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MODIFICACION

NUEVA REIVINDICACION No. 1

Un método para la produccién de Flavivirus como un vector para antigenos
heter6logos que comprende la introduccion y expresion de secuencias de genes
foraneos dentro de sitios de insercién en el nivel de la proteina de envoltura de
cualquier Flavivirus, en donde los sitios estan a parte estructuralmente de las areas
conocidas para interferir con la estructura de la proteina E del Flavivirus y donde los

sitios:

(i) descansan sobre la superficie externa del virus suministrando accesibilidad al

anticuerpo;

(i1) No hay roturas o desestabilizacion significativa de la estructura tridimensional

de la proteina E; y

(iii) no hay interferencia con la formacion de la red de la proteina dentro de la

envoltura viral.



REIVINDICACIONES

1. Un Método para la produccidén de Flavivirus como
un vector para antigenos heterdlogos que comprende la
introduccidén y expresidn de secuencias de denes foraneos
dentro de sitios de insercidn en el nivel de la proteina
de envoltura de cualquier Flavivirus, en donde los sitios
estan a parte estructuralmente de las A&reas conocildas
para interferir con la estructura de la proteina E del

Flavivirus general y comprende:

(i) Sitios que descansan sobre la superficie
externa del virus suministrando accesibilidad al

anticuerpo;

(ii) No . hay roturas ©  desestabilizacidn
significativa de la estructura tridimensional de 1la

proteina E;

(1i1i)No hay interferencia con la formacién de la

red de la proteina dentro de la envoltura viral.

2 El método de acuerdo con la reivindicacidéon 1,
en donde un sitio comprende la regidn de hilos-8 f vy g

que incluye el lazo fg que forma parte de la léamina B
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antiparalela de 5 ramificaciones de dominic II de

proteina de envoltura del Flavivirus.

3 El método de acuerdo con la reivindicacidn 2 en
donde el sitio es el area d lazo entre los hilos B f v g
que forman parte de la léamina 8 antiparalela de 5

ramificaciones del dominio II de la proteina de envoltura

del Flavivirus.

4 El método de acuerdo con la reivindicacidn 2 en
donde la secuencia extrafia ha sido insertada en la regidn
de los aminodcidos 196 a 215 con referencia a la
secuencia de virus de encefalitis tick-borne descrita en

la figura 2.

5 El método de acuerdo con la reivindicacidén 2 en
donde la secuencia extraha ha sido insertada en la regidn
de 1los aminoadcidos 205 a 210 con referencié a la
secuencia de virus de encefalitis tick-borne descrita en

la figura 2.

6 El método de acuerdo con la reivindicacidén 1 en

donde otro sitio comprende la regidén de los hilos E; y Fo

2,0b
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que incluye el lazo Eg F¢ que forma parte del octavo del

parril B de 8 ramificaciones del dominio I

7 El1 método de acuerdo con

la reivindicacidén 6 en

donée el sitio es el area de lazo entre los hilos Eq Fe

que forma parte del barril 8 de 8 ramificaciones del

dominio I.

8 El método de acuerdo con
donde la secuencia extrafa ha sido
de los aminoacidos 138 a 166
secuencia de virus de encefalitis

la figura 2.

] El método de acuerdo con
donde la secuencia extrafa ha sido
de los aminoacidos 146 a 160
secuencia de virus de encefalitis

la figura 2.

la reivindicacidn 6 en
insertada en la regidn
con referencia a la

tick-borne descrita en

la reivindicacion 7 en
insertada en la regidn
con referencia a la

tick-borne descrito en
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10 El método de acuerdo con la reivindicacidén 1 en
donde el Flavivirus se selecciona a partir del grupo que
consiste de cualquier Flavivirus que incluye el wvirus de
fiebre amarilla, el virus de encefalitis tick-borne, el

virus del dengue y el virus de encefalitis japonesa.

11 E1 método de acuerdo con la reivindicacién 10
en donde el virus es un virus recombinante o atenuado del

tipo natural.

12 E]l método de acuerdo con la reivindicacién 10 y

11 en donde el Flavivirus es un virus de fiebre amarilla.

13 El1 método de acuerdo con la reivindicacidédn 12
en donde el virus es un virus de fiebre amarilla

recombinante.

14 El método de acuerdo con la reivindicacidén 13
en donde el virus de fiebre amarilla es la sepa de virus

YF 17D y las subsepas del mismo..
it
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15 El método de acuerdo con la reivindicacidn 1 a

14 en donde el epitope extrafio es una secuencia del gen
Bttt bl

P

malarial.

