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DESCRIPCION
Particulas funcionales similares al virus de la gripe (VPL)
Antecedentes de la invencion

El virus de la gripe es un miembro de la familia Orthomyxoviridae (para una revisién, véase Murphy y Webster,
1996). Hay tres subtipos de virus de gripe que se han designado A, B, y C. El virién de la gripe contiene un genoma
ARN segmentado en sentido negativo. El viridn de la gripe incluye las siguientes proteinas: hemaglutinina (HA),
neuraminidasa (NA), matriz (M1), proteina del canal ion protdn (M2), nucleoproteina (NP), proteina 1 bésica
polimerasa (PB1), proteina 2 basica polimerasa (PB2), proteina acida polimerasa (PA), y proteina 2 no estructural
(NS2). Las HA, NA, M1 y M2 estan asociadas a la membrana, mientras que NP, PB1, PB2, PA, y NS2 son proteinas
asociadas a la nucleocapside. La NS1 es la Unica proteina no estructural que no se asocia con particulas de virién
sino que es especifica de las células infectadas con gripe. La proteina M1 es la proteina mas abundante en las
particulas de gripe. Las proteinas HA y NA son glucoproteinas de la envoltura, responsables de la unién y
penetracion de las particulas viricas en la células, y fuentes de los epitopos inmunodominantes principales para la
neutralizacion virica y la inmunidad protectora. Tanto las proteinas HA como NA se consideran los componentes
mas importantes para las vacunas profilacticas de gripe.

La infeccion por virus de la gripe se inicia por la unién de la proteina HA de la superficie del virién a un receptor
celular que contiene acido sialico (glucoproteinas y glucolipidos). La proteina NA interviene en el proceso del
receptor de acido sidlico, y la penetracién del virus en la célula depende de la endocitosis mediada por receptor
dependiente de HA. En los confines acidos de los endosomas internalizados que contienen un virion de gripe, la
proteina HA se somete a cambios conformacionales que dan lugar a la fusidon de las membranas de la células
huésped y virica seguidos por la pérdida de recubrimiento y la liberacion mediada por M2 de las proteinas M1 de las
ribonucleoproteinas asociadas con la nucleocapside (RNP), que migra en el nucleo de la célula para la sintesis
virica. Los anticuerpos contra la molécula HA evita la infeccion virica neutralizando la infectividad del virus, mientras
que los anticuerpos contra las proteinas NA producen su efecto en las etapas tempranas de la replicacion virica.

Las vacunas de virus de gripe A y B tienen licencia actualmente como vacunas trivalentes para administracion
parenteral. Estas vacunas trivalentes se producen como volumen monovalente en la cavidad alantoidea de
embriones de pollo, se purifican por tasa de centrifugacion zonal o cromatografia en columna, se inactivan con
formalina o B-propiolactona, y se formulan como una mezcla de las dos cepas de tipo A y la cepa de tipo B de los
virus de gripe en circulacion entre la poblacion humana en un afo determinado. Las vacunas comerciales
disponibles de gripe son vacunas viricas de virus entero (WV) o subviriones (SV; antigeno de superficie fraccionado
o purificado). La vacuna de WV contiene viriones intactos, inactivados. Las vacunas SV que se tratan con
disolventes tales como tri-n-butil-fosfato (Flu-Shield, Wyeth-Lederle) contienen casi todas las proteinas viricas
estructurales y algunas de las envolturas viricas. Las vacunas SV solubilizadas con Triton X-100 (Fluzone, Sanofi-
Aventis; Fluvirin, Novartis) contienen principalmente agregados de mondémeros HA, NA, y NP, aunque estan
presentes cantidades residuales de otras proteinas viricas estructurales. Recientemente se concedi6 la aprobacion
de comercializacion de una vacuna virica atenuada adaptada al frio por la FDA para su uso comercial como una
vacuna de suministro intranasal indicada para la inmunizacion activa y la prevencién de la enfermedad producida por
los virus de gripe A y B en nifios sanos y adolescentes, de 5-17 afios de edad y adultos sanos de 18-49 afos de
edad.

Se han desarrollado varios productos recombinantes como candidatos de vacunas de gripe recombinantes. Estas
estrategias se dirigen a la expresion, produccién y purificacion de proteinas HA y NA de virus gripe tipo A,
incluyendo la expresion de estas proteinas utilizando células de insecto infectadas por baculovirus (Crawford et al,
1999; Johansson, 1999; Treanor et al., 1996), vectores viricos (Pushko et al, 1997; Berglund et al., 1999), y
construcciones de vacuna ADN (Olsen et al., 1997).

Crawford et al. (1999) han demostrado que la HA de gripe expresada en células de insecto infectadas con
baculovirus es capaz de evitar la enfermedad de gripe letal causada por los subtipos de gripe aviar H5 y H7. Al
mismo tiempo, otro grupo ha demostrado que las proteinas HA y NA de gripe expresada por baculovirus inducen
respuestas inmunitarias superiores en animales que las inducidas por una vacuna convencional (Johansson et al.,
1999).La inmunogenicidad y eficacia de la hemaglutinina del virus de gripe equina que se expresa por baculovirus se
comparé con un candidato de vacuna ADN homdloga (Olsen et al., 1997). En conjunto, los datos demostraban que
se puede inducir un alto grado de proteccion contra la exposicion al virus de gripe con proteinas HA y NA
recombinantes, utilizando varias estrategias experimentales y en diferentes modelos animales.

Lakey et al. (1996) demostraron que una vacuna de HA de virus de gripe derivada de baculovirus era bien tolerada e
inmunogénica en voluntarios humanos en un estudio de seguridad de dosis escalada en Fase |. Sin embargo, los
resultados de los estudios en Fase Il realizados en varios sitios clinicos en voluntarios vacunados con varias dosis
de vacunas de gripe que comprendian proteinas HA y/o NA indicaban que las vacunas de subunidades proteicas
recombinantes no producian una inmunidad protectora [G. Smith, Protein Sciences; M. Perdue, USDA, Personal
Communications]. Estos resultados indicaban que los epitopos conformacionales presentados en la superficie de
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peplémeros HA y NA de viriones infecciosos eran importantes en la produccion de anticuerpos neutralizantes e
inmunidad protectora.

Con respecto a la inclusion de otras proteinas del virus de la gripe en los candidatos de vacunas recombinantes de
gripe, se llevaron a cabo varios estudios, incluyendo los experimentos que implicaban la nucleoproteina del virus de
la gripe, NP, sola o en combinacion con proteina M1 (Ulmer et al., 1993; Ulmer et al., 1998; Zhou et al., 1995; Tsui et
al., 1998). Estos candidatos de vacunas, que estaba compuestos de proteinas internas de virién casi invariables,
producian una inmunidad de amplio espectro que era primariamente celular (tanto células T CD4* como CD8* de
memoria) Estos experimentos implicaban el uso de los vectores genéticos viricos o ADN. Se necesitaban cantidades
relativamente grandes de ADN inyectado, ya que los resultados de los experimentos con dosis bajas de ADN
indicaban poca o ninguna proteccion (Chen et al., 1998). Ademas, se pueden necesitar mas investigaciones
preclinicas y clinicas para evaluar si tales estrategias basadas en ADN que implican la NP y M1 de la gripe son
seguras, eficaces, y persistentes.

Recientemente, en un intento para desarrollar vacunas mas eficaces para la gripe, se utilizaron proteinas
particuladas como vehiculos de epitopos de proteina M2. El razonamiento para el desarrollo de una vacuna basada
en M2 era que en estudios animales la inmunidad protectora contra la gripe se producia por proteinas M2
(Slepushkin et al., 1995). Neirynck et al. (1999) utilizaron un dominio transmembrana de 23 aa como pareja de fusién
aminoterminal con el antigeno central del virus de la hepatitis B (HBcAg) para exponer el epitopo M2 en la superficie
de particulas tipo capside de HBcAg. Sin embargo, a pesar del hecho de que tanto la proteina M2 de longitud
completa como VLP M2-HBcAg inducian anticuerpos detectables y proteccién en ratones, era improbable que se
basaran vacunas de gripe en el futuro basadas exclusivamente en la proteina M2, ya que la proteina M2 estaba
presente en un bajo nimero de copias por virién, era débilmente antigénica, era incapaz de producir anticuerpos que
se unieran a los viriones de gripe libres, y era incapaz de bloquear la unién del virus a los receptores celulares (es
decir, neutralizacion del virus).

Aunque la investigacion previa ha demostrado que las glucoproteinas de superficie del virus de gripe, HA y NA, son
las primeras dianas para la produccién de inmunidad protectora contra el virus de la gripe y que M1 proporciona una
diana conservada par inmunidad células contra la gripe, un nuevo candidato puede incluir estos antigenos viricos
como una particula proteica macromolecular, tal como particulas similares a virus (VLP). Ademas, la particula con
estos antigenos de gripe pueden presentar epitopos conformacionales que produzcan anticuerpos neutralizantes
contra multiples cepas de virus de gripe.

Varios estudios han demostrado que las proteinas de virus de la gripe recombinantes podrian auto ensamblarse en
VLP en cultivo celular utilizando plasmidos de expresion en mamiferos o vectores de baculovirus (Gomez-Puertas et
al., 1999; Neumann et al., 2000; Latham y Galarza, 2001). Gomez-Puertas et al. (1999) demostraron que la
formacion eficaz de VLP de gripe depende de los niveles de expresiéon de las proteinas viricas. Neumann et al.
(2000) establecid un sistema basado en plasmido de expresién en mamiferos para generar particulas similares a
virus de gripe infecciosas totalmente de ADNc clonados. Latham y Galarza (2001) comunicaron de la formacion de
VPL de gripe en células de insecto infectadas con baculovirus recombinante que co-expresaba genes HA, NA, M1 y
M2. Estos estudios demostraban que las proteinas del virion de gripe puede auto ensamblarse en la co-expresion en
células eucariotas.

Sumario de la invencion

La presente invencidn proporciona una particula similar a virus (VLP) que comprende una proteina M1 del virus de
la gripe y proteinas hemaglutininas (HA) y neuraminidasa (NA) del virus de gripe. La secuencia de aminoacidos de
dicha proteina M1 es al menos idéntica en un 98 % a la SEC ID N° 49, y la VLP se expresa a partir de una célula de
insecto. Opcionalmente, dichas HA y NA son H5 y N1 respectivamente. En una realizacion, la proteina M1 se deriva
de una cepa de virus de gripe diferente en comparacién con proteinas H5 y N1. En otra realizacién, dicha H5 o N1
es del clado 1del virus de gripe H5N1.

Dicha VLP puede producir anticuerpos neutralizantes en un ser humano o un animal que sean protectores contra la
infeccion de gripe cuando se administra la VLP a dicho ser humano o animal.

La presente invencién también proporciona una composicién inmundgena que comprende una dosis eficaz de una
VLP de la invencion. En una realizacion, dicha composicion comprende un adyuvante.

La presente invencion también proporciona una vacuna que comprende una dosis eficaz de una VLP e la invencion.
En una realizacion, dicha vacuna comprende al menos una segunda VLP que comprende HA y NA de diferentes
cepas de gripe. En otra realizacién, dicha vacuna comprende un adyuvante.

La presente invencién también proporciona dicha vacuna para su uso en un método para inducir inmunidad
sustancial contra la infeccién por virus de gripe en un animal, que comprende la administracion de al menos una
dosis eficaz de una vacuna que comprende la VLP de la invencién. En una realizacion, dicha vacuna se administra a
un animal por via oral, intradérmica, intranasal, intramuscular, intraperitoneal, intravenosa, o subcutanea.
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La presente invencién también proporciona el uso de una VLP de la invencién para la preparacién de una vacuna
para un animal, en que la vacuna induce una inmunidad sustancial contra la infeccion por el virus de gripe en dicho
animal.

La presente invencién también proporciona un método para fabricar una VLP de la invencién, que comprende la
expresion de dichas proteinas M1, HA y NA en una célula de insecto.

La presente solicitud también describe una estructura proteica macromolecular que contiene (a) una primera
proteina M1 del virus de gripe y (b) una proteina estructural adicional, que puede incluir una segunda o mas
proteinas M1 del virus de gripe; una primera, segunda o mas proteina HA de virus de gripe; una primera, segunda o
mas proteina NA de virus de gripe; y una primera, segunda o més proteina M2 de virus de gripe. Si la proteina
estructural adicional no es de una segunda o mas proteina M1 de virus de gripe, entonces ambos o todos los
miembros del grupo, por ejemplo, la primera y segunda proteinas M2 de virus de gripe estan incluidas. Por tanto, se
proporciona una estructura proteica funcional, que incluye una particula subvirica, VLP, o estructura de capsémero,
0 una parte de los mismos, una vacuna, una vacuna multivalente, y mezclas de los mismos que consisten
esencialmente en proteinas estructurales del virus de gripe que se producen por el método de la invencion. En una
realizacién particularmente preferida, la estructura proteica macromolecular de gripe incluye proteinas HA, NA y M1
de virus de gripe que son los productos de expresiéon de genes del virus de gripe clonados como fragmentos
sintéticos a partir de un virus tipo silvestre.

La estructura proteica macromolecular también puede incluir también puede incluir una proteina estructural
adicional, por ejemplo, una nucleoproteina (NP), proteinas de membrana de especies distintas de virus no de gripe y
una proteina de membrana de una fuente no de gripe, que se derivan de origenes aviares o mamiferos y diferentes
subtipos de virus de gripe, que incluye los virus de gripe subtipos A y B. La estructura proteica macromolecular
puede incluir una estructura proteica macromolecular quimérica, que incluye una parte de al menos una proteina que
tiene un resto no producido por el virus de gripe.

Se puede conseguir la prevencién de la gripe proporcionando una estructura proteica macromolecular que se
pueden auto-ensamblar en una célula huésped a partir de una construccién recombinante. La estructura proteica
macromolecular de la invencion tiene la capacidad de auto-ensamblarse en particulas similares a virus (VLP)
homotipicas o heterotipicas que presentan epitopos conformacionales en proteinas HA y NA, que producen
anticuerpos neutralizantes que son protectores. La composicion puede ser una composicion vacunal, que también
contienen un vehiculo o diluyente y/o un adyuvante. Las VLP de gripe funcionales producen anticuerpos
neutralizantes contra una o mas cepas o tipos de virus de gripe dependiendo de si las VLP de gripe funcionales
contienen proteinas HA y/o NA de una o mas cepas o tipos viricos. La vacuna puede incluir proteinas del virus de
gripe que son proteinas del virus de gripe tipo silvestre. Preferentemente, las proteinas estructurales que contienen
la VLP de gripe, 0 una parte de las mismas, se pueden derivar de varias cepas o de virus de gripe tipo silvestre. Las
vacunas de gripe pueden administrarse a seres humanos o animales para producir inmunidad protectora contra una
0 mas cepas o tipos de virus de gripe.

Las estructuras proteicas macromoleculares de la invencion pueden mostrar actividad hemaglutinina y/o actividad
neuraminidasa.

La solicitud describe un método para producir una VLP que se deriva de la gripe construyendo una construccion
recombinante que codifica genes estructurales de gripe, incluyendo M1,

HA, y al menos una proteina estructural derivada del virus de la gripe. Una construccion recombinante que se utiliza
para transfectar, infectar, o transformar una célula huésped adecuada con el baculovirus recombinante. La células
huésped se cultiva bajo condiciones que permiten la expresion de M1, HA y al menos una proteina estructural deriva
del virus de gripe y la VLP se forma en la célula huésped. Los medios celulares infectados que contienen una VLP
de gripe funcional se recolectan y se purifica la VLP. El método también presenta una etapa adicional de co-
transfeccion, co-infeccion o co-transformacion de la célula huésped con una segunda construccion recombinante
que codifica una segunda proteina de gripe, incorporando de esta manera una segunda proteina de gripe en la VLP.
Tales proteinas estructurales se pueden derivar del virus de gripe, incluyendo NA, M2 y NP, y al menos una proteina
estructural que se deriva de origenes aviares o de mamifero. La proteina estructural puede ser un virus de gripe de
subtipo A y B. La célula huésped puede ser una célula eucariota. Ademas, la VLP puede ser una VLP quimérica.

La solicitud también describe un método para formular una sustancia farmacoldgica que contiene un VPL de gripe
introduciendo construcciones recombinantes que codifican genes viricos de gripe en células huésped y permitiendo
el auto-ensamblaje de las proteinas virica recombinantes de gripe en una VLP homotipica o heterotipica en las
células. La VLP de gripe se aisla y se purifica y se formula una sustancia farmacolégica que contiene la VLP de
gripe. La sustancia farmacolégica puede incluir ademas un adyuvante. Ademas, la solicitud proporciona un método
para formular un producto farmacolégico, mezclando tal sustancia farmacolégica que contiene una VLP de gripe con
una vesicula lipidica, es decir, una vesicula lipidica no iénica. Por lo tanto, las VLP homotipicas y heterotipicas
pueden aparecer como particulas envueltas a partir de las células infectadas. Las VLP de gripe que surgen se
pueden aislar y purificar por ultracentrifugacion o cromatografia en columna como sustancias farmacoldgicas y se
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formulan solas o con adyuvantes tales como Novasomes®, un producto de Novavax, Inc., como productos
farmacoldgicos tales como vacunas. Novasomes®, que proporciona un aumento del efecto inmunoldgico, se
describe ademas en la Pat. de EE. UU. N2 4.911.928.

La solicitud describe un método para detectar la inmunidad humoral contra la infeccion por el virus de la gripe en un
vertebrado proporcionando un reactivo de ensayo que incluye una cantidad eficaz de deteccién de anticuerpo de
proteina de virus de gripe que tiene al menos un epitopo conformacional de una estructura macromolecular del virus
de gripe. El reactivo de ensayo se pone en contacto con una muestra de fluido corporal de un vertebrado que se va
a examinar en cuanto a infeccidn por virus de la gripe. Se permite que los anticuerpos especificos del virus de gripe
que contiene la muestra se unan al epitopo conformacional de una estructura macromolecular del virus de gripe para
que formen complejos antigeno-anticuerpo. Los complejos se separan de complejos no unidos y se ponen en
contacto con un agente de unién de inmunoglobulinas marcado detectablemente. Se determina la cantidad de
agente de union de inmunoglobulinas marcado detectablemente que esta unido a los complejos.

El virus de gripe se puede detectar en un especimen de un animal o ser humano sospechoso de estar infectado con
el virus proporcionando anticuerpos, que tengan un marcador que produzca una sefial detectable, o que estén
unidos a un reactivo marcado detectablemente, que tienen especificidad contra al menos un epitopo conformacional
de la particula de virus de gripe. El especimen se pone en contacto con anticuerpos y se permite que los anticuerpos
se unan al virus de gripe. La presencia del virus de la gripe en el especimen se determina por medio del marcador
detectable.

La solicitud proporciona métodos para el tratamiento, prevenciéon, y generacién de una respuesta inmunitaria
protectora administrando a un vertebrado una cantidad eficaz de la composicion de la invencion.

De manera alternativa, la sustancia farmacoldgica de VLP de gripe se puede formular como reactivos de laboratorio
para estudios de la estructura del virus de gripe y ensayos de diagndstico clinico. La solicitud también describe un kit
para el tratamiento del virus de gripe administrando una cantidad eficaz de una composicion de la invencion e
instrucciones para su uso.

La solicitud también describe una VLP que comprende proteinas HA, NA y M1 que se derivan del virus de gripe aviar
que puede producir morbilidad y mortalidad en un vertebrado.

Dichas proteina HA, NA y M1 se pueden derivar de un virus de gripe aviar tipo A. La HA se puede seleccionar de
entre el grupo que consiste en H1, H2, H3, H4, H5, H6, H7, H8, H9, H10, H11, H12, H13, H14, H15y H16 y la NA se
puede seleccionar de entre el grupo que consiste en N1, N2, N3, N4, N5, N6, N7, N8 y N9. Opcionalmente, dichas
proteinas HA y NA son H5 y N1, respectivamente. De manera alternativa, dichas proteinas HA y NA son H9 y N2,
respectivamente. Dicha HA y/o NA pueden mostrar actividad hemaglutinina y/o actividad neuraminidasa,
respectivamente.

La VLP puede consistir esencialmente en proteinas HA, NA y M1, es decir, son sustancialmente las Unicas proteinas
de gripe en la VLP.

La solicitud también describe un método para producir una VLP, que comprende la transfeccion de vectores que
codifican proteinas del virus de gripe aviar en células huésped adecuadas y la expresién de dichas proteinas de
virus de gripe bajo condiciones que permitan que se formen las VLP.

Este método puede implicar la transfeccion de una célula huésped con moléculas de ADN recombinante que
codifican solo las proteinas HA, NA'y M1.

La solicitud también describe una formulacién antigénica que comprende una VLP que comprende proteina HA, NA
y M1 derivadas del virus de gripe aviar que puede producir morbilidad y mortalidad en un vertebrado. La HA se
puede seleccionar de entre el grupo que consiste en H1, H2, H3, H4, H5, H6, H7, H8, H9, H10, H11, H12, H13, H14,
H15 y H16 y la NA se puede seleccionar de entre el grupo que consiste en N1, N2, N3, N4, N5, N6, N7, N8 y N9.
Opcionalmente, dichas proteinas HA y NA son H5 y N1, respectivamente.

De manera alternativa, dichas proteinas HA y NA son H9 y N2, respectivamente.

Dicha formulaciéon antigénica se puede administrar al sujeto por via oral, intradérmica, intranasal, intramuscular,
intraperitoneal, intravenosa, o subcutanea.

La solicitud proporciona ademas un método de vacunacién de un vertebrado contra el virus de la gripe aviar que
comprende la administracion a dicho vertebrado una cantidad que induce proteccion de una VLP que comprende
proteinas HA, NA y M1 derivadas de un virus de gripe aviar.

La presente solicitud también describe un método para inducir una inmunidad sustancial contra la infeccién por el
virus de la gripe o al menos un sintoma de la misma en un sujeto, que comprende la administracion al menos de una
dosis eficaz de una VLP de gripe. Dicha VLP puede consistir esencialmente en HA, NA y M1. De manera alternativa
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dicha VLP comprende proteinas de gripe, en que dichas proteinas de gripe consisten en HA, NA y M1. Dicha HA y/o
NA puede mostrar actividad hemaglutinina y/o actividad neuraminidasa, respectivamente.

La presente solicitud también describe un método para inducir una inmunidad sustancial contra la infeccién por virus
de la gripe o al menos un sintoma de la misma en un sujeto, que comprende la administracion de al menos una
dosis eficaz de una VLP de gripe aviar. Dicha VLP de gripe puede consistir esencialmente en HA, NA y M1 aviar.

La presente solicitud describe ademas un método para inducir una inmunidad sustancial contra la infeccién por un
virus de gripe o al menos un sintoma de la misma en un sujeto, que comprende la administraciéon de al menos una
dosis eficaz de una VLP de gripe estacional. Dicha VLP de gripe puede consistir esencialmente en HA, NA y M1
estacionales.

La presente solicitud describe ademas un método para inducir una inmunidad sustancial contra la infeccién del virus
de la gripe o al menos un sintoma de la misma en un sujeto, que comprende la administracion de al menos una
dosis eficaz de al menos una VLP de gripe estacional.

Dicha VLP de gripe puede comprender HA, NA y M1 de gripe estacional. De manera alternativa, dicha VLP de gripe
puede consistir esencialmente en HA, NA y M1 de gripe estacional.

La presente solicitud describe ademas un método para inducir una respuesta de anticuerpos sustancialmente
protectora contra la infeccién por el virus de la gripe o al menos un sintoma de la misma en un sujeto, que
comprende la administracion de al menos una dosis eficaz de una VLP de gripe.

La presente solicitud describe un método para inducir una respuesta inmunitaria celular sustancialmente protectora
contra la infeccién por el virus de la gripe 0o al menos un sintoma de la misma en un sujeto, que comprende la
administracion de al menos una dosis eficaz de una VLP de gripe.

La presente solicitud describe ademas un método para formular una vacuna que induce inmunidad sustancial contra
la infeccion por el virus de gripe o al menos un sintoma de la misma a un sujeto, que comprende la adicién a dicha
formulacion de una dosis eficaz de VLP de gripe.

