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DESCRIPCION
Estrategia de inmunizacion para prevenir una infeccion por H1N1
Antecedentes de la invencion

Diversos métodos diferentes han sido propuestos para prevenir una infeccion por el virus de la gripe, pero la mayoria
de estos métodos utilizan tecnologias antiguas administradas mediante inyeccion. Este método puede ser dificil de
realizar durante una pandemia en la que se ha interrumpido la atenciéon sanitaria habitual. Una vacuna de
administracion oral que pueda ser distribuida sin personal médico cualificado supondria una ventaja significativa.

Los virus HIN1 pandémicos de 2009 fijan como diana poblaciones celulares diferentes a las de la gripe normal.
Estos virus infectan las células epiteliales intestinales, ademas de las células epiteliales del pulmén. Los pacientes
infectados con H1N1 presentaron diarrea y enfermedad estomacal junto con los sintomas usuales de la gripe.

La presente invencién proporciona una inmunizacién oral con beneficios sustanciales en la protecciéon contra la
infeccion por H1IN1. Se genera una fuerte respuesta inmune de la mucosa, incluyendo en el intestino, segin se
demuestra por las fuertes respuestas de anticuerpos IgA contra HA en pellets o granulos fecales. También se
muestra que la vacuna oral contra H1N1 protege contra el HIN1 en una prueba de provocacion directa in vivo.

El arte previo incluye la patente WO2007100908. El Ejemplo 4 de la misma revela la administracion de un vector
adenoviral que codifica una proteina A/PR/8/34 HA de la gripe en combinacién con un antagonista de poli(l:C) TLR-
3. El Ejemplo 11 de la misma revela un vector adenoviral con un promotor que controla la expresion de HA de la
cepa del virus de la gripe A/Indo/5/2005 con una secuencia aguas abajo (“downstream”) que codifica un agonista del
TLR-3 de ARN de doble cadena. Este ejemplo también recela un vector adenoviral con un primer promotor que
controla la expresion de un agonista del TLR-3 de ARN de doble cadena, y un segundo promotor que controla la
expresion de HA de la cepa A/Indo/5/2005 del virus de la gripe.

Breve resumen de la invencién

La invencion proporciona composiciones de respuesta rapida y facilmente escalables para la vacuna contra cepas
pandémicas de la gripe H1N1. Tras el aislamiento de la cepa, puede prepararse una vacuna viral basada en genes
de acuerdo a la invencién y someterla a ensayo por seguridad y eficacia en cuestién de semanas.

La invencién proporciona vectores de expresion adenovirales quiméricos para la proteccion contra el virus H1N1 de
la gripe, donde dicho vector comprende un casete de expresion que comprende (a) un primer promotor enlazado de
forma funcional a un acido nucleico que codifica un agonista del receptor de tipo toll 3 (TLR-3, por sus siglas en
inglés), en donde el agonista de TLR-3 es un ARN de doble cadena (dsRNA); y (b) un segundo promotor enlazado
de forma funcional a un acido nucleico que codifica un polipéptido de hemaglutinina a partir del virus de la gripe
A/CA/04/2009 H1N1. En algunos modos de realizacion, el dsRNA se selecciona de ARN de horquilla corto (ARNhc),
dsRNA viral, y ARNip. En algunos modos de realizacion, la secuencia que codifica el dsRNA comprende una
secuencia que tiene una identidad sustancial con una secuencia seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID
NO:1, SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:5, y SEQ ID NO:6 (SEQ ID NOs:1-6). En algunas
realizaciones, la secuencia que codifica el dsRNA comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste en
SEQ ID NOs:1-6.

En algunos aspectos de la revelacion descrita en la presente patente, el polipéptido de H1IN1 es un antigeno de
superficie del H1IN1 o un fragmento antigénico del mismo. En algunos aspectos de la revelacion descritos en la
presente patente, el polipéptido se selecciona del grupo que consiste en HA, NA, MP, y NP, y fragmentos
antigénicos del mismo. El virus de la gripe HIN1 es de la cepa A/CA/04/2009.

En algunos modos de realizacion, el primer promotor y el segundo promotor es el mismo. En algunas realizaciones,
el primer promotor y el segundo promotor son diferentes. El promotor puede ser constitutivo o inducible, y puede ser
un promotor génico mamifero o viral, por ejemplo, CMV o SV40.

En algunos modos de realizacion descritos en la presente patente, el vector de expresion viral es sustancialmente
idéntico a la SEQ ID NO:7, por ejemplo, con al menos un 90,92, 95, 96, 98, 0 99% de identidad con la SEQ ID NO:7,
o con el casete de expresion de la SEQ ID NO:7 (posiciones de nucledtidos 603 a 4194). En algunos modos de
realizacion descritos en la presente patente, el vector de expresion viral comprende la SEQ ID NO:7 o el casete de
expresion de la SEQ ID NO:7. En algunos aspectos de la revelacion descrita en la presente patente, el vector de
expresion viral es sustancialmente idéntico a la SEQ ID NO:7, pero codifica un polipéptido antigénico del H1N1
diferente.
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En algunas realizaciones, la invencion proporciona composiciones farmacéuticas para la protecciéon contra el virus
de la gripe H1N1, donde dichas composiciones comprenden el vector viral quimérico de la invencién y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable. En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica se formula para una entrega
no parenteral (administracion), por ejemplo, administracion por via oral, mucosa, o intranasal. En algunas
realizaciones, la composicion farmacéutica se formula para la administracién por via oral.

En algunos modos de realizacion, la invencién proporciona una composicion farmacéutica para su administracion
por via oral que comprende el vector viral quimérico de la invencién y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

La invencidon ademas proporciona una cantidad inmunolégicamente efectiva de un vector de expresion adenoviral de
la invencién, o una composicién de la invencion, para su uso en un método para provocar una respuesta inmune
ante el virus pandémico de la gripe HIN1 en un mamifero, en donde la respuesta inmune se dirige contra el
polipéptido de hemaglutinina, y en donde la via de administracién se selecciona del grupo que consiste en: oral,
intranasal y mucosa. En algunas realizaciones, la administracion es oral. En algunas realizaciones, el mamifero es
un humano. En algunas realizaciones, la respuesta inmune se selecciona del grupo que consiste en una respuesta
inmune de la mucosa, una respuesta inmune sistémica, una respuesta inmune humoral, y una respuesta inmune
celular. En algunas realizaciones la respuesta inmune es una respuesta inmune de la mucosa. En algunas
realizaciones, la respuesta inmune puede detectarse en la mucosa intestinal.

Breve descripcion de los dibujos

Figura 1A. Los titulos de anticuerpos sistémicos para anticuerpos HA anti-gripe se pueden comparar a las 8
semanas para vacunacion oral (p.o.) y vacunacion intramuscular (i.m.) de DX1. Se administré Ad-CA/04/09-Adj por
via oral en dos dosis diferentes (10" U 0 10% IU) o i.m. en 10° IU. Se muestran también los resultados de un vector
de expresion adenoviral similar que codifica HA a partir de un H1N1 no similar (Ad-PR8-Adj).

Figura 1B. Los resultados de la inhibicion de la Hemaglutinacion (HAI) a las 3, 5 y 8 semanas después de la
vacunacion confirman una respuesta sistémica similar del anticuerpo a A/CA/04/2009 de la administraciéon por via
oral e i.m.

Figura 1C, 1D, y 1F. La administracion oral de la vacuna vectorial DX1 proporciona una respuesta del anticuerpo
superior de las mucosas en comparacion con la inyeccion i.m. Se midieron titulos de anticuerpos especificos a HA
en tejidos de la mucosa intestinal (fecal), vaginal, y del pulmén, a las 8, 10, y 12 semanas después de la
administracion, respectivamente. Los resultados se muestran en los paneles C, D, y E de la Figura 1. Hay que
sefialar que la administracion oral del vector DX1 proporciona titulos de IgA especificos mas elevados que una dosis
alta de una inyeccion i.m. La dosis oral 10 veces mas baja también induce una respuesta igual o mayor. Un * indica
P<0,05 calculado utilizando una prueba T de Student basada en lecturas OD450.

Figura 2A y 2B. La administracion oral en dosis bajas del vector DX1 proporciona datos de mantenimiento de peso y
de supervivencia comparables con las dosis altas con administracion oral e i.m. La Figura 2A muestra que el 100%
de los ratones vacunados con DX1 que reciben una prueba de provocacién de H1N1 letal sobrevivieron. De forma
similar, la Figura 2B muestra una pérdida de peso minima en todos los tres grupos. Los ratones no tratados, o los
vacunados solo con adyuvante sucumbieron al virus;Joco después de la prueba de provocacion. “Oral” indica 108 1U
DX1, “IM” indica 108 1U DX1, dosis oral lo indica 10" IU DX1, control Ady indica un vector que expresa Unicamente
dsRNA.

Figura 3. La expresion del adyuvante con dsRNA mejora la respuesta del anticuerpo al antigeno de H1N1 HA. Los
titulos de plasma de los anticuerpos especificos para HA se midieron a continuacién de la administraciéon oral de
DX1 y DX2 (vector que carece de la secuencia de codificacion del dsRNA).

Descripcion detallada de la invencion
. Introduccion

La presente invencion proporciona vacunas con vectores adenovirales quiméricos efectivos y novedosos que
pueden desarrollarse rapidamente en respuesta a una pandemia viral de H1N1. Una vez aislada la cepa pandémica,
puede aislarse un antigeno y utilizarse para disefiar una vacuna de acuerdo con la presente invencion. Pueden
realizarse ensayos con animales, para determinar la seguridad y los rangos de dosis tolerables, ademas de la
eficacia de la vacuna contra la cepa pandémica en particular, en cuestion de semanas. Las vacunas con vectores
adenovirales quiméricos de la invencién comprenden un antigeno de codificacién de secuencia (hemaglutinina),
ademas de una secuencia que codifica un adyuvante con dsRNA. La vacuna puede ser administrada por via no
parenteral y en una dosis baja para provocar una respuesta inmune contra el antigeno de H1N1. Los vectores virales
quiméricos provocan respuestas inmunes fuertes y efectivas especificas para el antigeno polipeptidico de H1N1, en
particular cuando se administra a través de una via no parenteral (por ejemplo, por via oral, intranasal o mucosa).
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La eficacia del agonista de TLR-3 con dsRNA codificado por el vector como adyuvante es también sorprendente. El
uso del dsRNA como adyuvante para vectores virales es contrario a la intuicion considerando que la utilidad
propuesta fundamental del poli I:C mimético de dsRNA es como un agente antiviral [Nemes, et al., Proc Soc Exp Biol
Med. (1969) 132:776; Schafer, et al, Nature. (1970) 226:449; Fenje, et al, Nature (1970) 226:171.].

II. Definiciones

El término “quimérico” o “recombinante” tal como se utiliza en la presente patente en referencia, por ejemplo, a un
acido nucleico, proteina, o vector, indica que el acido nucleico, proteina o vector, ha sido modificado por la
introduccion de un acido nucleico o proteina heterdlogos, o por la alteracion de un acido nucleico o proteina nativos.
Por tanto, por ejemplo, los vectores quiméricos y recombinantes incluyen secuencias de acido nucleico que no se
encuentran dentro de la forma nativa (no quimérica o no recombinante) del vector. Un vector viral quimérico (o vector
de expresion viral quimérico), hace referencia a un vector viral que comprende una secuencia de acido nucleico que
codifica un polipéptido heteroélogo.

Un “vector de expresion” o “casete de expresion” es un constructo de acido nucleico, generado por recombinacion o
sintesis, con una serie de elementos del acido nucleico especificos que permiten la transcripcion de un acido
nucleico en particular en una célula hospedadora. El vector de expresion puede ser parte de un plasmido, un virus, o
un fragmento de acido nucleico. Habitualmente, el vector de expresion incluye un acido nucleico a ser transcrito
ligado funcionalmente a un promotor. Un vector de expresion puede incluir mas de una unidad de expresion o
secuencia de codificacion, que puede ser contigua (por ejemplo, bajo el control del mismo promotor) o no contigua
(bajo el control de un promotor diferente).

Los términos “promotor” y “secuencia de control de la expresion” hacen referencia a secuencias de control de acidos
nucleicos que dirigen la transcripcion de un acido nucleico. Tal como se utiliza en la presente patente, un promotor
incluye secuencias de acidos nucleicos necesarias cerca del sitio de inicio de la transcripcion, tal como, en el caso
de un promotor de polimerasa de tipo Il, un elemento TATA. Un promotor ademas incluye de manera opcional
elementos represores o potenciadores distales, que pueden situarse, tanto como, a varios miles de pares de base
del sitio de inicio de la transcripcion. Los promotores incluyen promotores constitutivos e inducibles. Un promotor
“constitutivo” es un promotor que es activo bajo la mayoria de condiciones ambientales y de desarrollo. Un promotor
“inducible” es un promotor que es activo bajo regulacion ambiental o de desarrollo. El término “ligado
funcionalmente” hace referencia a un ligamiento funcional entre una secuencia de control de acido nucleico (tal
como un promotor, o una matriz de sitios de union al factor de transcripcion) y una segunda secuencia de acido
nucleico, en donde la secuencia de control de la expresion dirige la transcripcion del acido nucleico correspondiente
a la segunda secuencia.

Los términos “agonista del TLR-3" o "agonista del receptor de tipo Toll 3" tal como se utiliza en la presente patente
hace referencia a un compuesto que se une y estimula el TLR-3. Se han identificado los agonistas del TLR-3,
incluyendo ARN de doble cadena, dsRNA obtenido viralmente, diversos analogos al ARN de doble cadena
sintetizados quimicamente incluyendo acido poliinosinico-policitidilico (poli I:C) — acido poliadenilico-poliuridilico (poli
A:U) y poli I:poli C, y anticuerpos (o entrecruzamiento de anticuerpos) para el TLR-3 que conducen a la prosuccion
de IFN-beta [Matsumoto, M, et al, Biochem Biophys Res Commun 24:1364 (2002), de Bouiteiller, et al, J Biol Chem
18:38133-45 (2005)]. Los agonistas del TLR-3 incluyen ademas dsRNA codificado por y expresado a partir de un
vector, por ejemplo, segun se describe en la presente patente.

El ARN de doble cadena (dsRNA) que incluye dos cadenas complementarias, habitualmente con una extension de al
menos 4, 5, 10, 12, 15, 20 o mas ribonucleétidos. La extension complementaria de un dsRNA puede ser entre 5-10,
5-20, 5-30, 10-20, 10-100, 20-100, y mayor. Un experto en el arte apreciara que la extension complementaria no
necesita ser un 100% complementaria para que el dsRNA actiie como un agonista o adyuvante efectivo del TLR-3.
Una molécula de dsRNA puede comprender una especie intramolecular de ARN de doble cadena (por ejemplo, ARN
de horquilla corto o ARNhc) y una especie de dsRNA que comprenda al menos dos moléculas separadas de ARN de
cadena unica.

Los polinucleétidos pueden comprender una secuencia designada (por ejemplo, una secuencia viral del HIN1 que
codifica un polipéptido o dsRNA en particular o una parte del mismo) o una variante de una secuencia de ese tipo
que da como resultado una respuesta inmune al virus H1N1 deseado o al agonista del TLR-3, respectivamente. Las
variantes de polinucleétidos pueden contener una o mas sustituciones, adiciones, deleciones y/o inserciones, de tal
manera que la actividad bioldgica del polipéptido codificado no se vea reducida, en relacion a un polipéptido que
comprenda la secuencia original. Las variantes de polinucleétidos de un dsRNA determinado pueden contener una o
mas sustituciones, adiciones, deleciones y/o inserciones de tal manera que la actividad del agonista del TLR-3 del
dsRNA codificado no se vea reducida, en relacion a un dsRNA que no contenga las sustituciones, adiciones,
deleciones y/o inserciones. Las variantes muestran, preferiblemente, al menos aproximadamente un 50%, 55%,
60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, con respecto a una
secuencia de polinucleétidos que codifica un polipéptido nativo o una parte del mismo o con respecto a una
secuencia de polinucledtidos que codifica un dsRNA con actividad agonista de TLR-3.
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El término “sujeto” o “paciente”, para los propositos de la presente invencion, hace referencia a un mamifero que
puede ser infectado con el virus H1N1. Entre los mamiferos se incluyen los humanos, ademas de mamiferos no
humanos tales como roedores (por ejemplo, ratones y ratas), conejos, animales de ganado (por ejemplo, animales
bovinos, porcinos, y ovinos) y animales domésticos (por ejemplo, perros y gatos), y primates no humanos.

El término “heterélogo” cuando se utiliza en referencia a parte de un acido nucleico, indica que el acido nucleico
comprende dos o mas sub-secuencias que no se encuentran en la misma relacién entre si en la naturaleza. Por
ejemplo, el acido nucleico se produce habitualmente por recombinaciéon, con dos o mas secuencias de genes no
relacionados dispuestas para generar un nuevo acido nucleico funcional, por ejemplo un promotor a partir de una
fuente y una region de codificacion a partir de otra fuente. De forma similar, una proteina heterdloga indica que la
proteina comprende dos o mas sub-secuencias que no se encuentran en la misma relacion entre si en la naturaleza
(por efemplo, una proteina de fusion).

Los términos “acido nucleico”, “oligonucledétido”, “polinucledtido” y términos similares se utlizan de forma
intercambiable en la presente patente para hacer referencia a polimeros de desoxirribonucleétidos o ribonucleétidos
ya sea en su forma de cadena uUnica como de cadena doble. El término abarca acidos nucleicos que contienen
analogos de nucleédtidos conocidos o residuos o ligamientos de cadena principal modificados, que son sintéticos,
naturales, y no naturales, que tienen propiedades de unién similares a las del acido nucleico de referencia, y que se
metabolizan de manera similar a los nucleétidos de referencia. Ejemplos de tales analogos incluyen, sin limitacion,
fosforotioatos, fosforamidatos, metilfosfonatos, metilfosfonatos quirales, 2-O-metil-ribonucleétidos, acidos peptido-
nucleico (PNA).

A menos que se indique de otro modo, una secuencia de acido nucleico en particular abarca también variantes
modificadas de forma conservadora de la misma (por ejemplo, sustituciones de codones redundantes), y secuencias
complementarias, ademas de la secuencia explicitamente indicada. De forma especifica, las sustituciones de
codones redundantes pueden lograrse generando secuencias en las que la tercera posicion de uno o mas (o todos)
codones seleccionados se sustituye con residuos de bases mixtas y/o desoxiinosina (Batzer et al., Nucleic Acid Res.
19:5081 (1991); Ohtsuka et al., J. Biol. Chem. 260:2605-2608 (1985); Rossolini et al., Mol. Cell. Probes 8:91-98
(1994)).

El término antigeno hace referencia a una proteina o parte de una cadena polipeptidica que puede ser reconocida
por los receptores y/o anticuerpos de los linfocitos T. Habitualmente, los antigenos provienen de proteinas de
bacterias, viricas, o fungicas, o de proteinas anémalas expresadas por células cancerigenas.

