dos interferones.

La presente invencion también proporciona un vector de expresion de proteina disefiado por la inserciéon de los
genes de interferon alfa porcino e interferon gamma porcino en un gen sencillo y la insercion de la secuencia de 2A
del virus de la fiebre aftosa entre los genes de interferén para expresar conjuntamente los dos interferones. El vector
de expresion de proteina es un plasmido como se define en las reivindicaciones. El vector de adenovirus
recombinante o plasmido segun la presente invencién expresa conjuntamente el interferdn alfa porcino y el interferén
gamma porcino y, por tanto, se puede usar de una manera mas rentable y conveniente en comparaciéon con cuando
estos interferones se usan solos 0 en una mezcla. Ademas, puede inhibir mas eficazmente el virus de la fiebre
aftosa.

La presente invencion también proporciona un inhibidor del virus de la fiebre aftosa que comprende el anterior vector
de adenovirus recombinante o plasmido. El vector de adenovirus recombinante segin la presente invencién
presenta un efecto significativamente alto sobre la inhibicion del virus de la fiebre aftosa en comparacion con los
virus recombinantes que expresan el interferén alfa y el interferbn gamma, respectivamente, al mismo titulo. Por
tanto, el vector de adenovirus recombinante segun la presente invencion puede presentar dos efectos y proporcionar
un alto efecto a un bajo titulo y, por tanto, se puede usar como un novedoso inhibidor del virus de la fiebre aftosa con
eficacia incrementada. Ademas, el vector de adenovirus recombinante segun la presente invencion se puede usar a
un titulo correspondiente a la mitad del titulo al que se usan los vectores de adenovirus recombinante que expresan
el interferon alfa y el interferbn gamma, respectivamente. Por tanto, es dos veces mas rentable, se usa
convenientemente, y puede reducir los efectos secundarios que se puedan causar por vacunacion a alto titulo.
Ademas, se anticipa que el vector de adenovirus recombinante segin la presente invencidon se puede usar para
diversas enfermedades antiviricas, debido a que los interferones tienen un amplio espectro de actividad antivirica.

Modo para la invencién
Mas adelante, la presente invencion se describira a mas detalle en referencia a los ejemplos. Sin embargo, hay que

entender que estos ejemplos son Unicamente con propdsitos ilustrativos y no pretenden limitar el ambito de la
presente invencion.
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Ejemplo 1: Construccion del adenovirus recombinante

Se insertaron las secuencias del gen de interferén alfa porcino e interferon gamma porcino en direccién 3’ de un
promotor de CMV, y se insert6 el gen 2A del virus de la fiebre aftosa entre los dos genes de interferon de manera
gue los dos genes de interfer6n se expresarian conjuntamente. Este disefio se muestra en la Figura 1.

Mas especificamente, el gen del interferén alfa porcino era el interferén alfa porcino 1 que tenia una secuencia
expuesta en el N.° de acceso Genbank NM_214393, y el gen del interferbn gamma porcino tenia una secuencia
expuesta en el N.° de acceso Genbank AY293733. La secuencia de 2A del virus de la fiebre aftosa que tenia una
secuencia expuesta en SEQ ID NO: 1
(CAGCTGTTGAACTTTGACCTGCTCAAGTTGGCAGGAGACGTCGAGCCCAACCCTGGGCCC) se insertd entre los
dos genes de interferon porcino, y la estructura resultante que tenia una secuencia expuesta en SEQ ID NO: 2 se
sintetiz6 por Bioneer Corp. En el presente documento, se introdujo un sitio de la enzima de restriccion Nhel en el
extremo 5’ de la secuencia génica sintetizada, y se introdujo un sitio de la enzima de restriccion Xbal en el extremo
3’, de manera que la secuencia génica se podria clonar. También, se separé el codén de parada de la region del
interferdn alfa, y se introduce un codén de parada en el extremo 3’ del interferon gamma. Ademas, para la expresion
proteica eficaz de las regiones del gen de interferén en cerdos, se realizo la evaluacién del uso del codén.