Dicha inmunidad sustancial contra la infeccion por el virus de la gripe o al menos un sintoma de la misma se puede
suministrar en una dosis. De manera alternativa, dicha inmunidad sustancial contra la infeccion por virus de gripe o
al menos un sintoma de la misma se suministra en mdltiples dosis.

La presente solicitud describe ademas una vacuna que comprende una VLP de gripe, en que dicha vacuna induce
una inmunidad sustancial contra la infeccién por el virus de la gripe o al menos un sintoma de la misma cuando se
administra a un sujeto. Opcionalmente, dicha VLP de gripe es una VLP de gripe aviar. De manera alternativa, dicha
VLP de gripe es una VLP de gripe estacional.

La presente solicitud describe ademas una formulacién antigénica que comprende una VLP de gripe, en que dicha
vacuna induce una inmunidad sustancial contra la infeccion por el virus de la gripe o al menos un sintoma de la
misma cuando se administra a un sujeto. Opcionalmente, dicha VLP de gripe es una VLP de gripe aviar. De manera
alternativa, dicha VLP de gripe es una VLP de gripe estacional.

Breve descripcion de los dibujos

La FIG. 1 representa la secuencia de nucleétidos del gen de la neuraminidasa (NA) del virus de gripe aviar
A/Hong Kong/1073/99 (H9N2) (SEC ID N° 1).

La FIG. 2 representa la secuencia de nucleétidos del gen de la hemaglutinina (HA) del virus de gripe aviar
A/Hong Kong/1073/99 (H9N2) (SEC ID N° 2).

La FIG. 3 representa la secuencia de nucleétidos del gen de la proteina de matriz M1 (M1) (SEC ID N@ 3).

La FIG. 4 representa los vectores de transferencia para la construccion de baculovirus recombinantes para la
expresion de las proteinas HA, NA y M1 del virus de gripe aviar A/Hong Kong/1073/99 (H9N2). La FIG. 4A
representa un vector de transferencia para la expresion de genes individuales y la FIG.4B describe el vector de
transferencia para la multi-expresiéon de genes.

La FIG. 5 describe la expresion de las proteinas HA, NA y M1 del virus de gripe A/Hong Kong/1073/99 (HON2) en
células Sf-9S.

La FIG. 6 describe la purificacion de VLP de gripe aviar A/Hong Kong/1073/99 (H9N2) por el método de gradiente
de densidad en sacarosa.

La FIG. 7 representa la deteccion de la proteina del virus de gripe por cromatografia de filtracion en gel. Los
anticuerpos que se utilizan en los andlisis de transferencia de Western son los siguientes: (A) anti-H9N2 de
conejo; (B) anti-M1 mAb murino; y (C) anti-BACgp64 murino.

La FIG. 8 representa la deteccion de las proteinas de gripe aviar A/Hong Kong/1073/99 (H9N2) incluyendo
particulas sub-viricas, VLP, y complejos VLP, por microscopia electronica.

La FIG. 9 representa la actividad de hemaglutinacion de VLP de gripe aviar A/Hong Kong/1073/99 (HI9N2)
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purificadas.

La FIG. 10 representa la actividad neuraminidasa de VLP de gripe aviar A/Hong Kong/1073/99 (H9N2)
purificadas.

La FIG. 11 representa la inmunizacion y el programa de extraccion de sangre para el estudio de inmunogenicidad
de gripe recombinante con VLP de gripe aviar A/Hong Kong/1073/99 (H9N2) purificadas en ratones.

La FIG. 12 representa los resultados de un estudio de inmunogenicidad en ratones inmunizados con VLP de
HIN2 recombinante de gripe. La FIG. 12A representa los sueros de ratones BALB/c inmunizados con VLP
recombinante que comprende proteinas HA, NA y M1 del virus de gripe aviar tipo A/Hong Kong/1073/99. La
FIG.12B representa los sueros de ratones blancos Nueva Zelanda inmunizados con un virus de gripe aviar
inactivado tipo A HIN2 que se hicieron reaccionar con transferencias de Western que contenian virus de gripe
aviar tipo A HON2 inactivado (calles 1 y 3) o virus de gripe aviar adaptado al frio tipo A HON2 (calles 2 y 4).

La FIG. 13 representa la media geométrica de las respuestas de anticuerpos en ratones BALB/c tras una
inmunizacion primaria y secundaria.

La FIG. 14 representa las respuestas de inhibicion de la aglutinacién en el suero (HI) en ratones BALB/c.

La FIG. 15 representa la pérdida de peso ( %) de los ratones BALB/c desafiados con gripe HIN2.

La FIG. 16 representa los titulos de virus pulmonares a los 3 y 5 dias tras la exposicion con HON2.

Las FIG. 17A, 17B y 17C representan la respuesta de anticuerpo de los ratones al A/Fujian/411/2002 cuando se
inmunizan con una VLP de H3N2.

Las FIG. 18A y B representan los isotipos de anticuerpo IgG en ratones.

La FIG. 19 respuestas de anticuerpos de inhibicion de hemaglutinaciéon (HI) en Ratas SD inmunizadas con
vacuna VLP de HIN2.

Las FIG. 20A y 20B representan las respuestas de anticuerpo de inhibicion de hemaglutinacién (HI) a diferentes
dosis de VLP de H9N2 con y sin adyuvante en ratones BALB/c.

La FIG. 21 representa las respuestas de inhibicion de la hemaglutinacion (HI) en suero de ratones BALB/c entre
diferentes dosis de VLP.

La FIG. 22 representa las respuestas de inhibicion de la hemaglutinacién (HI) en hurones.

La FIG. 23 representa las respuestas de inhibicion de la hemaglutinacién del suero extraido los dias 21 y 42 de
hurones tras la administracion de diferentes cepas de VLP de H3N2.

La FIG. 24 representa el anticuerpo anti-HA (titulo de punto final de dilucion) de ratones inoculados por via
intramuscular con VLP de H5N1 (Vietnam/1203/2003) a bajas dosis.

La FIG. 25 representa el anticuerpo anti-HA (titulo de punto final de dilucion) de ratones inoculados por via
intranasal con VLP de H5N1 (Vietnam/1203/2003) a bajas dosis.

La FIG. 26 representa un ejemplo de fabricacion, aislamiento y purificacion de las VPL de la invencién.

La FIG. 27 representa ratones inoculados con VLP de H3N2 por via intramuscular y desafiados posteriormente
por via intranasal con virus A/Aichi/2/68x31 (H3N2).

La FIG. 28 representa ratones inoculados con VLP de H3N2 por via intranasal y desafiados posteriormente por
via intranasal con virus A/Aichi/2/68x31 (H3N2).

La FIG. 29 representa la dispersién virica en lavados nasales de hurones inoculados con una vacuna VLP de
HIN2 y desafiados posteriormente por via intranasal con virus HON2.

Las FIG. 30A, 30B, 30C, 30D, 30E, 30F, 30G, 30H representan las respuestas de anticuerpos de inhibicién de la
hemaglutinacién (HI) en ratones tras la inoculacién con diferentes dosis de VLP de A/Fujian/411/2002 (H3N2) por
via intramuscular o intranasal ensayadas contra diferentes cepas H3N2 de virus de gripe.

Descripcion detallada de la invencion

Como se utiliza en el presente documento, el término “baculovirus” también conocido como baculoviridae, se refiere
a una familia de virus ADN encapsulados de los artrépodos, algunos de cuyos miembros se pueden utilizar como
vectores de expresion para producir proteinas recombinantes insertandose en cultivos celulares. El viridon contienen
una o mas nucleocapsides en forma de barra que contienen una molécula de ADN bicatenaria superenrrollada
circular (Mr 54 x 108 - 154 x 10°). El virus que se utiliza como vector es el virus de poliedrosis nuclear de Autographa
califérnica (NVP). La expresion de genes introducidos esta bajo el control del fuerte promotor que regula
normalmente la expresion del componente poliédrico de proteina de la gran inclusién nuclear en la que se embeben
los virus en las células infectadas.

Como se utiliza en el presente documento, la expresién “derivado de” se refiere al origen o fuente, y puede incluir
moléculas de origen natural, recombinantes, no purificadas o purificadas. Las proteinas y moléculas de la presente
invencion se pueden derivar de moléculas de gripe y de no gripe.

Como se utiliza en el presente documento el término “primer” proteina del virus de la gripe, es decir, una primera
proteina M1 del virus de gripe, se refiere a una proteina, tal como M1, HA, NA, y M2, que se deriva de una cepa
particular del virus de la gripe. La cepa o tipo del primer virus de gripe se diferencia de la cepa o tipo de la segunda
proteina del virus de gripe, que es una cepa o tipo diferente de la primera proteina del virus de gripe.

Como se utiliza en el presente documento, la expresion “actividad hemaglutinina” se refiere a la capacidad de
proteinas que contienen HA, VLP, o partes de las mismas que se unen y aglutinan glébulos rojos (eritrocitos).
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Como se utiliza en el presente documento, la expresion “actividad neuraminidasa” se refiere a la actividad
enzimatica de proteinas que contienen NA, VLP, o partes de las mismas para escindir restos e &cido sialico de
sustratos que incluyen proteinas tales como la fetuina.

Como se utiliza en el presente documento, el término “heterotipico” se refiere a uno o mas tipos o cepas diferentes
de virus.

Como se utiliza en el presente documento, el término “homotipico” se refiere a un tipo o cepa de virus.

Como se utiliza en el presente documento, la expresion “estructura proteica macromolecular” se refiere a una
construccion o disposicion de una o mas proteinas.

Como se utiliza en el presente documento, el término vacuna “multivalente” se refiere a una vacuna contra mdaltiples
tipos de cepas de virus de gripe.

Como se utiliza en el presente documento, la expresion “no gripe” se refiere a una proteina o molécula que no se
deriva del virus de gripe.

Como se utiliza en el presente documento, el término “vacuna” se refiere a una preparacion de agentes patégenos
muertos o debilitados, o de derivados de determinantes antigénicos, que se utilizan para inducir la formaciéon de
anticuerpos o inmunidad contra el agente patdgeno. Una vacuna se da para proporcionar inmunidad contra la
enfermedad, por ejemplo, gripe, que esta producida por virus de gripe. La presente invencién proporciona
composiciones vacunales que son inmunogénicas y proporcionan proteccion. Ademas, el término “vacuna” se refiere
también a una suspensidn o solucion de un inmundgeno (por ejemplo una VLP) que se administra a un vertebrado
para producir inmunidad protectora, es decir, una inmunidad que reduce la gravedad de una enfermedad asociada
con la infeccion.

Como se utiliza en el presente documento, la expresion “inmunidad sustancial” se refiere a una respuesta
inmunitaria en la que cuando se administra las VLP de la invencién a un vertebrado hay una induccién del sistema
inmunitario en dicho vertebrado que da como resultado en la prevencion de la infeccién de gripe, la mejoria de la
infeccion de gripe o la reducciéon de al menos un sintoma relacionado con la infeccién del virus de gripe en dicho
vertebrado. La sustancial inmunidad también se puede referir a un titulo de inhibicion de la hemaglutinacion (HI) de >
40 en un mamifero en que se le ha administrado la VLP de la invencion y se le ha inducido una respuesta
inmunitaria.

Como se utiliza en el presente documento el término “adyuvante” se refiere a un compuesto que, cuando se utiliza
en combinaciéon con un inmundgeno especifico (por ejemplo, una VLP) en una formulaciéon, aumenta o altera o
modifica de otra manera la respuesta inmunitaria resultante. La modificacion de la respuesta inmunitaria incluye
intensificacion o amplificacién de la especificidad de una o ambas respuestas inmunitarias de anticuerpos o celular.
La modificacién de la respuesta inmunitaria también puede significar el descenso o supresién de ciertas respuestas
inmunitarias especificas de antigeno.

Como se utiliza en el presente documento la expresion “estimulador inmunitario” se refiere a un compuesto que
aumenta una respuesta inmunitaria por medio de los propios mensajeros quimicos (citoquinas) del cuerpo. Estas
moléculas comprenden varias citoquinas, linfoquinas y quimioquinas con actividades inmunoestimulantes,
inmunopotenciacién, y pro-inflamatorias, tales como interleucinas (por ejemplo, IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-12, IL-13);
factores de crecimiento (por ejemplo, factor estimulante de colonias de granulocitos macréfagos (GM) (CSF)); y otras
moléculas inmunoestimulantes, tales como factor inflamatorio de macréfagos, ligando Fit3, B7.1; B7.2, etc. Las
moléculas inmunoestimulantes se pueden administrar en la misma formulaciéon que las VLP de gripe, 0 se pueden
administrar por separado. O la proteina o el vector de expresion que codifica la proteina se puede administrar para
producir un efecto inmunoestimulante.

Como se utiliza en el presente documento una “dosis eficaz” se refiere en general a una cantidad de la VLP de la
invencion suficiente para inducir inmunidad, para prevenir y/o mejorar la infeccion por el virus de la gripe o para
reducir al menos un sintoma de infeccién por gripe y/o aumentar la eficacia de otra dosis de una VLP. Una dosis
eficaz se puede referir a la cantidad de la VLP suficiente para retrasar o minimizar la apariciéon de una infeccién de
gripe. Una dosis eficaz puede referirse también a la cantidad de la VLP que proporciona un beneficio terapéutico en
el tratamiento o manejo de la infeccion de gripe. Ademas, una dosis eficaz es la cantidad con respecto a las VLP
solas de la invenciéon, o en combinacién con otras terapias, que proporciona un beneficio terapéutico en el
tratamiento o manejo de una infeccion virica de gripe. Una dosis eficaz puede ser también la cantidad suficiente para
aumentar la respuesta inmunitaria propia de un sujeto (por ejemplo, de un ser humano) contra una posterior
exposicion al virus de gripe. Se pueden controlar los niveles de inmunidad, por ejemplo, midiendo cantidades de
anticuerpos neutralizantes segregados y/o del suero, por ejemplo, por neutralizacién de placas, fijacion del
complemento, inmunoabsorcion ligado a enzimas, o ensayo de microneutralizacion. En el caso de una vacuna, una
“dosis eficaz” es la que previene la enfermedad o reduce la gravedad de los sintomas.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2543056 T3

Como se utiliza en el presente documento la expresion “virus de gripe aviar’ se refiere a virus de gripe que se
encuentran principalmente en aves pero que también pueden infectar seres humanos u otros animales. En algunos
casos, los virus de gripe aviar se pueden transmitir o diseminar de un ser humano a otro. Un virus de gripe aviar que
infecta seres humanos tiene el potencial de producir una gripe pandémica, es decir, morbilidad y/o mortalidad en
seres humanos. Una pandemia se produce cuando emerge una nueva cepa de virus de gripe (un virus para el que el
ser humano no tiene inmunidad natural), disemindndose mas alla de localidades individuales, posiblemente
alrededor del globo, e infectando a muchos seres humanos al mismo tiempo.

Como se utiliza en el presente documento, la expresién “virus de gripe estacional” se refiere a cepas del virus de
gripe que se ha determinado que pasan por la poblacién humana durante una determinada estacion de gripe, que se
basa en la vigilancia epidemiol6gica que llevan a cabo los Centros Nacionales de Gripe por todo el mundo. Estos
estudios epidemioldgicos, y algunos virus de gripe aislados, se envian a uno de los cuatro laboratorios de referencia
de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), uno de los cuales esta en el Centro para el Control y Prevencion de
Enfermedades (CDC) en Atlanta para los ensayos detallados. Estos laboratorios ensayan cémo los anticuerpos
hacen a la presente vacuna que reaccione con el virus circulante y los nuevos virus de gripe. Esta informacion, junto
con la informacion, sobre la actividad de la gripe, se resume y se presenta a un comité consultivo de la
Administracion de Alimentos y Farmacos de EE. UU (FDA) y en una reunién de la OMS. Estas reuniones da como
resultado la seleccién de tres virus (dos subtipos de virus de gripe A y uno virus de gripe B) para introducirlos en las
vacunas de gripe del siguiente otofio e invierno. La seleccion se produce en febrero para el hemisferio norte y en
septiembre para el hemisferio sur. Habitualmente, uno o dos de las tres cepas de virus de la vacuna cambian cada
ano.

Como se utiliza en el presente documento, la expresion “respuesta de anticuerpos sustancialmente protectora” se
refiere a una respuesta inmunitaria mediada por los anticuerpos contra un virus de gripe, que muestra un vertebrado
(por ejemplo, un ser humano), que previene o mejora la infeccién de gripe o reduce al menos un sintoma de la
misma. Las VLP de la invencion pueden estimular la produccién de anticuerpo, por ejemplo, anticuerpos
neutralizantes, que bloquean la entrada de los virus de gripe en las células, bloquean la replicaciéon de dichos virus
de gripe uniéndose a los virus, y/o protegen las células huésped de la infeccién y destruccién.

Como se utiliza en el presente documento “respuesta celular sustancialmente protectora” se refiere a una sustancia
inmunitaria que esta mediada por linfocitos T y/u otros glébulos blancos sanguineos contra el virus de gripe, que
muestra un vertebrado (por ejemplo, un ser humano), que previene o mejora una infecciéon de gripe o reduce al
menos un sintoma de la misma. Un aspecto importante de la inmunidad celular implica una respuesta especifica al
antigeno por células T citoliticas (“CTL”). Las CTL tienen especificidad por antigenos peptidicos que estan presentes
en asociacion con proteinas codificadas por el Complejo Mayor de Histocompatibilidad (MHC) y que se expresan en
la superficie de las células. Las CTL ayudan a la inducciéon y promocién de la destruccién de microbios
intracelulares, o la lisis las células infectadas con tales microbios. Otro aspecto de la inmunidad celular implica una
respuesta especifica de antigeno por las células T auxiliares. Las células T auxiliares actian ayudando a estimular la
funcion, y el foco de actividad de células efectoras no especificas contra las células presentadoras de antigenos
peptidicos en asociacion con moléculas del MHC en su superficie. Una “respuesta inmunitaria celular” también se
refiere a la produccion de citoquinas, quimioquinas y otras de tales moléculas que se producen por células T
activadas y/u otros glébulos blancos sanguineos, incluyendo las que se derivan de células T CD4+y CD8*.

Como se utiliza en el presente documento la expresion “inmunidad sustancial con una base poblacional amplia” se
refiere a la inmunidad como resultado de las VLP de la invenciéon que se administran a individuos de una poblacion.
La inmunidad en dicho individuo en dicha poblacion da como resultado la prevencidén, mejora de la infeccion de
gripe, o la reduccion de al menos un sintoma relacionado con la infeccion por el virus de la gripe en dicho individuo,
y previene la diseminacién de dicho virus de gripe a otros de la poblacién. El término poblacion se define como un
grupo de individuos (por ejemplo, escolares, ancianos, un pais, un estado, etc.).

Como se utiliza en el presente documento, la expresién “formulacion antigénica” o “composicién antigénica” se
refiere a una preparacién que, cuando se administra a un vertebrado, especialmente un ave o un mamifero, inducira
una respuesta inmunitaria.

Como se utiliza en el presente documento, el término “vertebrado” o “sujeto” o “paciente” se refiere a cualquier
miembro de un subphylum cordata, incluyendo, sin limitacién, seres humanos y otros primates, incluyendo primates
no humanos tales como chimpancés y otras especies de simios y monos. Animales de granja tales como el ganado
bovino, ovejas, cerdos, cabras y caballos; animales domésticos tales como perros y gatos; animales de laboratorio
que incluyen roedores como los ratones, ratas y cobayas; aves, incluyendo las aves domésticas, silvestres y de caza
tales como pollos, pavos y otras aves gallinaceas, patos, gansos, y similares, como ejemplos no limitantes. Los
términos “mamiferos” y “animales” estan incluidos en esta definicion. Se pretende incluir tanto los individuos adultos
como los recién nacidos.

La gripe sigue siendo un problema de salud publica generalizado a pesar de la disponibilidad de vacunas especificas
de virus inactivados que tienen una efectividad del 60-80 % bajo condiciones 6ptimas. Cuando estas vacunas son
eficaces, habitualmente se evita la enfermedad previniendo la infeccion virica. Puede producirse un fallo vacunal
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como resultado de la acumulacién de diferencias antigénicas (cambio antigénico y deriva antigénica). Por ejemplo, el
virus de gripe aviar tipo A HIN2 co-circula con el virus de gripe humana tipo A Sydney/97 (H3N2) en cerdos y da
lugar a una reordenacién genética y la emergencia de nuevas cepas de virus de gripe humana con un potencial
pandémico (Peiris et al., 2001). En el caso de tal cambio antigénico, es improbable que las vacunas actuales
proporcionen una proteccién adecuada.

Otra razon para la insuficiencia de los programas de vacunacién de gripe es la relativamente corta persistencia de la
inmunidad producida por las vacunas actuales. Otra deficiencia de las medidas de control de gripe se refleja en el
uso restringido de las vacunas actuales debido a la reactogenicidad de la vacuna y los efectos secundarios en nifios
menores, ancianos y personas con alergias a los componentes del huevo, que se usa en la fabricacion de las
vacunas de virus de gripe inactivado que tienen la licencia comercial.

De manera adicional, las vacunas de virus de gripe inactivado carecen a menudo o contienen epitopos
conformacionales HA y NA alterados, que son los que producen anticuerpos neutralizantes y tienen un papel
principal en la proteccion contra la enfermedad. Por lo tanto, las vacunas viricas inactivadas, asi como algunas
vacunas de subunidades proteicas de gripe monoméricas recombinantes, suministran una proteccion inadecuada.
Por otro lado, las estructuras proteicas macromoleculares, tales como los capsémeros, particulas sub-viricas, y/o
VLP, incluyen multiples copias de proteinas nativas que muestran epitopos conformacionales, que son ventajosos
para una inmunogenicidad vacunal éptima.

La presente solicitud describe la clonacién de los genes HA, NA y M1 del virus de gripe aviar A/Hong Kong/1073/99
(H9N2) en un vector de expresion Unico de baculovirus solo o en tandem y la produccién de candidatos o reactivos
vacunales de gripe que comprenden proteinas estructurales recombinantes de gripe que se auto-ensamblan en
estructuras proteicas macromoleculares homotipicas funcionales e inmunogénicas, incluyendo particulas sub-viricas
de gripe y VLP de gripe, en células de insecto infectadas con baculovirus.

La presente solicitud describe la clonaciéon de los genes HA, NA, M1, M2 y NP de los virus de gripe humana
A/Sydney/5/97 y A/Fujian/411/2002 (H3N2) en vectores de expresion de baculovirus y la produccion de candidatos o
reactivos que comprenden proteinas estructurales de gripe que se auto-ensamblan en estructuras proteicas
macromoleculares homotipicas inmunogénicas y funcionales, que incluyen particulas sub-viricas de gripe y VLP de
gripe, en células de insecto infectadas con baculovirus.

Ademas la presente solicitud describe la clonacion del gen HA del virus de la gripe humana A/Sydney/5/97 and
A/Fujian/411/2002 (H3N2) y los genes HA, NA y M1 de la gripe aviar A/Hong Kong/1073/99 (H9N2) en un dnico
vector de expresion de baculovirus en tandem y la producciéon de candidatos o reactivos de vacuna de gripe que
comprende proteinas estructurales de gripe que se auto-ensamblan en estructuras macromoleculares heterotipicas
inmunogénicas y funcionales, que incluyen particulas de gripe sub-viricas y VLP de gripe, en células de insecto
infectadas con baculovirus.

VLP de la invencion

Las VLP de gripe de la invencién son Utiles para preparar vacunas contra los virus de gripe. Una caracteristica
importante de este sistema es la capacidad para remplazar las glucoproteinas de superficie con diferentes subtipos
de HA y/o NA u otras proteinas viricas, permitiendo asi, la actualizacién de nuevas variantes antigénicas de gripe
cada afio o para prepararlas frente a una gripe pandémica. Una vez que se identifican las variantes antigénicas de
estas glucoproteinas, se pueden actualizar las VLP para incluir estas nuevas variantes (pro9 ejemplo, para vacunas
de gripe estacional). Ademas, las glucoproteinas de superficie de los virus potencialmente pandémicos tales como
H5N1, u otras combinaciones de HA, NA con el potencial pandémico se podrian incorporar en VLP sin el problema
de liberar genes que no habian circulado en humanos durante varias décadas. Esto es debido a que las VLP no son
infecciosas, no se replican y no pueden producir la enfermedad. Por lo tanto, este sistema permite crear un nuevo
candidato de vacuna de gripe cada afo y/o una vacuna para gripe pandémica siempre que sea necesaria.