Una “dosis o cantidad inmunogénicamente efectiva” de una composicion de la presente invencion es una cantidad
que provoca o modula una respuesta inmune especifica para el polipéptido antigénico deseado. Entre las respuestas
inmunes se incluyen respuestas inmunes humorales y respuestas inmune mediadas por la célula. Una composicion
inmunogénica puede ser utilizada terapéuticamente o profilacticamente para trata o prevenir una infeccién por H1N1.

Los términos “dosis” y dosificacion” se utilizan de forma intercambiable en la presente patente. Una dosis hace
referencia a la cantidad de ingrediente activo proporcionado a un individuo en cada administracion. La dosis para los
propositos de la presente invencion puede estar expresada en una cantidad de formas, por ejemplo, mg/mL o Ul
(unidades internacionales) del vector viral, mg o Ul por kg o Ib de peso corporal del sujeto, o en términos de la
cantidad de polipéptido antigénico producido por el vector viral. La dosis variara dependiendo de una serie de
factores, que incluyen la frecuencia de administracion, tamafo y tolerancia del individuo, gravedad del brote de
H1N1, riego de infeccion y de la via de administracion. Un experto puede determinar cémo modificar una dosis
minima dependiendo de los factores anteriores. La dosis inicial puede ser utilizada como linea de referencia, y
modificarse en base a la reaccion del individuo.

Una “forma de dosificacion” hace referencia al formato en particular del producto farmacéutico, y depende de la via
de administracion. Por ejemplo, una forma de dosificacion puede ser en forma de comprimido o liquido, por ejemplo,
para su administracion por via oral, un supositorio, por ejemplo, para una administracion por via rectal o vaginal, o
un liquido para inyeccion. Una “Unica forma de dosificacion” hace referencia tanto al formato de la composicion
farmacéutica como a la cantidad de ingrediente activo segun, se ha tratado anteriormente.

"Proteccién” o "prevencion” de la infeccién hace referencia a reducir el potencial de que un individuo desarrolle una
infeccion por H1N1, por ejemplo, detectado por la observacion de sintomas, o mediante la deteccion de un titulo viral
o de anticuerpos. El término incluye proteccién ante una infeccion adicional o empeoramiento de la infeccion, por
efemplo, en el caso de un individuo que ya sufre de una infeccidn, por ejemplo, por una cepa diferente del HIN1 o
por un virus diferente. El potencial para una infeccion puede ser reducido hasta tal punto que el individuo no muestre
sintomas tras la exposicion al agente infeccioso. Por ejemplo, proteger ante una infecciéon en un individuo puede
hacer referencia a la habilidad de un vector viral quimérico de la presente invencién para prevenir o reducir la
aparicion o repeticion de una infeccion.
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“Tratar” o “reducir” una infeccion por H1N1 hace referencia a reducir la cantidad de agente infeccioso (por ejemplo,
cantidad de células o particulas virales) en el individuo, reducir la gravedad de los sintomas, y/o reducir la frecuencia
de los sintomas. En algunos modos de realizacioén, la cantidad de agentes infecciosos se reduce en al menos un
10%, en comparacion, por ejemplo, con el individuo antes de la administracion o con un individuo de control que no
esta sometido a tratamiento. En algunos modos de realizacion la cantidad de agentes infecciosos se reduce al
menos en un 25%, 50%, 75%, 80%, o 90%. En algunas realizaciones, la infeccidn ya no es detectable, por ejemplo,
mediante los sintomas o técnicas de diagndstico generales.

Un experto apreciara que los términos proteger, prevenir, y tratamiento no son términos absolutos, sino una mejora
en general del prondstico en comparacion con controles sin tratamiento o tratados de forma diferente. Por ejemplo,
las composiciones de la invencién se consideran protectoras si un individuo o una poblacién tratados es menos
susceptible de desarrollar una infecciéon por H1N1 que un individuo o poblaciéon que no estan tratados de acuerdo
con la invencioén, pero expuestos a condiciones similares.

El término “infeccién” para los propdsitos de la invencién hace referencia a la presencia de una cepa del virus de la
gripe H1N1 potencialmente patogénica en un individuo. La infeccion no implica necesariamente que un individuo
infectado vaya a experimentar los sintomas del agente infeccioso. La infeccién por H1N1 tiene lugar habitualmente a
través de los tejidos de la mucosa, por ejemplo, revestimientos epiteliales del tracto reproductivo, tracto
gastrointestinal, superficies bucal y esofagica, cavidad nasal, y revestimiento bronquial.

Un agente “interfiere con” o “protege de” la infeccion cuando reduce la habilidad de una cepa del virus H1N1 fijada
como diana de colonizar la superficie de la mucosa o atravesar la barrera de la mucosa, por ejemplo, para infectar
células del individuo. Por ejemplo, un agente interfiere con la infeccion si menos células estan expuestas o
infectadas por el virus. La reduccion puede ser determinada mediante comparacion, por ejemplo, con el individuo
antes del tratamiento o con un individuo de control expuesto a condiciones similares pero que no esta sometido a
tratamiento.

El término “aislado” no es un término absoluto, sino que hace referencia a un material que esta sustancialmente libre
de contaminantes o a componentes que acompafan al material en su estado nativo.

Las “respuestas inmunes humorales” estan mediadas por componentes libres de células de la sangre, es decir,
plasma o suero, por gjemplo, anticuerpos. La transferencia del suero o plasma de un individuo a otro transfiere la
inmunidad humoral.

Las “respuestas inmunes mediadas por células” estan mediadas por linfocitos especificos de antigenos, por ejemplo,
linfocitos T citotdxicos (CTL, por sus siglas en inglés). La transferencia de los linfocitos especificos de antigenos de
un individuo a otro transfiere inmunidad.

Una “dosis terapéutica” o “cantidad terapéuticamente efectiva” o “cantidad efectiva” de un vector viral quimérico o
una composicion que comprende un vector viral quimérico, es una cantidad del vector o composicién que
comprende el vector que previene, alivia, aplaca, o reduce la gravedad de los sintomas del virus H1N1 fijado como
diana.

Anticuerpo hace referencia a un polipéptido codificado por un gen de inmunoglobulina o fragmentos del mismo que
se une especificamente y reconoce un antigeno. Los genes de inmunoglobulina reconocidos incluyen los genes
kappa, lambda, alfa, gamma, delta, épsilon, y mu de la regién constante, ademas de la miriada de genes de la
region variable de la inmunoglobulina. Las cadenas ligeras se clasifican bien como kappa o como lambda. Las
cadenas pesadas se clasifican como gamma, mu, alfa, delta, o épsilon, que a su vez definen las clases de
inmunoglobulina, 1gG, IgM, IgA, IgD e IgE, respectivamente.

Linfocitos T hacen referencia a una clase en particular de linfocitos que expresa un receptor especifico (receptor de
linfocitos T) codificado por una familia de genes. Los genes del receptor de linfocitos T incluyen locus alfa, beta,
delta, y gamma, y los receptores de linfocitos T habitualmente (pero no universalmente) reconocen una combinacion
de MHC mas un péptido pequefio.

Una respuesta inmune adaptativa hace referencia a un reconocimiento especifico de un antigeno por los linfocitos T
(a través del receptor de linfocitos T (TCR)) o los linfocitos B (a través del BCR o anticuerpo/ inmunoglobulina).

Las células presentadoras de antigeno (APC, por sus siglas en inglés), presentan péptidos inmunogénicos o
fragmentos del mismo a los linfocitos T para activar o incrementar una respuesta inmune. Las APC incluyen células
dendriticas, macréfagos, linfocitos B, monocitos y otras células que pueden ser modificadas genéticamente para ser
APC eficientes. Tales células pueden, pero no necesitan, ser genéticamente modificadas para aumentar la
capacidad para presentar el antigeno, para mejorar la activacién y/o mantenimiento de la respuesta del linfocito T,
para tener efectos antitumorales per se y/o para ser inmunolégicamente compatibles con el receptor (es decir, un
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haplotipo HLA coincidente). Las APC pueden ser aisladas de una variedad de fluidos y 6rganos biolégicos que
incluyen médula 6sea, sangre periférica, tejidos tumorales y peritumorales, y pueden ser células autdlogas,
alogénicas, singénicas o xenogénicas. Las APC utilizan habitualmente un receptor del locus del complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC) para presentar polipéptidos pequefios a linfocitos T.

Los adyuvantes son conocidos en el arte, y hacen referencia a potenciadores de respuesta inmune no especificos.
Adyuvantes adecuados incluyen, por ejemplo, dsRNA y miméticos de dsRNA, toxina de la colera, monofosforil lipido
A (MPL), adyuvante completo de Freund, Adyuvante incompleto de Freund, Quil A, y Al(OH). Los adyuvantes
pueden también ser aquellas sustancias que causan la activacion de las APC y una mejora en la presentacion de
linfocitos T mediante moléculas de sefalizacion secundarias, como los receptores de tipo Toll. Ejemplos de
receptores de tipo Toll incluyen receptores que reconocen el ARN de doble cadena, flagelos bacterianos, LPS, ADN
de CpG, y lipopéptido bacteriano (examinado en Abreu et al., J Immunol, 174(8), 4453-4460 (2005)).

Los términos “polipéptido”, “péptido” y “proteina” hacen referencia a un polimero de residuos de aminoacidos. Los
términos se aplican a polimeros de aminoacidos en los que uno o mas residuos de aminoacidos es un mimético
quimico artificial de un aminoacido correspondiente natural, ademas de a polimeros de aminoacidos naturales y a un
polimero de aminoacidos no natural.

El término “aminoacido” hace referencia a aminoacidos naturales y sintéticos, ademas de a analogos y a miméticos
de aminoacidos que funcionan de manera similar a los aminoacidos naturales. Aminoacidos naturales son aquellos
codificados por el codigo genético, ademas de aquellos aminoacidos que se modifican posteriormente, por ejemplo,
hidroxiprolina, y-carboxiglutamato, y O-fosfoserina. Analogos de aminoacidos hacen referencia a compuestos que
tienen la misma estructura quimica basica que un aminoacido natural, es decir, un carbono que esta enlazado a un
hidrégeno, un grupo carboxilo, un grupo amino, y un grupo R, por ejemplo, homoserina, norleucina, sulféxido de
metionina, metilsulfonio de metionina. Tales analogos tienen grupos R modificados (por ejemplo, norleucina) o
cadenas principales polipeptidicas modificadas, pero mantienen la misma estructura quimica basica que un
aminoacido de origen natural. Los miméticos de aminoacidos hacen referencia a compuestos quimicos que tienen
una estructura que es diferente de la estructura quimica general de un aminoacido, pero que funcionan de una forma
similar a un aminoacido de origen natural.

Puede hacerse referencia a los aminoacidos en la presente patente ya sea por sus simbolos de tres letras
comunmente conocidos, o bien por los simbolos de una letra recomendados por la Comisién de Nomenclatura
Bioquimica IUPAC-IUB (CBN).

Asimismo, puede hacerse referencia a los nucleétidos por sus codigos de letra inica cominmente aceptados.

Las “variantes modificadas de manera conservadora” se aplican tanto a secuencias de aminoacidos como de acidos
nucleicos. Con respecto a secuencias de acidos nucleicos en particular, las variantes modificadas de manera
conservadora hacen referencia a aquellos acidos nucleicos que codifican secuencias de aminoacidos idénticas o
esencialmente idénticas, o cuando el acido nucleico no codifica una secuencia de aminoacidos, a secuencias
esencialmente idénticas. Debido a que la redundancia del codigo genético, una gran cantidad de acidos nucleicos
funcionalmente idénticos codifican cualquier proteina dada. Por ejemplo, todos los codones GCA, GCC, GCG y GCU
codifican el aminoacido alanina. Por tanto, en cada posiciéon en la que una alaina se especifique por parte de un
codédn, dicho coddn puede ser modificado a cualquiera de los codones correspondientes descritos sin alterar el
polipéptido codificado. Tales variaciones de acidos nucleicos son “variaciones silenciosas”, que son una especie de
variaciones modificadas de forma conservadora. En la presente patente, cada secuencia de acido nucleico que
codifica un polipéptido también describe cada posible variacion silenciosa del acido nucleico. Un experto en el arte
reconocera que cada codon en un acido nucleico (excepto AUG, que es habitualmente el Unico codén para la
metionina, y TGG, que es habitualmente el Unico cododn para el triptéfano), puede ser modificado para producir una
molécula funcionalmente idéntica. Por consiguiente, cada variacion silenciosa de una acido nucleico que codifica un
polipéptido esta implicita en cada secuencia descrita.

En lo que se refiere a las secuencias de aminoacidos, un experto reconocera que las sustituciones, deleciones o
adiciones individuales a una secuencia de acido nucleico, péptido, polipéptido, o proteina que modifica, afiade o
elimina un Unico aminoacido o un pequefio porcentaje de aminoacidos en la secuencia codificada es una “variante
modificada de manera conservadora” en la que la modificacién da como resultado la sustitucion de un aminoacido
con un aminoacido quimicamente similar. Se conocen bien en el arte tablas de sustitucion conservadora que
proporcionan aminoacidos funcionalmente similares. Tales variantes modificadas de manera conservadora son
adicionales a y no excluyen las variantes polimorficas, homologos inter-especies, y alelos de la invencion.

Los siguientes ocho grupos contienen cada uno aminoacidos que son sustituciones conservadoras entre si:

1) Alanina (A), Glicina (G);
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2) Acido aspartico (D), Acido glutamico (E);
3) Asparagina (N), Glutamina (Q);
4) Arginina I, Lisina (K);
5) Isoleucina (l), Leucina (L), Metionina (M), Valina (V);
6) Fenilalanina (F), Tirosina (Y), Triptéfano (W);
7) Serina (S), Treonina (T); y
8) Cisteina (C), Metionina (M)
(ver, por ejemplo, Creighton, Proteins (1984)).

La frase “hibrida selectivamente (o especificamente) con” hace referencia a la union, formacion de duplex, o
hibridacion de un polinucleétido Unicamente a una secuencia de nucledtidos en particular, es decir, segun la
complementariedad de Watson-Crick.

Los acidos nucleicos que no hibridan entre si bajo determinadas condiciones se siguen considerando
sustancialmente idénticos si los polipéptidos que codifican son sustancialmente idénticos. Esto ocurre, por ejemplo,
cuando una copia de un acido nucleico se crea utilizando la maxima redundancia de codones permitida por el codigo
genético. En tales casos, los acidos nucleicos hibridan de manera habitual bajo condiciones de hibridacion
moderadamente rigurosas. Ejemplos de “condiciones de hibridacion moderadamente rigurosas" incluyen una
hibridacién en un tampén de 40% de formamida, 1 M de NaCl, SDS al 1% a 37° C, y un lavado en 1X SSC a 45° C.
Una hibridacién positiva es al menos dos veces la sefal de fondo. Los expertos en el arte reconoceran que las
condiciones de hibridacion y lavado alternativas pueden ser utilizadas para proporcionar condiciones de rigurosidad
similares.

La frase “se une especificamente (o de forma selectiva)” a un anticuerpo, o es “especificamente (o selectivamente)
inmunorreactivo con” cuando hace referencia a una proteina o péptido, hace referencia a una reaccién de unién que
determina la presencia de la proteina en una poblacion heterogénea de proteinas y otras sustancias bioldgicas. Por
tanto, bajo condiciones de inmunoensayo designadas, los anticuerpos especificos se unen a una proteina en
particular al menos dos veces la sefial de fondo, y no se unen sustancialmente en una cantidad significativa a otras
proteinas presentes en la muestra. La unién especifica a un anticuerpo bajo tales condiciones puede requerir un
anticuerpo que sea seleccionado por su especificidad para una proteina en particular. Por ejemplo, los anticuerpos
policlonales obtenidos para proteinas de fusion pueden seleccionarse para obtener Unicamente aquellos anticuerpos
policlonales que son especificamente inmunorreactivos con la proteina de fusién y no con componentes individuales
de las proteinas de fusién. Esta seleccion puede lograrse sustrayendo los anticuerpos que presentan reactividad
cruzada con los antigenos individuales.

Pueden utilizarse una variedad de formatos de inmunoensayos para seleccionar anticuerpos especificamente
inmunorreactivos con una proteina en particular. Por ejemplo, los inmunoensayos ELISA en fase sélida se utilizan de
forma rutinaria para seleccionar anticuerpos especificamente inmunorreactivos con una proteina (ver, por ejemplo,
Harlow & Lane, Antibodies, A Laboratory Manual (1988), para una descripcion de formatos y condiciones de
inmunoensayos que pueden utilizarse para determinar inmunorreactividad especifica). Habitualmente una reaccion
especifica o selectiva sera al menos de dos veces la sefial o ruido de fondo, y mas habitualmente mas de 10 a 100
veces la sefal de fondo.

Los términos “idéntico” o porcentaje de “identidad”, en el contexto de dos o mas acidos nucleicos (por ejemplo, un
dsRNA o secuencia de codificacién de antigenos) o secuencias polipeptidicas, hacen referencia a dos o mas
secuencias 0 sub-secuencias que son las mismas o tienen un porcentaje especifico de residuos de aminoacidos o
nucledtidos que son los mismos (es decir, un 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%,
94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, o mas de identidad sobre una region especifica), cuando se compara y se alinea
para una maxima correspondencia sobre una ventana de comparacion, o region designada segun se mide utilizando
uno de los siguientes algoritmos de comparacion de secuencias o mediante alineamiento manual e inspeccion
visual. Se dice entonces que tales secuencias son “sustancialmente idénticas”. Esta definicion también hace
referencia a la dotacion de una secuencia de ensayo. Opcionalmente, la identidad existe en una regién que es al
menos aproximadamente de 10 a 100, aproximadamente de 20 a aproximadamente 75, aproximadamente de 30 a
aproximadamente 50 aminoacidos o nucledtidos de longitud.

Para una comparacién de secuencias, habitualmente una secuencia actia como secuencia de referencia con la que
se comparan las secuencias de ensayo. Cuando se utiliza un algoritmo de comparacion de secuencias, las
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secuencias de referencia y de ensayo se introducen en un ordenador, se designan las coordenadas de sub-
secuencias, si fuera necesario, y se designan los parametros del programa del algoritmo de secuencias. Pueden
utilizarse los parametros del programa que vienen por defecto, o pueden designarse parametros alternativos. El
algoritmo de comparacion de secuencias calcula entonces el porcentaje de identidades de secuencia para las
secuencias de ensayo en relacion a la secuencia de referencia, en base a los parametros del programa.

Una “ventana de comparacion”, tal como se utiliza en la presente patente, incluye la referencia a un segmento de
cualquier numero de las posiciones contiguas desde aproximadamente 10 a aproximadamente 500,
aproximadamente 25 a aproximadamente 200, 50 a aproximadamente 150, en las que una secuencia puede ser
comparada con una secuencia de referencia con el mismo numero de posiciones contiguas después de que las dos
secuencias sean alineadas de forma 6ptima. Se conocen bien en el arte los métodos de alineamiento de secuencias
para su comparacion. El alineamiento optimo de secuencias para su comparacion puede ser dirigido, por ejemplo,
por el algoritmo de homologia local de Smith & Waterman, Adv. Appl. Math. 2:482 (1981), mediante el algoritmo de
alineamiento por homologia de Needleman & Wunsch, J. Mol. Biol. 48:443 (1970), por el método de la busqueda de
similitud de Pearson & Lipman, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:2444 (1988), mediante implementaciones
informatizadas de estos algoritmos (GAP, BESTFIT, FASTA, y TFASTA en el Wisconsin Genetics Software Package,
Genetics Computer Group, 575 Science Dr., Madison, WI), o mediante alineamiento manual e inspeccion visual (ver,
por ejemplo, Current Protocols in Molecular Biology (Ausubel et al., eds. suplemento de 1995)).