16 El método de acuerdo con la reivindicacidén 15

en donde 1la secuencia de gen malarial es el epitope

humoral A&Zﬁi}.
N

17 El1 método de acuerdo con la reivindicacidn 15

~en donde la secuencia de gen malarial es el DYENDIEKKI

del epitope de linfocitos T citotdxicos {(CTL).

18 El método de acuerdo con la reivindicacién 15
en donde la secuencia de gen malarial es el SYVPSAEQI del

epitope de linfocitos T citotdxicos (CTL).

192 El méetodo de acuerdo con la reivindicacidén 1 en
donde uno o mas residuos de glicinacson insertados en la
W
regién inmediatamente agquas arriba y aguas abajo del

epitope extraifo.

%04
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20 Una construccidn de DNA que consiste
esencialmente de un vector, un genoma de Flavivirus
estable genéticamente y secuencias de gen extraho
introducidos en un sitio de insercidén de acuerdo con

cualquiera de las reivindicaciones 1 a 19.

21 La construccién de DNA de acuerdo con 1la
reivindicacién 20 en donde el Flavivirus se selecciona a
partir del grupo QUe consiste de cualquier Flavivirus
incluyendo el virus de fiebre amarilla, el virus de
encefalitis tick-borne, el virus del dengue y el virus de

encefalitis japonesa.

22 La construccién de DNA de acuerdo con 1ia

reivindicacidén 20 en donde el vector es seleccionado a

partir del grupo gque consiste de plédsmidos de nlUmero de.
de numero de

—

baja copia.
,/_——\/\

23 La construccién de DNA de acuerdo con la
reivindicacién 20 en deonde el vector es seleccionadc a

partir del grupo de pACNR1180 y ,BeloBAC1ll.
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24 La construccién de DNA de acuerdo c¢on la
reivindicacidén 20 en donde el vector se selecciona a
partir del grupo que consiste de plésmidos de numero de

alta copia.

25 La construccién de DNA de acuerdo con la
reivindicacién 20 en donde el (genoma de Flavivirus

estable genéticamente se deriva de cualquier sepa YF 17D

26 La construccién de DNA de acuerdo con la

reivindicacidén 25 en donde el genoma de Flavivirus.

estable genéticamente es el genoma YF que lleva la
secuenclia completa establecida en la SEQ ID NO: 1 o

secuencias equivalentes funcionalmente de la misna.

27 La construccién de DNA de acuerdo con la
reivindicacidén 20 en donde loa secuencia de gen extrafios
derivada de la' malaria, fiebre amarilla, dengue,
encefalitis japonesa, encefalitis tick-borne e

infecciones fungales.
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28 La construccidén de DNA de acuerdo con la
reivindicacidn 27en donde la secuencia de gen extrafio es

una secuencia de gen malarial.(q

/\_\—\. \

29 La construccidn de DNA de acuerdo con la
reivindicacién 26 y 28 en donde la secuencia del gen

malarial.es el epitope humoral (NANP),.

30 La construccidn de DNA de acuerdo con la
reivindicaciéon 28 en donde la secuencia de gen malarial
es el DYENDIEKKI del epitope de linfocitos T citotdéxicos

(CTL) .

31 La construccién de DNA de acuerdo con 1la
reivindicacién 28 en donde la secuencia de gen malarial
es el SYVPAEQI del epitope de linfocitos T citotéxicos

(CTL} .

32 La construcciétn de DNA de acuerdo con la

reivindicacidén 29 que es el plasmido pYF17D/8.

3\@
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33 La construccidon de DNA que tiene la estructura

del el plasmido pYFE200.

34 La construccidon de DNA que tiene la estructura

del plésmido pYFE200/1

-

35 La construccidn de DNA que tiene la estructura

del 1 plasmido pYFE200/13

36 La construccidén de DNA gque tiene la estructura

del 1 plasmido pYFE200/8

37 Un Flavivirus como un vector para antigenos
heterdlogos que comprende secuencias de ' gen extrafio
insertadas en los sitios en el nivel de su proteina de
envoltura, en donde los sitios estan estructuralmente a
parte de las 4&reas conocidas para interferir con 1la

estructura de la proteina E del Flavivirus general.