Hay 16 hemaglutininas (HA) diferentes y 9 neuraminidasas (NA) diferentes encontrandose todas ellas entre aves
silvestres. Las aves silvestres son el reservorio natural primario para todos los tipos de virus de gripe A y se cree que
son la fuente de todos los tipos de virus de gripe A en los demas vertebrados. Estos subtipos se diferencias por los
cambios en la hemaglutinina (HA) y neuraminidasa (NA) en su superficie. Son posibles muchas combinaciones
diferentes de proteinas HA y NA. Cada combinacion representa un tipo diferente de virus de gripe A. Ademas, cada
tipo se puede clasificar en cepas basandose en las diferentes mutaciones que se encuentran en cada uno de sus 8
genes.

Todos los tipos conocidos de virus de gripe A se pueden encontrar en aves. Habitualmente los virus de gripe aviar
no infectan a los seres humanos. Sin embargo, algunos virus de gripe aviar desarrollan variaciones genéticas
asociadas con la capacidad de cruzar las barreras interespecificas. Tal virus es capaz de producir una pandemia
debido a que los seres humanos no tienen inmunidad natural contra el virus y puede diseminarse facilmente de
persona a persona. En 1997, el virus de gripe aviar salté de un ave a un ser humano en Hong Kong durante un brote
de gripe aviar en una granja. Este virus se identific6 como un virus de gripe H5N1. El virus produjo enfermedad
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respiratoria grave en 18 personas, seis de los cuales murieron. Desde entonces, se han producido muchos mas
casos de infecciones por H5N1 conocidas entre seres humanos por todo el mundo; aproximadamente la mitad de
estas personas murieron.

Por lo tanto, la presente solicitud describe la clonacion de nucleétidos HA, NA y M1 de los virus de gripe aviar, virus
de gripe con potencial pandémico y/o virus de gripe estacional en vectores de expresion. La presente solicitud
describe también la produccion de candidatos o reactivos de vacuna de gripe compuestos por proteinas que se auto-
ensamblan en VLP funcionales. Todas las combinaciones de proteinas viricas se deben co-expresar con un
nucleétido M1.

Las VLP descritas en el presente documento consisten o comprenden proteinas HA, NA y M1.

Dicha VLP puede comprender una HA de un virus de gripe aviar, pandémico y/o estacional y una NA de un virus de
gripe aviar, pandémico y/o estacional, en que dicha HA se selecciona de entre el grupo que consiste en H1, H2, H3,
H4, H5, H6, H,7 H8, H9, H10, H11, H12, H13, H14, H15 y H16 y dicha NA se selecciona de entre el grupo que
consiste en N1, N2, N3, N4, N5, N6, N7, N8 y N9. De manera alternativa, la VLP puede consistir esencialmente en
HA, NA y M1. Dicha HA y NA puede ser de la lista anterior de HA y NA. Estas VLP pueden comprender proteinas de
gripe adicionales y/o proteinas contaminantes en concentraciones despreciables. De manera alternativa, dicha VLP
de gripe comprende proteinas de gripe, en que dichas proteinas de gripe consisten en las proteinas HA, NA y M1.
Estas VLP contienen HA, NA y M1 y pueden contener constituyentes celulares adicionales tales como proteinas
celulares, proteinas de baculovirus, lipidos, carbohidratos, etc., pero no contienen proteinas de gripe adicionales
(distintas de fragmentos de M1, HA y/o NA).

La HA y/o NA pueden mostrar actividad de hemaglutinina y7o actividad neuraminidasa, respectivamente, cuando se
expresan en la superficie de las VLP.

Dicha VLP puede comprender HA y NA del virus H5N1 y una proteina M1 (la proteina M1 puede ser o no de la
misma cepa virica).

De manera alternativa, dicha VLP puede consistir esencialmente en HA, NA del virus H5N1 y una proteina M1. Estas
VLP pueden comprender proteinas de gripe adicionales y/o proteinas contaminantes en concentraciones
despreciables. De manera alternativa, dicha VLP puede consistir en HA, NA del virus H5N1 y una proteina M1.
Dicha VLP puede comprender proteinas de gripe, en que dichas proteinas de gripe consisten en proteinas H5, N1 y
M1. Estas VLP contienen H5, N9 y M1 y pueden contener constituyentes celulares adicionales tales como proteinas
celulares, proteinas de baculovirus, lipidos, carbohidratos, etc., pero no contienen proteinas de gripe adicionales
(distintas de fragmentos de M1, H5 y/o N1). La H5 y/o N1 pueden mostrar actividad hemaglutinina y/o actividad
neuraminidasa, respectivamente, cuando se expresan en la superficie de las VLP.

Dicha VLP puede comprender la HA y NA del virus HON2, y una proteina M1. De manera alternativa, dicha VLP
puede consistir esencialmente en HA y NA del virus HON2 y una proteina M1. Estas VLP pueden comprender
proteinas de gripe adicionales y/o proteinas contaminantes en concentraciones despreciables. De manera
alternativa, dicha VLP puede consistir en la HA y NA del virus HIN2 y una proteina M1. Dicha VLP de gripe puede
comprender proteinas de gripe, en que dichas proteinas de gripe consisten en HO, N2 y proteinas M1. Estas VLP
contienen H9, N2 y M1 y pueden contener constituyentes celulares adicionales tales como proteinas celulares,
proteinas de baculovirus, lipidos, carbohidratos, etc., pero no contienen proteinas de gripe adicionales (distintas de
fragmentos de M1, H9 y/o N2). En otra realizacion la H9 y/o N2 pueden mostrar actividad hemaglutinina y/o actividad
neuraminidasa, respectivamente, cuando se expresan en la superficie de las VLP.

También se describe en el presente documento una VLP que comprende la HA y NA del virus de la gripe B, y una
proteina M1. Los virus de gripe B se encuentran habitualmente solo en seres humanos. A diferencia de los virus de
gripe A, estos virus no se clasifican segun un subtipo. Los virus de gripe B pueden causar morbilidad y mortalidad en
seres humanos, pero se asocian en general con epidemias menos graves que con los virus de gripe A. Dicha VLP
puede consistir esencialmente en la HA y NA del virus de gripe B, y una proteina M1. Estas VLP pueden comprender
proteinas de gripe adicionales y7o0 proteinas contaminantes en concentraciones despreciables. De manera
alternativa, dicha VLP de gripe puede comprender proteinas de gripe, en que dichas proteinas de gripe consisten en
proteinas HA, NA y M1. Estas VLP contienen HA, NA y M1 y pueden contener constituyentes celulares adicionales
tales como proteinas celulares, proteinas de baculovirus, lipidos, carbohidratos, etc., pero no contienen proteinas de
gripe adicionales (distintas de fragmentos de M1, HA y/o NA). De manera alternativa, dicha VLP consiste en HA y
NA del virus de gripe B, y una proteina M1.

La HA y/o NA pueden mostrar actividad hemaglutinina y/o actividad neuraminidasa, respectivamente, cuando se
expresan en la superficie de las VLP.

También se describen en el presente documento variantes de dichas proteinas de gripe que se expresan sobre o en
las VLP de la invencion. Las variantes pueden contener alteraciones en las secuencias de aminoacidos de las
proteinas que las constituyen. El término “variante” con respecto a un polipéptido se refiere a una secuencia de
aminoacidos que se ha alterado en uno o mas amino&cidos con respecto a una secuencia de referencia. La variante
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puede tener cambios “conservadores”, en que un aminodcido que se sustituye tiene propiedades estructurales o
quimicas similares, por ejemplo, el remplazo de leucina por isoleucina. De manera alternativa, una variante puede
tener cambios “no conservadores”, por ejemplo, el remplazo de una glicina por un triptéfano. Variaciones menores
analogas pueden incluir también eliminaciones o inserciones de aminoacidos, o ambas. Las directrices de la
determinacion de los restos de aminoacidos que se pueden sustituir, insertar o eliminar sin eliminar la actividad
biolégica o inmunoloégica se puede encontrar utilizando programas de computadora bien conocidos en la técnica, por
ejemplo, el software DNASTAR.

Se pueden producir variantes naturales debido a la deriva antigénica. La deriva antigénica son pequefios cambios en
las proteinas viricas que ocurren continuamente a lo largo del tiempo. Por lo tanto, una persona infectada con una
cepa de virus de gripe particular desarrolla anticuerpos contra ese virus, si aparecen cepas nuevas de virus, los
anticuerpos contra las cepas antiguas no reconocen mas el virus mas reciente y se puede producir una reinfeccion.
Este es el porqué de una nueva vacuna para la gripe en cada estacién. Ademas, algunos cambios en un virus de
gripe puede producir que el virus de gripe cruce entre especies. Por ejemplo, algunos virus de gripe aviar
desarrollaron variaciones genéticas asociadas con la capacidad de cruzar la barrera interespecies. Tal virus es
capaz de producir una pandemia porque la poblaciéon no tiene inmunidad natural contra el virus y el virus puede
diseminarse facilmente de persona a persona. Estas variaciones que se producen naturalmente de las proteinas de
gripe se contemplan para su uso en la invencion.

Los textos generales que describen las técnicas de biologia molecular, que se aplican en la presente invencion, tal
como clonacién, mutacion, cultivo celular y similares, incluyen Berger and Kimmel, Guide to Molecular Cloning
Techniques, Methods in Enzymology volumen 152 Academic Press, Inc., San Diego, Calif. (Berger); Sambrook et al.,
Molecular Cloning--A Laboratory Manual (3rd Ed.), Vol. 1-3, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor,
N.Y., 2000 ("Sambrook") and Current Protocols in Molecular Biology, F. M. Ausubel et al., eds., Current Protocols, a
joint venture between Greene Publishing Associates, Inc. and John Wiley & Sons, Inc., ("Ausubel"). Estos textos
describen la mutagénesis, el uso de vectores, promotores y muchos otros asuntos relevantes relacionados con
estos, por ejemplo, la clonacién y mutacién de moléculas de HA y/o NA, etc. Por lo tanto, la invencién también
engloba la utilizacién de métodos conocidos de modificacion proteina y tecnologia de ADN recombinante para
mejorar o alterar las caracteristicas de las proteinas de gripe expresadas sobre o en las VLP de la invencion. Se
pueden utilizar varios tipos de mutagénesis para producir y/o aislar la variante de las moléculas de HA, NA y/o M1
y/o para modificar/mutar ademas los polipéptidos de la invencion. Estas incluyen, pero no se limitan a estas, la
dirigida al sitio, la mutagénesis de punto aleatorio, recombinacion homéloga (mezclado de ADN), mutagénesis
utilizando matrices que contienen uracilo, mutagénesis dirigida a oligonucleétidos, mutagénesis de ADN modificada
con fosforotioato, mutagénesis utilizando ADN doble con huecos o similares. Métodos adicionales adecuados
incluyen reparacién de punto de falta de coincidencia, mutagénesis utilizando cepas huésped deficientes de
reparacion, restriccién-seleccién y restriccion-purificacion, mutagénesis de eliminacion, mutagénesis por sintesis
genética total, reparacién de doble cadena rota, y similares. La mutagénesis, por ejemplo, la que implica
construcciones quiméricas, esta incluida también en la presente invencion. En una realizacién, la mutagénesis se
puede dirigir por la informacion que se conoce de la molécula de origen natural o bien alterada o la molécula mutada
de origen natural, por ejemplo, secuencia, comparaciones de secuencia, propiedades fisicas, estructura cristalina o
similares.

La solicitud también describe variantes de proteinas de gripe que muestran actividad bioldgica sustancial, por
ejemplo, que sea capaz de producir una respuesta de anticuerpos eficaz cuando se expresa sobre o en una VLP.
Tales variantes incluyen eliminaciones, inserciones, inversiones, repeticiones, y sustituciones que se seleccionan de
acuerdo con las reglas generales que se conocen en la técnica de forma que tengan poco efecto en la actividad.

Los métodos de clonacion de dichas proteinas de gripe se conocen en la técnica. Por ejemplo, el gen de gripe que
codifica una proteina de gripe especifica ase puede aislar por RT-PCR a partir del ARNm poliadenilado extraido de
las células que se han infectado con virus de gripe. El producto genético resultante se puede clonar como una
insercién de ADN en un vector. El término “vector” se refiere al medio por el que se puede propagar y/o transferir un
acido nucleico entre organismos, células, o componentes celulares. Los vectores incluyen plasmidos, virus,
bacteriéfagos, pro-virus, fagémidos, transposones, cromosomas artificiales, y similares, que se replican
auténomamente o se pueden integrar en un cromosoma de una célula huésped. Un vector puede también ser un
polinucleétido ARN desnudo, un polinucleétido ADN desnudo, un polinucleétido compuesto tanto e ADN como ARN
en la misma cadena, una ADN o ARN conjugado con poli-lisina, un ADN o ARN conjugado con un péptido, un ADN
conjugado con liposomas, o similares, que no se replican autobnomamente. En muchas, pero no todas de las
realizaciones comunes, los vectores Utiles en la presente invencion son plasmidos o bacmidos.

Por lo tanto, la solicitud describe nucleétidos que codifican proteinas de gripe HA, NA y M1 que se clonan en un
vector de expresion que se pueden expresar en una célula que induce la formacion de VLP. Un “vector de
expresion” es un vector, tal como un plasmido que es capaz de promocionar la expresién, asi como la replicacion de
un acido nucleico incorporado en el mismo. Normalmente, el acido nucleico que se va a expresar esta “unido
operativamente” a un promotor y/o amplificador, y estd sometido a un control regulador de la transcripcion por el
promotor y/o amplificador.
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Opcionalmente, dichos nucleétidos que codifican HA de virus de gripe aviar, pandémico y/o estacional se selecciona
de entre el grupo que consiste en H1, H2, H3, H4, H5, H6, H7, H8, H9, H10, H11, H12, H13, H14, H15 y H16.
Opcionalmente dichos nucleétidos que codifican NA de un virus de gripe aviar, pandémico y/o estacional, se
selecciona de entre el grupo que consiste en N1, N2, N3, N4, N5, N6, N7, N8 y N9.

Dicho vector puede comprender nucleétidos que codifican proteina de gripa HA, NA y/o M1. De manera alternativa,
dicho vector puede consistir en nucleétidos que codifican proteina HA, NA 'y M1. Un vector de expresién preferido es
un vector baculovirus. Después de que se clonen los nucledtidos que codifican dichas proteinas de gripe, dichos
nucleétidos se pueden modificar méas. Por ejemplo, un experto en la técnica puede mutar bases especificas en la
region codificante para producir variantes. Las variantes pueden contener alteraciones en las regiones codificantes,
no codificantes o ambas. Tales variantes pueden aumentar la inmunogenicidad de una proteina de gripe o eliminar
el sitio de corte y empalme de una proteina o ARN. Por ejemplo, en una realizacién los sitios de corte y empalme
donante y receptor de la proteina M de gripe (de longitud completa) se mutan para evitar el corte y empalme del
ARNmM M en transcripciones M1 y M2. En otra realizacion, se modifica HA para eliminar o mutar el sitio de escision.
Por ejemplo, la HA H5 de tipo silvestre tiene un sitio de escisidbn que contiene multiples aminoacidos basicos
(RRRKR). Esta secuencia de tipo silvestre hace a la HA mas susceptible a multiples proteasas ubicuas que pueden
estar presentes en el huésped o el sistema de expresién de estas HA. En una realizacién, la eliminaciéon de estos
aminoacidos puede reducir la susceptibilidad de la HA a varias proteasas. En otra realizacion, el sitio de escisién se
puede mutar para eliminar el sitio de escision (por ejemplo, mutar a RESR).

La solicitud describe también acidos nucleicos y polipéptidos que codifican NA, HA y M1. Un &cido nucleico o
proteina NA de gripe ejemplar es idéntica en al menos un 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 % a las SEC ID
N°s 11, 31, 32, 39, 38, 46, 47, 54 0 55.

Un &cido nucleico o proteina HA ejemplar es idéntica en al menos un 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 % a
las SEC ID N°s 2, 10, 56, 57, 58, 27, 28, 29, 30, 37, 36, 33, 34, 35, 42, 43, 44, 45, 50, 51, 52, 0 53. La proteina M1 de
gripe que se utiliza en la presente invencion es idéntica en al menos un 98 % 0 99 % ala SEC ID N® 49.

En algunas realizaciones, las mutaciones que contienen alteraciones que producen sustituciones, adiciones, o
eliminaciones silentes, que no alteran las propiedades o actividades de la proteina codificada o como se fabrican las
proteinas. Las variantes de nucle6tidos se pueden producir por varias razones, por ejemplo, para optimizar la
expresion del coddn para un huésped particular (cambio de codones en el ARNm humano por los preferidos por las
células de insecto tales como las células Sf9). Véase la publicacién de patente de EE. UU. 2005/0118191. Se
desvelan ejemplos de secuencias de codon optimizado posteriormente (por ejemplo, las SEC ID 42, 44, 46, 48, 50,
52,y 54).

Ademas, los nucleétidos se pueden secuenciar para asegurarse de que se clonaron las regiones codificantes
correctas y no contengan cualquier mutacion no deseada. Los nucleotidos se pueden subclonar en un vector de
expresion (por ejemplo, un baculovirus) para la expresion en cualquier célula. Lo anterior es solo un ejemplo de
como se pueden clonar proteinas del virus de gripe. Un experto en la técnica entiende que hay disponibles y son
posibles métodos adicionales.

La solicitud describe también construcciones y70 vectores que comprenden nucleétidos aviares, pandémicos y/o
estacionales que codifican genes estructurales del virus de gripe, que incluyen NA, M1 y/o HA. El vector puede ser,
por ejemplo, un fago, plasmido, vector virico, o retrovirico. Las construcciones y/o vectores que codifican genes
estructurales del virus de gripe aviar, pandémico y/o estacional, que incluyen NA, M1 y/o HA deberian estar unidos
operativamente a un promotor apropiado, tal como el promotor polihedrina AcMNPV (u otro baculovirus), promotor
PL de fago lambda, el lac, poa y tac de E. coli, los promotores tempranos y tardios de SV40, y promotores de LTR
retroviricos, como ejemplos no limitantes. Otros promotores adecuados los conoceran los expertos en la técnica
dependiendo de la célula huésped y/o la tasa de expresion deseada. Las construcciones de expresion contendran
ademas sitios para el inicio y terminacion de la transcripcion, y, en la region transcrita, un sitio de union al ribosoma
para la traduccion. La porcidn codificante de las transcripciones que se expresan por las construcciones
preferentemente incluiran un codoén de inicio de la traduccion al principio y un codén de terminacién posicionado
apropiadamente el final del péptido que se va a traducir.

Los vectores de expresion preferentemente incluiran al menos un marcador genético. Tales marcadores incluyen la
dihidrofolato reductasa, resistencia a G418 o neomicina para cultivos celulares de eucariotas y genes de resistencia
a tetraciclina, kanamicina o ampicilina para el cultivo de E. coli y otras bacterias. Entre los vectores preferidos estan
los vectores viricos, tales como baculovirus, poxvirus (por ejemplo, virus vacunal, virus de viruela aviar, virus de
viruela del canario, virus de viruela aviar, virus de viruela del mapache, virus de viruela porcina, etc.), adenovirus
(por ejemplo, adenovirus canino), herpesvirus, y retrovirus. Otros vectores que se pueden utilizar comprenden
vectores para su uso en bacterias que comprenden pQE70, pQE60 y pQE-9, pBluescript, vectores Fagoscript,
PNH8A, pNH16a, pNH18A, pNH46A, ptrc99a, pKK223-3, pKK233-3, pDR540, pRIT5. Entre los vectores para
eucariotas preferidos estan pFastBac1 pWINEO, pSV2CAT, pOG44, pXT1 y pSG, pSVK3, pBPV, pMSG, y pSVL.
Otros vectores adecuados seran facilmente aparentes para el experto en la técnica. Opcionalmente, dicho vector
que comprende nucleotidos que codifican genes estructurales del virus de gripe aviar, pandémica o estacional,
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incluyendo HA, M1 y/o NA, es pFastBac. De manera alternativa, dicho vector que comprende una insercion que
consiste en nucleétidos que codifican genes estructurales de virus de gripe aviar, pandémica o estacional,
comprende HA, M1 y NA, pFastBac

A continuacién, el vector recombinante puede transfectarse, infectarse, o transformarse en una célula huésped
adecuada. Por lo tanto, la solicitud proporciona células huésped que comprenden un vector (o vectores) que
contienen acidos nucleicos que codifican HA, M1 y/o NA y permiten la expresion de HA, M1 y/o NA en dicha célula
huésped bajo condiciones que permitan la formacion de VLP.

Las construcciones recombinantes mencionadas anteriormente se podrian utilizar para transfectar, infectar, o
transformar y puedan expresar proteinas de gripe HA, NA y M1 en células eucariotas y/o células procariotas. Entre
las células huésped eucariotas estan las células huésped de levadura, insecto, aviares, vegetales, C. elegans (o
nematodo) y de mamifero. Ejemplos no limitantes de células de insecto son, células de Spodoptera frugiperda (Sf),
por ejemplo Sf9, Sf21, células de Trichoplusia ni, por ejemplo células High Five y células de Drosophila S2. Ejemplos
de células huésped de hongos (que incluyen levaduras) son S. cerevisiae, Kluyveromyces lactis (K. lactis), especies
de Candida incluyendo C. albicans y C. glabrata, Aspergillus nidulans, Schizosaccharomyces pombe (S. pombe),
Pichia pastoris, y Yarrowia lipolytica. Ejemplos de células de mamifero son células COS, células de rifdn de cria de
hamster, células L de raton, células LNCaP, células de ovario de hamster chino (CHO), células embrionarias de
riidn humanas (HEK), y células de mono africano verde, células CV1, células Hela, células MDCK, células Vero y
Hep-2. También se pueden utilizar oocitos de Xenopus laevis, u otras células de origen anfibio. Las células huésped
procariotas incluyen células bacterianas, por ejemplo, E. coli, B. subtilis, y micobacterias.

Los vectores, por ejemplo, los vectores que comprenden polinucleétidos HA, NA y M1, se pueden transfectar en las
células huésped de acuerdo con métodos bien conocidos en la técnica. Por ejemplo, la introduccién &cidos nucleicos
en células eucariotas se puede realizar por co-precipitacion en fosfato calcico, electroporacion, microinyeccién,
lipofeccion, y transfeccién empleando reactivos de transfeccién poliamina. En una realizacion, dicho vector es un
baculovirus recombinante.

De acuerdo con la presente invencion, la VLP se expresa a partir de una célula de insecto. En otra realizacién, dicha
célula de insecto es una célula Sf9.

También se describe en el presente documento un vector y/o una células huésped que comprenden nucleétidos que
codifican una proteina HA del virus de la gripe aviar, pandémica y/o estacional que se selecciona de entre el grupo
que consiste en H1, H2, H3, H4, H5, H6, H7, H8, H9, H10, H11, H12, H13, H14, H15 y H16. También se describe un
vector y células huésped que comprenden nucleétidos que codifican una proteinas NA que se selecciona de entre el
grupo que consiste en N1, N2, N3, N4, N5, N6, N7, N8 y N9. Dicho vector y/o célula huésped puede comprender HA,
M1 y/o NA de gripe. Dicho vector y/o células huésped puede consistir en proteina de gripe que comprende HA, M1 y
NA. Estos vectores y/o células huésped contienen HA, NA y M1 y pueden contener constituyentes celulares
adicionales tales como proteinas celulares, proteinas de baculovirus, lipidos, carbohidratos, etc., pero no contienen
proteinas de gripe adicionales (distintas de fragmentos de M1, HA y/o NA). Dichos nucleétidos pueden codificar una
HA y/o la NA que muestran actividad hemaglutinina y/o actividad neuraminidasa, respectivamente, cuando se
expresan en la superficie de las VLP.