Un ejemplo de algoritmo que es adecuado para determinar el porcentaje de identidad de secuencia y similitud de
secuencia son los algoritmos BLAST y BLAST 2.0, que se describen en Altschul et al., Nuc. Acids Res. 25:3389-
3402 (1977) y en Altschul et al., J. Mol. Biol. 215:403-. 410 (1990), respectivamente. El software para realizar los
analisis con BLAST se encuentra publicamente disponible a través del “National Center for Biotechnology
Information” (Centro Nacional para la Informacion Biotecnolégica) (en la web del NCBI, ncbi.nlm.nih.gov). Este
algoritmo implica primero identificar pares de secuencia de alta puntuacion (HSPs, por sus siglas en inglés)
identificando palabras cortas de longitud W en la secuencia de busqueda, que o bien coincide o satisface una
puntuacion umbral de valor positivo T cuando se alinea con una palabra de la misma longitud en una secuencia de
una base de datos. T hace referencia al umbral de puntuacidon de palabras vecinas (Altschul et al., supra). Estas
coincidencias iniciales de palabras vecinas actian como semillas para iniciar las busquedas para encontrar HSPs de
mayor longitud que las contengan. Las coincidencias de palabras se extienden en ambas direcciones a lo largo de
cada secuencia tanto como pueda aumentarse la puntuacién de alineamiento acumulada. Las puntuaciones
acumuladas se calculan utilizando, para las secuencias de nucleétidos, los parametros M (puntuacion de
recompensa para un par de residuos coincidentes; siempre > 0) y N (puntuacidon de penalizacion para residuos no
coincidentes; siempre < 0). Para secuencias de aminoacidos, se utiliza una matriz de puntuacién para calcular la
puntuaciéon acumulada. La extensién de las coincidencias de palabras en cada direccion se detiene cuando: la
puntuacion de alineacién acumulada disminuye en la cantidad X de su valor maximo alcanzado; la puntuacion
acumulada cae a cero o por debajo, debido a la acumulacion de uno o mas alineamientos de residuos de puntuacion
negativa; o se alcanza el extremo de cualquier secuencia. Los parametros del algoritmo BLAST W, T y X determinan
la sensibilidad y velocidad del alineamiento. El programa BLAST (para las secuencias de nucledtidos) utiliza por
defecto una longitud de palabra (W) de 11, una expectativa (E) de 10, M=5, N=-4, y una comparacién de ambas
cadenas. Pata secuencias de aminoacidos, el programa BLASTP utiliza por defecto una longitud de palabra de 3, y
expectativa (E) de 10, y la matriz de puntuacién BLOSUM62 (ver Henikoff & Henikoff, Proc. Natl. Acad. Sci. USA
89:10915 (1989)) alineamientos (B) de 50, expectativa (E) de 10, M=5, N=-4, y una comparacién de ambas cadenas.

[ll. Composiciones reveladas

La revelaciéon proporciona composiciones que comprenden vectores virales quiméricos. En algunos aspectos de la
revelacion descrita en la presente patente, los vectores virales quiméricos comprenden un primer promotor enlazado
funcionalmente a un acido nucleico que codifica un polipéptido de H1N1 antigénico y un segundo promotor enlazado
funcionalmente a un acido nucleico que codifica un agonista del TLR3. El primer y segundo promotor pueden ser
iguales o diferentes, inducibles, constitutivos, o especificos al tejido. En algunos aspectos de la revelacion descrita
en la presente patente, el primer y el sequndo promotor se seleccionan independientemente de: el promotor de
actina beta y el promotor de CMV.

En algunos aspectos de la revelacion, el vector viral quimérico comprende un genoma adenoviral (menos los genes
E1 y E3) y un acido nucleico que codifica un dsRNA. El vector quimérico puede ser administrado a una célula que
expresa el gen Ad E1, de tal manera que el adenovirus recombinante (rAd) es producido por la célula. Este rAd
puede cosecharse y es capaz de una Unica ronda de infeccidon que administrara la composicion transgénica a otra
célula en un mamifero para provocar respuestas inmunes al polipéptido antigénico.

A. Vectores virales adecuados

Cualquier vector de expresion viral puede utilizarse para la presente revelacion. Las vacunas virales estan
habitualmente atenuadas (por ejemplo, replicacion incompetente). Los vectores de expresion viral adecuados
descritos en la presente patente pueden obtenerse a partir de adenovirus, virus Vaccinia modificado de Ankara
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(MVA; ver, por ejemplo, Kumar y Seth (2004) Gene Ther. Mol. Biol. 8:193-200), virus Vaccinia, virus del herpes,
baculovirus, virus adenoasociados (AAV), y virus de la rubeola (por ejemplo, segun se describe en Pugachev et al.
(2000) J. Virology 74:10811-15). En la invencion, el vector es un vector adenoviral, por ejemplo, obtenido de
adenovirus 5, por ejemplo, Ad5 con deleciones de las regiones E1/E3 y Ad5 con una delecion de la region E4. Otros
vectores adenovirales adecuados incluyen las cepas 2, las cepas sometidas a ensayo por via oral 4 y 7, los
adenovirus entéricos 40 y 41, y otras cepas (por ejemplo Ad34) que son suficiente para entregar un antigeno y
provocar una respuesta inmune adaptada al antigeno transgénico [Lubeck et al., Proc Natl Acad Sci U S A, 86(17),
6763-6767 (1989); Shen et al., J Virol, 75(9), 4297-4307 (2001); Bailey et al., Virology, 202(2), 695-706 (1994)]. En
algunas realizaciones, el vector adenoviral es un vector adenoviral vivo y de replicacion incompetente (tal como el
rAd5 con E1 y E3 eliminados), un vector adenoviral vivo y atenuado (tal como los virus con delecion de E1B55K), o
un vector adenoviral vivo con replicacion de tipo silvestre.

Las secuencias de control de transcripcion y traduccion en los vectores de expresion a ser utilizados en la
transformacion de células de vertebrados in vivo pueden proporcionarse mediante fuentes virales. Por ejemplo, los
promotores y potenciadores se obtienen, por ejemplo, de actina beta, adenovirus, virus simio (SV40), y
citomegalovirus humano (CMV). Por ejemplo, son adecuados vectores que permiten la expresion de proteinas bajo
la direccion del promotor del CMV, promotor temprano de SV40, promotor tardio de SV40, promotor de
metalotioneina, promotor del virus de tumor mamario murino, promotor del virus del sarcoma de Rous, promotor de
transduccién, u otros promotores que se han mostrado efectivos para la expresion en células de mamiferos. Pueden
utilizarse secuencias de promotores genémicos virales, de control y/o de sefalizacion, siempre que las secuencias
de control sean compatibles con la célula hospedadora elegida.

B. Polipéptidos de H1N1

Loa acidos nucleicos que codifican polipéptidos heterélogos adecuados descritos en la presente patente, pueden
obtenerse de los antigenos del virus de la gripe HIN1. El H1N1 infecta los tejidos de la mucosa, tales como el
intestino, por tanto los antigenos que dan lugar a una respuesta de la mucosa robusta son de particular interés. Los
polipéptidos antigénicos descritos en la presente patente incluyen antigenos de la superficie viral del HIN1 y
fragmentos de los mismos. Los polipéptidos antigénicos descritos en la presente patente incluyen, por ejemplo, HA,
NA, MP, y NP del virus de la gripe H1N1.

Un experto en el arte entendera como identificar y aislar polipéptidos antigénicos a partir de una cepa del H1N1
recién aislada o particularmente virulenta, por ejemplo, utilizando comparaciones con secuencias de la gripe
conocidas.

Un vector de expresion recombinante descrito en la presente patente puede incluir secuencias de nucleétidos que
codifican un polipéptido inmunogénico funcionalmente enlazado a elementos reguladores de la transcripcion o la
traduccion obtenidos a partir de genes de mamiferos o virales. Tales elementos reguladores incluyen promotores,
una secuencia que codifica sitios de unién ribosomica del ARNm adecuados, y secuencias que controlan la
terminacion de la transcripcion y la traduccion. Un origen de replicacion, un marcador seleccionables para facilitar el
reconocimiento de transformantes, y/o una secuencia operadora para controlar la transcripcion, pueden incorporarse
adicionalmente. En algunos aspectos de la revelacion descrita en la presente patente, los componentes del vector
de expresion recombinante pueden dividirse entre mas de un virus de tal manera que los productos génicos estan en
dos vectores diferentes, y los vectores se utilizan para la co-transduccion para proporcionar todos los productos
génicos en transgénicos. Puede haber razones para dividir los productos génicos tales como limitaciones de tamafio
para inserciones, o toxicidad de los productos génicos combinados con las lineas celulares producidas por el virus.

C. Agonistas de TLR-3

Los agonistas de TLR-3 se utilizan para incrementar la respuesta inmune ante el polipéptido de H1N1. El agonista
de TLR-3 puede ser administrado de forma simultanea en el mismo vector de expresion que codifica un antigeno de
interés. En algunos aspectos de la revelacion descrita en la presente patente, el agonista de TLR-3 puede ser
administrado por separado (es decir, en el tiempo o en el espacio) del vector de expresion que codifica un antigeno
de interés. Por ejemplo, el vector de expresion puede ser administrado a través de una via no parenteral (por
efemplo, por via oral, intranasal, o via mucosa), mientras que el agonista de TLR se administra por una via
parenteral (por ejemplo, por via intramuscular, intraperitoneal, o subcutanea).

Entre los agonistas de TLR-3 se incluyen, por ejemplo, ARN de horquilla corto, ARN obtenido viralmente, segmentos
cortos de ARN que pueden formar cadenas dobles, y ARN de interferencia pequefio (ARNip). En algunas
realizaciones de la invencion, el agonista de TLR-3 es un dsRNA obtenido de forma viral, tal como por ejemplo un
dsRNA obtenido a partir de un virus Sindbis o intermedios virales de dsRNA [Alexopoulou et al, Nature 413:732-8
(2001)].
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En un modo de realizacion preferido de la invencion, el agonista de TLR-3 es un ARN de horquilla corto. Las
secuencias del ARN de horquilla corto comprenden por lo general dos secuencias complementarias unidas por una
secuencia conectora. La secuencia conectora en particular no es un aspecto fundamental de la invencién. Cualquier
secuencia conectora apropiada puede ser utilizada siempre que no interfiera con la hibridacién de las dos
secuencias complementarias para formar un dsRNA. De forma similar, la secuencia de las extensiones
complementarias no es necesariamente fundamental, siempre que las cadenas formen una molécula de doble
cadena. Las cadenas no necesitan ser 100% complementarias siempre que se mantenga la estructura de doble
cadena. La extension complementaria se encuentra habitualmente en el rango de 10-30 nucledtidos, por ejemplo, 4-
10, 5-15, 5-20, 10-25, 20-30, o 10-30 nucledtidos, pero puede ser mayor, por ejemplo, 20-100 nuclettidos de
longitud.

En algunos modos de realizacién, la secuencia que codifica el ARN de horquilla corto comprende una secuencia
expuesta en cualquiera de las SEQ ID NOs:1-6, una secuencia con identidad sustancial con una secuencia expuesta
en las SEQ ID NOs:1-6, o una variante de una secuencia expuesta en las SEQ ID NOs:1-6. El dsRNA que es un
agonista de TLR-3 no codifica un polipétido en particular, sino que da como resultado la produccién de una citocina
pro-inflamatoria (por ejemplo, 1L-6, IL-8, TNF-alfa, IFN-alfa, IFN-beta) cuando se pone en contacto con una célula
respondedora (por ejemplo, una célula dendritica, una célula mononuclear de sangre periférica, o0 un macroéfago) in
vitro o in-vivo.

El acido nucleico que codifica el agonista de TLR-3 (por ejemplo, un dsRNA expresado) y el vector viral quimérico
que comprende el acido nucleico que codifica un antigeno de H1IN1 se administran en la misma formulacion. En
otros casos descritos en la presente patente, el acido nucleico que codifica el agonista del TLR-3 y el vector viral
quimérico que comprende el acido nucleico que codifica el antigeno de H1N1 se administran en diferentes
formulaciones, ya sea simultaneamente o secuencialmente.

En algunos modos de realizacion, el acido nucleico que codifica el agonista de TLR-3 y el acido nucleico que codifica
el antigeno de H1N1 estan bajo el control del mismo promotor. En otros modos de realizacion, el acido nucleico que
codifica el agonista de TLR-3 y el acido nucleico que codifica el antigeno de H1N1 estan bajo el control de diferentes
promotores.

Diversos analogos de ARN de doble cadena sintetizados quimicamente se encuentran comercialmente disponibles.
Entre éstos se incluyen acido poliinosinico-policitidilico (poli I:C), acido poliadenilico-poliuridilico (poli A:U), y poli
I:poli C. Los anticuerpos (o el entrecruzamiento de anticuerpos) para el TLR-3 puede ademas conducir a la
produccion de IFN- beta o citocina pro-inflamatoria [Matsumoto et al, Biochem. Biophys. Res. Commun. 24:1364
(2002), de Bouteiller et al, J Biol. Chem. 18:38133-45 (2005)]. Los segmentos de ARNip de cualquier secuencia
disponibles comercialmente pueden también obtenerse mediante fuentes tales como Invitrogen.

IV. Composiciones farmacéuticas

Las composiciones farmacéuticas que comprenden los vectores descritos en la presente patente pueden incluir
vehiculos farmacéuticamente aceptables, que pueden ser biolégicamente activos o inactivos. Las composiciones
farmacéuticas pueden en general ser utilizadas para propositos profilacticos y terapéuticos. En algunos modos de
realizacion, la composicion farmacéutica puede estar designada para proteger contra la degradacion del estdémago.
Para el entorno oral, diversas composiciones de ese tipo estan disponibles, incluyendo los sistemas de liberacion
Eudragit y TimeClock, ademas de otros métodos especificamente disefiados para adenovirus [Lubeck et al., Proc
Natl Acad Sci USA, 86(17), 6763-6767 (1989); Chourasia y Jain, J Pharm Pharm Sci, 6(1), 33-66 (2003)]. Existen
ademas diversos métodos ya descritos para la microencapsulacion de ADN y farmacos para su administracion por
via oral (ver, por ejemplo, la publicacion de patente de Estados Unidos N° 2004043952). En algunos modos de
realizacion, el sistema Eudragit puede ser utilizado para administrar el vector viral quimérico al intestino delgado. Sin
embargo, la administracion a otras localizaciones del intestino delgado es también ventajosa para la proteccion
contra el virus H1N1.

Los vectores virales quiméricos de la invencion pueden ser administrados utilizando cualquier sistema de
administracion conocido en el arte. Numerosas técnicas de administracion son bien conocidas, tales como las
descritas por Rolland (1998) Crit. Rev. Therap. Drug Carrier Systems 15:143-198, y las referencias citadas en la
presente patente.

Resultara evidente que una composicion inmunogénica puede contener sales farmacéuticamente aceptables de los
polinucledtidos que codifican los polipéptidos inmunogénicos de H1N1. Tales sales pueden ser preparadas a partir
de bases no toxicas farmacéuticamente aceptables, incluyendo bases organicas (por ejemplo, sales de aminas
primarias, secundarias y terciarias y aminoacidos basicos), y bases inorganicas (por ejemplo, sales de sodio,
potasio, litio, amonio, calcio y magnesio). Algunos ejemplos en particular de sales incluyen solucion tampoén de
fosfatos y suero salino para inyeccion.
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Puede emplearse cualquier vehiculo adecuado conocido para los expertos habituales en el arte en las
composiciones farmacéuticas de esta invencion. Entre los vehiculos adecuados se incluyen, por ejemplo, agua,
suero salino, alcohol, una grasa, una cera, un tampoén, un vehiculo sélido, tal como manitol, lactosa, almidén,
estearato de magnesio, sacarina soédica, talco, celulosa, glucosa, sacarosa, y carbonato de magnesio, o
microesferas biodegradables (por ejemplo, polilactato-poliglicolato). Microesferas biodegradables adecuadas se
revelan, por ejemplo, en las patentes estadounidenses Nos. 4.897.268; 5.075.109; 5.928.647; 5.811.128; 5.820.883.
El vector viral quimérico puede ser encapsulado dentro de la microesfera o asociarse a la superficie de la
microesfera.

Las composiciones de ese tipo pueden comprender tampones (por ejemplo, tampén de solucidn salina neutraj o
tampon de solucion salina de fosfatos), carbohidratos (por ejemplo, glucosa, manosea, sacarosa o dextranos),
manitol, proteinas, polipéptidos o aminoacidos tales como glicina, antioxidantes, bacteridstatos, agentes quelantes
tales como EDTA o glutation, adyuvantes (por ejemplo, hidroxido de aluminio), solutos que vuelven la formulacion
isotonica, hipotonica o ligeramente hipertdnica con la sangre de un receptor, agentes de suspension, agentes
espesantes y/o conservantes. De forma alternativa, las composiciones de la presente invencion pueden ser
formuladas como un liofilizado. Los compuestos pueden también ser encapsulados dentro de liposomas utilizando
una tecnologia bien conocida.

En algunos modos de realizacién, las composiciones pueden comprender un adyuvante adicional. Adyuvantes
adecuados incluyen, por ejemplo, los compuestos lipidicos y no lipidicos, toxina del colera (CT), subunidad B de la
CT, derivado CTK63 de la CT, enterotoxina labil al calor de E. coli (LT), derivado LTK63 de la LT, Al(OH)s, y acidos
poliiénicos segun se describe en por ejemplo, WO 04/020592, Anderson y Crowle, Infect. Immun. 31(1):413-418
(1981), Roterman et al., J. Physiol. Pharmacol., 44(3):213-32 (1993), Arora y Crowle, J. Reticuloendothel. 24(3):271-
86 (1978), y Crowle y May, Infect. Immun. 38(3):932-7 (1982)). Acidos poliiénicos organicos adecuados incluyen, por
ejemplo, acido 6,6’-[3,3-demitil[1,1-bifenil]-4,4’-diil]bis(azo)bis[4-amino-5-hidroxi-1,3-naftalen-disulfénico]  (Azul
Evans) y acido 3,3’-[1,1’bifenil]-4,4’-diilbis(azo)bis[4-amino-1-naftalenosulfonico] (Rojo Congo). Se podra apreciar por
los expertos en el arte que los acidos organicos poliidnicos pueden ser utilizados para métodos de vacunacion
basados en genes, en conjunto con cualquier otra via de administracion.

Otros adyuvantes adecuados incluyen inmunomoduladores tales como los miembros de la familia imidazoquinolina,
por ejemplo, imiquimod y resiquimod (ver, por ejemplo, Hengge et al., Lancet Infect. Dis. 1(3):189-98 (2001).