Secuencia génica para la expresién conjunta del interferén alfa porcino y el interferén gamma porcino (incluyendo las
secuencias de la enzima de restriccion Nhel y Xbal en ambos extremos; SEQ ID NO: 2)

ATTTGCTCTCTGGGCTGTGATCTGCCACAGACCCACAGCCTGGCTCACACCCGGGCCCTG
CGGCTCCTGGCACAGATGCGGAGAATATCCCCGTTTTCCTGTCTGGACCACCGAAGGGAC
TTCGGATCCCCTCATGAGGCTTTCGGGGGCAACCAGGTACAGAAGGCTCAGGCCATGGCT
CTGGTGCATGAGATGCTCCAGCAGACCTTTCAGCTCTTCAGCACAGAGGGCTCGGCTGCG

GCCTGGAATGAGAGCCTCCTGCACCAGTTCTGCACTGGACTGGATCAGCAGCTGCGCGAT
CTGGAAGCCTGCGTCATGCAGGAAGCAGGGCTGGAAGGGACCCCCCTGTTGGAGGAAGAC
TCCATCCTGGCTGTGCGGAAGTACTTCCACAGGCTCACCCTCTATCTGCAAGAGAAGTCC
TACAGCCCCTGTGCCTGGGAGATCGTCAGGGCCGAGGTGATGCGCTCGTTCTCTTCCAGC
AGAAACCTGCAGGATAGACTTCGCAAGAAGGAGCAGCTGTTGAACTTTGACCTGCTCAAG
TTGGCAGGAGACGTCGAGCCCAACCCTGGGCCCATGAGCTACACAACTTATTTCTTAGCC
TTTCAGCTTTGCGTGACTTTGTGTTTCTCCGGCTCTTACTGCCAGGCGCCCTTTTTTAAG
GAGATCACGATCCTAAAGGACTATTTTAACGCAAGTACCTCAGATGTCCCTAACGGTGGC
CCTCTTTTCTTAGAAATTTTGAAGAATTGGAAAGAGGAGAGTGACAAGAAAATCATCCAG
AGCCAGATCGTTTCCTTCTACTTTAAATTCTTTGAGATCTTCAAAGACAACCAGGCCATT
CAAAGGAGTATGGACGTGATTAAGCAAGACATGTTTCAGCGCTTCCTTAACGGTAGCTCT
GGCAAACTGAATGACTTCGAGAAGCTGATTAAAATCCCGGTTGATAATCTGCAGATCCAG
CGCAAAGCGATCAGCGAACTCATCAAGGTGATGAATGATCTGTCACCACGTTCTAACCTA
AGGAAGCGGAAGCGAAGTCAGACAATGTTCCAGGGCCAGAGAGCATCAAAATAATCTAGA

Para construir un adenovirus recombinante, los genes se clonaron en un vector pShuttle (Clontech) por los sitios de
la enzima de restriccion Nhel y Xbal, seguido de secuenciacién. Luego, los sitios de la enzima de restriccion PI-Sce |
y I-Ceu pocas veces presentes en el plasmido vector pShuttle clonado se digirieron con PI-Sce | y I-Ceu, y el
fragmento diana linearizado se lig6 con el ADN viral Adeno-X (pretratado con PI-Sce y I-Ceu). A continuacion, la
estructura resultante se traté con la enzima de restriccién Swa | para separar el ADN de adenovirus auto-ligado o no
recombinante sin genes insertados. Luego, se realizaron la transformacion y la preparacion génica para seleccionar
un plasmido recombinante (el gen a expresar se recombiné con el ADN del adenovirus). El gen confirmado se
sometid a linearizacién mediante el tratamiento con la enzima Pac | y, a continuacion, se sometié a transfeccion en
células 293A. Cuando las células mostraron un efecto citopatico (ECP) del 80 % o mas, se recogio el adenovirus
recombinante. El adenovirus producido se purificé usando Mini Kit de Purificacion de Adenovirus Virabind
(Cellbiolabs) y, a continuacioén, se midié su titulo (TCIDsp) y se almacend.
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Ejemplo 2: Analisis de la expresién del interferén alfa porcino o el interferén gamma porcino

Para examinar si el interferén alfa porcino y el interferon gamma porcino en el adenovirus recombinante se expresan
0 no, se uso el analisis por transferencia Western.