Esta solicitud también describe construcciones y métodos que aumentaran la eficacia de la produccién de VLP. Por
ejemplo, eliminando sitios de escisiébn de las proteinas con el fin de aumentar la expresion proteica (véase
anteriormente). Otro método comprende la adiciéon de secuencias directoras para la proteina HA, NA y/o M1 para un
transporte mas eficaz. Por ejemplo, se puede fusionar una secuencia de sefial heter6loga a la proteina de gripe HA,
NA y/o M1. En una realizacién la secuencia de seial se puede derivar del gen de una célula de insecto y fusionarse
a la proteina HA de gripe (para la expresion en células de insecto). En otra realizacion, el péptido de sefal es la
secuencia de senal de Quitinasa, que funciona eficazmente en los sistemas de expresion de baculovirus. En otra
realizacién, el intercambio de secuencias directoras entre las proteinas de gripe puede proporcionar un mejor
transporte proteico. Por ejemplo, se ha demostrado que la hemaglutinina H5 es menos eficaz a la hora de
transportarse a la superficie de particulas. Las hemaglutininas H9, sin embargo, se dirige a la superficie y se integra
en la superficie més eficazmente. Por lo tanto, en una realizacion, se fusiona la secuencia directora H9 a la proteina
H5.

Otro método para aumentar la eficacia de la produccién de VLP es en el codbén optimizar los nucleétidos que
codifican proteinas HA, NA y/o M1 para un tipo celular especifico. Por ejemplo, el codén que optimiza acidos
nucleicos para la expresion en células Sf9 (véase la publicacion de patente de EE. UU. 2005/0118191). Se desvelan
posteriormente ejemplos de secuencias de coddn optimizado para células Sf9 (por ejemplo, las SEC ID N°s 42, 44,
46, 48, 50, 52, y 54). La secuencia de acido nucleico del codén optimizado de proteina de gripe puede ser al menos
un 85 %, 90 %, 95 %, 96, 97, 98, 0 99 % de cualquiera de las SEC ID N°s 42, 44, 46, 48, 50, 52, y 54.

La solicitud también describe métodos de produccion de VLP, comprendiendo dichos métodos la expresién de

proteinas de gripe aviares, pandémicas y/o estacionales bajo condiciones que permiten la formacion de VLP.
Dependiendo del sistema de expresién y célula huésped seleccionada, las VLP se producen cultivando las células
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huésped transformadas por un vector de expresion bajo condiciones por las que se expresan proteinas
recombinantes y se forman las VLP. La seleccién de las condiciones de cultivo adecuadas estan en la técnica o un
experto con la técnica de alguien experto habitual en la técnica.

Los métodos para cultivar células modificadas para producir VLP de la invencién incluyen, pero no se limitan a
técnicas de cultivo celular discontinuo, semicontinuo, continuo y de perfusién. Cultivo celular significa el cultivo y
propagacion de células en un biorreactor (una camara de fermentacion) donde se propagan las células y expresan la
proteina (por ejemplo, proteinas recombinantes) para la purificacion y aislamiento. Normalmente, el cultivo celular se
lleva a cabo bajo condiciones de esterilidad, temperatura y atmosféricas controladas en un biorreactor. Un
biorreactor es una cdmara que se utiliza para cultivar células en el que las condiciones ambientales tales como la
temperatura, atmdsfera, agitado y/o pH se pueden controlar. En una realizacién, dicho biorreactor es una camara de
acero inoxidable. En otra realizacién, dicho biorreactor es una bolsa de plastico pre-esterilizada (por ejemplo
Celbag®, Wave Biotech, Bridgewater, NJ). En otra realizacion, dichas bolsas de plastico pre-esterilizadas son bolsas
de aproximadamente 50 1 a 100 I.

Las VLP se aislan entonces utilizando métodos que conserven la integridad de las mismas, tal como por
centrifugacién en gradiente, por ejemplo, de cloruro de cesio, sacarosa, y yodixanol, asi como técnicas de
purificacién de referencia que incluyen, por ejemplo, cromatografia de intercambio idnico y filtracidén en gel.

Lo siguiente es un ejemplo de cémo las VLP de la invencion se pueden fabricar, aislar y purificar. Habitualmente las
VLP se producen a partir de lineas celulares recombinantes modificadas para crear VLP cuando dichas células se
cultivan en un cultivo celular (véase anteriormente). La produccién de VLP se puede conseguir por el esquema que
se ilustra en la Figura 26. Un experto en la técnica entenderia que hay métodos adicionales que se pueden utilizar
para fabricar y purificar las VLP de la invencién, por lo tanto, la invencién no se limita al método descrito.

La produccion de VLP de la invencién puede iniciarse sembrando células Sf9 (no infectadas) en matraces con
agitado, permitiendo a las células expandirse y aumentando segun crecen y se multiplican (por ejemplo, de un
matraz de 125 ml a una bolsa Wave de 50 ). El medio que se usa para cultivar las células se formula para la linea
celular apropiada (preferentemente medio libre de suero, por ejemplo el medio para insecto ExCell-420, JRH).
Después, dichas células se infectan con baculovirus recombinante a la multiplicidad mas eficaz de infeccion (por
ejemplo, desde aproximadamente 1 a aproximadamente 3 unidades formadoras de placas por célula). Una vez que
se produce la infeccion, las proteinas de gripe HA, NA y M1 se expresan a partir del genoma virico, se auto-
ensamblan en VLP y se segregan de las células aproximadamente a las 24 a 72 horas tras la infeccién.
Habitualmente, la infecciones mas eficaz cuando las células estan en fase medio logaritmica de crecimiento (4-8 x
108 células/ml) y son al menos viables en un 90 %.

Las VLP de la invencion se pueden recolectar aproximadamente a las 48 a 96 horas tras la infeccién, cuando los
niveles de VLP en el medio de cultivo estan cerca del maximo, pero antes de la lisis celular extensa. La densidad y
viabilidad celular Sf9 en el momento de la recoleccion puede ser aproximadamente de 0,5 x 108 células/ml a
aproximadamente 1,5 x 108 células/ml con al menos una viabilidad del 20 %, como se muestra por el ensayo de
exclusién por tincion. Después, el medio se retira y se clarifica. Se puede anadir NaCl al medio a una concentracion
de aproximadamente 0,4 a aproximadamente 1,0 M, preferentemente a aproximadamente 0,5 M, para evitar la
agregacion de VLP. La retirada de las células y restos celulares del medio de cultivo celular que contiene las VLP de
la invencion se puede conseguir por filtracion de flujo tangencial (TFF) con un cartucho de filtro pre-esterilizado
desechable de fibras huecas de 0,5 a 1,00 um o un dispositivo similar.

Después, las VLP en el medio de cultivo clarificado se puede concentrar por ultracentrifugacion utilizando un
cartucho de fibra hueca pre-esterilizado, desechable, con el corte a un peso molecular de 500.000. Las VLP
concentradas se pueden diafiltrar contra 10 volimenes de solucién salina fosfato tamponada (PBS) pH 7,0 a 8,0 que
contiene 0,5 M de NaCl para eliminar los componentes residuales del medio.

Las VLP concentradas, diafiliradas se pueden purificar mas en un gradiente discontinuo de sacarosa del 20 % al 60
% en tampén PBS a pH 7,2 con un 0,5 M de NaCl por centrifugacion a 6.500 x g durante 18 horas a
aproximadamente 4 °C a aproximadamente 10 °C. Habitualmente, las VLP formaran una banda distintiva visible
entre aproximadamente el 30 % y aproximadamente el 40 % de sacarosa o en la interfase (en un gradiente en
etapas del 20 % y 60 %) que se puede recolectar del gradiente y se puede almacenar. Este producto se puede diluir
para que comprenda 200 mM de NaCl en la preparacién para la nueva etapa del proceso de purificacién. Este
producto contiene VLP y puede contener particulas de baculovirus intactas.

Se puede conseguir purificar mas las VLP por cromatografia de intercambio anidnico, o centrifugacién en colchén de
sacarosa isopicnica al 44 %. En la cromatografia de intercambio aniénico, la muestra del gradiente de sacarosa
(véase anteriormente) se carga en la columna que contiene un medio con un anién (por ejemplo, Matrix Fractogel
EMD TMAE) y se eluye por medio de un gradiente de sal (desde aproximadamente 0,2 M a aproximadamente 1,0 M
de NaCl) que puede separar las VLP de otros contaminantes (por ejemplo, baculovirus y ADN/ARN). En el método
del cojin de sacarosa, la muestra que comprende las VLP se afiade a un colch6n de sacarosa al 44 % y se
centrifuga durante aproximadamente 18 horas a 30.000 g. Las VLP forman una banda en la parte superior de la

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2543056 T3

sacarosa al 44 %, mientras que el baculovirus precipita en el fondo y otras proteinas contaminantes permanecen en
la capa del 0 % de sacarosa en la superficie. El pico de VLP o la banda, se recolecta.

El baculovirus intacto se puede inactivar, si se desea. La inactivacion se puede conseguir por métodos quimicos, por
ejemplo, formalina o B-propil lactona (BPL). La eliminacién o inactivacién del baculovirus intacto también se puede
conseguir en gran medida utilizando precipitacion selectiva y métodos cromatograficos que se conocen en la técnica,
como se ha ejemplificado anteriormente. Los métodos de inactivacién comprenden la incubacién de la muestra que
contiene VLP en un 0,2 % de BPL durante 3 horas a aproximadamente 25 °C a aproximadamente 27 °C. El
baculovirus también se puede inactivar incubando la muestra que contiene las VLP a 0,05 % a 4 °C durante 3 dias, y
luego a 37 °C durante una hora.

Tras la etapa de inactivaciéon/eliminacion, el producto que comprende las VLP se puede someter a otra etapa de
diafiltracion para eliminar cualquier reactivo de la etapa de inactivacién y/o cualquier sacarosa residual, y para
colocar las VLP en el tampén deseado (por ejemplo, PBS). La solucién que comprende las VLP se puede esterilizar
por métodos conocidos en la técnica (por ejemplo, filtracién estéril) y almacenarse en el refrigerador o congelador.

Las técnicas anteriores se pueden practicar a lo largo de varias escalas. Por ejemplo, matraces-T, matraces con
agitado, matraz de agitacion, hasta biorreactores de tamaro industrial. Los biorreactores pueden comprender o
depdsitos de acero inoxidable o una bolsa de plastico pre-esterilizada (por ejemplo, el sistema que vende Wave
Biotech, Bridgewater, NJ). Un experto en la técnica sabra la que es mas deseable para estos fines.

La expansion y produccién de vectores de expresion de baculovirus y la infeccién de las células con baculovirus
recombinantes para producir VLP recombinantes de gripe se puede conseguir en células de insecto, por ejemplo, en
células de insecto Sf9 como se ha descrito previamente. En una realizacion preferida, las células que se infectan con
baculovirus modificado para producir VLP de gripe son SF9.

Formulaciones farmacéuticas o vacunas y su administracion

Las composiciones farmacéuticas Utiles en el presente documento contienen un vehiculo farmacéuticamente
aceptable, incluyendo cualquier diluyente o excipiente adecuado, que incluye cualquier agente farmacéutico que no
induce por si mismo la producciéon de una respuesta inmunitaria perjudicial para el vertebrado que recibe la
composicién, y que se puede administrar sin toxicidad innecesaria y una VLP de la invencion. Como se utiliza en el
presente documento, la expresién “farmacéuticamente aceptable” significa que esta aprobado por una agencia
reguladora del gobierno estatal o federal o que se enumere en la Farmacopea de EE. UU., Farmacopea Europea u
otra farmacopea reconocida generalmente para su uso en vertebrados, y mas particularmente en seres humanos.
Estas composiciones pueden ser Gtiles como una vacuna y/o como composiciones antigénicas para inducir una
respuesta inmunitaria protectora en un vertebrado.

Dichas formulaciones farmacéuticas de la invencion comprenden VLP que comprenden una proteina M1, HA y/o NA
y un vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable. Los vehiculos farmacéuticamente aceptables incluyen pero
no se limitan a solucién salina, solucion salina tamponada, dextrosa, agua, glicerol, tampdn acuoso isoténico estéril,
y combinaciones de los mismos. Una exposicién mas profunda de los vehiculos, diluyentes, y otros excipientes
farmacéuticamente aceptables se presenta en Remington’s Pharmaceutical Sciences (Mack Pub. Co. N.J. dltima
edicion). La formulacion deberia adecuarse al modo de administracién. En una realizacién preferida, la formulacion
es adecuada para su administracion a seres humanos, preferentemente es estéril, no particulada, y/o no pirogénica.

La composicion, si se desea, también puede contener cantidades menos importantes de agentes humectantes o
emulsionantes, o agentes tamponantes del pH. La composicion puede estar en forma sélida, tal como un polvo
liofilizado adecuado para su reconstitucion, una solucion liquida, suspension, emulsion, comprimido, pildora,
capsula, formulacion de liberacién sostenida, o polvo. La formulacion oral puede incluir vehiculos de referencia tales
como calidades farmacéuticas de manitol, lactosa, almidon, estearato magnésico, sacarina sédica, celulosa,
carbonato magnésico, etc.

La invencion también proporciona un paquete o kit farmacéutico que comprende uno o mas envases llenos con uno
o mas de los ingredientes de las formulaciones vacunales de la invencion. En una realizacion preferida, el kit
comprende dos envases, uno que contiene las VLP y el otro que contiene un adyuvante. Junto con tales envases
puede haber un prospecto en la forma que prescriba la agencia gubernamental que regule la fabricacién, uso o
venta de productos farmacéuticos o bioldgicos, cuyo prospecto refleja la aprobacion por la agencia de la fabricacion,
uso 0 vena para la administracién humana.

La invencion también proporciona que la formulacién VLP se envasa en un envase sellado herméticamente tal como
una ampolla o papelillo que indica la cantidad de composicion. En una realizacién, la composicién VLP se suministra
como un liquido, en otra realizacién, como un polvo seco liofilizado estéril o concentrado libre de agua en un envase
sellado herméticamente y se puede reconstituir, por ejemplo, con agua o solucién salina hasta la concentracién
adecuada para la administracion a un sujeto. Preferentemente, la composicién de VLP se suministra como un polvo
liofilizado estéril en un envase sellado herméticamente como una unidad de dosificacién de preferentemente,

16



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2543056 T3

aproximadamente 1 pg, aproximadamente 5 g, aproximadamente 10 pg, aproximadamente 20 ug,
aproximadamente 25 g, aproximadamente 30 pg, aproximadamente 50 pg, aproximadamente 100 ug,
aproximadamente 125 pg, aproximadamente 150 pg, o aproximadamente 200 pug. De manera alternativa, la unidad
de dosificacion de la composicion de VLP es menor de aproximadamente 1 ug, (por ejemplo, aproximadamente 0,08
ug, aproximadamente 0,04 pg; aproximadamente 0,2 pg, aproximadamente 0,4 pg, aproximadamente 0,8 ug,
aproximadamente 0,5 pg o menos, aproximadamente 0,25 ug o menos, o aproximadamente 0,1 ug o menos), o mas
de aproximadamente 125 pg, (por ejemplo, aproximadamente 150 pg o mas, aproximadamente 250 ug o mas, o
aproximadamente 500 ug o mas). Estas dosis se pueden medir como VLP totales o como pg de HA. La composicién
de VLP deberia administrarse en aproximadamente 12 horas, preferentemente en aproximadamente 6 horas, en
aproximadamente 5 horas, en aproximadamente 3 horas, o en aproximadamente 1 hora después de reconstituirse a
partir del polvo liofilizado.

En una realizacién alternativa, una composicion VLP se suministra en forma liquida en un envase sellado
herméticamente que indica la cantidad y concentracién de la composicion DE VPL. Preferentemente, la forma liquida
de la composicion VLP se suministra en un envase sellado herméticamente al menos aproximadamente a 50 pug/ml,
mas preferentemente al menos a aproximadamente 100 pg/ml, al menos a aproximadamente 200 pg/ml, o al menos
1 mg/ml.

En general, las VLP de gripe de la invencién se administran en una cantidad eficaz o cantidad (como se define
anteriormente) suficiente para estimular una respuesta inmunitaria contra una o mas cepas del virus de la gripe.
Preferentemente la administracion de la VLP de la invencion produce una inmunidad sustancial contra al menos un
virus de gripe. Normalmente, la dosis se ajustara en este intervalo basandose en, por ejemplo, la edad, estado fisico,
peso corporal, sexo, dieta, tiempo de administracion, y otros factores clinicos. La formulacién vacunal profilactica se
administra sistémicamente, por ejemplo, por inyeccién subcutanea o intramuscular utilizando una jeringa y una
aguja, o un dispositivo de inyeccion sin aguja. De manera alternativa, la formulaciéon vacunal se administra por via
intranasal, sea en gotas, aerosol de grandes particulas (mayores de aproximadamente 10 micras), o pulverizador en
el tracto respiratorio superior. Aun que cualquiera de las vias de suministro anteriores da como resultado una
respuesta inmunitaria, la administracion intranasal confiere el beneficio afiadido de provocar inmunidad mucosa en el
sitio de entrada del virus de la gripe.

Por lo tanto, la solicitud también describe un método de formulacién de una vacuna o composicién antigénica que
induce una inmunidad sustancial contra la infeccion del virus de la gripe o al menos un sintoma de la misma a un su
jeto, que comprende la adicion de dicha formulacién una dosis eficaz de una VLP de gripe.

Aunque se prefiere la estimulacién de una inmunidad sustancial con una Unica dosis, se pueden administrar dosis
adicionales, por la misma via o diferente, para conseguir el efecto deseado. En neonatos y nifios, por ejemplo, se
pueden necesitar multiples administraciones para provocar suficientes niveles de inmunidad. La administracién
puede continuar a intervalos durante la infancia, seglin se necesite para mantener niveles de proteccion suficientes
contra la infecciéon de gripe. De manera similar, los adultos que son particularmente susceptibles de repetir o de
infeccion de gripe grave, tal como, por ejemplo, trabajadores de salud publica, trabajadores de salud primaria,
miembros de la familia de nifios pequerfios, los ancianos, y los individuos con una funcién cardiopulmonar
comprometida pueden necesitar multiples inmunizaciones para establecer y/o mantener respuestas inmunitarias
protectoras. Los niveles de inmunidad que se inducen se pueden controlar, por ejemplo, midiendo las cantidades de
anticuerpos neutralizantes secretores y del suero, y se ajustan las dosificaciones o se repiten las vacunaciones
segln se necesite para provocar o0 mantener los niveles de proteccion que se deseen.

Por lo tanto, en una realizacién, un método para inducir inmunidad sustancial contra la infeccion del virus de la gripe
o al menos un sintoma de la misma en un sujeto, comprende la administracion de al menos una dosis eficaz de una
VLP de gripe, en que dicha VLP comprende proteinas HA, NA y M1. En otra realizacién, un método de induccion de
inmunidad sustancial contra la infeccion por el virus de gripe o al menos un sintoma de la misma en un sujeto,
comprende la administracién de al menos una dosis eficaz de una VLP de gripe, en que dicha VLP consiste
esencialmente en HA, NA y M1 de gripe. Dichas VLP pueden comprender proteinas de gripe adicionales y/o
proteinas contaminantes en concentraciones despreciables. En otra realizacion, un método de induccién de
inmunidad sustancial contra la infeccién por el virus de la gripe o al menos un sintoma de la misma en un sujeto,
comprende la administracion al menos de una dosis eficaz de una VLP de gripe, en que dicha VLP consisten en HA,
NA y M1 de influenza. En otra realizacién, dichas HA, NA y M1 de gripe se derivan del virus de la gripe estacional
y/o la gripe aviar. En otra realizacion, un método de induccién de inmunidad sustancial contra la infeccion por el virus
de la gripe 0 al menos un sintoma de la misma en un su jeto, comprende la administracion de al menos una dosis
eficaz de una VLP de gripe que comprende proteinas de gripe en que dichas proteinas de gripe consisten en
proteinas HA, NA y M1. Estas VLP contienen HA, NA y M1 y pueden contener constituyentes celulares adicionales
tales como proteinas celulares, proteinas de baculovirus, lipidos, carbohidratos, etc., pero no contienen proteinas de
gripe adicionales (distintas de fragmentos de M1, HA y/o NA). En otra realizacién, dicha HA y/o NA muestran
actividad hemaglutinina y/o actividad neuraminidasa, respectivamente. En otra realizaciéon, dicho sujeto es un
mamifero. En otra realizacién dicho mamifero es un ser humano. En otra realizacion, el método comprende la
induccion de inmunidad sustancial contra la infeccién por el virus de la gripe o al menos un sintoma de la misma
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administrando dicha formulacién en una dosis. En otra realizacion, el método comprende la inducciéon de inmunidad
sustancial contra la infeccion por el virus de la gripe o al menos un sintoma de la misma administrando dicha
formulacion en dosis mdltiples.

Los métodos de administraciéon de una composicién que comprende VLP (vacuna y/o formulaciones antigénicas)
incluyen, pero no se limitan a, administracion parenteral (por ejemplo, intradérmica, intramuscular, intravenosa o
subcutanea), epidural y mucosa (por ejemplo, via intranasal y oral o pulmonar o por supositorios). En una realizacién
especifica, las composiciones de la presente invencién se administran por via intramuscular, intravenosa,
transdérmica, o intradérmica. Las composiciones se pueden administrar por cualquier via conveniente, por ejemplo
por infusién o infeccidn en embolada, por absorcién a través de los revestimientos epiteliales 0 mucocutaneos (por
ejemplo, mucosa oral, de colon, conjuntiva, nasofaringe, orofaringe, vagina, uretra, vejiga urinaria y mucosa
intestinal, etc.) y se puede administrar junto con otros agentes biolégicamente activos. En algunas realizaciones, la
via intranasal u otras vias mucosas de administracién de la composicion que comprende VLP de la invencion puede
inducir un anticuerpo u otra respuesta inmunitaria que es sustancialmente mas alta que otras vias de administracion.
En otra realizacion, la via intranasal u otras vias mucosas de administracion de una composicién que comprenden
VLP de la invencion puede inducir un anticuerpo u otra respuesta inmunitaria que inducira una proteccion cruzada
contra otras cepas de virus de gripe. La administraciéon puede ser sistémica o local.

En otra realizacién mas, la vacuna y/o formulacién antigénica se administra de tal manera que se dirige a los tejidos
mucosos con el fin de provocar una respuesta inmunitaria en el sitio de la inmunizacion. Por ejemplo, se puede
dirigir a los tejidos mucosos tales como el tejido linfoide asociado al intestino (GALT) para inmunizarlo utilizando la
administracion oral de composiciones que contienen adyuvantes con propiedades que se dirigen a una mucosa en
particular. También se pueden dirigir a tejidos mucosos adicionales, tales como el tejido linfoide nasofaringeo
(NALT) y el tejido linfoide asociado a bronquios (BALT).

Las vacunas y/o formulaciones antigénicas de la invencion también se pueden administrar con una dosificacion
programada, por ejemplo, una administracion inicial de la composicién vacunal con posteriores administraciones de
refuerzo. En realizaciones particulares, se administra una segunda dosis de la composiciéon en cualquier momento
de entre dos semanas y un ano, preferentemente desde aproximadamente 1, aproximadamente 2,
aproximadamente 3, aproximadamente 4, aproximadamente 5 a aproximadamente 6 meses, tras la administracion
inicial. Adicionalmente, se puede administrar una tercera dosis tras la segunda dosis y desde aproximadamente 3
meses a aproximadamente dos afos, o incluso mas, preferentemente aproximadamente 4, aproximadamente 5, or
aproximadamente 6 meses, o0 aproximadamente 7 meses a aproximadamente un afo tras la administracion inicial.
La tercera dosis se puede administrar opcionalmente cuando no se detectan o estan bajos los niveles de
inmunoglobulinas especificas en el suero y/u orina o secreciones mucosas del sujeto tras la segunda dosis. En una
realizacién preferida, se administra una segunda dosis aproximadamente un mes después de la primera
administracion y se administra una tercera dosis aproximadamente seis meses después de la primera
administracion. En otra realizacién, la segunda dosis se administra aproximadamente seis meses después de la
primera administracion.

En otra realizacion, dicha VLP de la invencion se puede administrar como parte de una terapia de combinacion. Por
ejemplo, las VLP de la invencion se pueden formular con otras composiciones inmunogénicas y/o antiviricos (por
ejemplo, Amantadina, Rimantadina, Zanamivir Y Osteltamivir).