Adyuvantes adicionales adecuados se encuentran comercialmente disponibles como, por ejemplo, adyuvantes
adicionales basados en aluminio (por ejmplo, Alhydrogel, Rehydragel, fosfato de aluminio, Algammulin); adyuvantes
a base de aceite (adyuvante de Freund incompleto y Adyuvante completo (Difco Laboratories, Detroit, Mich.),
Specaol, RIBI, TiterMax, Montanide ISA50 o Seppic MONTANIDE ISA 720); adyuvantes basados en copolimeros en
bloque no ioénicos, citocinas (por ejemplo, GM-CSF o ligando Flat3); adyuvante 65 de Merck (Merck y Compafiia,
Inc., Rahway, N.J.); AS-2 (SmithKline Beecham, Philadelphia, Pa.); sales de calcio, hierro o zinc; una suspension
insoluble de tirosina acilada; azucares acilados; polisacaridos derivados catidnicamente o idnicamente;
polifosfacenos; microesferas biodegradables; monofosforil lipido A and Quil A. Citocinas, tales como GM-CSF o
interleucina-2, -7, o -12, son también adyuvantes adecuados. Hemocianinas (e.g., hemocianina extraida de lapa
californiana) y hemeritrinas también pueden utilizarse. Adyuvantes polisacaridos tales como, por ejemplo, quitina,
chitosan, y quitina desacetilada son también adyuvantes. Otros adyuvantes adecuados incluyen dipéptido de
muramilo (MDP, N acetilmuramilo L alanilo D isoglutamina) péptidoglicanos y sus derivados (por ejemplo, treonil-
MDP, y MTPPE). El esqueleto de la pared celular (CWS) BCG y BCG pueden también utilizarse como adyuvantes,
con o sin trehalosa dimicolato. La trehalosa dimicolato puede ser utilizada también (ver, por ejemplo, la patente
estadounidense N° 4.579.945). También son utiles como adyuvantes las endotoxinas destoxificadas solas o en
combinacién con otros adyuvantes (ver, por ejemplo, las patentes estadounidenses Nos. 4.866.034; 4.435.386;
4.505.899; 4.436.727; 4.436.728; 4.505.900; y 4.520.019. Las saponinas QS21, QS17, QS7 también son utiles como
adyuvantes (ver, por ejemplo, la patente estadounidense N° 5.057.540; la EP 0362 279; WO 96/33739; y WO
96/11711). Otros adyuvantes adecuados incluyen Montanide ISA-720 (Seppic, France), SAF (Chiron, Calif., Estados
Unidos), ISCOMS (CSL), MF-59 (Chiron), la serie SBAS de adyuvantes (por ejemplo, SBAS-2, SBAS-4 o SBAS-6 o
variantes de los mismos, disponibles de SmithKline Beecham, Rixensart, Belgium), Detox (Corixa, Hamilton, Mont.),
y RC-529 (Corixa, Hamilton, Mont.).

Los superantigenos también se contemplan para su uso como adyuvantes. Los superantigenos incluyen
exoproteinas de estafilococo, tales como las enterotoxinas a, 3, y y A de S. aureus y S. epidermidis, y las exotoxinas
a, B,y y A de E. coli. Las enterotoxinas de estafilococo comunes son conocidas como enterotoxina estafilococica A
(SEA) y enterotoxina estafilocécica B (SEB), estando las enterotoxinas descritas hasta la E (SEE) (Rott et al., 1992).
Estreptococo pyogenes B (SEB), enterotoxina del Clostridium perfringens (Bowness et al., 1992), proteina
citoplasmatica asociada a la membrana (CAP) de S. pyogenes (Sato et al., 1994) y toxina 1 del sindrome de shock
toxico (TSST 1) de S. aureus (Schwab et al., 1993) son también superantigenos de utilidad.

Dentro de las composiciones farmacéuticas proporcionadas en la presente patente, la composicién adyuvante puede
estar disefiada para inducir, por ejemplo, una respuesta inmune predominantemente de tipo Th1 o Th2. Los niveles
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altos de las citocinas de tipo Th1- (por ejemplo, IFN-gamma, TNF-alfa, IL-2 y IL-12) tienden a favorecer la induccién
de las respuestas inmunes mediadas por la célula a un antigeno administrado. En contraste, elevados niveles de
citocinas del tipo Th2 (por ejemplo, IL-4, IL-5, IL-6 y IL-10) tienden a favorecer la induccién de las respuestas
inmunes humorales. La administracion por via oral de una composicién que comprende un polipéptido de H1N1
inmunogénico puede inducir a una respuesta inmune que incluye respuestas de tipo Thl- y Th2.

Las composiciones descritas en la presente patente pueden ser administradas como parte de una formulacién de
liberacion controlada (es decir, una formulacion tal como una capsula o esponja que efectua una liberacion lenta del
compuesto a continuacion de su administracion). Las formulaciones de ese tipo pueden ser preparadas,
generalmente, utilizando tecnologia bien conocida (ver, por ejemplo, Coombes et al. (1996) Vaccine 14:1429-1438).
Las formulaciones de liberaciéon controlada pueden contener un polipéptido, polinucleétido o un anticuerpo
dispersado en una matriz de vehiculo y/o estar incluidas en un depdsito rodeado por una membrana para el control
de la tasa de liberacion.

Los vehiculos para su uso con dichas formulaciones son biocompatibles, y pueden también ser biodegradables;
preferiblemente, la formulacién proporciona un nivel relativamente constante de liberacién de componente activo.
Dichos vehiculos incluyen micorparticulas de polyi(lactido-co-glicélido), ademas de poliacrilato, latex, almidon,
celulosa y dextrano. Oftros vehiculos de liberacion retardada incluyen biovectores supramoleculares, que
comprenden un nucleo hidrofilico no liquido (por ejemplo, un polisacarido u oligosacarido entrecruzado) v,
opcionalmente una capa externa que comprende un compuesto anfifilico (ver, por ejemplo, WO 94/20078; WO
94/23701; y WO 96/06638). La cantidad de compuesto activo contenido en una formulacion de liberacion controlada
depende del sitio de implantacion, la tasa y duracién esperada y la naturaleza de la condicién a ser tratada o
prevenida.

La composiciéon farmacéutica puede ser presentada en envases de dosis unitaria o multi-dosis, tales como ampollas
o viales sellados. Tales envases se encuentran preferiblemente herméticamente sellados para conservar la
esterilidad de la formulacion hasta que se encuentre en uso. En general, las formulaciones pueden ser almacenadas
como suspensiones o0 emulsiones en vehiculos oleosos o acuosos. De manera alternativa, una composicion
farmacéutica puede ser almacenada en una condicién de liofilizado que requiera Unicamente de la adiciéon de un
vehiculo liquido estéril inmediatamente antes de su uso.

V. Usos terapéuticos de la invencién

La invencién proporciona vacunas para reducir la probabilidad de o la gravedad de una infeccion por H1N1. Tal
como se utiliza en la presente patente un “sujeto” o “paciente” hace referencia a un animal de sangre caliente, tal
como, por ejemplo un roedor, un felino, canino, o un primate, por ejemplo, un humano.

Las composiciones inmunogénicas pueden ser utilizadas para tratar cualquier etapa, por ejemplo, para prevenir la
infeccion con una cepa diferente de H1N1 en un individuo que ya ha experimentado una infecciéon con una cepa de
H1N1. Dentro de dichos métodos, las composiciones farmacéuticas se administran de manera habitual a un
paciente. El paciente puede o no estar infectado o expuesto aun. Por consiguiente, las composiciones farmacéuticas
pueden ser utilizadas para prevenir el desarrollo de una infeccién o de los sintomas. La infeccidon o exposicion puede
ser diagnosticada de acuerdo con métodos conocidos en el arte, por ejemplo, midiendo el titulo viral o el anticuerpo
viral especifico en una muestra del paciente.

La inmunoterapia es habitualmente inmunoterapia activa, en la que el tratamiento se sostiene en la estimulacion in
vivo del sistema inmunolégico huésped enddgeno para reaccionar contra el virus o las células infectadas viralmente.

La frecuencia de administracion de las composiciones profilacticas o terapéuticas descritas en la presente patente,
ademas de la dosificacion, variara de un individuo a otro, y puede ser establecida facilmente utilizando técnicas
estandar. Por ejemplo, entre 1 y 10 dosis puede administrarse durante un periodo de tiempo establecido (por
efemplo, 1 0 2 semanas, o 1, 2, 0 3 meses) o durante el transcurso de un brote pandémico. En algunos modos de
realizacion, se administran 3 dosis en intervalos de 1 mes. En algunos modos de realizacion, se administran 2-3
dosis cada 2-3 meses. Pueden suministrarse vacunaciones de refuerzo periédicamente, después de las mismas, por
efemplo, para la duracién de la pandemia o si existe riesgo de resurgimiento de la cepa diana o de una cepa similar.

Un experto en el arte de la medicina apreciara que la dosificacion y la frecuencia de administracion variara para cada
paciente individualmente. Una dosis adecuada es una cantidad de la composicién que, cuando se administra tal
como se ha descrito anteriormente, es capaz de promover una respuesta inmune anti-viral que esta al menos un 10-
50% por encima del nivel de referencia (es decir, sin tratar). Una respuesta de ese tipo puede ser monitorizada
midiendo los anticuerpos especificos en un paciente o mediante la generacion dependiente de vacunas de linfocitos
T citoliticos capaces de matar las células infectadas viralmente in vitro. Tales vacunas deberian ser capaces de
generar una respuesta inmune que conduce a un resultado clinico mejorado en pacientes vacunados en
comparacién con pacientes no vacunados.
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En general, una dosificacion y régimen de tratamiento apropiados proporciona el o los compuestos activos en una
cantidad suficiente para proporcionar un beneficio terapéutico y/o profilactico. Una respuesta de este tipo puede ser
monitorizada mediante establecimiento de un resultado clinico mejorado (por ejemplo, una reduccion en la gravedad
de los sintomas, tales como la pérdida de peso, una baja cantidad o ningun titulo viral detectable, una mayor
oportunidad de supervivencia), en pacientes tratados en comparacion con pacientes no tratados. Dichas respuestas
inmunes pueden ser evaluadas generalmente utilizando ensayos de proliferacion, citotoxicidad o citocinas descritos
anteriormente. Las respuestas inmunes pueden determinarse utilizando las muestras obtenidas a partir de un
paciente antes y después del tratamiento, o en comparacion con una respuesta media de una poblacion, por
efemplo, de individuos similares.

La deteccion de inmunocomplejos formados entre polipéptidos inmunogénicos y anticuerpos en el fluido corporal
puede utilizarse para monitorizar la efectividad de la terapia. Las muestras del fluido corporal tomadas de un
individuo previamente a y posteriormente a la vacunacion pueden ser analizadas para los inmunocomplejos
mediante las metodologias descritas anteriormente. Un cambio sustancial en el nimero de inmunocomplejos en la
segunda muestra (posterior a la vacunacion) en relacion a la primera muestra (previa a la vacunacion) puede reflejar
el éxito de la vacunacion.

A. Administracién de las composiciones de la invencién

Una composicién que comprende el vector viral quimérico descrito en la presente patente puede ser administrado
mediante una via no parenteral (por ejemplo, por via oral, intranasal, o via mucosa, por ejemplo la vagina, los
pulmones, glandulas salivales, cavidades nasales, intestino delgado, colon, recto, amigdalas, o placas de Peyer). La
composicion puede ser administrada sola o con un adyuvante adicional segun se describe anteriormente.

B. Deteccion de una respuesta inmune a los antigenos de interés

Una respuesta inmune al polipéptido antigénico de H1N1 puede ser detectada utilizando cualquier medio conocido
en el arte, incluyendo por ejemplo detectar la activacion especifica de linfocitos T CD4+ o CD8+ o detectando la
presencia de anticuerpos que se unen de forma especifica al polipéptido.

La activacion especifica de los linfocitos T CD4+ o CD8+ T asociados a una respuesta inmune de la mucosa,
humoral, o mediada por la célula puede ser detectada en una variedad de formas. Métodos para detectar la
activacion especifica de linfocitos T incluye, pero no se limita a, detectar la proliferacion de linfocitos T, la produccion
de citocinas (por efjemplo, linfoquinas) o la generacion de actividad citolitica (es decir, la generacion de linfocitos T
citotoxicos especificos para el polipéptido inmunogénico). Para los linfocitos T CD4+, la activacion puede ser
determinada por la deteccion de proliferacion. Para los linfocitos T CD8+ la activacién puede ser detectada por la
generacion de actividad citolitica utilizando ensayos de liberacion °'Cr (ver, por ejemplo, Brossart and Bevan, Blood
90(4): 1594-1599 (1997) y Lenz et al., J. Exp. Med. 192(8):1135-1142 (2000)).

La deteccion de la proliferacion de los linfocitos T puede lograrse mediante una variedad de técnicas conocidas. Por
ejemplo, la proliferacion de linfocitos T puede ser detectada midiendo la tasa de sintesis del ADN. Los linfocitos T
que han sido estimulados para proliferar muestran una tasa de sintesis del ADN elevada. Una forma tipica para
medir la tasa de sintesis del ADN es, por ejemplo, mediante cultivos de marcaje de pulso de los linfocitos T con
timidina tritiada, un precursor de nucledsidos que se incorpora al ADN recién sintetizado. La cantidad de timidina
tritiada incorporada puede determinarse utilizando un espectrémetro de centelleo liquido. Otras formas de detectar la
proliferacion de linfocitos T incluyen medir aumentos en la produccion de interleucina 2 (IL-2), flujo de Ca2+, o
captacion del colorante, tal como 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio. De manera alternativa, puede medirse
la sintesis de linfoquinas (por ejemplo, interferon-gamma), o la cantidad relativa de linfocitos T que pueden
responder al polipéptido inmunogénico puede cuantificada.

Las respuestas inmune de los anticuerpos (respuestas inmunes humorales o respuestas de los linfocitos B),
incluyendo las respuestas del anticuerpo de la mucosa pueden ser detectadas utilizando inmunoensayos conocidos
en el arte [Tucker et al., Mol Therapy, 8, 392-399 (2003); Tucker et al., Vaccine, 22, 2500-2504 (2004)].
Inmunoensayos adecuados incluyen la técnica de inmunoensayo doble tipo sandwich de anticuerpos monoclonales
de David et al. (U.S. Pat. No. 4.376.110); ensayos tipo sandwich de anticuerpos monoclonales-policlonales (Wide et
al.,, en Kirkham y Hunter, eds., Radioimmunoassay Methods, E. y S. Livingstone, Edinburgh (1970)); el método
"western blot" de Gordon et al. (Patente estadounidense N° 4.452.901); inmunoprecipitacion del ligando marcado
(Brown et al. (1980) J. Biol. Chem. 255:4980-4983); ensayos inmunoabsorbentes ligados a enzima (ELISA), segun
se describe, por ejemplo, por Raines et al. (1982) J. Biol. Chem. 257:5154-5160; técnicas inmunocitoquimicas,
incluyendo el uso de fluorocromos (Brooks et al. (1980) Clin. Exp. Immunol. 39:477); y neutralizacién de la actividad
(Bowen-Pope et al. (1984) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:2396-2400). Ademas de los inmunoensayos descritos
anteriormente, una cantidad de otros inmunoensayos estan disponibles, incluyendo los descritos en las patentes
estadounidenses Nos. 3.817.827; 3.850.752; 3.901.654; 3.935.074; 3.984.533; 3.996.345; 4.034.074; y 4.098.876.
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Los ejemplos se proporcionan para ilustrar la invencion pero no para limitar su alcance. Otras variantes de la
invencion resultaran facilmente obvias para una persona experta en el arte habitual y se abarcan en las
reivindicaciones adjuntas.

VI. Ejemplos

Ejemplo 1: Construccién de un vector adenoviral quimérico (DX1) que codifica un adyuvante de dsRNA y un
polipétido HA de H1N1.

La secuencia de codificacion para HA de la cepa A/CA/04/09 de la gripe (sintetizada por Blue Heron) fue clonada en
un sitio de restriccion Kpnl de un vector versatil (pShuttleCMV, Qbiogene). El coddn de iniciacion para la secuencia
de HA se encuentra inmediatamente aguas debajo del promotor de CMV con un pequefio intrén. Una secuencia
bGH poli A inmediatamente sigue el gen HA. El vector pVersatil ademas incluye una secuencia que codifica un
adyuvante de una horquilla de dsRNA (luc1, SEQ ID NO:1), de manera que tanto el antigeno como el adyuvante se
codifican los dos en el mismo vector pero con promotores de CMV separados. Este vector versatil se denomina
pCMVHA-CMV-1uc1.

La recombinacién homoéloga de pCMV-HA-CMV-1uc1 con la cadena principal adenoviral, pAd (Qbiogene), se realizé
para generar un constructo del plasmido capaz de producir un vector adenoviral recombinante (con delecién de
E1/E3) que expresaba el transgén HA y la secuencia de codificacion para la horquilla de dsRNA luc1. Este vector se
denomina pAd-DX1, como se muestra en la SEQ ID NO:7. El Ad recombinante se generé mediante transfeccion de
un constructo de expresion linealizado pAd-DX1en células HEK293. Este vector viral se denomina DX1. Los titulos
virales (unidades infecciosas (Ul/ ml) se midieron por un ensayo de inmunotincién por hexén que es similar al
inmunoensayo QuickTiterTM descrito por Cell Biolabs Inc. (San Diego, CA).

Ejemplo 2: DX1 oral es superior al rAd5 inyectado para inducir respuestas inmunes especificas a un antigeno en los
tejidos de la mucosa

Generar un titulo de anticuerpos elevado para la administracion de un antigeno basado en genes y administrado por
via oral supone un desafio. Buscabamos determinar si el vector DX1 podia inducir titulos sustanciales de
anticuerpos de la mucosa y sistémicos. Segun se ha explicado anteriormente, el DX1 expresa HA bajo control del
promotor de CMV en un vector tipo 5 de adenovirus con delecion de E1/E3. A los ratones hembra Balb/c se les
administré el vector DX1 mediante alimentacion forzada en las semanas 0 y 5 con 1,0x107 Ul o 1,0x108 Ul de DX1
(etiquetado Ad-CA04/09-Adj en la Figura 1) o mediante inmunizacion intramuscular (i.m.) de 1,0x10° Ul de DX1 (N=6
para cada grupo). Se vacunaron los grupos de control con un vector Ad similar que expresa un antigeno de H1N1
HA de la cepa de la gripe de laboratorio A/PR/8/34 (marcada como Ad-PR8/34-Adj en la Figura 1). A/PR/8/34 no se
considera sumamente similar a la cepa A/CA/04/09 de H1N1. El porcentaje de identidad de aminoacidos de la
proteina HA se encuentra en el orden del 75-85%. El vector de control Ad vector también se administré o bien por
via oral (marcado p.o.) o por inyeccién i.m.. Los ratones no tratados proporcionaron un control adicional.

Para determinar la respuesta sistémica de anticuerpos, medimos los titulos de anticuerpos en plasma
posteriormente a la vacunacion. Los titulos de anticuerpos para A/CA/4/09 HA se midieron en el plasma 2, 3,5y 8
semanas después de la administracion inicial del virus mediante ELISA anti-HA IgG (Figura 1A). Las inmunizaciones
con oral e i.m. con DX1 produjeron inmunidad anti-HA IgG sistémica comparable en 8 semanas posteriormente a la
vacunacion.