Un dia antes del analisis por transferencia Western, se sembraron en placa células IBRS-2 (células del higado
porcinas) sobre un matraz de 75 cm?. Al dia siguiente, cuando las células alcanzaron una confluencia del 90 %, se
inoculé aproximadamente 1x10® TCID del adenovirus diluido en un medio fresco en las células. A las 48 horas
después de la inoculacién, se recogié el medio, se concentrd a través de filtro de ultracentrifuga Amicon (Millipore) v,
a continuacion, se sometié a transferencia Western. Para la comparacion de la expresion proteica, se ensayaron el
adenovirus que expresa interferon alfa porcino (Ad-IFN-a porcino), el adenovirus que expresa interferon gamma
porcino (Ad-IFN-y porcino), y el adenovirus que expresa conjuntamente interferon alfa porcino e interferén gamma
porcino (Ad-IFN-ay porcino). Para el andlisis del interferon alfa porcino se usé una dilucién 1:500 de anticuerpo
monoclonal K9 anti-IFN alfa (Thermoscientific), y para el analisis del interferén gamma porcino, se us6 una dilucion
1:500 de anticuerpo anti-IFN gamma porcino (Thermoscientific). El reactivo de deteccién por transferencia Western
ECL™ prime (GE healthcare life science) se us6 para la deteccién, y se usé el sistema Imagequant LAS 4000 (GE
healthcare) para obtener imagenes. Las imagenes se muestran en la Figura 2.

Ejemplo 3: Cuantificacién del interferén alfa o gamma porcino y analisis proteico por ELISA
Las expresiones del interferon alfa y gamma porcino en el adenovirus recombinante preparado se cuantificaron

usando un kit de ELISA (ensayo inmunoabsorbente ligado a enzima) de IFN-a porcino (Uscn life science Inc.) y un
kit de ELISA de IFN-y (Thermoscientific). Los resultados de la cuantificacion se muestran en la siguiente Tabla 1.

Tablal
Titulo (TCIDso) del adenovirus infectado | Ad-IFNa | Ad-IFNy | Ad-IFNay
ELISA de interferdn alfa porcino (pg/ml)
1x10* 309,8 £9,0 - 288,9+£19,2
1x10° 154,3 +20,5 - 59,8 +21,8
ELISA de interferbn gamma porcino (pg/ml)
1x10* - 78,2+0/4 167,8 +35,7
1x10° - 65,8 +5/4 65,8+0,4

Como se ve en la anterior Tabla 1, el nivel de expresién de la proteina en Ad-IFNay porcino a un titulo de 1x10* era
igual a la expresiéon de la proteina en Ad-IFN-a porcino o Ad-IFN-y porcino. También, en Ad-IFNay porcino, se
expresaron tanto el interferén alfa como el interferon gamma, como se esperaba.

Ejemplo 4: Evaluacién (andlisis in vitro) del grado de inhibicién del virus de la fiebre aftosa en funcion del titulo del
adenovirus recombinante

El grado de inhibicién del virus de la fiebre aftosa se evalu6 en funcion del titulo del adenovirus recombinante.
Especificamente, se sembraron en placa células IBRS-2 (células del rifion porcinas) sobre un matraz de 75 cm?, y al
dia siguiente, cuando las células alcanzaron una confluencia del 90 %, se diluyé 1:10 el adenovirus recombinante a
cada titulo y se inocul6 en las células. Al dia siguiente, el sobrenadante se separd, y se inocul6 600 TCIDso del virus
de la fiebre aftosa en las células. A 1 hora después de la inoculacion, se reemplazé el medio. A las 48 horas
después de la inoculacion del virus de la fiebre aftosa, se recogi6 el sobrenadante, y se midié el nimero de copia del
virus de la fiebre aftosa mediante RT-PCR en tiempo real. La RT-PCR en tiempo real se realizé usando el cebador
sentido 5-GGAACYGGGTTTTAYAAACCTGTRAT-3' (SEQ ID NO: 3) y el cebador antisentido 5'-
CCTCTCCTTTGCACGCCGTGGGA-3' (SEQ ID NO: 4), el cual se dirige a la porcion 3D del virus de la fiebre aftosa,
sonda 5'-FAM-CCCADCGCAGGTAAAGYGATCTGTA-TAMRA-3' (SEQ ID NO: 5), y el sistema de PCR en tiempo
real ABI 7500 (Applied Biosystems) (Su-Mi Kim y col., “Multiple shRNAs driven by U6 and CMV promoter enhances
efficiency of antiviral effects against foot-and-mouth disease virus”, 2010, Antiviral Research 87:307-317). Los
resultados de la medicidon se muestran en la Figura 3.