La dosificacion de la formulacion farmacéutica puede determinarla faciimente por un experto en la técnica, por
ejemplo, identificando primero las dosis eficaces para provocar una respuesta inmunitaria profilactica o terapéutica,
por ejemplo, midiendo el titulo en el suero de las inmunoglobulinas especificas del virus o midiendo la relacién
inhibidora de anticuerpo en las muestras de suero, o muestras de orina, o secreciones mucosas. Dichas
dosificaciones se pueden determinar a partir de los estudios con animales. Una lista no limitante de animales que se
utilizan para estudiar el virus de gripe incluyen cobayas, hamster sirio, chichilla, erizo, pollo, rata, ratén y hurén. La
mayoria de los animales no son huéspedes naturales del virus de gripe pero siguen sirviendo para los estudios de
varios aspectos de la enfermedad. Por ejemplo, cualquiera de los animales anteriores, se puede dosificar con un
candidato a vacuna, por ejemplo, con VLP de la invencion, para caracterizar parcialmente la respuesta inmunitaria
que se induce, y/o determinar si se ha producido algun anticuerpo neutralizante. Por ejemplo, se han llevado a cabo
muchos estudios en modelo de ratén que debido a su pequefo tamafo y su bajo coste permite a los investigadores
llevar a cabo estudios a gran escala. Sin embargo, el tamafo pequefio del raton también aumenta la dificultad para
observar facilmente cualquier signo clinico de la enfermedad y el ratbn no es un modelo predictivo para la
enfermedad en los seres humanos.

Se ha hecho extensivo el uso de hurones para estudiar varios aspectos de la infeccién por virus de gripe y su curso
de accion. El desarrollo de muchos conceptos contemporaneos de inmunidad contra el virus de gripe seria imposible
sin el uso del hurén. (Maher, et al. 2004). Los hurones han demostrado ser un buen modelo para estudiar la gripe
por varias razones: la infeccién de gripe en el hurén se parece estrechamente a la de los seres humanos con
respecto a los signos clinicos, patogénesis, e inmunidad; Los tipos A y B del virus de la gripe humana infectan al
hurdn, proporcionando asi una oportunidad para estudiar una poblacién completamente controlada en la observar la
interaccion de la transmisién de la infeccion, la enfermedad, y la variacion de secuencia de los aminoacidos en las
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glucoproteinas del virus de gripe; y los hurones tienen otras caracteristicas fisicas que lo hacen un modelo ideal para
descifrar las manifestaciones de la enfermedad. Por ejemplo, los hurones y los seres humanos muestran signos
clinicos muy similares de infeccion de gripe que parecen depender de la edad del huésped, la cepa del virus, las
condiciones ambientales, el grado de infeccidon bacteriana secundaria, y muchas otras variables. Por lo tanto un
experto en la técnica puede correlacionar mas facilmente la eficacia de una vacuna de gripe y los regimenes de
dosificacién a partir del modelo de hurdn a seres humanos en comparacion con el de ratén o cualquier otro modelo
descrito anteriormente.

Ademas, se pueden llevar a cabo estudios clinicos en humanos para que un experto determine la dosis eficaz
preferida para humanos. Tales estudios clinicos son rutinarios y bien conocidos en la técnica. La dosis precisa que
se va emplear dependera también de la via de administracién. Las dosis eficaces se pueden extrapolar a partir de
las curvas de respuesta a la dosis derivadas de los sistemas de ensayo in vitro y con animales.

Como también se conoce bien en la técnica, la inmunogenicidad de una composicion en particular se puede
aumentar con el uso de estimulantes no especificos de la respuesta inmunitaria, conocidos como adyuvantes. Los
adyuvantes se han utilizado experimentalmente para promover un aumento generalizado de la inmunidad contra
antigenos desconocidos (por ejemplo, Pat. de EE. UU. N? 4.877.611). Los protocolos de inmunizaciéon se han
utilizado durante muchos aros para estimular las respuestas, y como tales, los adyuvantes se conocen bien por los
expertos en la técnica. Algunos adyuvantes afectan la manera en la que se presentan los antigenos. Por ejemplo, la
respuesta inmunitaria se aumenta cuando los antigenos proteicos se precipitan con alimina. La emulsificacion de
antigenos también prolongan la duracién de la presentacion del antigeno. La inclusion de cualquier adyuvante
descrita en Vogel et al., "A Compendium of Vaccine Adjuvants and Excipients (22 Edicion)," se incluye en el ambito
de la presente invencion.

Ejemplarmente, los adyuvantes incluyen el adyuvante completo de Freund (un estimulante no especifico de la
respuesta inmunitaria que contiene Mycobacterium tuberculosis muertos), adyuvante incompleto de Freund vy
adyuvante de hidréxido de aluminio. Otros adyuvantes incluyen GMCSP, BCG, hidr6xido de aluminio, compuestos
MDP, tales como tur-MDP y nor-MDP, CGP (MPT-PE), lipido A, y lipido A monofosforilo (MPL). También se
contemplan el RIBI, que contiene tres componentes extraidos de bacterias, MPL, dimicolato de trehalosa (TDM) y
esqueleto de la pared celular (CWS) en una emulsion del 2 % de escualeno/Tween 80. También se pueden utilizar
MF-59, Novasomes®, antigenos MHC.

En una realizacién de la invencién el adyuvante es una vesicula de lipido paucilamelar que tiene aproximadamente
de dos a diez bicapas dispuestas de forma de conchas sustancialmente esféricas separadas por capas acuosas
rodeadas de una gran cavidad central amorfa libre de bicapas lipidicas. Las vesiculas lipidicas paucilamelares
pueden actuar para estimular la respuesta inmunitaria de varias maneras, como estimulantes no especificos, como
vehiculos para el antigeno, como vehiculos para adyuvantes adicionales, y combinaciones de las mismas. Las
vesiculas lipidicas paucilamelares actian como estimuladores no especificos cuando, por ejemplo, se prepara una
vacuna entremezclando el antigeno con las vesiculas pre-formadas tal que el antigeno permanece extracelular a las
vesiculas. Encapsulando un antigeno en la cavidad central de la vesicula, la vesicula actda tanto como estimulante
inmunitario y como vehiculo para el antigeno. En otra realizacién, las vesiculas se fabrican primariamente de
vesiculas no fosfolipidos. En otra realizacion las vesiculas son Novasomes. Las Novasomes® son vesiculas
paucilamelares no fosfolipidicas que varian desde aproximadamente 100 nm a aproximadamente 500 nm.
Comprenden Brij 72, colesterol, acido oleico y escualeno. Las Novasomes han demostrado que son adyuvantes
eficaces para los antigenos de gripe (véase las Patentes de EE. UU. 5.629.021. 6.387.373. and 4.911.928).

En un aspecto el efecto adyuvante se consigue por el uso de un agente, tal como la alimina, que se utiliza en una
solucion aproximadamente del 0,05 a aproximadamente el 0,1 % en solucion salina fosfato tamponada. De manera
alternativa, las VLP se pueden hacer como una mezcla con polimeros sintéticos de azucares (Carbopol®) que se
utiliza como una solucién de aproximadamente el 0,25 %. Algunos adyuvantes, por ejemplo, ciertas moléculas
organicas que se obtienen a partir de bacterias; actian sobre el huésped mas que sobre el antigeno. Un ejemplo es
el dipéptido muramilo (N-acetilmurlmil-L-alanil-D-isoglutamina [MDP]), un peptidoglucano bacteriano. En otras
realizaciones, se pueden utilizar también hemocianinas y hemoeritrinas con las VLP de la invencion. El uso de
hemocianina de la lapa californiana (KLH) se prefiere en ciertas realizaciones, aunque se pueden emplear
hemocianinas y hemoeritrinas de otros moluscos y artrépodos.

También se pueden utilizar varios adyuvantes polisacaridos. Por ejemplo, se ha descrito el uso de varios adyuvantes
polisacaridos de neumococos sobre las respuestas de anticuerpo de ratones (Yin et al., 1989). Las dosis que
producen respuestas éptimas, o de otra manera que no producen supresion, se deberian emplear como se indica
(Yin et al., 1989). Se prefieren particularmente las variedades poliamina de polisacaridos, tales como la quitina y el
quitosano, incluyendo la quitina desacetilada. En otra realizacion, se utiliza un derivado tripéptido-disacarido del
dipéptido muramilo que se ha descrito para su uso en liposomas artificiales formados de fosfatidil colina y fosfatidil
glicerol.

Los agentes anfipaticos y tensioactivos, por ejemplo, la saponina y derivados tales como QS21 (Cambridge
Biotech), forman otro grupo mas de adyuvantes para su uso con las VLP de la invencion. También se pueden
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emplear tensioactivos copolimeros bloqueantes no iénicos (Rabinovich et al., 1994). Los oligonucle6tidos son otro
grupo de adyuvantes utiles (Yamamoto et al, 1988). Otros adyuvantes que se pueden utilizar en ciertas
realizaciones de la presente invencion son QuilA y lentineno.

Otro grupo de adyuvantes son las endotoxinas detoxificadas, tales como la endotoxina detoxificada refinada de la
Pat de EE. UU. N® 4.435.386. También se contemplan las combinaciones de endotoxinas detoxificadas con
dimicolato de trehalosa y los glucolipidos endotéxicos (Pat. de EE. UU. N® 4.505.899), como la combinacion de
endotoxinas con esqueleto de la pared celular (CWS) o CWS y dimicolato de trehalosa, como se describe en las Pat.
de EE. UU. N°s 4.436.727, 4.436.728 y 4.505.900. Las combinaciones de solo CWS y dimicolato de trehalosa, sin
endotoxinas detoxificadas, también se ha visto que son utiles, como describen en la Pat. de EE. UU. N® 4.520.019.

Los expertos en la técnica sabran los diferentes tipos de adyuvantes que se pueden conjugar con las vacunas de
acuerdo con la presente invencién y estas incluyen alquil lisofosfolipidos (ALP); BCG; y biotina (incluyendo los
derivados biotinilados) entre otros. Ciertos adyuvantes particularmente contemplados para su uso son los acidos
teicoicos de las células Gram -. Estos incluyen los acidos lipoteicoicos (LTA), acidos ribitol teicoicos (RTA) y acido
glicerol teicoico (GTA). Las formas activas de sus equivalentes sintéticos también se pueden emplear en conexion
con la invencién (Takada et al., 1995).

Varios adyuvantes, incluso los que no se utilizan habitualmente en seres humanos, se pueden emplear en otros
vertebrados, en los que, por ejemplo, se desea producir anticuerpos o para obtener posteriormente células T
activadas. La toxicidad u otros efectos secundarios que pueden resultar de los adyuvantes o de las células, por
ejemplo, como se puede producir utilizando células tumorales no irradiadas, es irrelevante en tales circunstancias.

Otro método para inducir una respuesta inmunitaria se puede conseguir formulando las VLP de la invencién con
“estimulantes inmunitarios”. Estos son mensajeros quimicos propios del cuerpo (citoquinas) para aumentar la
respuesta del sistema inmunitario. Los estimulantes inmunitarios incluyen, pero no se limitan a estos, varias
citoquinas, linfoquinas y quimioquinas con actividades inmunoestimulantes, inmunopotenciadoras, y pro-
inflamatorias, tales como las interleucinas (por ejemplo, IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-12, |IL-13); factores de crecimiento
(por ejemplo, factor estimulante de colonias de granulocitos-macrofagos (GM) (CSF)); y otras moléculas
inmunoestimulantes, tales como el factor inflamatorio de macréfagos, ligando FIt3, B7.1; B7.2, etc. Las moléculas
inmunoestimulantes se pueden administrar en la misma formulacién que las VLP de gripe, o se pueden administrar
por separado. Se puede administrar o la proteina o un vector de expresién que codifica la proteina para producir un
efecto inmunoestimulante.

Método de estimulacion de una respuesta inmunitaria anti-gripe

Las VLP de la invencion son Utiles para preparar composiciones que estimulan la respuesta inmunitaria que confiere
inmunidad o inmunidad sustancial contra los virus de gripe. Tanto la inmunidad mucosa como celular pueden
contribuir a la inmunidad contra la infeccion de gripe y la enfermedad. Los anticuerpos segregados localmente en el
tracto respiratorio superior son el factor mas importante en la resistencia a la infeccion natural. La inmunoglobulina A
segregada (slgA) esta implicada en la proteccion del tracto respiratorio superior y la IgG sérica en la proteccion del
tracto respiratorio inferior. La respuesta inmunitaria inducida por una infeccion protege contra la re-infeccion con el
mismo virus 0 una cepa virica antigénicamente similar. El virus de gripe se somete a cambios frecuentes e
impredecibles; por lo tanto, tras la infeccién natural, el periodo de proteccién que se proporciona por la inmunidad del
huésped puede ser de solo unos pocos afios contra las nuevas cepas de virus que circulan en la comunidad.

Las VLP de la invencién pueden inducir inmunidad sustancial en un vertebrado (por ejemplo, un ser humano)
cuando se administran a dicho vertebrado. La inmunidad sustancial resulta de una respuesta inmunitaria contra la
VLP de gripe de la invenciéon que protege o mejora la infeccion de gripe o al menos reduce un sintoma de la
infeccion del virus de la gripe en dicho vertebrado. En algunos casos, si dicho vertebrado se infecta, dicha infeccion
serd asintomatico. La respuesta puede ser una respuesta no completamente protectora. En este caso, si dicho
vertebrado se infecta con in virus de gripe, el vertebrado experimentara sintomas reducidos o de duracién mas corta
de los sintomas en comparacion con un vertebrado no inmunizado.

En una realizacién, la invencién comprende un método de induccién de inmunidad sustancial contra la infeccién por
el virus de la gripe o al menos un sintoma de la misma en un su jeto, que comprende la administracion de al menos
una dosis eficaz de una VLP de gripe. En otra realizacion, dicha induccién de inmunidad sustancial reduce la
duracién de los sintomas de gripe. En otra realizacion, un método de induccién de inmunidad sustancial contra la
infeccion por virus de gripe 0 al menos un sintoma de la misma en un su jeto, comprende la administracion de al
menos una dosis eficaz de una VLP de gripe, en que dicha VLP comprende las proteinas HA, NA y M1 de gripe. En
otra realizacion, dicha VLP de gripe comprende proteinas de gripe, en que dichas proteinas de gripe consisten en
las proteinas HA, NA y M1. Estas VLP contienen HA, NA y M1 y pueden contener constituyentes celulares
adicionales tales como proteinas celulares, proteinas de baculovirus, lipidos, carbohidratos, etc., pero no contienen
proteinas de gripe adicionales (distintos de fragmentos de M1, HA y/o NA). En otra realizacién, el método de
induccion de inmunidad sustancial contra la infeccion por el virus de la gripe o0 al menos un sintoma de la misma en
un sujeto, comprende la administracion de al menos una dosis eficaz de una VLP de tripe, en que dicha VLP
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consiste esencialmente en HA, NA y M1 de gripe. Dichas VLP pueden comprender proteinas de gripe adicionales
y/o proteinas contaminantes en concentraciones despreciables. En otra realizaciéon, un método de induccién de
inmunidad sustancial contra la infeccién por el virus de la gripe o al menos un sintoma de la misma en un sujeto,
comprende la administracién de al menos una dosis eficaz de una VLP de gripe, en que dicha VLP consiste en HA,
NA y M1 de gripe. En otra realizacion, dicha HA y/o NA muestran actividad hemaglutinina y/o actividad
neuraminidasa, respectivamente. En otra realizacion, dicho sujeto es un mamifero. En otra realizacién, dicho
mamifero es un ser humano. En otra realizacion, dicha VLP se formula como un adyuvante o estimulante
inmunitario.

Recientemente se ha coordinado un esfuerzo para crear una vacuna contra el virus de la gripe aviar que tiene el
potencial de crear una pandemia. Esto es debido a varios virus de gripe aviar que han cruzado la barrera
interespecies y han infectado seres humanos directamente dando lugar a enfermedad, y en algunos casos, la
muerte. Estos virus eran H5N1, HON2 y H7N7 (Cox et al., 2004). Un reciente estudio examinaba el potencial de
utilizar el virus de gripe H5N1 inactivado como una vacuna. La formulaciéon de la vacuna era similar a las vacunas
inactivadas con licencia que se aprueban actualmente para su comercializacion. El estudio concluyé que el uso del
virus H5N1 inactivado inducia una respuesta inmunitaria en seres humanos, sin embargo la dosis que se daba era
muy alta (90 ug de gripe aviar en comparacioén con los 15 pg de la vacuna aprobada) (Treanor et al., 2006). Esta alta
cantidad de antigeno de gripe aviar es impracticable para una campana de vacunacién mundial. Como se ilustra
posteriormente, las VLP de la invencién inducen una respuesta inmunitaria en un vertebrado cuando se administra a
dicho vertebrado.

Por lo tanto, la invencion engloba una VLP para su uso en un método de inducciéon de una inmunidad sustancial
contra la infeccion por el virus de la gripe o al menos un sintoma de la misma en un su jeto, que comprende la
administracién de al menos una dosis eficaz de una VLP DE GRIPE AVIAR, En otra realizacion, dicha induccién de
inmunidad sustancial reduce la duracion de los sintomas de gripe. En otra realizacion, dicha induccién de inmunidad
es por la administracién de al menos 0,2 ug de HA aviar en las VLP de la invencién. En otra realizacién, dicha
induccion de la inmunidad es por la administracion de aproximadamente 0,2 ug de HA aviar a aproximadamente 15
ug de HA aviar en las VLP de la invencion. La administracién puede ser en una o mas dosis, peros puede ser
ventajosamente en una Unica dosis. En otra realizacién, dicha VLP aviar se deriva del H5SN1 de gripe aviar.

En otra realizacion, la invencion comprende una VLP para su uso en un método de induccion de inmunidad
sustancial contra la infeccién por el virus de gripe aviar o al menos un sintomas de la misma en un sujeto que
comprende la administracion de al menos una dosis eficaz de una VLP de gripe aviar, en que dicha VLP comprende
HA, NA y M1 de gripe aviar. En otra realizacion dicha VLP de gripe aviar comprende proteinas de gripe aviar, en que
dichas proteinas de gripe aviar consisten en las proteinas HA, NA y M1. Estas VLP contienen HA, NA y M1 y pueden
contener constituyentes celulares adicionales tales como proteinas celulares, proteinas de baculovirus, lipidos,
carbohidratos, etc., pero no contienen proteinas de gripe adicionales (distintas de fragmentos de M1, HA y/o NA). En
otra realizacién, dicho método de induccion de inmunidad sustancial contra la infeccion por el virus de la gripe aviar
o al menos un sintoma de la misma en un su jeto comprende la administracion de al menos una dosis eficaz de una
VLP de gripe aviar, en que dicha VLP consiste esencialmente en HA, NA y M1 de gripe aviar. Dichas VLP pueden
comprender proteinas de gripe adicionales y/o proteinas contaminantes en concentraciones despreciables. En otra
realizacién, un método de induccién de inmunidad sustancial contra la infeccién por el virus de gripe o al menos un
sintoma de la misma en un sujeto, comprende la administracion de al menos una dosis eficaz de una VLP de gripe,
en que dicha VLP consiste en HA, NA y M1 de gripe aviar. En otra realizacién dichas HA y NA de gripe aviar son
H5N1, respectivamente. En otra realizacion dichas HA y NA son HIN2, respectivamente. En otra realizacion, dichas
HA y NA de gripe aviar son H7N7, respectivamente. En otra realizacion, dichas HA y NA muestran actividad
hemaglutinina y/o actividad neuraminidasa, respectivamente. En otra realizacion, dicho sujeto es un mamifero. En
otra realizacién, dicho mamifero es un ser humano. En una realizacién mas, dicha VLP se formula con un adyuvante
0 estimulante inmunitario.

En otra realizacion, dichas VLP de gripe aviar inducirdn una respuesta inmunitaria en un vertebrado que es
aproximadamente de 2 veces, aproximadamente de 4 veces, aproximadamente de 16 veces, aproximadamente de
32 veces, aproximadamente de 64 veces, aproximadamente de 128 veces mas (o0 mas alta) potente que antigenos
de gripe aviar similares formulados similarmente a las vacunas inactivadas aprobadas, que tienen licencia comercial
actualmente. Las formulaciones actuales comprenden vacunas de virus inactivados completos (por ejemplo, tratados
con formaldehido), virus fraccionados (destruidos quimicamente), y subunidades (glucoproteinas purificadas). Los
métodos para determinar la potencia de una vacuna se conocen y son rutinarios en la técnica. Por ejemplo, los
ensayos de microneutralizacién y los ensayos de inhibicién de la hemaglutinaciéon se pueden llevar a cabo para
determinar la potencia de una vacuna de VLP aviar en comparacién con los antigenos de gripe aviar formulados de
forma similar a las vacunas inactivadas con licencia aprobadas actualmente para su comercializacién. En una
realizacién, dicho aumente en la potencia se nota cuando aproximadamente 6 pg, aproximadamente 7 pug,
aproximadamente 9 pug, aproximadamente 10 pg, aproximadamente 15 pg, aproximadamente 20 ug,
aproximadamente 25 pg, aproximadamente 30 pg, aproximadamente 35 ug, 40 ug, aproximadamente 45 ng,
aproximadamente 50 pg, o mas de las VLP y el antigeno formulado de forma similar de las vacunas inactivadas
aprobadas actualmente para su comercializacién se administran a un vertebrado (es decir, cantidades equivalentes
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de HA y/o NA en una VLP con cantidades similares de HA y/o NA formuladas similarmente a las acunas inactivadas
con licencia y/o cualquier otro antigeno). Las cantidades se pueden medir de acuerdo con el contenido de HA. Por
ejemplo, 1 ug de una VLP de la invencion es aproximadamente 1 ug de HA en una soluciéon de VLP que comprende
HA o se puede medir por el peso de VLP.

Las vacunas de gripe estacional se administran a seres humanos cada afio para reducir la incidencia de casos de
gripe cada afo. Hoy en dia, hay dos subtipos de gripe A y gripe B circulando en los Estados Unidos. Las vacunas
actuales son, por lo tanto, trivalentes, para proporcionar proteccién contra las cepas que circulan actualmente. Cada
afno una cepa o variacion diferente de una gripe virica cambia. Por lo tanto, para la mayoria de los afos se fabrica
una nueva composicion vacunal y se administra. Las vacunas inactivadas se producen por propagacion del virus en
huevos de gallina embrionados. El liquido alantoideo se recolecta, y el virus se concentra y purifica, luego se
inactiva. Por lo tanto, las vacunas del virus de gripe con licencia actualmente pueden contener cantidades traza de
proteinas de huevo residuales y, por lo tanto, no deberian administrarse a personas que tienen hipersensibilidad
anafilactica a los huevos. Ademas, se tienen que organizar los suministros de huevos y se deben seleccionar las
cepas para la produccion de vacunas con meses de adelanto de la préxima estacion de gripe, limitando asi la
flexibilidad de esta estrategia y resultando a menudo en retrasos y acortamientos de la produccion y la distribucion.
Ademas, algunas cepas de gripe no se replican bien en huevos embrionados de pollo lo que puede limitar las cepas
de gripe que se pueden cultivar y formular en las vacunas.

Como se ha mencionado anteriormente, la VLP de la invencién no necesita huevos para su produccion. Estas VLP
se hacen por media de un sistema de cultivo celular. Por lo tanto, la solicitud describe un método de induccion de
una inmunidad sustancial contra la infeccién por el virus de gripe o al menos un sintoma de la misma en un su jeto,
que comprende la administracion de al menos una dosis eficaz de una VLP de gripe estacional. Como se expuso
anteriormente, virus de gripe estacional se refiere a las cepas viricas de gripe que se ha determinado que pasan por
la poblacion humana durante una determinada estacion de gripe basandose en las vigilancias epidemiolégicas por
los centros nacionales de gripe por todo el mundo. Dichos estudios y algunos virus de gripe asilados se envian a uno
de los cuatro laboratorios de referencia de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), uno de los cuales se localiza
en los Centros para el control y prevencion de enfermedades (CDC) en Atlanta, para su ensayo detallado. Estos
laboratorios ensayan qué tal reaccionan los anticuerpos producidos por la vacuna actual frente al virus circulante y
nuevos virus de gripe. Esta informacién, junto con la informacién sobre la actividad de la gripe, se resume y se
presenta a un comité consultivo de la Administracién de alimentos y farmacos de EE. UU (FDA) y en la reunion de la
OMS. Estas reuniones dan como resultado la seleccion de tres virus (dos subtipos de virus de gripe A y uno de virus
de gripe B) para integrarse en las vacunas de gripe para el siguiente otofio e invierno. La seleccion se produce en
febrero para el hemisferio norte y en septiembre para el hemisferio sur. Habitualmente, una o dos de las tres cepas
de virus de la vacuna cambian cada afno. En otra realizacién, dicha induccién de inmunidad sustancial reduce la
duracién de los sintomas de gripe.