Se midieron también los titulos de anticuerpos de inhibicion de la hemaglutinacion (HAI) en plasma a las 3, 5,y 8
semanas posteriormente a la vacunacion (Figura 1B). Se generaron titulos de HAI significativos en ambos grupos
orales (p.o.). En 8 semanas, la elevada dosis oral mostro titulos de HAl esencialmente equivalentes a los generados
mediante inyeccion muscular. El vector PR/8/34 HA no indujo los titulos de HAI por encima de la sefial de fondo del
ensayo, ya que ELISA se basé en la unién de anticuerpos al antigeno de HA de A/CA/4/09.

Los titulos de anticuerpos IgA para HA se midieron en muestras fecales a las 8 semanas posteriores a la
administracion (Figura 1C), lavados vaginales en la semana 10 posterior a la administracion (Figura 1D), y lavados
pulmonares en la semana 12 posterior a la administracion (Figura 1E). Estos resultados demuestran que la
administracion por via oral del vector DX1 funcioné de una forma significativamente mejor que la administracion i.m.
a la hora de provocar respuestas de anticuerpos para la proteina HA tanto en tejidos de la mucosa locales (intestino)
como distales (vagina & pulmones). En particular, el titulo medio de anticuerpos para HA fue 17-veces mejor en los
tejidos intestinales (IgA fecal) después de las inmunizaciones orales que después de la vacunacion i.m. (Figura 1C).

Sorprendentemente, una dosis 10 veces mas baja de DX1 administrado por via oral indujo una respuesta de IgA
especifica equivalente o mejor que la administracion por via i.m. de DX1 en lavados pulmonares, lavados vaginales,
y pellets fecales (Figuras 1C, 1D, 1E). Ademas, la administracion oral del vector PR/8/34 con una muy pobre
reaccion cruzada dio como resultado una respuesta de IgA especifica similar a la de DX1 administrado por via i.m.
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Los resultados de IgA especificos indican que el uso oral de DX1 proporciona una proteccion superior contra el virus
de la gripe H1N1, un patégeno que invade a través de la mucosa. Por tanto, el uso de la aproximacion de la
presente vacuna adenoviral puede permitir dosis efectivas inferiores de vacuna. Ademas, la vacunaciéon con un
antigeno no coincidente puede atn conferir un poco de proteccion inmune especifica. Estas son consideraciones
importantes durante una pandemia, cuando el suministro de vacunas es fundamental y la disponibilidad de una cepa
de vacuna completamente coincidente puede no ser posible.

Ejemplo 3: Demostracién de que la administracién oral de DX1 puede proteger a animales contra la prueba de
provocacion de la gripe

Se inmunizaron ratones con los grupos detallados en la Tabla 1 en las semanas 0 y 4. Se realizé6 inmunizacion
mediante alimentacion forzada con 1x10% o 1x10” Ul de DX1 (Grupos Ay C). A modo de control de la administracion,
se realizé también una inmunizacién i.m. con Dx1 (Grupo B). Para controlar posibles efectos del adyuvante aguas
abajo (downstream), utilizamos un vector de control de adyuvante que expresa el adyuvante de dsRNA, pero no el
antigeno. Los ratones no tratados se utilizaron como control negativo. La cantidad de animales en cada grupo de
prueba de provocacion fueron 6.

Los animales fueron sometidos a prueba de provocaC|on con un virus HIN1 pandémico (A/CA/07/2009) en la
semana 9 (dia 64), utilizando una dosis de 8,6x10° TCIDso. EI A/ICA/07/2009 se considera muy similar al A/CA/04/09,
y las proteinas HA comparten mas del 95% de identidad de aminoacidos. Se midi6 en los animales la pérdida de
peso durante 14 dias después de la prueba de provocacion, ya que la pérdida de peso es un indicador de la salud
de los animales.

Los resultados muestran que los animales inmunizados con DX1 estaban completamente protegidos contra la
muerte y la pérdida sustancial de peso (Figuras 2A y 2B). P< 0,03 mediante test exacto de Fisher cuando se
compara con los grupos con DX1 con grupos no tratados o con grupos de control de adyuvante para la
supervivencia. El control de adyuvante y los ratones no tratados todos perdieron cantidades significativas de peso y
la mayoria murié como resultado de la prueba de provocacién. Particularmente significativos son los datos que
muestran que una dosis oral de DX1 puede todavia proteger el 100% de los animales, con una proteccion del peso
equivalente a los animales inmunizados por via i.m.

Tabla1
Grupo | Etiqueta Figura 2 | Descripcion N
A Oral 2X Inmunizacion oral con 1e8 Ul de DX1 6
B M 2X Inmunizacion IM con 1e8 Ul de DX1 6
C dosis oral lo 2X Inmunizacion oral con 1e7 Ul de DX1 6
D control Ady 2X Inmunizacion oral 1e8 Ul con un vector de control adyuvante | 6
E No tratados No tratados 6

Ejemplo 4: Demostracién de que la administracién oral de DX1 es superior a rAd5 para provocar respuestas de
anticuerpos para el virus de la gripe H1N1

Se construyd un segundo vector rAd que expresa la HA a partir de A/CA/04/09, esta vez sin el adyuvante de dsRNA
expresado. Este vector se denomlno DX2. Se dosificé a ratones Balb/c mediante alimentacion forzada por via oral
en las semanas 0y 4 con 1,0x10 Ul de DX1 0 DX2 (denominado rAd5 (no adyuvante) en la Figura 3). N=6 para este
experimento. Los titulos de anticuerpos para A/CA/4/09 HA se midieron en el plasma 3 y 7 semanas después de la
administracion mediante ELISA anti-HA 1gG (Figura 3). Los resultados muestran que el DX1 indujo un titulo superior
de anticuerpos que DX2, lo que demuestra que el adyuvante mejora las respuestas inmunes para HA a continuacion
de la administracion oral.
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<211> 48

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> secuencia de codificacion de dsRNA sintetico
<400> 4

gaaacgatat gggctgaata cggatccgta ttcagcccat atcgtttc 48
<210>5

<211> 46

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> secuencia de codificacion de dsRNA sintetico
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cctaataatt atcaaaatgt ggatccacat tttgataatt attagg 46
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<211> 44
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<213> Secuencia Atrtificial
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<223> secuencia de codificacion de dsRNA sintetico
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cctaataatt atcaaaatgt aattacattt tgataattat tagg 44
<210>7

<211> 34383

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> vector pAd-DX1 sintético de tipo 5 de adenovirus recombinante quimérico con delecién de E1/E3

<221> base_modificada

<222> (34373)...(34377)
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<223>n=g,a,cot

<400>7

taaggatcce
gggtggagtt
cggaagtatg
acgtttttgg
atgttgtagt
ataagaggaa
atctggecgaa
agtcacgacg
tgggtactgg
atttatattg
taatagtaat
taacttacgg
ataatgacgt
gagtatttac
ccecectattg
ttatgggact

atgcggtttt

agtctcecace
ccaaaatgte
gaggtctata
cgetgttttg
tgaagttggt
gaccaataga
actctctetg
tctetegagg
gctctacacg
ctcectaccgat
ccttetegaa
cctgggcaaa

atcatcaata
tgtgacgtqag
atgttgecaag
tgtgcgeegyg
aaatttggge
gtgaaatectg
agggggatgt
ttgtaaaacg
ccacagagct
gctcatgtce
caattacggg
taaatggccce
atgttececat
ggtaaactge
acgtcaatga
ttectactty
ggcagtacat
ccattgacgt
gtaacaacte
taagcagagec
acctccatag

.ggtgaggece

aactgggecat
cctattggte
tegacggtat
ttegctactg
actgtggaca
gacaagcaca
tgtaacatag

atatacctta
cgeggggegt
tgtggcggaa
tgtacacagg
gtaaccgagt
aataattttg
gctgcaaggce
acggecagtyg
tggcccattg
aacattaceqg
gtcattagtt
gectggctga
agtaacgceca
ccacttggeca
cggtaaatgg
gecagtacate
caatgggcgt
caatgggagt
cgececattyg
tcgtttagtg
aagacaccgg
tgggcaggtt
gtggagacag
tattttececa
cgatgggtac
ctaacgccga
cggtgctgga
atggcaaact
ccggetggat

ttttggattg
gggaacgggg
cacatgtaag
aagtgacaat
aagatttgge
tgttacteat
gattaagttg
aattgtaata
catacgttgt
ccatgttgac
catagecccat

ccgeccaacg

atagggactt
gtacatcaag
cccgectgge
tacgtattaqg
ggatageggt
ttgttttgge
acgcaaatgg
aaccgtcaga
gaccgatcca
ggtatcaagg
agaagactct
cecttagget
cgccaccatqg
caccctctge
aaaaaacgtg
gtgcaagetg
tettggeaat
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aagccaatat
cgggtgacgt
cgacggatgt
tttegegegyg
cattttegeg
agegegtaat
ggtaacgcca
cgactcacta
atccatatca
attgattatt
atatggagtt
aceccecgece
tecattgacg
tgtatcatat
attatgccca
tecategetat
ttgactcacyg
accaaaatca
gceggtaggeg
tecgectggag
gectgactct
ttacaagaca
tgggtttcectg
getggtetga
aaggctatac
attggatacc
acagtaacac
cggggegttg
ccagagtgeg

gataatgagg
agtagtgtgg
ggcaaaagtg
ttttaggcegg
ggaaaactga
actgctagag
gagttttece
tagggcgaat
taatatgtac
gactagttat
ccgegttaca
attgacgtca
tcaatgggtg
gecaagtacg
gtacatgacc
taccatggtg
gggatttcca
acgggacttt
tgtacggtgg
acgccatcca
agcctagcte
ggtttaagga
ataggcactg
gcctaggaga
ttgtcegtact
atgccaataa
actcagtgaa
ctectetgea
aatctttgag

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
260
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
15640
1620
1680
1740



caccgeaagce
cecaggagac
cgaacgettt
ggtaacagcce
cgtgaagaag
ggaggttctg
gtatcagaac
gcecagagate
gacactegte
tagatacgca
cgttcacgac
cttecagaat
getgeggttg
ggcaateget
ccaccatcag
catcgatgag
agecgtgggyg
ggatgatgga
tgaaagaacc
ccaactgaag
cgataacaca
ggaagccaaqg
ccagatactg
ggccatateac
cggeggcecgce
tgtgeoecttet
ggaaggtgece
gagtaggtgt
ggaagacaat
aaccaaaget
cgttacataa
gacgtcaata
atgggtggag
aagtacgcece
catgacctta
catggtgatg
atttccaagt
ggactttcca
acggtgggag
tgggaaacga
aaaatatctt
ctaagettcet
taccacattt
gaaacataaa
caaataaagc
ttgtggtttg
ggaaagaata
geegecatga
tgggegtagt
tgttttgeag
tcatatttga
agcattgatg
tctggaacge
cgegggattg
tecatcegeeoe
gaacttaatg
gettectece
tggatcaage
gaccageggt
ctctggatgt
agagcttcat
tggtgecetaa
gtgtttacaa
gactgtattt
agaaccacca

agctggagtt
tttatecgact
gagatcttee
gecgtgeccac
ggtaacagcet
gtectatggg
gcetgacacat
gaecatcagge
gqaacetgggg
ttcgetatgg
tgtaatacca
atccatccca
gccactggte
gggtttatcg
aacgagcaag
attacgaata
aaggagttca
tttttggata
ctggattace
aataacgeta
tgeatggagt
ttgaatagag
gccatttatt
ttotggatgt
cctattctat
agttgeccage
actcccactg
cattetatte
agcaggcatg
tagtaatcaa
cttacggtaa
atgacgtatg
tatttacggt
cctattgacg
tgggacttte
cggttttgge
ctecacccea
aaatgtcgta
gtctatataa
tatgggcetga
tattttecatt
agataagata
gtagaggttt
atgaatgcaa
aatagcatca
tccaaactca
tataaggtgg
gcaccaacte
taagggtggg
cageegeege
caacgcgcat
gtcegeccegt
cgttggagac
tgactgactt
gegatgacaa
tegtttetea
cteecaatge
aagtgtcttg
cteggtegtt
tcagatacat
gctgeggggt
aaatgtettt
ageggttaag
ttaggttgge
gcacagtgta
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acattgtgga
acgaggaact
caaaaacate
atgcagggge
acccaaaact
gtatacacca
acgttttegt
ctaaggteeqg
ataagattac
agcgcaatge
cttgecagac
tcacaatagqg
tgeggaatat
agggeggcetg
ggtccggeta
aagtaaatte
accatctgga
tttggactta
acgatagtaa
aagaaatcgg
ctgttaaaaa
aggagatcga
ccacagttge
gctctaacgg
agtgtcacct
catctgttgt
tecectttecta
tggggggtgg
ctggggatge
ttacggggte
atggccecgee
tteccecatagt
aaactgccca
tcaatgacgg
ctacttggceca
agtacatcaa
ttgacgtcaa
acaactccge
gcagagctgg
atacggatce
acatetgtgt
tecgatecac
tacttgettt
ttgttgttgt
caaatttcac
tcaatgtatc
gggtcttatg
gtttgatgga
aaagaatata
cgecatgage
gcccecatgg
cctgeececgea
tgcagecectee
tgetttectg
gttgacgget
geagetgttyg
ggtttaaaac
ctgtcetttat
gagggtcctg
gggcataage
ggtgttgtag
cagtagcaag
ctgggatggy
tatgttcecca
tececggtgecac

aaccccgtec
gagagagcag
ctecctggeca
tazatcattt
ttetaagtet
tecctetace
aggctctage
cgaccaggag
ctttgaggee
eggtagtgge
ccctaaagga
aaagtgeect
accgagcatc
gaccgggatg
tgeageagac
cgtgatcgag
aaagcggatt
caacgccgag
cgtgaagaac
caacggttge
tgggacttac
tggagtcaag
gtcatccctg
gagectecag
aaatgctaga
ttgecectee
ataaaatgag
ggtggggcag

ggtgggetet
attagttcat

tggctgaceg
aacgccaata
cttggecagta
taaatggece
gtacatctac
tgggegtgga
tgggagtttg
cccattgacg
tttagtgaac
gtattcagee
gttggttttt
cggatctaga
aaaaaaccte
taacttgttt
aaataaagca
ttaacgcgga
tagttttgta
agecattgtga
taaggtgggg
accaactegt
gecggggtge
aactctacta
gcecgeegett
agcecegettg
cttttggecac
gatetgegec
ataaataaaa
ttaggggttt
tgtatttttt
ccgtctetgg
atgatccagt
ctgattgeca
tgeatacgtg
gccatatece
ttgggaaatt
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tcegataacyg
ctcagetecyg
aaccacgata
tataagaacc
tatataaacg
agtgcagacc
agatattcca
ggccgaatga
actggtaatc
atcataatct
gcaatcaata
aaatacgtga
cagtctcgag
gtegacggtt
ctcaagteta
aagatgaata
gaaaacctga
ctgctegtte
ctttacgaga
tttgaattct
gactatcceta
ctegagagca
gtgctegttg
tgtcgaatct
gctaegetgat
ccegtgeett
gaaattgecat
gacagcaagq
atggcttetyg
agcccatata
cccaacgacce
gggactttecc
catcaagtagt
gectggeatt
gtattagteca
tagcggtttg
ttttggcacc
caaatgggcg
cgtcagatce
catategttt
tgtgtggegg
taactgatea
ccacacctee
attgcagett
tttttttcac
tectgggegtg
tetgttttge
gettgtegac
gtettatgta
ttgatggaag
gtcagaatgt
cecttgaceta
cagcegetge
caagcagtgc
aattggattc
ageaggttte
aaccagactc
tgcgegegeg
ccaggacgtyg
ggtggaggta
cgtagecagga
ggggeaggec
gggatatgag
tccggggatt
tgtcatgtag

gaacttgcta
tgtettectt
gtaacaaggg
teatctgget
ataagggcaa
agcaatcatt
agaaattcaa
actattactg
tggttgttce
ctgacaccec
cctecattgece
aaagcaccaa
gactcttegg
ggtacggata
cccagaacge
cacagtttac
ataaaaaagt
tgctggagaa
aagttaggag
accacaagtg
aatactecga
cgegcecattta
tgagcttggg
gcatcggtac
cagcctegac
cettgacecet
cgecattgtet
gggaggattg
aggcggaaag
tggagttceg
ccecgeccatt
attgacgtca
atcatatgee
atgcccagta
tegctattac
actcacgggg

aaaatcaacyg

gtaggcgtgt
gctagagatc
ctetagaaat
cegetegage
taatcagecca
ccctgaacet
ataatggtta
tgcattctag
gttaagggtg
agcagecgee
tegaagaate
gttttgtate
cattgtgage
gatgggctece
cgagaccgtyg
agccaccgec
agcttecegt
tttgaccegg
tgecetgaayg
tgtttggatt
gtaggcccgyg
gtaaaggtga
gcaccactge
gcgetgggeg
cttggtgtaa
atgecatcttg
catgttgtge
cttagaagga