Como se ve en la Figura 3, Ad-IFNay porcino presentd excelentes efectos inhibidores frente al virus de la fiebre
aftosa en comparacién con Ad-IFN-y porcino a todos los valores de titulo, y presentaron excelentes efectos
inhibidores frente al virus de la fiebre aftosa en comparacion con Ad-IFN-a porcino a un TCIDsg de 1.000 0 menos.
Particularmente, a un TCIDsp; de 100, Ad-IFNay porcino presentd efectos significativamente excelentes sobre la
inhibicion del virus de la fiebre aftosa en comparacién con Ad-IFN-a y Ad-IFN-y porcino.

Ejemplo 5: Evaluacion (analisis in vivo) de los efectos del adenovirus recombinante sobre la inhibicion del virus de la
fiebre aftosa

En este Ejemplo, se prepararon un total de 59 ratones ICR (6 dias de vida, 15 o 14 (Ad-nulo control) ratones por
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grupo), y cada raton se inoculé con 2x10 TCIDso de adenovirus. A las 24 horas después de la inoculacién, cada
ratén se inoculd con 250 LDsg de virus de la fiebre aftosa, y después de 7 dias, se observé la tasa de supervivencia
de los ratones. Los resultados de la observacién se muestran en la Figura 4.

Como se ve en la Figura 4, el dia 3, el grupo de ratén inoculado con Ad-IFNay porcino mostré una tasa de
supervivencia del 80 %, la cual es mayor que la del grupo inoculado con Ad-IFNa porcino (tasa de supervivencia al
60 %) o Ad-IFN-y porcino (tasa de supervivencia al 33 %). A los 7 dias después de la inoculacion, el grupo inoculado
con Ad-IFNay porcino mostré una tasa de supervivencia de aproximadamente 40 %, mientras que el grupo inoculado
con Ad-IFN-a porcino o Ad-IFN-y porcino mostré una tasa de supervivencia de aproximadamente 20 %. Por tanto,
este experimento sobre los ratones demostrd que la inoculacion con Ad-IFNay porcino que es un producto segin la
presente invencién muestra mejores efectos sobre la inhibicién del virus de la fiebre aftosa en comparacién con la
inoculacion de cada interfer6n al mismo titulo.

Ensayo listado de secuencia

SEQ ID NO. 1: secuencia de 2A del virus de la fiebre aftosa

SEQ ID NO. 2: secuencia génica para la expresion conjunta del interferén alfa porcino y el interferon gamma
porcino (incluyendo las secuencias de la enzima de restriccion Nhel y Xbal a ambos extremos)

SEQ ID NO. 3: secuencia del cebador sentido usado en RT-PCR

SEQ ID NO. 4: secuencia del cebador antisentido usado en RT-PCR

SEQ ID NO. 5: secuencia de la sonda usada en RT-PCR.

<110> REPUBLIC OF KOREA (Management: Animal, Plant and Fisheries Quarantine and Inspection Agency)

<120> Adenovirus recombinante que expresa simultdneamente interferén alfa porcino e interferén gamma
porcino

<130> YPD201205-0006
<160>5

<170> Kopatentin 2.0
<210>1

<211>60

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia de 2A del virus de la fiebre aftosa

<400> 1

cagetottoa actttgacct getcaagttg gcaggagacg tcgageccaa cecctgggecee 60
60

<210>2

<211> 1080

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia sintética que incluye el interferdn alfa porcino, el interferon gamma porcino y la secuencia de
2A del virus de la fiebre aftosa