38 El1 Flavivirus de acuerdo con la reivindicacién
37, en donde la secuencia de gen extrafio es introducida
en la regidn de hilos-B f y g que incluye el lazo fg que
forma parte de la lamina B antiparalela de 5
ramificaciones de dominio II de la proteina de envoltura

del Flavivirus.
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39 El1 Flavivirus de acuerdo con la reivindicacidn
38, en donde el sitio es el &drea de lazo entre los hilos-
B de f v g que forma parte de la lamina £ antiparalela de
5 ramificaciones de dominio II de la proteina de

envoltura del Flavivirus.

40 El Flavivirus de acuerdo con la reivindicacidn
38 en donde la secuencia extrafia ha sido insertada en la
regién de los aminoécidos_196 a 215 con referencia a 1la
secuencia de virus de encefalitis tick-borne descrita en

la figura 2.

41 El Flavivirus de acuerdo con la reivindicacién
39 en donde la secuencia extrafa ha sido insertada en la
reglién de los aminodcidos 205 a 210 con referencia al

virus de encefalitis tick-borne descrita en la figura 2.

42 E1 Flavivirus de acuerdo con la reivindicacién
37 en donde otro sitio comprende la regién de los hilos
E¢ Fa incluyendo lazo E; Fp que forma parte del barril B

de 8 ramificaciocones del dominio I
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43 E1 Flavivirus de acuerdo con la reivindicacién
472 en donde el sitioc es el area de lazo entre los hilos
E. F: que forma parte del barril £ de 8 ramificaciocnes del

dominio TI.

44 FE1 Flavivirus de acuerdo con la reivindicacidn
38 en donde la secuencilia extrafia ha sido insertada en la
regiéon de los aminodcidos 138 a 215 con referencia a la
secuencia de virus de encefalitis tick-borne descrita en

la figura 2.

45 ELl Flavivirus de acuerdo con la reivindicacién
43 en donde la secuencia extrafia ha sido insertada en la
region de los aminoacidos 146 a 160 con referencia a la
secuencia de virus de encefalitis tick-borne descrita en

la figura 2.

46 El Flavivirus de acuerdo con la reivindicacién
37 en donde el Flavivirus se selecciona a partir del
grupc que consiste de cualquier Flavivirus que incluye el

virus de fiebre amarilla, el wvirus de encefalitis tick-
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borne, el virus del dengue vy el virus de encefalitis

japonesa.

47 E1 Flavivirus de acuerdo c¢on la reivindicacidn
46 en donde el wvirus es un virus recombinante o atenuado

del tipo salvaje o natural.

483 E1 Flavivirus de acuerdo con la reivindicacidn
46 y 47 en donde el Flavivirus es un virus de fiebre

amarilla.

49 E1 Flavivirus de acuerdo con la reivindicacién
48 en donde el virus es un virus de fiebre amarilla

recombinante.

50 El1 Flavivirus de acuerdo con la reivindicacién
49 en donde el virus de fiebre amarilla es la sepa de

virus YF 17D y las sub-sepas del mismo..

3\%
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51 El Flavivirus de acuerdo con la
reivindicaciones 37 a 50 en donde el epitope extrafio es

una secuencia del gen malarial.

52 Una composicién de vacuna para inmunizar contra
Flavivirus v otros agentes infecclosos que consiste
esencialmente de un virus de acuerdo con las

reivindicaciones 37 a 51.

53 La composicidn de vacuna de acuerdo con la
reivindicacién 52 en donde el Flavivirus es un virus de
fiebre amarilla vy los otros agentes infecciosos son

agentes causativos de malaria.

54 La composicién de vacuna de acuerdo con la
reivindicacidén 53 en donde la secuencia de gen malarial

es el epitope humoral (NANP);.

55 La composicién de wvacuna de acuerdo con la
reivindicacién 15 en donde la secuencia de gen malarial

es el DYENDIEKKI del epitope de linfocitos T citotdxicos.
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56 La composicién de vacuna de acuerdo con la
reivindicacién 53 en donde la secuenclia de gen malarial

es el SYVPSAEQI del epitope de linfocitos T citotédxicos.

57 La composicién de wvacuna de acuerdo con las
reivindicaciones 37 a 51 que comprende una cantidad
suficiente del wvirus y un vehiculo farmacéutica mente

aceptable.

58 Un Flavivirus como un vector para antigenos
heterdlogos en donde el Flavivirus es obtenido de acuerdo

con cualquiera de las reivindicacicnes 1 a 19.