1800
1860
1920
1980
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
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640



aatgcgtgga
ataatgatgg
acgtcatagt
agggtgecag
atttgeattt
aagaaaacgg
tgcgacttac
ttaagagagc
ctgactegea
agttettgea
ttgagegttt
tectegateca
gtcggtgete
gogtagtetg
tgaggetggt
agcatttgac
tgeeccttgga
gcgegagaaa
cgecattceac
getttttgat
aaaggetgte
ggtecteccte
cgaaggagge
gggtgtgaag
aggccacgtyg
cctecactcte
gaaaagcggg
tattcacctg
caatcttttt
tggcgatgga
ttagetgeac
cgggcaccag
ctacctectee
atggcggtag
cgggcageag
gecatgegeg
ggtgggtgag
gtattccaag
atagttegtg
ctcggaagac
agacgttgaa
cgcgcagett
tttececttgat
caaactctte
aagagcctag
gtagegegta
tgaccatgac
agagcaaaaa
tgaagagtat
cctecggaacy
tgtggcecac
taagttecte
ctgcaagatg
gcaggtggte
agtagaaggt
gegoeggeagt
gcetgettece
gcteggtgeg
agtggctatt
ttttgtaaaa
tgacctgacg
ttggctggtyg
ttacggtgga
gteggagett
gegtecaggte

agaacttgga
caatgggece
tgtgttecag
actgeggtat
cccacgettt
tttecggagt
cgcageeggt
tgcagetgece
tgtttteeet
aggaaqceaaa
gaccaagcag
gcatatctee
gtccagacgg
ggtcacggtyg
cetgetggtyg
catggtgteca
ggaggcegceeg
taccgattee
gagccaggtyg
gcgtttetta
cgtgtceceg
gtatagaaac
taagtgggag
acacatgtceg
accgggtgtt
ttccgeateg
catgacttct
gecegeggtyg
gttgtcaage
gegeagggtt
gtattegege
gtgcacgege
gegtaggege
ggggtctage
gcgegegteg
ggcggeaage
cgcggaggceg
atatgtaggg
cgagggageyg
tatctgectg
getggegtet
gttgaccage
gatgtcatac
gaggtettte
catgtagaac
tgoetgegeg
tttgaggtac
gtccgtgege
ctttecegeg
gttgttaatt
aatgtaaagt
gtaggtgage
agggttggaa
gcgaaaggte
aagegggtet
cactagaggc
aaaggcccce
aggatgcgag
gatgtggtga
acgtgegeag
accgegeaca
gtcttctact
tecggaccace
gatgacaaca
aggcgggage
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gacgcccttg
acgggcggeyg
gatgagateqg
aatggtteca
gagttcagat
aggggagatc
gggccegtaa
gtcatcccetg
gaccaaatce
gtttttecaac
ttecaggegy
tegtttegeg
gceccagggtca
aaggggtgcg
ctgaageget
tagtccagee
cacgagggge
ggggagtagg
agctetggce
cctetggttt
tatacagact
teggaccact
gggtageggt
cectettegyg
cctgaagggg
ctgtetgcga
gcgctaagat
atgectttga
ttggtggcaa
tggtttttgt
gcaacgcace
caaccgeggt
tegttggtece
tgcgtetegt
aagtagtcta
gegegetegt
tacatgeege
tageatcette
aggaggtcgg
aagatggcat
gtgagaccta
tcggeggtga
ttatcetgte
cagtactett
tggttgacgg
gecttecgga
tggtatttga
tttttggaac
cgaggeataa
acctgggcegyg
tccaagaagc
tettcagggg
gecgacgaatg
ectaaactgge
tgttececage
tecatctecege
atccaagtat
ccgatecggga
aagtagaagt
tactggecage
aggaagcaga
teggetgett
acgcegegeg
tcgcgcagat
tectgcaggt

tgacctccaa
geetgggega
tcataggeea
teceggeccag
ggggggatca
agctgggaag
atcacaccta
agcagggggg
gccagaagge
ggtttgagac
tecccacaget
ggttggggcg
tgtctttcca
ctcegggetg
gecggtette
cetecgegge
agtgcagact
catccgegee
gtteggggte
ccatgagecg
tgagaggecct
ctgagacaaa
cgttgtecac
catcaaggaa
ggctataaaa
gggcecagetg
tgtecagttte
gggtggecege
acgaccegta
cgegategge
gecatteggg
tgtgecagggt
agcagaggcg
ccggggggte
tettgecatec
atgggttgag
aaatgtegta
cacegeggat
gacegaggtt
gtgagttgga
cegegteacg
cctgecacgtc
cettettttt
ggatcggaaa
cctggtagge
gegaggtgtg
agtcagtgte
gcggatttgg
agttgegtgt
cgagcacgat
gcgggatgcc
agcetgagece
agctccacag
gacctatgge
ggtcccatec
cgaacttcat
aggtctctac
agaactggat
ccectgegacg
ggtgcacggg
gtgggaattt
gtccttgace
ageccaaagt
gggagctgte
ttacctegea
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gattttcecat
agatatttet
tttttacaaa
gggegtagtt
tgtectacctyg
aaagcaggtt
ttacegggtg
ccacttegtt
gctegecgee
cgteegeegt
cggtcacctg
getttegetg
<cgggcgcagyg
cgegetggee
gecctgegeyg
gtggeccttyg
tttgagggeg
gcaggcecceg
aaaaaccagg
gtgtccacge
gtcctecgage
ggetegegte
tagggggtee
ggtgattggt
gggagtaggyg
ttggggtgag
caaaaacgaqg
atccatetgg
gagggegttg
gegetecttyg
aaagacggtyg
gacaaggtca
gcageecttg
tgcgtecacy
ttgcaagtet
tgggggacce
aacgtagagg
getggegege
gcetacgggeg
tgatatggtt
cacgaaggag
tagggegeag
ccacageteg
ecccgteggece
gcagcatecce
ggtgagcgea
gtcgecateeg
cagggcgaag
gatgcggaag
ctecgtcaaag
cttgatggaa
gtgetctgaa
gteacgggee
cattttttet
aaggttegeg
gaccagcatg
atcgtaggtg
ctecegecac
ggccgaacac
ctgtacatecc
gagecececteg

gtcetggetge

ccagatgtec.

catggtctgg
tagacgggtc

gcattegtee
gggatecacta
gcgegggegg
acccetecacag
cggggegatyg
cctgagcage
caactggtag
aagcatgtecc
cagegatage
aggeatgett
ctetacggea
tacggcagta
gtcctegtca
agggtgcgct
tcggecaggt

.gcgegecaget

tagagcttgg
cagacggtct
tttcoceeat
tcggtgacga
ggtgttcege
caggccageca
actegetcea
ttgtaggtgt
gegegttegt
tactcectcet
gaggatttga
tcagaaaaga
gacagcaact
gccegegatgt
gtgegetagt
acgctggtgg
cgcgagcaga
gtaaagaccc
agcgecctget
catggcatgg
ggctctctga
acgtaategt
ggctgetetg
ggacgctgga
gcgtaggagt
tagtccaggg
cggttgagga
tcegaacggt
ttttctacgg
aaggtgtcce
ccctgetece
gtgacategt
agtcceggea
ccgttgatgt
ggcaattttt
agggcccagt
attagecattt
ggggtgatge
getaggtete
aagggcacga
acaaagagac
caattggagg
tegtgetgge
tgecacgaggt
ectggegggt
tcgaggggag
gcegegeggeg
agctcccgeg
agggcgcggg

5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040

‘8100

8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
9000
9060
9120
92180
9240
9300
9360
9420
9480
9540



ctagatccag
agaggeegea
tgtecttgga
cteeggacce
gtgctgegeg
gegectcetge
atcaattteg
gtcttgatag
teceggetege
ggegttgagg
ggcgegeatg
tcgecaggege
cataacccag
ggcctegtag
ctectectee
tacaggggce
ttctggegge
gacaaagcgc
gttetegeag
ggggctgcca
tactecegeeqg
aaaggegtet
gecggeggteg
cttgagacgg
caggcggteg
ttgcatgagce
atctatcget
tgtgaceecg
taatatggece
gtggtatgeg
ctggtgacce
tacgtagtcg
ctggegatag
aaggcgatga
ggcgegegga
ggtcgggacg
agagcctgta
cggacgaceqg
ccgegtgteg
ttecaggege
ggttaggetg
ccaaqgqggttg
gggggtttge
agceccctttt
agcagcggca
cgtcaggagg
ggegecggge
cgecctetee
tgeegeggea
gaaagttcca
aggaggactt
cegecgacct
gctttaacaa
atctgtggga
agetgttect
acatagtaga
tggtgcagga
ttagcctggg
aggaggtaaa
acgacctggg
gcgagctceag
geggegatag
geccgacgege
ctggcaacgt
gcgagtacta

gtgataccta
teececgegge
tgatgcatct
gccgggagag
cgtaggttge
gtgaagacga
gtgtcgttga
gegatctegg
tecacggtagg
ccteceetegt
accacctgeg
tgaaagaggt
cgtecgcaacg
aagtccacqgg
agaagacgga
tettettett
agtgggggayg
tcgatcatct
gggcgcagtt
tgeggeaggag
ccgagggace
aaccagtecac
gagttgttte
cggatggtcg
gccatgecce
ctttetaceg
gcggeggegg
aageeccetea
tgctgcacct
ccegtgttga
ggctgecgaga
ttgcaagtcee
aggggccage
tatcegtaga
aagtcgegga
ctetggecgg
agcgggcact
gggttcgage
aacccaggtg
ggeggetget
gaaagcgaaa
agtcgeggga
cteeccegtea
ttgcttttee
agagcaagag
ggcgacatec
ccggecactac
tgagcggtac
gaacctgttt
cgcagggcege
tgagcecegac
ggtaaccgca
ccacgtgegt
ctttgtaage
tatagtgcag
gcecgaggge
gegeagettg
caagttttac
gatcgagggyg
cgtttatege
cgaccgegag
agaggccgag
cctggaggea
cggceggegtg
agcggtgatg
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atttccagqgg
gcgactacgg
aaaageggtg
ggggcagggyg
tggcgaacge
cgggcccggt
cggeggcectg
ccatgaactg
eggegaggtce
teccagacgeqg
cgagattgag
agttgagggt
tggattcgtt
cgaagttgaa
tgagetegge
ctteaatete
gggggacacg
cecaegaeggeg
ggaagacgcc
atacggecget
tgagcgagte
agtcgcaagg
tggcggaggt
acagaagcac
aggcttegtt
gecacttette
cggagtttgg
tecggetgaag
gegtgagggt
tggtgtaagt
gctcggtgta
gcaccaggta
gtagggtgge
tgtacetgga
cgeggtteca
tecaggegege
cttecegtggt
ccegtatceeg
tgecgacgtea
gegetagett
gcattaagtg
cceeceggtte
tgcaagaccee
cagatgcatc
cagcggcaga
gcggttgacyg
ctggacttgg
ccaagggtge
cgegacegeqg
gagectgegge
gcgocgaaceqg
tacgagecaga
acgettgtgg
gogetggage
cacagcaggy
cgcetggetge
agectggetyg
gcecgcaaga
ttctacatge
aacgagcgca
ctgatgcaca
tectactttg
getggggeeg
gaggaatatg
tttetgatca

gctggttggt
tacegegegg
acgegggega
cacgteggeg
gacgacgcegg
gagcttgage
gcgcaaaatce
ctecgatetet
gttggaaatg
gctgtagace
ctcecacgtge
ggtggcggtg
gatateccce
aaactgggag
gacagtgteg
ctettecata
gcggegacga
acggegeatg
gccegteatg
aacgatgcat
cgeategace
taggctgage
getgctgatg
catgtccttyg
ttgacategg
ttectecttee
cegtaggtgg
cagggctagg
agactggaag

gcagttggcc

cctgagacge
ctggtatcce
eggggcetecyg
catccaggtg
gatgttgege
gcaategttg
ctggtggata
geccgtecgec
gacaacgggg
ttttggeccac
gctegetcece
gagtetegga
cgettgecaaa
cggtgetgeg
catgcagggc
cggcagcaga
aggagggcega
agctgaagceg
agggagagga
atggectgaa
ggattagtcc
aggtgaacca
cgagcegagga
aaaacccaaa
acaacgagge
tcgatttgat
acaaggtgge
tatacgatac
gcatggegcet
teocacaagge
gcctgeaaag
acgegggege
gacctggget
acgaggacga
gatgatgcaa
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ggcggegteg
cgggceggtgg
geeceeggay
cegegegegg
cggttgatct
ctgaaagaga
tecectgeacgt
tectectgga
cgggcecatga
acgceccectt
cgggcgaaga
tgttectgeca
aaggcctcaa
ttgcgegecg

cgcacctege

agggcctcece
cggegcaceg

‘gtcteggtga

tcecggttat
ctcaacaatt
ggatceggaaa
accgtggegyg
atgtaattaa
ggtceggect
cgcaggtctt
tettgtectg
egecctette
teggegacaa
tcatccatgt
ataacggacc
gagtaagcce
accaaaaagt
ggggegagat
atgeeggegg
ageggcaaaa
acgetectace
aattcgcaag
gtgatccatg
gagtgcteet
tggcegegeg
tgtagecegga
ceggeeggac
ttectececgga
gcagatgege
acccteceet
tggtgattac
gggeectggeg
tgatacgegt
gcccgaggayg
tcgecgagegyg
cgegegegea
ggagattaac
ggtggetata
tagcaagccg
attcagggat
aaacatcctg
cgecatcaac
ccettacgtt
gaaggtgctt
cgtgagegtg
ggcecetgget
tgacctgege
ggeggtggca
tgagtacgag
gacgcaacgg

atggcttgca
gccgegggag
gtaggggagg
gcaggagctg
cctgaatctyg
gttcgacaga
ctectgagtt
gatcteegeg
gctgegagaa
cggcategeg
cggcgtagtt
cgaagaagta
ggcgcetecat
acacggttaa
gceteaaagge
cttettette
ggaggcggtc
cggcgeggec
gggttggegg
gttgtgtagg
acctctegag
gceggeagegyg
agtaggceggt
gctgaatgeg
tgtagtagtc
catctettge
ctececatgeg
cgegetegge
ccacaaageqg
agttaacggt
tcgagtcaaa
gcggcggceag
cttcecaacat
cggtggtgga
agtgctcecat
gtgcaaaagqg
ggtatcatgg
cggttacege
tttggettee
cagcgtaage
gggttatttt
tgeggeqaac
aacagggacg
cccectecte
cctectaceg
gaaccecccge
cggetaggag
gaggcgtacqg
atgegggate
ttgctgegeg

cacgtggcegg
tttcaaaaaa

ggactgatgce
ctcatggcgce
gegetgetaa
cagagcataqg
tattccatge
cccatagaca
accttgagcg
agccggcgge
ggecacgggca
tgggccccaa
cecegegegeyg
ccagaggacyg
acccggceggt

9600
9660
9720
9780
9840
9900
9960
10020
10080
10140
10200
10260
10320
10380
10440
10500
10560
10620
10680
10740
10800
10860
10920
10980
11040
11100
11160
11220
11280
11340
11400
11460
11520
11580
11640
11700
11760
11820
11880
11540
12000
12060
12120
12180
12240
12300
12360
12420
12480
12540
12600
12660
12720
12780
12840
12900
12960
13020
13080
13140
13200
13260
13320
13380
13440



gcgggeggcg
catggaccge
ggccaaceqgqg
cgagaaggtyg
ggceggectg
gcagaccaac
cgegeageag
gccegecaac
aatggtgact
gaccagtaga
gctgtggggg
caactcgege
ggacacatac
ggacgageat
gggecagectg
gttgcacagt
cettaacctyg
catggaaccg
gecatcegegeg
getacegecee
cctetgggace
gcaacagcge
cttgtcecgat
gatagggtet
cctaaacaac
caacgggata
cagggacgtg
tetggtgtygg
tggcaaceeyg
catgatgcaa
ccacttagta
gtggtgageg
ccgeegtttg
tctgagttgg
gatgtggeat
aacaatgact
cactggggceg
atgtttacca
caggtggagc
accatgacca
cagaacgggg
gggtttgace
ccagacatca
ttgttgggea
ctggagggtg
gatgacaccg
gaagagaact
gecattegeg
gcggecgaag
gtgatcaaac
agcaccttca
ggaatceget
tactggtegt
agcaacttte
gaccaggeeg
cgettteceg
gaaaacgtte
gtccagegag
ctgggcatag
cttatatege
ggggccaaga
tggggegege
gtggtggagg
gecatteaga
cgcgtagcac

ctgcagagcc
atcatgtege
ctetecgeaa
ctggegatcg
gtctacgacg
ctggacegge
cagggcaacce
gtgcegegag
gagacacege
caaggeetge
gtgcgggcte
ctgttgetge
ctaggteact
acttteccagg
gaggcaacee
ttaaacagcg
atgecgegacg
ggcatgtatg
gceegecegtga
cctggtttet
gacatagacg
gagcaggcag
ctaggcegcetg
cttaccagca
tecgectgetge
gagagcctag
ccaggcccge
gaggacgatg
tttgecgcace
aataaaaaac
tgcggegege
cggcgececagt
tgcecteegeg
cacccctatt
dacetgaacta
acagcceggaqg
gcgacctgaa
ataagtttaa
tgaaataecga
tagaccttat
ttetggaaaqg
cegteactgyg
ttttgctgece
tecgeaageq
gtaacattce
aacagggcgg
ccaacgegge
gcgacacett
ctgecgecee
cectgacaga
cccagtaceg
catggaccct
tgccagacat
cggtggtggg
tctactecca
agaaccagat
ctgctcteac
tgaccattac
tectegecgeg
ccagcaataa
agcgctecga
acaaacgegg
aggegegcaa
ccgtggtgeg
gtegccaceg
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agccegtecgg
tgactgegeg
ttetggaage
taaacgeget
cgcetgettea
tggtggggga
tgggctcecat
gacaggagga
aaagtgaggt
agaccgtaaa
ccacaggcga
tgctaatage
tgcetgacact
agattacaag
taaactacct
aggaggageg
gggtaacgce
cctcaaaceqg
accccgagta
acaccgggggd
acagegtgtt
aggceggeget
cggceccgeyg
ctcgecaccac
ageageageg
tggacaagat
gccegeceac
actcggcaga
ttcgecceag
tcaccaagge
ggcgatgtat
ggcggcggceg
gtacctgegg
cgacaccacce
ccagaacgac
ggaggcaage
aaccatcctg
ggcgcgggtg
gtgggtggag
gaacaacgcg

cgacatcggqg
tettgteatg
aggatgcgag
gcaacecctte
cgcactgttg
gggtggcgea
ageccgeggea
tgccacacgg
cgctgegeaa
ggacagcaag
cagctggtac
gctttgeact
gatgeaagac
cgcecgagetg
actcateecge
tttggegege
agatcacggg
tgacgccaga
cgtectatceg
cacaggctgyg
ccaacaccca
ccgcactggg
ctacacgece
cggagcccgg
ccogeegacee

ccttaactce
caatectgac
ggtggtecceg
ggccgaaaac
gegegtgget
tgtgegegag
ggttgcacta
ctacaccaac
gtacecagtet
cctgagecag
cegecgegace
gececttecacg
gtaccgegag
tgtcageege
gctgaceaac
cattttgege
cagcgtggeg
gecgtttate
tttcaccaat
attcgaggtg
tteccegeaa
gcgaaaggaa
gtcagatget
ccgeecegege
cgaaaaaaac
gagtagatgg
cegtegtcaa
cgacagcagc
gectggggaga
catggcaccg
gaggaaggtc
ctgggttete
cctaccgggy
cgtgtgtace
cacagcaact
acacagacca
cataccaaca
atggtgtcge
ttecacgetge
atcgtggage
gtaaagtttg
cetggggtat
gtggacttca
caggagggct
gatgtggacg
ggcggcagea
atgcagccegg
gctgaggaga
cecgaggteg
aaacgcagtt
cttgcataca
cctgacgtaa
ccegtgacet
ttgeccegtge
cagtttacect
cagecageae
acgctaccge
cgeegeacct
agccgecactt
ggceectgeget
gtgecgegtge
egecaccaccg
acgecgecac
cgctatgeta
ggecactgcag
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acggacgact
gegtteegge
gegegegeaa
agggecatce
cgttacaaca
gecgtggege
aacgccttee
tttgtgageg
gggccagact
gctttcaaaa
gtgtctaget
gacagtggca
gcecataggte
gegetgggge
cggcggecaga
tacgtgceage
ctggacatga
aaccgectaa
gccatcttga
ccogagggta
cegecagaced
agcetteoegea
agtagecccat
ctgctgggeg
ctgectecgyg
aagacgtacg
aggcacgacc
gtectggatt
atgttttaaa
agegttggtt
ctecteecte
ccttegatge
ggagaaacag

tggtggacaa
ttetgaccac

tcaatettga
tgccaaatgt
gcttgectac
ccgagggcaa
actacttgaa
acacccgecaa
atacaaacga
cccacageceqg
ttaggatcac
cctaccagge
acagcagtgg
tggaggacat
agegegetga
agqaagcctca
acaacctaat
actacggega
cectgeggete
tecegetecac
actccaagag
ctetgaceca
ccaccatcac
tgcgcaacag
gccectacgt
tttgagcaag
teccaageaa
gegggecacta
tcgatgacge
cagtgtccac
aaatgaagag
cccaacgege

ggcgecaggt
agcagccogea
accccacgea
ggeccgacga
geggcaacgt
agcgtgagcg
tgagtacaca
cactgegget
attttttcca
acttgecaggg
tgectgacgee
gcgtgteccg
aggegeatgt
aggaggacac
agatccccte
agagcgtgag
ccgegegcaa
tggactactt
aceccgeactyg
acgatggatt
tgutagagtt
ggccaageag
ttecaagett
aggaggagta
catttceccaa
cgcaggagca
gtcagegggyg
tgggagggag
aaaaaaaaag
ttettgtatt
ctacgagagt
tcecectggac
cateegttac
caagtcaacyg
ggteattecaa
cgaccggteqg
gaacgagtte
taaggacaat
ctactecegag
agtgggcaga
cttecagactg
ageettecat
cctgagcaac
ctacgatgat
gagcttgaaa
cagcggcegeg
gaacgatcat
ggcecgaagea
gaagaaaccqg
aagcaatgac
cectecagace
ggagcaggte
gcgecagatce
cttctacaac
cgtgttcaat
cacegtecagt
catcggagga
ttacaaggee
catgtecate
gatgtttgge
cogegegece
categacgeg
agtggacgeg
acggcggagg
ggcggceggec