<400> 2
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cggctoctgg cacagatgeg

ttcggatcec ctcatgagge

ctggtgcatg agatgetcca

gcetggaatg agagectcct

ctggaagccet gegtcatgea

tccatectgg ctgtgeggaa
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tctoccacag
gagaatatcc
tttcgggggc
gcagaccttt
gcaccagttc
ggaagcagag

gtacttccac

tacagceect gtacctggga gatcatcagg

agaaacctgc aggatagact

ttggcaggag acgtcgagec

tttcagettt gegtgacttt

tcocaagaag
caaccetggg

gtatttctec

gagatcacga tcctaaagga ctattitaac

cctettttct tagaaatttt

gaagaat tgg

agccagatcg tttccttcta ctttaaattc

caaaggagta tggacgtgat

taagcaagac

ggcaaactga atgacticga gaagctgatt

cgcaaagega tcagcgaact

aggaagcgga agcgaagtca

<210>3

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador sentido

<400> 3
ggaacygggt tttayaaacc tgtrat

<210>4

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador antisentido

<400> 4
cctctecttt gcacgeegtg gga

<210>5

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia sonda

<400> 5

23

26

catcaaggtg

gacaatgttc

acccacagcec
cegttttect
aaccaggtac
cagetettcea
tgcactggac
ctggaaggga
aggctcacce
gccgaggat ga
gagcagcetot
cccatgaget
ggctcttact
gcaagtacct
aaagaggaga
tttgagatct
atgtttcage
aaaatcccgy
atgaatgatc

cagggccaga

tggctcacac
gtctggacca
agaaggctca
gCacagaggg
tggatcagea
cceeeetgtt
tctatctgca
tacacteatt
tgaactttga
acacaactta
gceaggegcec
cagatgtcec
gtgacaagaa
tcaaagacaa
gcttecttaa
ttgataatct
tgtcaccacg

gagcatcaaa

ccgggeectg
ccgaagggac
ggccatgget
cteggetgeg
gctgegegat
ggaggaagac
agagaagtcc
ctettecaoe
cctgetcaag
tttettagee
cttttttaag
taacggtggc
aatcatccag
ccaggccat t
cggtagetct
gcagatccag
ttctaaccta

ataatctaga

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
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1080
1080
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REIVINDICACIONES

1. Un vector de adenovirus recombinante que comprende la secuencia de nucleétidos que consiste en el gen del
interferon alfa porcino, el gen de 2A del virus de la fiebre aftosa y el gen del interferén gamma porcino, los cuales
estan colocados en ese orden,

en el que la secuencia de nucleétidos es la secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 2,

en el que el gen 2A del virus de la fiebre aftosa tiene la secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 1 en la secuencia
de nucledtidos en SEQ ID NO: 2.

2. El vector del adenovirus recombinante de la reivindicacién 1, que inhibe el virus de la fiebre aftosa.

3. El vector del adenovirus recombinante de la reivindicaciéon 1, que expresa conjuntamente los genes del interferén
alfa porcino y del interferén gamma porcino.

4. Un plasmido que tiene la secuencia de nucleétidos que consiste en la secuencia de nucledtidos del gen del
interferén alfa porcino, el gen 2A del virus de la fiebre aftosa y el gen del interferon gamma porcino, los cuales estan
colocados en ese orden,

en el que la secuencia de nucledtidos es la secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 2,

en el que el gen 2A del virus de la fiebre aftosa tiene la secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 1 en la secuencia
de nucleétidos en SEQ ID NO: 2.

5. El plasmido de la reivindicacion 4, el cual expresa conjuntamente los genes del interferén alfa porcino y del
interferon gamma porcino.

6. El plasmido de la reivindicacién 4, el cual inhibe el virus de la fiebre aftosa.
7. Un inhibidor para inhibir el virus de la fiebre aftosa, comprendiendo o bien un vector de adenovirus recombinante

expuesto en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 o un plasmido expuesto en una cualquiera de las
reivindicaciones 4 a 6.



ES 2 662 948 T3

Fig. 1
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Fig. 2
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Fig. 3
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Fig. 4
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