La presente solicitud describe un método de induccion de una inmunidad sustancial contra una infeccion por el virus
de la gripe o al menos un sintoma de la misma en un sujeto que comprende la administraciéon al menos de una dosis
eficaz de una VLP de gripe estacional, en que dicha VLP comprende una HA, NA y M1 de gripe estacional. Dicha
VLP de gripe estacional Puede comprender proteinas de gripe estacional, en que dichas proteinas consisten en
proteinas HA, NA y M1. Estas VLP contienen HA, NA y M1 y pueden contener constituyentes celulares adicionales
tales como proteinas celulares, proteinas de baculovirus, lipidos, carbohidratos, etc., pero no contienen proteinas de
gripe adicionales (distintas de fragmentos de M1, HA y/o NA). Dicho método de induccion de una inmunidad
sustancial contra la infeccion por el virus de la gripe estacional o al menos un sintoma de la misma en un sujeto
puede comprender la administracion de al menos una dosis eficaz de una VLP de gripe estacional, en que dicha
VLP consiste esencialmente en HA, NA y M1 de gripe estacional. Dichos VLP pueden comprender proteinas de
gripe adicionales y7o proteinas contaminantes en concentraciones despreciables.

Un método de induccién de una inmunidad sustancial contra la infeccion por el virus de la gripe o al menos un
sintoma de la misma en un sujeto puede comprender la administracién de al menos una dosis eficaz de una VLP de
gripe, en que dicha VLP consiste en HA, NA y M1 de gripe estacional.

Dicha HA y/o NA de gripe aviar puede mostrar actividad hemaglutinina y/o actividad neuraminidasa,
respectivamente. Dicho sujeto puede ser un mamifero. Dicho mamifero puede ser un ser humano. Opcionalmente
dicha VLP se formula con un adyuvante o estimulante inmunitario.

En general, las VLP de gripe estacional se administran en una cantidad suficiente para estimular una inmunidad
sustancial para una o mas cepas del virus de gripe estacional. Las VLP se pueden mezclar con otras VLP que
comprenden diferentes subtipos de proteinas de gripe (como se enumeran anteriormente). La formulacién puede ser
una formulacién trivalente que comprende una mezcla de VLP con proteinas HA y/o NA de gripe estacional de al
menos dos de gripe A y/o uno al menos uno del subtipo B. Dicho subtipo B se puede producir por el mismo método
que se ha descrito anteriormente.

Opcionalmente, las VLP (VLP estacionales o aviares) pueden provocar una respuesta inmunitaria que proporcionara
proteccion contra mas de una cepa de virus de gripe. Esta proteccion cruzada de un vertebrado con una VLP de
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gripe construida a partir de una cepa particular, de un subgrupo particular, puede inducir proteccién cruzada contra
virus de gripe de diferentes cepas y/o subgrupo. Los ejemplos posteriores muestran que las VLP son capaces de
inducir reactividad cruzada con diferentes cepas y/o subgrupos.

El sistema inmunitario humoral produce anticuerpos contra diferentes antigenos de gripe, de los que el anticuerpo
especifico de HA es el mas importante para la neutralizacion del virus y por tanto la prevencion de la enfermedad.
Los anticuerpos especificos de NA son menos eficaces en la prevencion de la infeccién, pero disminuyen la
liberacion de virus de las células infectadas. Los tejidos mucosos son el principal portal de entrada de muchos
patégenos, incluyendo la gripe, y el sistema inmunitario mucoso proporciona la primera linea de defensa contra la
infeccion aparte de la inmunidad innata. La SIgA vy, hasta cierto punto, la IgM son los anticuerpos neutralizantes
principales que se dirigen contra los patdgenos mucosos previniendo la entrada de agentes patdgenos y pueden
funcionar intracelularmente para inhibir la replicacién del virus. Las secreciones nasales contienen anticuerpos
neutralizantes particularmente para HA y NA de gripe, que son primariamente del isotipo IgA y se producen
localmente, Durante la infeccion primaria, las tres clases de Ig principales (IgG, IgA e IgM) especificas contra HA se
pueden detectar por ensayo de inmunoabsorcién ligado a enzimas en lavados nasales, aunque se detectan mas
frecuentemente la IgA e IgM que la IgG. Tanto la IgA como, hasta cierto punto la IgM se segregan localmente
activamente, mientras que la IgG se deriva como una secrecion sérica. En sujetos que tienen una respuesta de IgA
local, también se observa una respuesta de IgA sérica. La respuesta de IgA local estimulada por la infeccién natural
dura durante al menos 3-5 meses, y las células de memoria encargadas de IgA especifica de gripe se pueden
detectar localmente. La IgA también es el isotipo predominante de Ig en las secreciones locales tras la infeccidn
secundaria, las células de memoria se pueden detectar localmente. La IgA también es el isotipo Ig predominante en
las secreciones locales tras la infeccion secundaria, y se detecta una respuesta de IgA en el suero en la infeccion
posterior. La presencia de anticuerpos neutralizantes producidos localmente que se inducen por la vacuna de virus
vivos se correlaciona con la resistencia a la infeccion y enfermedad tras la exposicion al virus de tipo silvestre.

La resistencia a la infeccion de gripe o enfermedad se correlaciona con el nivel local y/o sérico de anticuerpos contra
HA y NA. Los anticuerpos anti-HA son los mas medidos comunmente que se correlacionan con la proteccion contra
la gripe (Cox et al., 1999). Una respuesta protectora de anticuerpo sérico (con un titulo de inhibicién de la
hemaglutinacion (HI) > 40) se puede detectar en aproximadamente el 80 % de los sujetos tras la infeccion de gripe
natural. Las células B que producen las tres clases de Ig principales estan presentes en la sangre periférica de
sujetos normales (Cox et al., 1994) y los individuos que padecen la infeccion de gripe. En los seres humanos, los
anticuerpos séricos tienen un papel tanto en la resistencia a la enfermedad tras la infeccidon experimental y la
infeccion natural. Durante la infeccién primaria, las tres clases de Ig principales se pueden detectar en 10-14 dias.
Los niveles de IgA e IgM tienen un pico tras 2 semanas y luego comienzan a declinar, mientras que el nivel de IgG
tiene el pico a las 4-6 semanas. Mientras que la IgG e IgM son dominantes en la respuesta primaria, la IgG e IgA
predominan en la segunda respuesta inmunitaria.

Por lo tanto, la invencién engloba una VLP de acuerdo con la invencién para su uso en un método de induccion de
una respuesta de anticuerpo sustancialmente protectora contra la infeccién por el virus de gripe o al menos de un
sintoma de la misma en un su jeto, que comprenden la administracion de al menos una dosis eficaz de dicha VLP de
gripe. En otra realizacién, dicha induccion de respuesta de anticuerpo sustancialmente protectora reduce la duracién
de los sintomas de gripe. En ofra realizacion, un método de induccion de una respuesta de anticuerpos
sustancialmente protectora contra la infeccién por el virus de la gripe o al menos un sintoma de la misma en un
sujeto, comprende la administracion de al menos una dosis eficaz de una VLP de gripe, en que dicha VLP
comprende proteinas HA, NA y M1, de acuerdo con las reivindicaciones.

En otra realizacion, la invencion comprende una VLP de acuerdo con la invencién para su uso en un método de
induccion de una respuesta de anticuerpos sustancialmente protectora contra la infeccion por el virus de la gripe o al
menos una sintoma de la misma en un sujeto, que comprende la administracion de al menos una dosis eficaz de
dicha VLP de gripe, en que dicha VLP consiste esencialmente en HA, NA y M1 de acuerdo con las reivindicaciones.
Dichas VLP pueden comprender proteinas de gripe adicionales y/o proteinas contaminantes en concentraciones
despreciables. En otra realizacion, dicha VLP de gripe comprende proteinas de gripe, en que dichas proteinas de
gripe consisten en proteinas HA, NA y M1 de acuerdo con las reivindicaciones. Estas VLP contienen HA, NAy M1 y
pueden contener constituyentes celulares adicionales tales como proteinas celulares, proteinas de baculovirus,
lipidos, carbohidratos, etc., pero no contienen proteinas de gripe adicionales (distintas de fragmentos de M1, HA y/o
NA). En otra realizacion, un método de induccién de inmunidad sustancial contra la infeccién por el virus de gripe o
al menos un sintoma de la misma en un sujeto, comprende la administracion de al menos una dosis eficaz de una
VLP de gripe, en que dicha VLP consiste en HA, NA y M1 de gripe de acuerdo con las reivindicaciones.

En otra realizacion, dicha HA y/o NA muestran actividad hemaglutinina y/o actividad neuraminidasa,
respectivamente. En otra realizacion, dicho sujeto es un mamifero. En otra realizacion, dicho mamifero es un ser
humano. En una realizacién mas, dicha VLP se formula con una adyuvante o un estimulante inmunitario.

Como se utiliza en el presente documento, un “anticuerpo” es una proteina que comprende uno o mas polipéptidos

sustancialmente o parcialmente codificado por genes de inmunoglobulina o fragmentos de genes de
inmunoglobulina. Los genes de inmunoglobulina reconocidos incluyen las regiones genéticas de inmunoglobulina
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constantes kappa, lambda, alfa, gamma, delta, épsilon y mu, asi como miriadas de regiones genéticas de
inmunoglobulina variables. Las cadenas ligeras se clasifican o bien en kappa o en lambda. Las cadenas pesadas se
clasifican como gamma, mu, alfa, delta o épsilon, que a su vez definen las clases de inmunoglobulinas, 1gG, IgM,
IgA, IgD e IgE, respectivamente. Una unidad estructural de inmunoglobulinas (anticuerpos) comprende un tetramero.
Cada tetramero estd compuesto por dos pares idénticos de cadenas polipeptidicas, teniendo cada par una cadena
“ligera” (aproximadamente de 25 kD) y una cadena “pesada” (aproximadamente 50-70 kD). El extremo N de cada
cadena define una region variable de aproximadamente 100 a 110 o mas aminodcidos responsables primariamente
del reconocimiento antigénico. Los anticuerpos se encuentran como inmunoglobulinas intactas o como varios
fragmentos bien caracterizados que se producen por digestion con varias peptidasas.

La inmunidad mediada por células también tiene un papel en la recuperacion de la infeccion de gripe y puede
prevenir las complicaciones asociadas a la gripe. Los linfocitos celulares especificos de gripe se han detectado en la
sangre y las secreciones del tracto respiratorio inferior de sujetos infectados. La citdlisis de las células infectadas de
gripe esta mediada por los CTL en concierto con los anticuerpos especificos de gripe y el complemento. La
respuesta citotéxica primaria es detectable en la sangre tras 6-14 dias y desaparece el dia 21 en individuos
infectados o vacunados (Ennis et al., 1981). Los CTL especificos de gripe muestran especificidades de reaccion
cruzada en cultivos in vitro; asi, lisan células infectadas con el mismo tipo de gripe pero no con otros tipos (por
ejemplo virus de gripe A pero no de gripe B). La respuesta de CTL tiene reaccion cruzada entre cepas de gripe A
(Gerhard et al., 2001) y es importante para minimizar la diseminacién virica en combinacién con los anticuerpos
(Nguyen et al., 2001).

La inmunidad mediada por células también tiene un papel en la recuperacion de la infeccion de gripe y puede
prevenir las complicaciones asociadas a la gripe. Los linfocitos celulares especificos de gripe se han detectado en la
sangre y las secreciones del tracto respiratorio inferior de sujetos infectados. La citélisis de las células infectadas de
gripe esta mediada por los CTL en concierto con los anticuerpos especificos de gripe y el complemento. La
respuesta citotoxica primaria es detectable en la sangre tras 6-14 dias y desaparece el dia 21 en individuos
infectados o vacunados (Ennis et al., 1981). Los CTL especificos de gripe muestran especificidades de reaccion
cruzada en cultivos in vitro; asi, lisan células infectadas con el mismo tipo de gripe pero no con otros tipos (por
ejemplo virus de gripe A pero no de gripe B). La respuesta de CTL tiene reaccion cruzada entre cepas de gripe A
(Gerhard et al., 2001) y es importante para minimizar la diseminacién virica en combinacién con los anticuerpos
(Nguyen et al., 2001).

Por lo tanto, la invencion engloba una VLP de la invencién para s uso en un método de induccion de una respuesta
inmunitaria celular sustancialmente protectora contra la infeccion por el virus de gripe o al menos un sintoma de la
misma en un sujeto, que comprende la administracion de al menos una dosis eficaz de una VLP de gripe de acuerdo
con las reivindicaciones. En otra realizacion, un método de induccién de inmunidad sustancial contra la infeccién por
el virus de la gripe o al menos un sintoma de la misma en un sujeto, comprende la administracion de al menos una
dosis eficaz de una VLP de gripe, en que dicha VLP consiste en HA, NA y M1 de gripe de acuerdo con las
reivindicaciones. Estas VLP contienen HA, NA y M1 y puede contener constituyentes celulares adicionales tales
como proteinas celulares, proteinas de baculovirus, lipidos, carbohidratos, etc. pero no contienen proteinas de gripe
adicionales (distintas de fragmentos de M1, HA y/o NA).

En oftra realizacion, dicha M1, HA y/o NA muestra actividad hemaglutinina y/o actividad neuraminidasa,
respectivamente. En otra realizacién dicho sujeto es un mamifero. En otra realizacion, dicho mamifero es un ser
humano. En otra realizacion mas, dicha VLP se formula con un adyuvante o estimulante inmunitario.

Como se ha mencionado anteriormente, las VLP de la invencion previene o reduce al menos un sintoma de la
infeccion de gripe en un sujeto. Los sintomas de gripe se conocen bien en la técnica. Incluyen fiebre, mialgia, dolor
de cabeza, malestar general grave, tos no productiva, irritacion de garganta, pérdida de peso y rinitis. Por lo tanto, el
tratamiento de la invencién comprende la prevencién o reduccion de al menos un sintoma asociado con la infeccion
virica de gripe. Una reduccién de un sintoma se puede determinar subjetiva u objetivamente, por ejemplo, por la
auto-evaluacion por un sujeto, por una evaluacion del médico o por la realizacion de una medicion o ensayo
apropiado (por ejemplo, temperatura corporal), que incluyen, por ejemplo, una evaluacion de la calidad de vida, una
progresion ralentizada de una infeccién de gripe o sintomas adicionales, una gravedad reducida de sintomas de
gripe o ensayos adecuados (por ejemplo, el titulo de anticuerpos y/o un ensayo de activacion de células T). La
evaluacion objetiva comprende tanto evaluaciones animales y humanas.

La estrategia principal que aboga el Comité Consultivo en Préacticas de Inmunizacion (ACIP) para el control de gripe
ha sido la vacunacién de personas con riesgo de complicaciones de gripe serias, en particular, las personas de > 65
anos de edad. Las epidemias de gripe anuales, sin embargo, siguen sin reducirse y son responsables de una carga
sanitaria y financiera significativa a nuestra sociedad (Glaser et al., 1996). En los ultimos 20 afios (1976-1999), se ha
producido un significativo aumento en muertes en exceso por todas las causas asociadas a la gripe. Desde 1990 a
1999, el numero anual de muertes de toda causa asociada a gripe superaba los 50.000 (Thompson et al., 2003). A
pesar del aumento en la cobertura de vacunacién de personas de > 65 afnos al 65 % durante la Ultima década, no se
ha observado una reduccién correspondiente en las muertes en exceso de toda causa asociadas a gripe.
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Por lo tanto, otra estrategia para la prevencién y el control de la gripe es la vacunacion universal de nifios e
individuos sanos. Los nifios tienen altas tasas de infeccion, enfermedad atendida médicamente y hospitalizacion por
gripe (Neuzil et al., 2000). Los nifios tienen un papel importante en la transmision de la gripe en las escuelas,
familias y comunidades. La vacunacion con la gripe actual, vacunas de aproximadamente el 80 % de los escolares
de una comunidad disminuy6 la enfermedad respiratoria en adultos y las muertes en exceso en los ancianos
(Reichert et al., 2001). Este concepto se conoce como inmunidad comunitaria o “inmunidad de manada” y se cree
que supone una parte importante de la proteccion de la comunidad contra la enfermedad. Debido a que la gente que
se vacuna tiene anticuerpos que neutralizan el virus de gripe, hay mucha menos probabilidad de transmitir el virus
de gripe a otras personas. Por lo tanto, incluso la gente que no se ha vacunado (y aquellos en los que se han
debilitado las vacunaciones o cuyas vacunas no son totalmente eficaces) a menudo pueden protegerse por la
inmunidad de manada debido a la gente vacunada a su alrededor no enferman. La inmunidad de manada es mas
eficaz seguin aumenta el porcentaje de gente vacunada. Se cree que aproximadamente el 95 % de la gente de la
comunidad debe protegerse con una vacuna para conseguir la inmunidad de manada. La gente que no se inmuniza
aumenta la probabilidad de que ellos y otros se pongan enfermos.

Por lo tanto, la invencién engloba una VLP de acuerdo con la invencidn para su uso en un método de induccion de
una inmunidad sustancialmente protectora contra la infeccion por el virus de gripe en una poblacion o una
comunidad con el fin de reducir la incidencia de las infecciones por el virus de gripe entre los individuos
inmunocomprometidos o individuos no vacunados por la administracion de VLP de la invencion a una poblacién de
una comunidad. En una realizacién, la mayoria de los individuos sanos de una comunidad se inmunizan contra el
virus de gripe administrando las VLP de la invencién. En otra realizacién, las VLP de la invencion son parte de una
estrategia de “vacunacion dinamica”, La vacunacién dinamica es la produccién estable de una vacuna de baja
eficacia que esta relacionada con una cepa pandémica emergente, pero que debido a una deriva antigénica no
proporciona una proteccién completa en un mamifero (véase, Germann et al., 2006). Debido a la incertidumbre
sobre la identidad futura de una cepa pandémica, es casi imposible acopiar una cepa pandémica con buena
coincidencia. Sin embargo, la vacunacion con una vacuna de coincidencia baja pero potencialmente eficaz puede
ralentizar la diseminacién del virus pandémico y/o reducir la gravedad de los sintomas de una cepa pandémica del
virus de la gripe.

La invencion también engloba una vacuna que comprende una VLP de gripe de acuerdo con las reivindicaciones, en
que dicha vacuna induce una inmunidad sustancial contra la infeccién por el virus de gripe o al menos un sintoma de
la misma cuando se administra a un su jeto. En otra realizacion, dicha induccién de inmunidad sustancial reduce la
duracién de los sintomas de gripe. En otra realizacién, dicha vacuna induce inmunidad sustancial contra la infeccién
por el virus de gripe o al menos un sintoma de la misma en un sujeto, comprende una VLP que comprende proteinas
HA, NA y M1 de gripe de acuerdo con las reivindicaciones. En otra realizacién, dicha vacuna induce inmunidad
sustancial contra la infeccion por el virus de gripe o al menos un sintoma de la misma en un su jet, comprende una
VLP que consiste esencialmente n proteinas HA, NA y M1 de gripe de acuerdo con las reivindicaciones. Dichas VLP
pueden comprender proteinas de gripe adicionales y/o proteinas contaminantes en concentraciones despreciables.
En otra realizacién, dicha vacuna induce inmunidad sustancial contra la infeccion por el virus de gripe o al menos un
sintoma de la misma en un su jeto, comprende una VLP que consiste en las proteinas HA, NA y M1 de gripe de
acuerdo con las reivindicaciones. En otra realizacion, dicha vacuna induce inmunidad sustancial contra la infeccion
por el virus de gripe o al menos un sintoma de la misma en un sujeto, comprende una VLP que comprende proteinas
de gripe, en que dichas proteinas de gripe consisten en las proteinas HA, NA y M1 de acuerdo con las
reivindicaciones. Estas VLP contienen HA, NA y M1 y pueden contener constituyentes celulares adicionales tales
como proteinas celulares, proteinas de baculovirus, lipidos, carbohidratos, etc., pero no contienen proteinas de gripe
adicionales (distintas de fragmentos de HA y/o NA).

En otra realizacién, dicha HA y/o NA muestra actividad hemaglutinina y/o actividad neuraminidasa, respectivamente.
En otra realizacién, dicho sujeto es un mamifero. En otra realizacion, dicho mamifero es un ser humano. En otra
realizacién mas, dicha VLP se formula con un adyuvante o estimulante inmunitario. En otra realizacién dicha vacuna
se administra a una mamifero. En otra realizacién mas, dicho mamifero es un ser humano.

La presente invencién se ilustra ademas por los siguientes ejemplos que no se deben considerar como limitantes.
Ejemplos

Ejemplo de referencia 1

Materiales y métodos

Se expresaron genes de HA, NA y M1 del virus de gripe aviar A/Hong Kong/1073/99 (H9N2) en células de
Spodoptera frugiperda (linea celular Sf-9S; ATCC PTA-4047) utilizando el sistema de expresién de bacmido de
baculovirus. Los genes HA, NA y M1 se sintetizaron por transcripcion inversa y la reacciéon en cadena de la
polimerasa (PCR) utilizando el ARN aislado del virus de gripe aviar A/Hong Kong/1073/99 (HON2) (FIG. 1, 2 y 3).

Para la transcripcion inversa y la PCR, se utilizaron los oligonucleétidos cebadores especificos para los genes HA,
NA y M1 del virus de gripe aviar A/Hong Kong/1073/99 (H9N2) (Tabla 1). Las copias ADNc de estos genes se
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clonaron inicialmente en el vector de subclonacién bacteriano, pCR2.1TOPO. A partir de los tres plasmidos basado
en el pCR2.1TOPO, los genes HA, NA y M1 se insertaron corriente abajo de los promotores AcCMNPV polihedrina en
el vector de transferencia de baculovirus, pFastBac1 (InVitrogen), dando como resultado tres plasmidos basados en
pFastBac1: pHA, pNA y pM1 que expresan estos genes del virus de gripe, respectivamente. Luego se construyd un
Unico plasmido pHAM basado en pFastBac1 que codificaba tanto los genes HA como M1, cada uno corriente abajo
de un promotor polihedrina separado (FIG.4). La secuencia de nucleétidos del gen NA con las regiones adyacentes
5y 3’ en el plasmido pNA se determiné (SEC ID N2 1) (FIG. 1). Al mismo tiempo se determinaron también las
secuencias de nucleétidos de los genes HA y M1 con las regiones adyacentes utilizando el plasmido pHAM (SEC ID
Nes 2y 3) (FIG. 2y 3).

Finalmente, se clon6 un fragmento de restriccion ADN del plasmido pHAM que codifica los casetes de expresion
tanto HA como M1 en el plasmido pNA. Esto daba como resultado el plasmido pNAHAM que codifica los genes HA,
NA y M1 del virus de gripe aviar A/Hong Kong/1073/99 (HIN2) (FIG. 4).

Se utilizé el plasmido pNAHAM para construir un baculovirus recombinante que contenia genes HA, NA y M1 del
virus de gripe integrado en el genoma, cada uno corriente abajo de un promotor polihedrina de baculovirus
separado. La infeccion de las células de insecto Sf-9S que lo permiten con el baculovirus recombinante resultante
daba como resultado la co-expresién de estos tres genes de gripe en cada célula Sf-9S infectada con tal baculovirus
recombinante.