13500
13560
13620
13680
13740
13800
13860
13920
13980
14040
14100
14160
14220
14280
14340
14400
14460
14520
14580
14640
14700
14760
14820
14880
14940
15000
15060
15120
15180
15240
15300
15360
15420
15480
15540
15600
15660
15720
15780
15840
15900
15960
16020
16080
16140
16200
16260
16320
16380
16440
16500
16560
16620
16680
16740
16800
16860
16920
16980
17040
17100
17160
17220
17280
17340



ctgcttaace
gecgegggta
geggecatta
gttagcggce
aactacttag
teccaagegea
ccgaagaagg
aaagatgatg
cgacgggtac
gtetttacge
ggcgacgagg
cggcataagg
ccegtaacac
aagcgcgagt
ctggaagatg
cggccaatca
actaccagta
gttgccteag
tctacggagg
ggttcgagga
attgegecta
cgacgccgaa
ccgatttceg
cgctaccace
acctgeegee
atggecggee
tegecacegte
attggegeceqg
acaagttgeca
gtaactattt
gegecegtte
cagetgggge
cagcaaggece
ttteccaacaa
caaccaggca
gecteccaceg
cgacagggaa
aaagcaaggc
gcacacacce
gccaggeceg
cageggtecg
categtgggt
gtcgtatgtg
cgecegettt
tecgggccagyg
gagacgtact
gtgaccacag
actgegtact
atggctteca
tactctggea
gatgaagctg
gaagtagacg
ggtataaata
gccgataaaa
attaatcatg
tcatatgcaa
ggaaagctag
aatggtgata
ccagacacte
ggccaacaat
ctaatgtatt
aatgetgttyg
tcecattggtyg
ccagatgtta
ccactgggag

gegeacgteg
ttgtcactgt
gtgetatgac
tgcgegtgee
actecgtactg
aaatcaaaga
aagagcagga
atgatgaact
agtggaaagqg
ccggtgageg
acctgcttga
acatgctggce
tgcagcaggt
ctggtgactt
tecttggaaaa
agcaggtgge
gcaccagtat
cggtggcgga
tgcaaacgga
agtacggege
cececeeggeta
ccaccactgg
tgcgeagggt
ccagcatcagt
tecegtttece
acggectgac
gcatgcgegy
tgcecggaat
tgtggaaaaa
tgtagaatgg
atgggaaact
tcgetgtgga
tggaacagca
aaggtggtag
gtgcaaaata
gccgtggaga
gaaactectgg
ctgeccacca
gtaacgctgg
accgeccegttg
cgategttge
ctgggggtge
tgtcatgtat
¢caagatgge
acgecctegga
tcagcctgaa
accggtcecca
cgtacaagge
cgtactttga
ctgectacaa
ctactgctct
agcaagctga
ttacaaagga
catttcaacc
cagetgggag
aacccacaaa
aaagtcaagt
acttgactcc
atatttetta
ctatgeccecaa
acaacagcac
tagatttgea
atagaaccag
gaattattga
gtgtgattaa
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caccggcecga
gcececcccagy
tcagggtege
egtgegcace
ttgtatgtat
agagatgctc
ttacaagecce
tgacgacgag
tcgacgegta
ctecaccege
gcaggccaac
gttgccgetg
gctgeecegeg
ggeacccace
aatgaccgtyg
gccgggactg
tgecacegee
tgcegeggtyg
ccegtggaty
cgccagegeg
tegtggctac
aaccecgcege
ggctegegaa
ttaaaagceg
ggtgccggga
gggeggeatyg
cggtatecetyg
tgeatecgty
tcaaaataaa
aagacatcaa
ggcaagatat
gcggcattaa
gcacaggecca
atggecctgge
agattaacag
cagtgtctce
tgacgcaaat
cccgtececat
acctgcctec
ttgtaacceg
ggcccgtage
aatcectgaa
gegtcecatgt
taccectteg
gtacectgage
taacaagttt
gegtttgacyg
gcggttcace
catcegegge
cgecetgget
tgaaataaac
gcagcaaaaa
gggtattcaa
tgaacctcaa
agtccttaaa
tgaaaatgga
ggaaatgcaa
taaagtggta
catgcccact
caggecctaat
gggtaatatg
agacagaaac
gtacttttcet
aaatcatgga
tacagagact

cgggcggcca
tecaggegac
aggggcaacg
cgeecccege
ccageggegy
caggtcatcg
cgaaagctaa
gtggaactge
aaacgtgttt
acctacaage
gagcegecteg
gacgagggca
cttgeacegt
gtgcagctga
gaacctggge
ggcgtgcaga
acagagggca
caggcggteg
ttteogegttt
ctactgeceg
acctaccgee
cgecgtegee
ggaggeagga
gtctttgtgg
ttecegaggaa
cgtegtgege
ccectectta
geettgecagy
aagtctggac
ctttgegtct
cggcaccage
aaattteggt
gatgctgagg
ctetggeatt
taagettgat
agaggggcegt
agacgagcect
cgcgcccatg
cccegecgac
tectageege
cagtggecaac
gegecgacga
cgeegacaga
atgatgecge
cccgggetgg
agaaacccca
ctgeggttea
ctagctgtgg
gtgetggaca
ceccaaggatg
ctagaagaag
actcacgtat
ataggtgtcg
ataggagaat
aagactacee
gagcaaggea
tttttcteaa
ttgtacagtg
attaaggaag
tacattgett
ggtgttetgg
acagagettt
atgtggaate
actgaagatg
cttaccaagg
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tgcgggcecge
gagcggeege
tgtattgggt
gcaactagat
cggegegeaa
cgecggagat
agegggtcaa
tgcacgetac
tgegaceegg
gegtgtatga
gggagtttge
acccaacace
ccgaagaaaa
tggtacccaa
tggagecaga
ccgtggacgt
tggagacaca
ctgeggecge
cagcccoccy
aatatgecct
ccagaagacy

‘gtcgecagec

ccctggtget
ttcttgcaga
gaatgcaceg
accaecggeg
ttccactgat
cgcagagaca
tctecacgete
ctggececege
aatatgagcg
tccacegtta
gataagttga
ageggggtgg
ceeegeecte
ggcgaaaagc
ccetegtacyg
gctaccggag
acccagcaga
gegtecetge
tggcaaagea
tgettetgaa
ggagctgetg
agtggtetta
tgcagtttge
cggtggegee
tecctgtgga
gtgataaccqg
ggggecctac
ceccaaatee
aggacgatga
ttgggcagge
aaggtcaaac
ctcagtggta
caatgaaacc
ttettgtaaa
ctactgagge
aagatgtaga
gtaactcacg
ttagggacaa
cgggecaage
catacecagat
aggetgttga
aacttccaaa
taaaacctaa

tcgaaggctg
cgcageagee
gegegacteg
tgcaagaaaa
cgaagcetatg
ctatggccece
aaagaaaaaqg
cgegeecagy
caccaccagta
tgaggtgtac
ctacggaaaqg
tagectaaag
gagaeggacta
gacgocagega
ggteegegty
tcagatacece
aacgtccceg
gtccaagace
gegocagege
acatcettee
agcaactace
cgtgectggee
gccaacageg
tatggccctce
taggaggggce
gcggegegeg
cgecgeggeg
ctgattaaaa
gettggtect
gacacggcte
gtggegectt
agaactatgg
aagagcaaaa
tggacectgge
cegtagagga
gtecgegeee
aggaggcact
tgctgggeea
aacctgtget
gecegegecge
cactgaacaqg
tagectaacgt
agecgeegeqg
catgcacate
ccgegeocace
tacgcacgac
cegtgaggat
tgtgetggac
ttttaageee
ttgcgaatgg
caacgaagac
gccttattet
acctaaatat
cgaaactgaa
atgttacggt
gcaacaaaat
gaccgcagge
tatagaaace
agaactaatg
ttttattggt
atcgecagttg
tttgettgat
cagetatgat
ttactgettt’
aacaggtcag

17400
17460
17520
17580
17640
17700
17760
17820
17880
17940
18000
18060
18120
18180
18240
18300
18360
18420
18480
18540
18600
18660
18720
18780
18840
18200
18960
19020
19080
19140
19200
19260
19320
19380
19440
19500
19560
19620
19680
19740
19800
19860
19920
19980
20040
20100
20160
20220
20280
20340
20400
20460
20520
20580
20640
20700
20760
20820
20880
20940
21000
21060
21120
21180
21240



gaaaatggat
aataattttg
aacatagege
gataacccaa
tgctacatta
aaccaccacce
gtgccettee
cecgggetceat
tcecctaggaa
tacgeecacet
aacgacacca
atacecegeca
cgeggetggyg
gaceccttatt
cacaccttta
cgecctgetta
gttgececcagt
attggetace
agaaacttcc
caggtgggea
atgcgegaag
gttgacagca
tecagtaact
aactcegece
ctttatgtte
atcgaaaccyg
aagcaacatc
tecaaagatct
ttgtttetee
gegtacactg
cetttggett
tgegeegtag
aaagegtaca
cectttgecaa
gggtacccaa
aacagctcta
ttaggagcge
ctttcaataa
ttgccgtetyg
gcagggacac
gcggecagetce
ggtcgggege
gatacacagg
cgetettgte
tcaactttgyg
accgtagtgg
taaaagectt
cgcaagactt
cgteggtgtt
tgctagactg
cgtgetectt
cgecageggtyg
caaacgactg
tggtgaaggt
cecagagette
ggtacttgte
gecacactcag
cctettgegt
gettacctee
gcgecacate
cgggettggg
aggtegatgg
cgtectegga
gcgacgggga
cgegeteggg

gggaaaaaga
ccatggaaat
tgtatttgee
acacctacga
accttggage
gcaatgetgg
acatccaggt
acacctacga
atgacctaag
tettecceat
acgaccagtce
acgetaccaa
ccttecacgeg
acacctactc
agaaggtgge
cccecaacga
gtaacatgac
agggcttcta
agcccatgag
tecctacacea
gacaggccta
ttacccagaa
ttatgtecat
acgcgctaga
tgtttgaagt
tgtacctgcg
aacaacagct
tggttgtggg
acacaagcte
gatggecttt
ttctgaccag
cgecattget
ggggeccaac
ectggececaa
ctceatgete
cagcttectg
cacttetttt
aggcaaatgc
cgcegtttaa
gttgegatac
ggtgaagttt
cgatatettg
gttgcagcac
ggagatcaga
tagetgeett
catcaaaagg
gatetgetta
gccggaaaac
ggagatctge
cteetteage
atttatcata
cagccacaac
caggtacgce
cagectgeaac
cacttggtca
catcagegeg
cgggtteate
ccgcatacca
tttgcecatge
ttetetttet
agaagggege
ccgegggetyg
ctcgatacge
cggggacgac
ggtggttteg
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tgctacagaa
caatctaaat
cgacaagcta

-ctacatgaac

acgetggtee
cctgegetac
gcetcagaag
gtggaactte
ggttgacgga
ggeccacaac
ctttaacgac
cgtgeccata
ccttaagact
tggctctata
cattaccttt
gtttgaaatt
caaagactgg
tatececcagag
ccgtcaggtg
acacaacaac
ccctgetaac
aaagtttett
gggcgeacte
catgactttt
ctttgacgtg
cacgceccctte
gccgecatgg
ccatattttt
gcctgegeca
gccetggaace
cgactcaage
tetteccecg
teggeegect
actcccatgg
aacagtcecee
gagcegecact
tgtcacttga
ttttatttgt
aaatcaaagg
tggtgtttag
tcactccaca
aagtegecagt
tggaacacta
teccgegtaca
cccaaaaagg
tgacegtgee
aaagccacct
tgattggccg
accacattte
gegegetgeo
atgcttccgt
gecgcageeceg
tgcaggaate
cegeggtget
ggcagtagtt
cgegeagect
acegtaattt
cgegecactg
ttgattagca
tectegetgt
ttctttttet
ggtgtgcgeg
cgecteatcee
acgteceteoca
cgetgetect

ttttecagata
gccaacctgt
aagtacagte
aagcgagtgg
cttgactata
cgctcaatgt
ttetttgeca
aggaaggatqg
gccagecatta
acecgecteea
tatctctceg
tecatecececet
aaggaaacce
cectacctag
gactcttetg
aagcgctcag
ttecctggtac
agctacaagg
gtggatgata
tetggattty
ttececctate
tgcgategea
acagacctgg
gaggtggatc
gteegtgtge
tcggecggea
gctccagtga
tgggecaccta
tagtcaatac
cgeactcaaa

aggtttacca

accgectgtat
gtggactatt
atcacaacee
aggtacagee
cgeectactt
aaaacatgta
acactctcgg
ggttctgeeg
tgectecactt
ggctgegeac
tggggectee
tcagecgeegg
ggtecteege
gegegtgoce
cggtctggge
gagectttge
gacaggccege
ggecccaceq
cgtttteget
gtagacactt
tgggetegtyg
gccccatcat
cctegtteag
tgaagttege
ccatgecett
cactttecge
ggtegtctte
ceggtgggtt
ccacgattac
tettgggege
gecaccagege
gettttttgg

tggttggggg
cttececgact
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aaaatgaaat
ggagaaattt
cttecaacgt
tggeteceqg
tggacaacgt
tgetgggcaa
ttaaaaacct
ttaacatggt
agtttgatag
cgettgagge
ccgccaacat
ceecgecaactyg
catcactggg
atggaacctt
tecagetggece
ttgacgggga
aaatgctagc
accgecatgta
ctaaatacaa
ttggectacct
cgcttatagg
ccetttggeg
gccaaaacct
ccatggacga
accggecgea
acgccacaac
gcaggaactg
tgacaagecge
ggccggtcege
aacatgctac
gtttgagtac
aacgctggaa
ctgetgeatyg
caccatgaac
caccctgegt
ccgcageceac
aaaataatgt
gtgattattt
cgcatcgceta
aaactcaggce
catcaccaac
geectgegeg
gtggtgcacg
gttgectcagg
aggctttgag
gttaggatac
gectteagag
gtegtgecacg
gttcttcacg
cgtcacatce
aagctcgect
atgcttgtag
cgtcacaaag
ccaggtettg
ctttagateg
ctaccacgea
ttegetggge
attcagcege
gctgaaacce
ctetggtgat
aatggccaaa
gtettgtgat
gggcgcccegyg
acgtegegee
ggcecatttee

aagagttgga
cctgtactee
aaaaatttet
gttagtggac
caaccecattt
tggtcgctat
cettetectyg
tctgcagage
catttgeectt
catgcettaga
gctctacect
ggeggettte
ctegggetac
ttacctcaac
tggcaatgac
gggttacaac
taactacaac
ctecttettt
ggactaccaa
tgccccecace
caagaccgca
catcccattce
tctetacgee
geccaccett
cegeggegte
ataaagaagc
aaagccattg
ttteccagget
gagactgggg
ctetttgage
gagtcactce
aagtccacce
tttetecacyg
cttattaceqg
cgcaaccagg
agtgcgcaga
actagagaca
acccccacce
tgcgeccactg
acaaccatcc
gegtttagea
cgegagttge
ctggecagea
gcgaacggag
ttgecactege
agegectgca
aagaacatge
cagcaccttg
atettggeet
atttecaatca
tecgatctcag
gtcacctetg
gtcttgttge
catacggecg
ttatccacgt
gacacgatcg
tetteoctett
cgeactgtge
accatttgta
ggegggeget
tecegecgecg
gagtcttect
ggaggcggeg
gcaccgegte
ttctectata

21300
21360
21420
21480
21540
21600
21660
21720
21780
21840
21900
21960
22020
22080
22140
22200
22260
22320
22380
22440
22500
22560
22620
22680
22740
22800
22860
22920
22980
23040
23100
23160
23220
23280
23340
23400
23460
23520
23580
23640
23700
23760
23820
23880
23940
24000
24060
24120
24180
24240
24300
24360
24420
24480
24540
24600
24660
24720
24780
24840
24900
24960
25020
25080
25140



ggcagaaaaa
tegecaccae
ceceegettga
acgaggaceg
acgaggaaca
acgtgctgtt
gcagegatgt
caccgegegt
acttctacee
actgeaagat
tgcggcaggg
agggtcttgg
atgaaagtca
taaaacgcag
tecatgagcac
caaatttgeca
gctggettea
cagtgctcgt
agcgcaagct
gcaagatcte
accgecttgg
tecgegactg
- agcagtgett
aggacctatg
tcececcgaacyg
tgttgcagaa
gtgcacttee
gccactgcta
acgtgagegyg
gectecetggt
tgcagggtce
tgtggacgtc
ggttetacga

agggccacat

gaaagggacg
cgecgecgea
aagaagetge
gaggaggttt
gaagettecg
tcgcecggege
gegeeogeegyg
gceggtaagt
cgctecatgge
ateteetteg
ctgecattact
aacagcageg
gaaatccaca
cgtatcgace
gagcaggggc
cagectgectg
tetettecagt
ttaagegega
cgceecattatg
acttgegget
ccacatgata
ggcggetatt
ggtgtaccag
agttcagatg
gcecgggeag
gtcggtgage
cegtecttea
gcegetetgga
taaccectte

ggtaaaggac
cectgaaacac

gatcatggag
egectccace
ggaggaggaa
ctcagtacca
agtcgggcegg
gaagecatctg
gcceetegee
accccccaaa
cgtatttgec
acecctatee
cgetgtcata
acgcgacgag
ctetggagtg
catcgaggte
agtcatgagt
agaacaaaca
aacgegegag
taccgtggag
agaggaaaca
caacgtggag
gcaaaacgtg
egtttactta
ggaggagtge
gacggectte
cctgettaaa
ctttaggaac
tagecgacttt
cettetgeag
tgacggteta
ttgcaatteg
ctegectgac
ggcttacett
agaccaatce
tettggccaa
gggggtttac
gccectatcag
agctgecgee
tggacgagga
aggtcgaaga
cccagaaatce
cactgecccgt
ccaagcagcc
gcgggcacaa
cccgeaegett
accgtcatct
gcocacacaga
gcggeggeag
cgcgagettia
caagaacaag
tatcacaaaa
aaatactgcg
aaactacgte
agcaaggaaa
ggagcetgeee
tececegggtca
accaccacac
gaaagtecccg
actaactcag
ggtataactc
tcctegettyg
ttcacgecte
ggcattggaa
tcgggaccte
tcggeggacg
ctggtccact
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tcagtcgaga
gatgecegeea
gtgattatcg
acagaggata
ggggacgaaa
cagcgccagt
atagecggatg
cgccaaqaaa
gtgccagagg
tgecegtgeca
cctgatatcg
aagcgecgcgg
ttggtggaac
acccactttqg
gagcetgateg
gaggagggce
cetgeagact
cttgagtgea
ttgcactaca
ctetgeaacce
cttecattcea
tttetatget
aacctcaagqg
aacgagcegcet
accctgcecaac
tttatcctag
gtgcccatta
ctagccaact
ctggagtgtc
cagetgetta
gaaaagtcceg
cgcaaatttg
cgecegecaa
ttgcaageca
ttggacccce
cagecageaegce
gccacceacy
ggaggaggac
ggtgtcagac
ggcaaccggt
tcgececgacce
gccgeegtta
gaacgccata
tettetctac
ctacagccca
agcaaaggcg
cagcaggadg
gaaacaggat
agctgaaaat
gcgaagatca
cgetgactcet
atctecageg
ttecccacgee
aagactacte
acggaatccg
ctcgtaataa
ctceccaccac
gggcgeaget
acctgacaat
gteteegtece
gtcaggcaat
ctetgeaatt
ccggecacta
gctacgactg
gtegeccgeca

agaaggacag
acgecgectac
agecaggacce
aaaagcaaga
ggcatggega
gcgecattat
tcagecettge
acggeacatg
tgettgecac
accgeagecy
cctecgetcaa
caaacgctct
tegagggtga
cctaccegge
tgegeegtge
taccegeagt
tggaggageqg
tgcageggtt
cctttegaca
tggtctecta
cgctcaaggg
acacctggca
agetgcagaa
cegtggecge
agggtctgee
agcgctcagyg
agtaccgcga
accttgeeta
actgtegetg
acgaaagtea
eggetecggg
tacctgagga
atgcggagcect
tcaacaaagc
agtccggega
gggecettge
gacgaggagg
atgatggaaqg
gaaacacagt
tccagcatgg
aaccgtagat
gcccaagage
gttgettget
catcacggceg
tactgcaccyg
accggatage
aggagegetg
ttttceccact
aaaaaacagqg
gcttcggege
taaggactag
goacacaceeg
ctacatgtgg
aacccgaata
cgcccacega
ccttaatcec
tgtggtactt
tgcgggegge
cagagggcga
ggacgggaca
cctaactetyg
tattgaggag
tccggatcaa
aatgttaagt
caagtgcttt
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cctaaccgece
cacctteecce
aggttttgta
ccaggacaac
ctacctagat
ctgcgacgcg
ctacgaacgc
cgagcccaac
ctatcacate
ageggacaag
cgaagtgeca
gcaacaggaa
caacgcgcgce
acttaaccta
geagececctg
tggcgacgag
acgcaaacta
ctttgctgac
gggctacgta
ccttggaatt
cgaggegaegce
gacggccatg
actgetaaag
gcacctggeg
agacttcacce
aatcttgece
atgccctecyg
ccactectgac
caacctatge
aattateggt
gttgaaacte
ctaccacgcee
tacegectge
ccgccaagag
ggagctcaac
tteccaggat
aatactggga
actgggagag
cacccteggt
ctacaaccte
gggacaccac
aacaacagcg
tgcaagactg
tggccttece
geggcagegg
aagactctga
cgtctggege
ctgtatgcta
tetctgeogat
acgctggaag
tttegegece
gegecageac
agttaccage
aactacatga
aaccgaatte
cgtagttgge
cccagagacg
tttegtcaca
ggtattcage
tttcagateg
cagacctegt
tttgtgecat
tttattccta
ggagaggcag
gecegegact

ccctctgagt
gtegaggeac
agcgaagacqg
gcagaggcaa
gtgggagacg
ttgcaagagce
cacctattct
cegegectea
tttttecaaa
cagaetggeet
aaaatctttg
aacagcgaaa
ctageegtac
ccceccaagg
gagagggatg
cagctagege
atgatggceqg
ccggagatge
cgecaggect
ttgcacgaaa
cgcgactacyg
ggcgtttgge
caaaacttga
gacatcattt
agtcaaagca
gccacctget
ccgetttggg
ataatggaag
accacgeace
acctttgage
acteegggge
cacgagatta
gtcattacce
tttetgetac
ccaatcccce
ggcacccaaa
cagtcaggea
cctagacgag
cgecattcecce
cgctecctecag
tggaaccagg
ccaaggctac
tgggggcaac
ccgtaacate
cageggeage
caaagcccaa
ccaacgaace
tatttcaaca
ccetecaceceg
acgoggagge
tttctcaaat
ctgtegteag
cacaaatggg
gcgegggace
tcttggaaca
cagetgeccet
cccaggeccga
gggtgeggte
tcaacgacga
geggegecgg
cetetgagee:
cggtctactt
actttgacge
agcaactgcg
ccggtgagtt

25200
25260
25320
25380
25440
25500
25560
25620
25680
25740
25800
25860
25920
25980
26040
26100
26160
26220
26280
26340
26400
26460
26520
26580
26640
26700
26760
26820
26880
26940
27000
27060
27120
27180
27240
27300
27360
27420
27480
27540
27600
27660
27720
27780
27840
27900
27960
28020
28080
28140
28200
28260
283220
28380
28440
28500
28560
28620
28680
28740
28800
28860
28920
28980
29040



ttgctacttt
cgeccaggga
tgagegggac
acatcaagat
aaaaaaaata
tcagcagcac
acttteteeca
ctatcttcat
tgtatccata
tatececcccaa
ctctagttac
aggcoggeaa
agtcaaacat
tggetgeege
cgctaacegt
aaggaaagct
ctatcactge
agcccattta
cagacgacct
ccttgcaaac
atgtagcagg
atcegtttga
actcageccca
acaattccaa
cagecatagc
caaatccect
ttecctaaact
aaaataatga
atgcagagaa
ctacagttte
gtgctcatct
acccagaata
ctgttggatt
gtaacattgt
ttacactaaa
tttcatggga
ctttttcata
tttcaattge
agcttataca
cctacctece
atatcatggg
aaacgcteat
tecagetget
gaagtccacqg
tgcagecageqg
gcagtggtet
gecacageage
atattgttca
gaaccecacgt
acgctggaca
ataaacctet
tgececgeecgg
gactcgtaac
acgtgecatac
acaacceatt
acgttgtgea
gegegggttt
aaccgagate
cctgaagcaa
agatcgetet
ggettogggt
agaataagece
gggaagaget
aatgaagatc
aagaacagat

gaattgececcg
gagettgece
aggggaccct
cetctagtta
ataaagcatce
cteccttgece
caatctaaat
gttgttgcag
tgacacggaa
tgggttteaa
cteccaatgge
ccttacctec
aaacctggaa
cgeaceteta
gecacgactce

agecctgeaa’

ctecaccecet
tacacaaaat
aaacactttg
taaagttact
aggactaagg
tgctcaaaac
caacttggat
aaagettgag
cattaatgca
caaaacaaaa
aggaactgge
taagectaact
agatgctaaa
agttttgget
tattataaga
ttggaacttt
tatgectaac
cagtcaagtt
cggtacacag
ctggtetgge
cattgcccaa
agaaaattte
gatcaccgta
aacacacaga
taacagacat
cagtgatatt
gageccacagg
cectacatqggy
cgcgaataaa
cectecagegat
gcacectgat
aaatcccaca
ggccatcata
taaacattae
gattaaacat
ctatacactg
catggatcat
acttectcecag
cctgaatecag
ttgtcaaagt
ctgteteaaa
gtgttggteg
aacecaggtgce
gtgtagtagt
tctatgtaaa
acacccagcce
ggaagaacca
tattaagtga
aatggcattt
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aggatcatat
gtagecctgat
gtgttctcac
taactagagt
acttacttaa
tectececage
ggaatgtecag
atgaagcgeg
accggteccte
gagagtecce
atgecttgege
caaaatgtaa
atatctgecac
atggtegegg
aaacttagca
acatcaggece
ctaactactg
ggaaaactag
accgtagcaa
ggagecttgg
attgattcte
caactaaatc
attaactaca
gttaacctaa
ggagatggge
attggcecatg
cttagttttg
ttgtggacca
cteactttgg
gttaaaggca
tttgacgaaa
agaaatggag
ctatcagctt
tacttaaacg
gaaacaggag
cacaactaca
gaataaagaa
aagtcatttt
ccttaatcaa
gtacacagte
attecttaggt
aataaactee
ctgctgtceca
ggtagagtea
ctgetgecge
gattegecacce
ctecacttaaa
gtgcaaggeg
ccacaagegce
otottttgge
ggcgeccatec
cagggaaceqg
catgctcgtc
gattacaage
cgtaaatcce
gttacatteg
aggaggtaga
tagtgtcatg
gggegtgaca
tgtagtatat
ctecttcatg
aacctacaca
tgtttttttt
acgcgetece

gtaagatgtt

cgagggeccg
tegggagttt
tgtgatttge
acccggggat
aatcagttag
tetggtattg
tttectectg
caagaccgtc
caactgtgece
ctggggtact
tcaaaatggg
ccactgtgag
ceocteacagt
gcaacacact
ttgecaceeca
cectecaccac
ccactggtag
gactaaagta
ctggtccagg
gttttgatte
aaaacagacqg
taagactagg
acaaaggcct
gcactgeccaa
ttgaatttgg
gectagaatt
acagcacagqg
caccagctee
tettaacaaa
gtttggetee
atggagtget
atcttactga
atccaaaate
gagacaaaac
acacaactce
ttaatgaaat
tcgtttgtgt
tcattcagta

~actcacagaa

etttetecee
gttatattee
cecgggeaget
acttgcggtt
taategtgea
cgeegetecyg
gccegcagea
tcagecacagt
ctgtatccaa
aggtagatta
atgttgtaat
accaccatcce
ggactggaac
atgatatcaa
tcectecegeg
acactgcagg
ggcagcagcg
cgatecctac
ccaaatggaa
aacagatctg
ccactctcte
cgeegetgee
ttegttctge
tttattccaa
ctceggtgge
gcacaatggc
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gcgcacggeg
acccagegec
aactgtccta
cttatteoecct
caaatttetg
cagecttecte
ttectgteea
tgaagatacc
ttttcttact
ctctttgecge
caacggecte
cecacctete
taccteagaa
caccatgeaa
aggaccecte
caccgatage
cttgggeatt
cggggctect
tgtgactatt
acaaggcaat
ccttatactt
acagggccct
ttacttgttt
ggggttgatg
ttcacctaat
tgattcaaac
tgccattaca
atctcectaac
atgtggeagt
aatatctgga
actaaacaat
aggcacagcc
tcacggtaaa
taaacctgta
aagtgcatac
atttgeccaca
tatgtttcaa
gtatageccecc
cectagtatt
ggctggeett
acacggttte

‘cacttaagtt

gcttaacggg
tcaggatagg
tectgeagga
taaggegect
aactgcageca
agctcatgge
agtggegacc
tecaccaccte
taaaccagct
aatgacagtg
tgttggcaca
ttagaaccat
gaagaccteg
gatgatccte
tgtacggagt
cgecggacgt
cgtcteceggt
aaagceatcecea
ctgataacat
gagtcacaca
aagattatece
gtggtcaaac
ttccaaaagg

tceggettac
ccectgetagt
accttggatt
ttaactaata
tecagtttat
ctggetgeaa
tcegeoaccca
ttcaacceeg
ccteeetttg
ctatccgaac
tctetggacg
aaaaaaacca
gcecctaactg
teaecaggece
acagtgtecag
agtaccctta
gacttgaaag
ttgcatgtaa
aataatactt
atgcaactta
gatgttagtt
ctttttataa
acagcttcaa
tttgacgcta
gcaccaaaca
aaggctatgg
gtaggaaaca
tgtagactaa
caaatacttg
acagttcaaa
teccttectgg
tatacaaacqg
actgccaaaa
acactaacca
tctatgtecat
tcetettaca
cgtgtttatt
accaccacat
caacctgeca
aaaaagcatce
ctqtegagece
catgtegetg
cggcgaagga
geggtggtge
atacaacatg
tgtectecqg
cagcaccaca
ggggaccaca
cctcataaac
caggtaccat
ggccaaaacc
gagagcccag
acacaggcac
atcccaggga
cacgtaacte
cagtatggta
gegacgagac
agtecatattt
ctcgeegett
ggegeceeet
ccaccaccyge
cgggaggage
aaaacctcaa
tctacagcca
caaacggcec

29100
29160
29220
28280
29340
25400
29460
29520
29580
29640
29700
29760
29820
29880
299440
30000
30060
30120
30180
30240
30300
30360
30420
30480
30540
30600
30660
30720
30780
30840
30900
20960
31020
31080
31140
31200
31260
31320
31380
31440
31500
31560
31620
31680
31740
31800
31860
31920
31980
32040
32100
32160
32220
32280
32340
32400
32460
32520
32580
32640
32700
32760
32820
32880
32940



tcacgtccaa
cagcaccttc
gcaaatccceg
tcagectecaa
attcaaaage
ctgaacataa
gacaaaagaa
ccegatgtaa
caggcaaagc
aggtaagcte
gtttectgeat
tacaacagga
gtaaaaaaac
agtcataatg
gaccgaaata
taggaggtat
gcctaggeaa
ctaacagteéa
caccagetca
ctaaaaaatg
tacgeccaga
ccacgttacg
cgccctaaaa
ceccecteatt
aat

gtggacgtaa
aaccatgeccc
aatattaagt
gcagcgaatce
ggaacattaa
tegtgecaggt
cccacactga
gctttgttge
ctegegeaaa
cggaaccace
aaacacaaaa
aaaacaacce
tggtcaccgt
taagactcgg
gecccggggga
aacaaaatta
aatagcacce
gecttaccag
atcagtcaca
acgtaacggt
aacgaaagcc
taacttcecca
cctacgtcac
atcatattgg
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aggctaaacc
aaataattcet
ccggecattg
atgattgcaa
caaaaatace
ctgecacggac
ttatgacacg
atgggcggeg
aaagaaagca
acagaaaaag
taaaataaca
ttataageat
gattaaaaag
taaacacatc
atacatacee
ataggagaga
tecegeteeca
taaaaaagaa
gtgtaaaaaa
taaagtecac
aaaaaaccca
ttttaagaaa
ccgeceegtt
cttcaatcca

cttcagggtyg
catctcgeca
taaaaatctg
aaattcaggt
gegateccegt
cagegeggee
catactegga
atataaaatg
catcgtagtc
acaccatttt
aaaaaacatt
aagacggact
caccaccgac
aggttgattc
gcaggegtag
aaaacacata
gaacaacata
aacctattaa
gggccaagtg
aaaaaacace
caacttecte
actacaatte
cecacgecce
aaataaggta
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aatctcctct
ccttetecaat
ctccagagceqg
tecctcacaga
aggteccctte
acttceceege
gctatgetaa
caaggtgctg
atgctcatgc
tctctcaaac
taaacattag
acggecatge
agectectegg
atcggtcagt
agacaacatt
aacacctgaa
cagcgetteca
aaaaacacca
cagagegagt
cagaaaacecg
aaatecgtcac
ccaacacata
gegecacgte
tattattgat

ataaacattc
atatctctaa
ccctecaccet
cctgtataag
gecagggecag
caggaacctt
ccagegtage
ctcaaaaaat
agataaaggce
atgtctgecgg
aagecctgtet
cggegtgace
tecatgteegg
gctaaaaagc
acagcecceca
aaaccctect
cagcggcage
ctegacacgg
atatatagga
cacgcgaacce
ttecegtttte
caagttactc
acaaactcca
gatnnnnntt

33000
33060
33120
33180
33240
33300
33360
33420
33480
33540
33600
33660
33720
33780
33840
33900
33960
34020
34080
34140
34200
34260
34320
34380
341383
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REIVINDICACIONES

1. Vector de expresion adenoviral quimérico para la proteccion contra el virus de la gripe HIN1 pandémico, donde
dicho vector comprende un casete de expresién que comprende:

(a) un primer promotor enlazado funcionalmente a un acido nucleico que codifica un agonista del receptor
de tipo toll 3 (TLR-3), en donde el agonista del TLR-3 es un ARN de doble cadena (dsRNA); y

(b) un segundo promotor enlazado funcionalmente a un acido nucleico que codifica un polipéptido de
hemaglutinina a partir del virus A/CA/04/2009 H1N1 de la gripe.

2. Vector de expresion adenoviral quimérico segun la reivindicacion 1, en donde el acido nucleico que codifica el
agonista del TLR-3 comprende un ARN de horquilla corto.

3. Vector de expresion adenoviral quimérico segun la reivindicacion 1, en donde el acido nucleico que codifica el
agonista del TLR-3 comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NOs: 1-6.

4. Vector de expresion adenoviral quimérico segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el primer
promotor y el segundo promotor son iguales.

5. Vector de expresion adenoviral quimérico segun la reivindicacion 4, en donde el primer promotor y el segundo
promotor son cada uno un promotor de CMV.

6. Composicion farmacéutica que comprende el vector de expresion adenoviral quimérico segun cualquiera de las
reivindicaciones anteriores y un vehiculo farmacéuticamente aceptable, en donde dicha composicion farmacéutica
se formula para su administracion por via oral, mucosa, o intranasal.

7. Composicion farmacéutica de liberacion oral que comprende el vector de expresion adenoviral quimérico segun
cualquiera de las reivindicaciones 1-5 y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

8. Cantidad inmunogénicamente efectiva de un vector de expresién adenoviral quimérico segun cualquiera de las
reivindicaciones 1-5, o una composicion segun las reivindicaciones 6 o 7, para su uso en un método para provocar
una respuesta inmune ante un virus pandémico de la gripe H1N1 en un mamifero,

en donde la respuesta inmune esta dirigida contra el polipéptido de hemaglutinina, y en donde la via de
administracion se selecciona del grupo que consiste en: oral, intranasal, y mucosa.

9. Vector de expresién o composiciéon para su uso en el método de la reivindicacion 8, en donde la via de
administracion es oral.

10. Vector de expresién o composicion para su uso en el método de la reivindicaciéon 8 o 9, en donde la respuesta
inmune es una respuesta inmune de la mucosa.

11. Vector de expresidon o composicion para su uso en el método de cualquiera de las reivindicaciones 8-10, en
donde dicho mamifero es un humano.

29
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Figura 1C

7000 A

6000

Titulos Anti-lgA fecal

PTRIN

Figura 1D |

1,8 : . S i B

1,6
1.4
1,2
1,0
0,8
0.6 -
0.4
0,2
0,0

Anti-IgA OD @450 nm vaginal

31



ES 2538 007 T3

Figura E
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Figura 2A
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Supervivencia después de prueba de provocacion
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Figura 3
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