Los productos de expresion en las células Sf-9S se caracterizaron a las 72 h tras la infeccién (p.i. por andlisis SDS-
PAGE, tincién con proteina Coomasie azul, y analisis de inmunotransferencia de Western utilizando anticuerpos
especificos de HA y M1 (FIG. 5), El analisis de inmunotransferencia de Western se llevd a cabo utilizando
anticuerpos de conejo producidos contra el virus de gripe tipo A/Hong Kong/1073/99 (HON2) (CDC, Atlanta, Ga, EE.
UU.), o anticuerpos monoclonales de ratén contra la proteina M1 de gripe (Serotec, RU). Las proteinas HA, NA y M1
de los pesos moleculares esperados (64 kD, 60 kD, y 31 kD, respectivamente) se detectaron por andlisis de
inmunotransferencia de Western. En comparacion con la cantidad de proteina HA detectada en este ensayo, la
proteina NA mostr6é una reactividad mas baja con el suero de ratén contra el virus de gripe A/Hong Kong/1073/99
(H9N2). La explicacién de la cantidad de proteina NA detectable incluye, niveles mas bajos de expresién de la
proteina NA a partir de las células Sf-9S infectadas con el baculovirus recombinante en comparacion con la proteina
HA, reactividad mas baja de la NA con este suero bajo condiciones de desnaturalizacién en el ensayo de
inmunotransferencia de Western (debido a la eliminacion de epitopos NA importantes durante la electroforesis en gel
de unién a membrana), avidez mas baja de los anticuerpos NA en comparacion con los anticuerpos HA, o una
abundancia mas baja de anticuerpos NA en el suero.

El medio de cultivo de las células Sf-9S infectadas con baculovirus recombinante que expresan proteinas HA, NA y
M1 del A/Hong Kong/1073/99 (H9N2) también se sonde6 en cuanto a proteinas de gripe. Los sobrenadantes del
cultivo clarificado se sometieron a ultracentrifugacion a 27.000 rpm con el fin de concentrar los complejos proteicos
altos moleculares de virus de gripe, tal como particulas subviricas, VLP, complejos de VLP, y posiblemente, otros
particulados auto-ensamblados que comprenden proteinas HA, NA y M1 de gripe. Los productos proteicos
aglomerados se resuspendieron en soluciéon salina fosfato tamponada (PBS, pH 7,2) y luego se purificaron por
ultracentrifugacion en gradientes discontinuos en etapas de sacarosa al 20-60 %. Las fracciones de los gradientes
de sacarosa se recolectaron y se analizaron por andlisis SDS-PAGE, andlisis de inmunotransferencia de Western, y
microscopia electronica.

Las proteinas de gripe HA y M1 de los pesos moleculares esperados se detectaron en mudltiples fracciones del
gradiente de densidad de sacarosa por tincion en Coomasie azul y andlisis de inmunotransferencia de Western (FIG.
6, Tabla 1). Esto sugiere que las proteinas viricas de gripe de las células Sf-9S se agregan en complejos de alto
peso molecular, tales como capsémeros, particulas subviricas, VLP, y/o complejos de VLP. Las proteinas NA
aunque se detectan inconstantemente por tincién con Coomasie azul y andlisis de inmunotransferencia de Western,
que era debido probablemente a la incapacidad del suero anti-gripe de conejo para reconocer la proteina NA
desnaturalizada en el ensayo de inmunotransferencia de Western, se detectaba constantemente en el ensayo de
actividad enzimatica de neuraminidasa (FIG 10).

TABLA 1

Fraccién n%* Titulo
1 <1:5001
3 <1:500
5 1:500
7 1:1000
9 1:2000
11 1:2000
12 1:4000
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14 1:500

16 <1:500

PBS** <1:500
A/Shangdong/9/93 <1:1000

*Fraccion del gradiente de sacarosa al 20-60 %

** Control Negativo
*** Control Positivo
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La presencia de VLP de alto peso molecular se confirmé por cromatografia de filtracion en gel. Se carg6 una alicuota
de las fracciones de gradiente de densidad de sacarosa que contenia las proteinas viricas de gripe en una columna
de Sepharosa CL-4B para el fraccionamiento basandose en la masa. La columna se calibré con dextrano azul 2000,
dextrano amarillo, y vitamina B12 (Amersham Pharmacia) con pesos moleculares aparentes de 2.000.000; 20.000; y
1.357 daltons, respectivamente, y se determind el volumen de hueco de la columna. Como se esperaba las
proteinas viricas de gripe de alto peso molecular migraron en el volumen de hueco de la columna, que era
caracteristico de proteinas macromoleculares, tales como las particulas viricas. Las fracciones se analizaron por
andlisis de inmunotransferencia de Western para detectar las proteinas de gripe y de baculovirus. Por ejemplo, se
detectaron las proteinas M1 en las fracciones de volumen de hueco, que también contenian proteinas de baculovirus
(FIG. 7).

La morfologia de las VLP de gripe y las proteinas de las fracciones del gradiente de sacarosa se esclarecieron por
microscopia electrénica. Para la tincion negativa en el microscopio electrénico, las proteinas de gripe de dos
fracciones del gradiente de densidad de sacarosa se fijaron un un 2 % de glutaraldehido en PBS pH 7,2. El examen
en el microscopio electrénico de las muestras tefiidas negativamente revelaron la presencia de complejos proteicos
macromoleculares o VLP en ambas fracciones. Estas VLP presentaban diferentes tamarios que incluian diametros
de aproximadamente 60 y 80 nM y morfologias (esferas). También se detectaron complejos mayores de ambos tipos
de particulas, como 53 pozos como particulas en forma de barra (FIG. 8). Todas las estructuras macromoleculares
observadas tenian espinas (pepldmeros) en sus superficies, |0 que es caracteristico de los virus de gripe. Como el
tamano y apariencia de las particulas de 80 nm eran similares a las particulas del virus de gripe tipo silvestre, estas
estructuras probablemente representaban VLP, que tiene distintas similitudes con los viriones de gripe de tipo
silvestre, incluyendo una geometria de particula, arquitectura, nimero de triangulacion, simetria y otras
caracteristicas similares. Las particulas mas pequefias de aproximadamente 60 nm pueden representar particulas
subviricas que se diferencia de las VLP tanto morfolégica como estructuralmente. Un fendmeno similar de proteinas
macromoleculares recombinantes de diferentes tamafnos y morfologias se ha comunicado también en otros virus.
Por ejemplo, el antigeno central recombinante (HBcAg) del virus de la hepatitis B forma particulas de diferentes
tamafos que tienen diferente arquitectura y nimero de triangulacion T =4 y T = 3, respectivamente (Crowther et al.,
1994).

Para caracterizar las propiedades funcionales de las VLP de gripe A/Hong Kong/1073/99 (HIN2), se ensayaron las
muestras en un ensayo de hemaglutinacion (FIG. 9) y un ensayo enzimatico de neuraminidasa (FIG. 10). Para el
andlisis de hemaglutinacién se mezclaron diluciones de 2 veces de VLP de gripe purificadas con 0,6 % de glébulos
rojos de cobaya y se incubaron a 4 °C durante 1 h o 16 h. Se inspeccioné la extension de la hemaglutinacion
visualmente y se determiné y registr6 la dilucidn mas alta de proteinas de gripe recombinantes capaz de aglutinar
glébulos rojos (FIG. 9). DE nuevo, muchas fracciones del gradiente de densidad de sacarosa mostraban actividad de
hemaglutinaciéon, sugiriendo que estaban presentes multiples formas macromoleculares y monoméricas de proteinas
de gripe. El titulo mas alto que se detect6 era de 1:4000. En un experimento de control, el virus de gripe
A/Shangdong tipo silvestre demostr6 un titulo de 1:2000. El ensayo de hemaglutinacion revelaba que la VLP
recombinante consistia en proteinas HA, NA y M1 de virus de gripe A/Hong Kong/1073/99 (H9N2) era
funcionalmente activa. Esto sugiere que el ensamblaje, conformacion y plegado de las subunidades proteicas HA en
las VLP eran similares o idénticas a las del virus de gripe tipo silvestre.

De manera adicional, se llevé a cabo un ensayo enzimatico de neuraminidasa en las muestras de VLP de HIN2
purificadas. La cantidad de actividad neuraminidasa en las fracciones de gradiente de densidad de sacarosa se
determinaron utilizando fetuina como sustrato. En el ensayo de neuraminidasa, la neuraminidasa escindia el acido
sidlico de las moléculas de sustrato y liberaban acido sialico para su medicion. Se afadi6 el reactivo arsenito para
parar la actividad enzimatica. Se determind quimicamente la cantidad de acido sidlico liberado con &cido
tiobarbitirico que produce un color rosa que era proporcional a la cantidad de acido sidlico libre. La cantidad de color
(cromofor) se midié espectrofotométricamente a una longitud de onda de 549 nm. Utilizando este método, se
observo actividad neuraminidasa en las fracciones de gradiente de sacarosa que contenian VLP de gripe (FIG. 10).
Como se esperaba, la actividad se observaba en varias fracciones, con dos fracciones pico. Como control positivo,
se utilizd un virus de gripe de tipo silvestre. El virus de gripe de tipo silvestre mostraba actividad enzimatica
neuraminidasa comparable a la de las VLP purificadas de gripe. Estos hallazgos corroboraban los resultados de HA
con respeto a la conformacion y sugeria que las VLP purificadas de virus de gripe A/Hong Kong/1073/99 (HON2)
eran funcionalmente similares al virus de gripe tipo silvestre.

Los resultados de los analisis y los ensayos anteriores indicaban que la expresion de proteinas HA, NA y M1 de
gripe A/Hong Kong/1073/99 (H9N2) era suficiente para el auto-ensamblaje y transporte de VLP funcionales de las
células de insecto infectadas por baculovirus. Como estas VLP de gripe representaban proteinas estructurales de
gripe auto-ensambladas y demostraban propiedades funcionales y bioquimicas similares a las del virus de gripe tipo
silvestre, estas VLP de gripe conservaban conformaciones estructurales importantes incluyendo los epitopos de
superficie necesarios para vacunas de gripe eficaces.
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Ejemplo de referencia 2
Clonacion por RT-PCR de genes viricos de gripe aviar de A/Hong Kong/1073/99

Un objetivo de la presente invencidn es proporcionar secuencias de acido nucleico sintéticas capaces de dirigir la
produccion de proteinas viricas de gripe recombinantes. Tales secuencias de acido nucleico sintéticas se obtienen
por transcripcién inversa y métodos de reaccion en cadena de polimerasa (PCR) utilizando el ARN gendmico natural
del virus de gripe aislado del virus. Para los fines de la presente solicitud, secuencia de acido nucleico se refiere a
ARN, ADN, ADNCc o cualquier variante sintética de los mismos que codifica la proteina.

El virus de gripe aviar A/Hong Kong/1073/99 (H9N2) fue proporcionado por el Dr. K. Subbarao (Centro de Control de
Enfermedades, Atlanta, Ga., EE. UU.). El ARN genomico virico se aislé por extraccién de ARN acido fenol bajo
condiciones de contencion de Bioseguridad Nivel 3 (BSL3) en el CDC utilizando el reactivo Trizol LS (Invitrogen,
Carlsbad, Calif. EE. UU.). Las moléculas de ADNc de los ARN viricos se obtuvieron por transcripcién inversa
utilizando la transcriptasa inversa MuLV (InVitrogen) y la PCR utilizaba cebadores oligonucleotidos especificos para
las proteinas HA, NAy M1y Taqg | ADN polimerasa (InVitrogen) (Tabla 1). Los fragmentos de PCR se clonaron en el
vector de subclonacion bacteriano, pCR2.1TOPO. (InVitrogen), entre los sitios EcoRI lo que daba como resultado
tres plasmidos recombinantes, que contienen clones ADNc de HA, NA y M1.

Ejemplo de referencia 3
Clonacion por RT-PCR de genes viricos de gripe humana A/Sydney/5/94 (H3N2)

El virus de gripe A/Sydney/5/94 (H3N2) se obtuvo del Dr. M. Massare (Novavax, Inc., Rocleville, Md.). EI ARN
gendmico virico se aisl6 por el método de extraccion acido fenol bajo condiciones de contencion BSL2 en Novavax,
Inc. utilizando el reactivo Trizol LS (Invitrogen). Las moléculas de ADNc de los ARN viricos se obtuvieron por
transcripcion inversa y PCR utilizando cebadores oligonuclettidos especificos para las proteinas HA, NA, M1, M2 y
NP (Tabla 1). Los fragmentos PCR se clonaron en el vector de subclonacion bacteriano pCR2.1TOPO., entre los
sitios EcoRI que daban como resultado cinco plasmidos recombinantes, que contenian los clones ADNc de HA, NA,
M1, M2, y NP.

Ejemplo de referencia 4
Clonacion de los ADNc viricos del A/Hong Kong/1073/99 (HON2) en vectores de transferencia de baculovirus

A partir de los plasmidos basados en pCR2.1TOPO, se subclonaron los genes de HA, NA o M1 en el vector de
transferencia de baculovirus pFastBac1 (InVitrogen) en los sitios locus poliedro y Tn7 att y corriente abajo del
promotor polihedrina de baculovirus y corriente arriba de la secuencia de sefial de poliadenilacién. Los genes viricos
se ligaron con T4 ADN ligasa. Para el gen HA, se inserté6 un fragmento ADN HI-Kpn | del pCR2.1TOPO-HA en el
plasmido ADN pFastBac1 digerido en BamHI-Kpnl. Para el gen NA, un fragmento ADN EcoRl del pCR2.1TOPO-NA
se inserté en el plasmido ADN pFastBac1 digerido en EcoRI. Para el gen M1, un fragmento de ADN EcoRI del
pCR2.1TOPO-M1 se insert6 en el plasmido ADN pFastBac1 digerido en EcoRI. Se transformaron las bacterias
competentes de E. coli DH5a (InVitrogen) con estas reacciones de ligadura de ADN, que dieron como resultado
colonias transformadas, y los clones bacterianos se aislaron. Los plasmidos basados en pFastBac1 resultantes,
pFastBac1-HA, pFastBac1-NA, y pFastBac1-M1 se caracterizaron por mapeo enzimatico de restriccién en geles de
agarosa (FIG. 4A). Las secuencias de nucleétidos de los genes clonados como se muestran en las FIG. 1-3 se
determinaron por secuenciacién de ADN automatica. Los analisis de secuencia de ADN mostraban que los genes de
gripe clonados HA, NA y M1 eran idénticas a las secuencias de nucleétidos de estos genes que se habian publicado
anteriormente [genes HA, NA, y M1 de gripe A/Hong Kong/1073/99 (H9N2) (NUmeros de registro GenBank
AJ404629, AJ404626, y AJ278646, respectivamente)].

Ejemplo de referencia 5

Clonacion de ADNc viricos de gripe humana A/Sydney/5/94 (H3N2) en vectores de transferencia de
baculovirus

A partir de los plasmidos basados en pCR2.1TOPO, se subclonaron los genes de HA, NA, M1, M2, y NP en el vector
de transferencia de baculovirus pFastBacien los sitios locus poliedro y Tn7 att y corriente abajo del promotor
polihedrina de baculovirus y corriente arriba de la secuencia de senal de poliadenilacion. Para el gen HA, se insert6
un fragmento ADN HI-Kpn | del pCR2.1TOPO-hHA3 en el plasmido ADN pFastBac1 digerido en BamHI-Kpnl. Para
el gen NA, un fragmento ADN EcoRl del pCR2.1TOPO-hNA se insert6 en el plasmido ADN pFastBac1 digerido en
EcoRIl. Para el gen M1, un fragmento de ADN EcoRI del pCR2.1TOPO-hM1 se insert6 en el plasmido ADN
pFastBac1 digerido en EcoRlI. Para el gen M2, un fragmento de ADN EcoRI del pCR2.1TOPO-hM2 se insert6 en el
plasmido ADN pFastBac1 digerido en EcoRI. Para el gen NP, un fragmento de ADN EcoRI del pCR2.1TOPO-hNP
se insert6 en el plasmido ADN pFastBac1 digerido en EcoRI. Se transformaron las bacterias competentes de E. coli
DH5a (InVitrogen) con estas reacciones de ligadura de ADN, que dieron como resultado colonias transformadas, y
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los clones bacterianos se aislaron. Los plasmidos basados en pFastBac1 resultantes, pFastBac1-hHAS, pFastBac1-
hNA, pFastBac1-hM1, pFastBac1-hM2, pFastBac1-hNP se caracterizaron por mapeo enzimatico de restriccion en
geles de agarosa. Las secuencias de nucleétidos de los genes clonados se determinaron por secuenciacién de ADN
automatica. Los andlisis de secuencia de ADN mostraban que los genes de gripe clonados HA, NA, M1, M2 y NP
eran idénticas a las secuencias de nucleotidos de estos genes que se habian publicado anteriormente.

Ejemplo de referencia 6

Construccion de vectores de transferencia de baculovirus que codifican multiples genes viricos de gripe
aviar A/Hong Kong/1073/99

Con el fin de construir los bacmidos vectores de transferencia basados en pFastBac1 que expresan multiples genes
de virus de gripe A/Hong Kong/1073/99 (H9N2), inicialmente un fragmento de ADN Sna Bl-Hpa | del plasmido
pFastBac1-M1 que contenia el gen M1 se clon6 en el sitio Hpa | del pFastBac1-HA. Esto daba como resultado el
plasmido pFastBac1-HAM que codifica los genes HA y M1 en casetes de expresion independientes y que se
expresan bajo el control de promotores polihedrina separados.

Finalmente, un fragmento de ADN SnaBl-Avrl del pFastBac1-HAM que contenia los casetes de expresion HA y M1,
se transfirio el plasmido ADN pFastBac1-NA digerido con Hpa I-Avr Il. Esto daba como resultado el plasmido
pFastBac1-NAHAM que codifica tres casetes de expresion independientes para la expresion de genes de gripe HA,
NA y M1 y que se expresan bajo el control de promotores de polihedrina separados (FIG. 4B).

En otro ejemplo, el gen H3 del pFastBac1-hHA3 (véase el ejemplo 5) se cloné en el pFastBac1-NAHAM como un
cuarto gen virico de gripe para la expresién y produccién de VLP heterotipicas de gripe.

Ejemplo de referencia 7

Generacion de baculovirus recombinante multigénico que codifica genes NA, HA y M1 del virus gripe aviar
A/Hong Kong/1073/99 en células de insecto

El vector bacmido de transferencia multigénico pFastBac1-NAHAM se utiliz6 para generar un baculovirus
recombinante multigénico que codificara los genes HA, NA y M1 de gripe aviar A/Hong Kong/1073/99 (HIN2) para la
expresion en células de insecto. Los bacmidos ADN recombinantes se produjeron por recombinacion especifica del
sitio en las secuencias polihedrina y Tn7 att ADN entre el ADN pFastBac1-NAHAM y el genoma de baculovirus
AcMNPC albergado en las células de E. coli DH10BAC (InVitrogen) (FIG. 4B). El bacmido ADN recombinante se
aislé por el método de plasmido ADN mini-prep y se transfect6 a las células Sf-9S utilizando el lipido cationico
CELLFECTIN (InVitrogen). Tras la transfeccion, se aislaron los baculovirus recombinantes, se purificaron las placas,
y se amplificaron en células de insecto Sf-9S. Las bases de virus se prepararon en células de insecto Sf-9S y se
caracterizaron por la expresién de productos genéticos viricos HA, NA y M1 de gripe aviar. El baculovirus
recombinante resultante se designé bNAHAM-HIN2.

Ejemplo de referencia 8
Expresion de proteinas recombinantes de gripe aviar A/Hong Kong/1073/99 en células de insecto

Las células de insecto Sf-9S se mantenian como cultivos en suspension en matraces con agitado a 28 °C. Se
infectaron en medio libre de suero (HyQ SFM, HyClone, Ogden, Utah) a una densidad celular de 2 x 10® células/ml
con el baculovirus recombinante, bBNAHAM-HIN2, a una multiplicidad de infeccién (MOI) de 3 ufp/célula. La infeccién
virica trascurrio durante 72 h para permitir la expresién de las proteinas de gripe. La expresion de las proteinas HA 'y
M1 de gripe aviar A/Hong Kong/1073/99 (HON2) en las células de insecto infectadas se confirmé por SDS-PAGE vy
andlisis de inmunotransferencia de Western. El andlisis SDS-PAGE se llevé a cabo en geles de gradiente lineal del
4-12 % NuPAGE (Invitrogen) bajo condiciones reducidas y desnaturalizantes. Los anticuerpos primarios en el
analisis de inmunotransferencia de Western eran policlonales de antisuero de conejo contra la gripe aviar A/Hong
Kong/1073/99 (H9N2) obtenidos del CDC y monoclonales de antisuero murino contra la proteina M1 de gripe
(Serotec, RU). Los anticuerpos secundarios para el andlisis de inmunotransferencia de Western era fosfatasa
alcalina conjugada con antisuero IgG de cabra producidos contra IgG de conejo o ratén (H + L) (Kirkegaard and
Perry Laboratories, Gaithersburg, Md., EE. UU.). Los resultados de estos andlisis (FIG. 5) indican que las proteinas
HA y M1 se expresaban en las células de insecto infectadas con baculovirus.

Ejemplo de referencia 9

Purificacion de Particulas recombinantes tipo virus de gripe aviar HOIN2 y complejos proteicos
macromoleculares

Los sobrenadantes de los cultivos (200 ml) de las células de insecto Sf-9S infectadas con el baculovirus
recombinante bNAHAM-HON2 que expresa productos genéticos HA, NA y M1 de gripe aviar A/Hong Kong/1073/99
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(HON2) se recolectaron por centrifugacion a baja velocidad. Los sobrenadantes del cultivo se clarificaron por
centrifugacién en una centrifuga superspeed Sorval RC-5B durante 1 h a 10.000 x g y 4 °C utilizando un rotor GS-3.
Los virus y las VLP se aislaron de los sobrenadantes de los cultivos clarificados por centrifugacion en una
ultracentrifuga Sorval OTD-65 durante 3 h a 27.000 rpm a 4 °C. utilizando un rotor de cubeta oscilante Sorval TH-
641. El aglomerado de virus se resuspendié en 1 ml de PBS (pH 7,2) que se cargd en un 20-60 % (p/v) de gradiente
en etapas discontinuo de sacarosa, y se re-disolvié por centrifugacion en una ultracentrifuga Sorval OTD-65 durante
16 h a 27.000 rpm a 4 °C utilizando un rotor Sorval TH-641. Se recolectaron fracciones (0,5 ml) desde la parte
superior del gradiente de sacarosa.

Las proteinas de gripe en las fracciones del gradiente de sacarosa se analizaron por SDS-PAGE y andlisis de
inmunotransferencia de Western como se ha descrito anteriormente en el Ejemplo 6. Las proteinas HA y M1 se
encontraron en las mismas fracciones del gradiente de sacarosa (FIG. 6) como se mostrd por andlisis de
inmunotransferencia de Western y sugiere que las proteinas HA y M1 se asociaban como complejos proteicos
macromoleculares. También se encontraban las proteinas HA y M1 en fracciones a lo largo del gradiente de
sacarosa los que sugiere que estas proteinas viricas recombinantes estaban asociadas con complejos proteicos
macromoleculares de diferentes densidades y composiciones.

Ejemplo de referencia 10
Analisis de VLP y proteinas recombinantes de gripe aviar HON2 por cromatografia de filtracion en gel

Las macromoléculas proteicas tales como las VLP y las proteinas monoméricas migran de manera diferente en las
columnas cromatograficas de exclusion por tamafio vy filtracion en gel basandose en su tamafio de masa y forma.
Para determinar si las proteinas de gripe recombinantes de las fracciones del gradiente de sacarosa eran proteinas
monoméricas 0 complejos proteicos macromoleculares tales como VLP, se prepard una columna de cromatografia
(7 mm x 140 mm) con un volumen de cama de resina de 14 ml de Sepharosa CL-4B (Amersham). La columna de
exclusién por tamafo se equilibré con PBS y se calibré con Dextrano azul 2000, Dextrano amarillo, y vitamina B 12
(Amersham Pharmacia) con pesos moleculares aparentes de 2.000.000; 20.000; y 1.357, respectivamente, para
determinar el volumen vacio de la columna. El Dextrano Azul 2000 se eluia de la columna en el volumen vacio
(fraccion de 6 ml) también. Como se esperaba, los complejos proteicos recombinantes de gripe se eluian de la
columna en el volumen vacio (fraccion de 6 ml). Este resultado era caracteristico de un complejo proteico
macromolecular de alto peso molecular tal como las VLP. Las proteinas viricas en las fracciones de la columna se
detectaban por andlisis de inmunotransferencia de Western como se ha descrito anteriormente en el Ejemplo 6. Las
proteinas M1 se detectaron en las fracciones de volumen vacio (FIG. 7). Como se esperaba las proteinas de
baculovirus también estaban en el volumen vacio.

Ejemplo de referencia 11
Microscopia electronica de VLP recombinantes de gripe

Para determinar si los complejos proteicos macromoleculares aislados en gradientes de sacarosa y que contienen
las proteinas recombinantes de gripe aviar tenian morfologias similares a los viriones de gripe, se llevo a cabo el
examen con microscopio electronico de las muestras con tincion negativa. Los complejos proteicos recombinantes
de gripe aviar A/Hong Kong/1073/99 (H9N2) se concentraron y purificaron de los sobrenadantes de los cultivos por
ultracentrifugacién en gradientes de sacarosa discontinuos como se describe en el Ejemplo 7. Se trataron alicuotas
de las fracciones de gradiente de sacarosa con un 2 % de glutaraldehido en PBS, pH 7,2., absorbida en rejillas
recubiertas con plastico/carbono recién desechado, y lavados en agua destilada. Las muestras se tifieron con un 2
% de fosfotungstato sodico, pH 6,5, y se observaron utilizando el microscopio electrénico de transmision (Phillips).
Las micrografias electrénicas de las muestras tefiidas negativamente de complejos proteicos recombinantes de gripe
aviar HIN2 de dos fracciones de gradiente de sacarosa mostraban particulas esféricas y en forma de barra (FIG. 8)
a partir de dos fracciones de gradiente de sacarosa. Las particulas tenian diferentes tamanos (60 y 80 nm) y
morfologias. Los complejos mas grandes de ambos tipos de particulas también se detectaban, asi como las
particulas con forma de barra (FIG. 8). Todas las estructuras de los complejos proteicos observados mostraban
espiculas como proyecciones de superficie que se parecen a los peplémeros HA y NA del virus de gripe. Aunque el
tamafo y apariencia de las particulas de 80 nm era similar a las particulas de virus de gripe tipo silvestre, estas
estructuras probablemente representaban VLP de gripe recubiertas. Las particulas mas pequefias de
aproximadamente 60 nm representaban probablemente particulas subviricas que se diferencian de las VLP
anteriores tanto morfolégica como estructuralmente.

Ejemplo de referencia 12
Analisis de las caracteristicas funcionales de las proteinas de gripe por el ensayo de hemaglutinacion
Para determinar si las VLP y las proteinas de gripe purificadas poseian actividades funcionales, tales como la

actividad de hemaglutinaciéon y neuraminidasa, que eran caracteristicas del virus de gripe, las VLP y proteinas de
gripe purificadas se ensayaron en ensayos de hemaglutinacion y neuraminidasa.
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Para el ensayo de hemaglutinacion, se prepararon una serie de diluciones de 2 veces de fracciones de gradiente de
sacarosa que contenian las VLP de gripe o el control positivo de virus de gripe tipo A de tipo silvestre. Luego, se
mezclaron con un 0,6 % de gloébulos rojos de cobaya en PBS (pH 7,2) y se incubd a 4 °C durante 1 a 16 h. Como
control negativo se utilizé PBS. Se determind la extension de la hemaglutinacion visualmente, y se determiné la
dilucion mas alta de la fraccién que era capaz de la aglutinacion de los glébulos rojos de cobaya (FIG. 9). El titulo de
hemaglutinacién mas alto que se observo para las VLP y proteinas de gripe purificadas era de 1:4000, que era mas
alto que el titulo mostrado por el control de gripe tipo silvestre, que era de 1:2000.

Ejemplo de referencia 13
Analisis de las caracteristicas funcionales de las proteinas de gripe por el ensayo de neuraminidasa

Se determind la cantidad de actividad neuraminidasa en las fracciones de gradiente de sacarosa que contenian VLP
de gripe por el ensayo de neuraminidasa. En este ensayo la NA (una enzima) actuaba sobre el sustrato (fetuina) y
liberaba &cido sialico. El reactivo arsenito se afiadia para parar la actividad enzimatica. La cantidad de &cido sialico
liberado se determinaba quimicamente con el &cido tiobarbitirico que producia un color rosa en proporcion al acido
sidlico libre. La cantidad de color (cromofor) se media en un espectrofotdbmetro a una longitud de onda de 594 nm.
Los datos, que se presentan en la FIG. 8, mostraban que se producia una cantidad significativa de acido sidlico por
las fracciones que contenian VLP en los gradientes de sacarosa y que estas fracciones correspondian con las
fracciones que mostraban actividad de hemaglutinacion.

Ejemplo de referencia 14
Inmunizacion de ratones BALB/c con VLP funcionales homotipicas recombinantes de gripe H8N2

Se determind la inmunogenicidad de las VLP recombinantes de gripe por inmunizaciéon de ratones seguida por el
andlisis de transferencia de Western de los sueros inmunes. Las VLP recombinantes (1 pg/inyeccién) que
comprendian proteinas HA, NA y M1 viricas del virus de gripe aviar tipo A/Hong Kong/1073/99 (HON2) y purificadas
en gradientes de sacarosa se inocularon por via subcutanea en la regién deltoides de diez (10) ratones BLAG/c
hembras el dia 0 y el dia 28 (FIG. 11). Se administré6 PBS (pH 7,2) similarmente como control negativo en cinco (5)
ratones. Los ratones se sangraron de la cavidad supraorbitaria el dia -1 (pre-sangrado), el dia 27 (sangrado
primario), y el dia 54 (sangrado secundario). Los sueros se recolectaron a partir de las muestras de sangre tras una
noche de coagulacion y centrifugacion,

Para los analisis de transferencia de Western, 200 ng de virus tipo A HIN2 de gripe aviar inactivado o virus tipo A
HIN2 de gripe aviar adaptado al frio, asi como proteinas de referencia pre-tefiidas See Blue Plus 2 (Invitrogen), se
desnaturalizaron (95 °C, 5 minutos) y se sometieron a electroforesis bajo condiciones reducidas (19 mM de B-
mercapto etanol) en un 4-12 % de geles NuPAGE en gradiente de poliacrilamida (InVitrogen) en tampén MES a 172
voltios hasta que desaparecia el rastro azul de colorante bromofenol. Para los geles de proteinas, las electroforesis
de proteinas se visualizaban por tincion con reactivo Coomasie azul coloidal (InVitrogen). Las proteinas se
transfirieron desde el gel a membranas de nitrocelulosa en metanol por el procedimiento de transferencia de
Western de referencia. Los sueros de los ratones inmunizados con VLP y conejos inmunizados con virus HON2 de
gripe aviar inactivado (sueros de control positivo) se diluyeron a 1:25 y 1:100, respectivamente, en solucién PBS (pH
7,2) y se utilizaron como anticuerpo primario. Las membranas unidas a las proteinas, que se habian bloqueado con
un 5 % de caseina, se hicieron reaccionar con los antisueros primarios durante 60 minutos a temperatura ambiente y
agitado constante. Tras el lavado de las membranas de anticuerpo primario con solucion salina fosfato tamponada
que contenia Tween 20, se hizo reaccionar le antisuero secundario [anti-lgG murina de cabra --conjugado con
fosfatasa alcalina (1:10.000) o anti-lgG de conejo de cabra--conjugada con fosfatasa alcalina (1:10.000)] durante 60
minutos con la membrana. Tras el lavado de las membranas del anticuerpo secundario con solucién salina fosfato
tamponada que contenia Tween 20, las proteinas unidas al anticuerpo en las membranas se visualizaron por el
desarrollo con el sustrato cromogénico tal como NBT/BCIP (InVitrogen).

Los resultados del andlisis de transferencia de Western (FIG. 12) eran las proteinas con pesos moleculares similares
a las proteinas HA y M1 viricas (75 y 30 kD, respectivamente) unidas a los sueros de control positivos (FIG. 12B) y
los sueros de los ratones inmunizados con las VLP recombinantes de gripe HON2 (FIG. 12A). Estos resultados
indicaban que las VLP recombinantes de gripe HIN2 solas eran inmunogénicas en los ratones por esta via de
administracion.

Ejemplo de referencia 15

Inmunogenicidad de VLP de A/Hong Kong/1073/99 (H9N2) y estudio de exposicion en ratones BALB/c

Se inmunizaron los ratones BALB/c con VLP de H9N2 (1 ug de HA o 10 pug de HA/dosis), con o sin 100 pg de
adyuvante Novasome, el dia 0 y el dia 21 y se desafiaron con virus infeccioso homdlogo IN el dia 57. Los ratones se

sangraron los dias 0, 27 y 57 y se ensay6 el suero para detectar anticuerpos anti-HA por el ensayo de inhibicion de
la hemaglutinacion (HI) utilizando RBC de pavo, y gripe por ELISA. Los resultados de este estudios se muestran
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desde la Figura 13 hasta la Figura 16.

Se inducian altos titulos de anticuerpos HIN2 tras una Unica inmunizacion (primaria) con vacuna VLP de HIN2 sin o
con Novasomes y una dosis de 10 pg de VLP que contenia 1 ug de HA (Figura 13). Los titulos de anticuerpos
especificos aumentaban aproximadamente medio a un log después de la inmunizacién de refuerzo.

Tras la inmunizacion y un refuerzo con 1 ug de HA en forma de VLP de HIN2 los niveles de HI del suero eran al
nivel o por encima que en general se considera protector (log2 = 5) en todos los animales (Figura 14, panel inferior
izquierdo). Las VLP de HO9N2 formuladas con adyuvante Novasome aumentaban las respuestas de HI
aproximadamente 2 veces tras la inmunizacién primaria y aproximadamente 4 veces tras el refuerzo (Figura 14,
panel inferior derecho). La subunidad hemaglutinina de HIN2 purificada también inducia niveles protectores de
anticuerpos HI tras el refuerzo y los Novasomes de nuevo aumentaban las respuestas de anticuerpos en la HlI
aproximadamente 2 veces tras la inmunizacién primaria y 4 veces tras el refuerzo (Figura 14, paneles superiores). El
nivel de anticuerpos HI que se inducia con 10 ug de HA que se daba como subunidad vacunal era equivalente a 1
ug de HA que se presenta en forma de una VLP.

Ademas, la pérdida de peso era significativamente menor en los ratones inmunizados con VLP de HON2 o con VLP
mas adyuvante, al compararse con los animales de control sin vacunar (Figura 15). No habia una diferencia
estadistica en la pérdida de peso en los grupos inmunizados con VLP de HON2 y con VLP de HIN2 mas adyuvante
Novasome.

Igualmente, los titulos de virus en pulmén a los 3 y 5 dias tras la exposicion al virus HIN2 se reducian
significativamente en los ratones inmunizados con VLP de HIN2 (Figura 16). El dia 3 cuando los titulos de virus de
gripe alcanzan el pico en los tejidos pulmonares, los ratones inmunizados con VLP de HOIN2 mas Novasomes®
tenian una reduccion mayor del titulo virico comparado con los ratones inmunizados con las VLP solas y los ratones
de control sin vacunar.

Ejemplo de referencia 16
Inmunogenicidad de VLP A/Fujian/411/2002 (H3N2) y reaccion cruzada entre varias cepas de gripe

Se inmunizaron ratones BALB/c con VLP A/Fujian/411/2002 (H3N2) (3,0, 0,6, 0,12 y 0,24 ug HA/dosis), dos veces
IM e IN. Los ratones se sangraron los dias 0 y 35. El suero se ensay6 para detectar anticuerpos anti-HA por el
ensayo de inhibicién de la hemaglutinaciéon (HI) utilizando RBC de pavo, y en cuanto a anticuerpos antigripe por
ELISA. Los resultados de este estudio se muestran en las Figuras 17A, 17B y 17C. Estos resultados indican que se
montd una respuesta inmunitaria tanto por via IM como IN contra HA y NA.

Ejemplo de referencia 17
Determinacion de los isotipos IgG en raton tras la inoculacion de VLP de H3N2

Se inocularon ratones con VLP por via intramuscular e intranasal. A la semana 5 se recolectaron los sueros y se
ensayaron para distinguir entre los isotipos IgG.

Los sueros se ensayaron en placas recubiertas con HA purificada (Protein Sciences) de A/Wyoming/3/2003
utilizando un ensayo ELISA. Se anadieron diluciones de cinco veces del suero en los pocillos y se incubaron las
placas. A continuacion, se afadieron anti-lg de ratén biotinilado de cabra, o anti-lgG1 de raton, anti-lgG2a de raton,
anti-lgG2b de ratén y anti-IlgG3 de raton. Luego se afadié a los pocillos estreptavidina-peroxidasa. Se detectaron los
conjugados unidos. Los resultados se ilustran en las Figuras 18A y B. Estos resultados ilustran que la IgG2a era el
isotipo mas abundante en una respuesta inmunitaria contra VLP en el ratén.

Ejemplo de referencia 18
Estudio de intervalo de dosis de VLP A/Hong Kong/1073/99 (HON2) en ratas SD

Se inmunizaron ratas SD (n = 6 por dosis) el dia 0 y el dia 21 con VLP purificadas de A/Hong Kong/1073/99 (HON2)
diluidas con PBS a pH neutro hasta 0,12, 0,6, 3,0 y 15,0 pg de HA o con PBS solo. Se tomaron muestras de sangre
de los animales el dia 0, dia 21, dia 35 y dia 49 y se ensay6 el suero por el ensayo de inhibicién de la
hemaglutinaciéon (HI) para detectar los anticuerpos funcionales capaces de inhibir la funcién de unién de la HA. La
dosificacién se basaba en el contenido de HA que se midi6 utilizando SDS-PAGE y densitometria de exploraciéon de
las VLP de HI9N2. Los resultados de los titulos del ensayo de inhibicion de la hemaglutinacion se representan en la
Figura 19. Una Unica dosis de 0,6 ug de VLP de HON2 o dos dosis de 0,12 ug de HA producian niveles protectores
de anticuerpos HI en ratas. Estos datos indican que una cantidad menor de HA puede inducir una respuesta
protectora cuando dicha HA es parte de una VLP.
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Ejemplo de referencia 19
Inmunogenicidad de la VLP A/Hong Kong/1073/99 (HON2)

Se inmunizaron ratones BALB/c con VLP de H9N2 (0,12, 0,6 ug HA/dosis), con o sin 100 pg de adyuvante
Novasome y alimina, el dia 0 y el dia 21 y se desafiaron con el virus homélogo infeccioso por via IN el dia 57. Los
ratones también se inmunizaron con 3,0 y 15,0 ug de HA/dosis (sin adyuvante). Los ratones se sangraron los dias 0,
21, 35 y 49 con el suero ensayado respecto a anticuerpos anti-HA por el ensayo de inhibiciéon de la hemaglutinacién
(HI) utilizando RBC de pavo, y respecto a gripe por ELISA. Los resultados de este estudio se muestran en las
Figuras 20A y B.

Los resultados indican que se observo una respuesta inmunitaria total mas robusta cuando se administraban las
VLP con un adyuvante. Sin embargo, se provocaba una respuesta protectora con 0,12 ug de HA/dosis la semana 3
cuando se comparaba con la formulacion de VLP con alimina y la VLP sin adyuvante. También la semana 7, las
VLP que comprendian Novasomes tenian un aumento de aproximadamente 2 log en el titulo Hl en comparacion de
la VLP con alumina. La robustez de la respuesta era similar a las VLP administradas a 3,0 y 15,0 ug de HA/dosis sin
un adyuvante. Estos resultados indican que los Novasomes provocan una respuesta mas robusta en comparacion
con la alimina. Ademas, se puede conseguir una respuesta inmunitaria protectora con 25 x menos VLP cuando
dichas VLP se administran en una formulacion que comprende Novasomes.

También, en los datos de la dosis de 0,6 ug de HA/dosis, la formulacién con Novasome tenia una respuesta
aproximadamente 1,5 log mayor comparada con la alimina. Las respuestas inmunitarias eran similares en magnitud
a las VLP administradas en 3,0 y 15,0 pg de HA/dosis sin adyuvante. Estos resultados indican que con un
adyuvante, se necesita administrar aproximadamente 5 x menos de VLP para conseguir una respuesta protectora.

También, la Figura 20B representa el titulo de HI de VLP de H9N2 utilizando diferentes formulaciones de
Novasomes. Las siguientes son las formulas que se utilizaron en el experimento:

Grupo 1: VLP de H9N2 (0,1 pg) (n=5)

Grupo 2: VLP de H9N2 (0,1 ug) ¢/ DCW neto) (n=5)
Grupo 3: VLP de H9N2 (0,1 ug) ¢/ DCW 1:3) (n=5)
Grupo 4: VLP de H9N2 (0,1 ug) ¢/ DCW 1:9) (n=5)
Grupo 5: VLP de H9N2 (0,1 ug) ¢/ DCW 1:27) (n=5)
Grupo 6: VLP de HIN2 (0,1 ug) ¢/ NVAX 1) (n=5)
Grupo 7: VLP de HIN2 (0,1 ug) ¢/ NVAX 2) (n=5)
Grupo 8: VLP de HIN2 (0,1 ug) ¢/ NVAX 3) (n=5)
Grupo 9: VLP de HIN2 (0,1 ug) ¢/ NVAX 4) (n=5)
Grupo 10: VLP de H9N2 (0,1 ug) ¢/ NVAX 5) (n=5)
Grupo 11: VLP de H9N2 (0,1 ug) ¢/ Alum-OH) (n=5)
Grupo 12: VLP de H9N2 (0,1 ug) c/ CpG) (n=5)

Grupo 13: PBS (0,6 ug) (n=5)
Grupo 14: VLP de H3 (0,6 ug) (n=5)
Grupo 15: VLP de H5 (0,6 ug) (n=8)

- H9: (Lote n? 11005)

- DCW: Novasomes (Lote n® 121505-2, Polioxietileno-2-cetil éter, Colesterol, aceite de soja Superfmed, y
Cloruro de Cetilpiridinio)

- NVAX 1: B35P83, MF-59 replica (Escualeno, Polisorbato, y Span)

- NVAX2: B35P87 (Aceite de soja, Brij, Colesterol, Pluronic F-68)

- NVAX 3: B35P88 (Aceite de soja, Brij, Colesterol, Pluronic F-68, and Polietilenimina)

- NVAX 4:B31P60 (Escualeno, Brij, Colesterol, Acido oleico)

- NVAX5: B31P63 (Aceite de soja, monoestearato de Glicerilo, Colesterol, Polisorbato)

- CpG: (Lote n®1026004)

- H5: (Lote n®22406)

La Figura 21 representa la curva de respuesta a la dosis de las VLP de HIN2. Estos datos indican que una dosis de

VLP de 0,6 ug de HA/dosis es la minima para provocar una respuesta inmunitaria protectora en ratones tras 3
semanas.
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Ejemplo de referencia 20
Materiales y métodos de los estudios en Hurones

Los hurones se obtuvieron en Triple F Farms (FFF, Sayre, PA). Todos los hurones obtenidos tienen un titulo HAI de
menos de 10 unidades de hemaglutinacién. Aproximadamente dos dias antes de la vacunacién, se les implant6 a los
animales un transponder de temperatura (BioMedic Data Systems, Inc.). Los animales (6 animales por grupo) se
vacunaron el dia 0 o con (1) PBS (control negativo, grupo uno), (2) VLP de H3N2 de gripe @ 15 ug de H3 (grupo 2),
(3) VLP de H3N2 de gripe @ 3 pg de H3 (grupo 2), (4) VLP de H3N2 de gripe @ 0,6 ug de H3 (grupo 3), (5) VLP de
H3N2 de gripe @ 0,12 pg de H3 (grupo 5), o (6) rH3HA @ 15 pug (grupo 6). El dia 21 los animales se reforzaron con
vacuna. Los animales se sangraron los dias 0 (antes de la vacunacién), dia 21 (antes del refuerzo vacunal), y el dia
42. Los animales se evaluaron en cuanto a signos clinicos de efectos adversos de la vacuna una vez a la semana
durante el periodo de estudio. Se llevaron a cabo estudios similares con otras VLP de gripe.

Niveles de HAI en sueros de hurén

Se obtuvieron sueros de hurén en FFF, que se trataron con la Enzima destructora del receptor (RDE) y ensayados
en cuanto al ensayo de inhibicion de la hemaglutinacion (HAI) por procedimientos de referencia (Kendal et al.
(1982)). Todos los hurones que se eligieron para el estudio tenian un ensayo negativo (HAI = 10) para anticuerpos
pre-existentes a los virus circulantes actualmente de gripe humana (A/New Caledonia/20/99 (H1N1), A
panama/2007/99 (H3N2), A/Wellington/01/04 (H2N3) y B/Sichuan/379/99 y H5N1).

Hurones

Se obtuvieron de FFF, hurones Fitch machos (Mustela putorius furo), castrados y desodorizados, no expuestos
previamente a la gripe de aproximadamente 8 meses de edad. Los animales se alojaron en jaulas de conejo de
acero inoxidable (Shor-line, KS) que contenian una cama de animales de laboratorio SAni chips (P.J. Murphy Forest
Products, NJ). Los hurones se alimentaron con Dieta para hurones Global Teklad (Harlan Teklad, WI) y agua dulce
ad libitum. Los paneles se cambiaban tres veces a la semana, y se limpiaban las jaulas dos veces a la semana.

Vacunaciones y recoleccion de sangre de los hurones

La vacuna, VLP de H3N2 de gripe o VLP de HIN2 de gripe y los controles, por ejemplo, rH3NA (A/Wyoming/3/2003)
y PBS (control negativo) se guardaron a 4 °C antes de su uso. Para las mayorias de los estudios, se vacunaron por
via intramuscular 6 grupos de hurones (N-6/grupo) con la concentracién de vacuna o de control con un volumen de
0,5 ml.

Antes de la recoleccién de sangre y la vacunacion, los animales se anestesiaron con una inyeccién intramuscular en
el interior del muslo con una solucién de Ketamina (25 mg/kg, Atropina (0,05 mg/kg) y Xylacina (2,0 mg/kg) “KAX”.
Una vez anestesiados, los hurones se posicionaron en decubito dorsal y se recolectd la sangre (con un volumen
entre 0,5 y 1,0 ml) de la vena cava anterior utilizando una aguja de 23 gauge de 1” conectada a una jeringa de
tuberculina. La sangre se transfirié a un tubo que contenia un separador de suero y activacion del coagulo y se
permitid coagular a temperatura ambiente. Los tubos se centrifugaron y se retird el suero y se congel6 a -80 °C. La
sangre se recolecté antes de la vacunacion (dia 0), antes del refuerzo (dia 21) y el dia 42 y se ensayaron por el
ensayo HAL.

Seguimiento de los hurones

Se midieron las temperaturas semanalmente aproximadamente a la misma hora durante el periodo de estudio. Los
valores pre-vacunales se promediaron para obtener una linea base de temperaturas para cada hurén. El cambio de
temperatura (en grados Fahrenheit) se calculé en cada punto de tiempo para cada animal. Los hurones se
examinaron semanalmente en cuanto a signos clinicos de efectos vacunales adversos, que incluian la temperatura,
pérdida de peso, pérdida de actividad, descarga nasal, estornudos y diarrea. Se utilizd un sistema de puntuacion
basado en el descrito por Reuman et al. (1989) para evaluar el nivel de actividad donde 0 = alerta y activo; 1 = alerta
pero activo solo cuando se estimula; 2 = alerta pero no activo cuando se estimula. Basandose en las puntuaciones
para cada animal de un grupo, se calculé un indice de inactividad relativa como X(dia 0-dia 42) [puntuacion de
actividad + 1]/ X (dia 0-dia 42), donde n es igual al nimero total de observaciones. Un valor de 1 se afiadi6 a cada
puntuacion de base de forma que se pudiera dividir la puntuacién de “0” or un denominador, resultando un valor del
indice de 1,0.

Preparaciones del suero
Los sueros en general tenian bajos niveles de inhibidores no especificos de hemaglutinacion. Para inactivar estos

inhibidores no especificos, los sueros se trataron con (RDE) antes de ensayarse. En resumen, se anadieron tres
partes de RDE a una parte de suero y se incubaron una noche a 37 °C. El RDE se inactivo por incubacion a 56 °C
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durante aproximadamente 30 minutos. Después de la inactivacion de RDE, se anadié PBS a la muestra para
obtener una dilucién del suero final de 1:10 (RDE-Tx). El suero diluido RDE-Tx se almacen6 a 4 °C antes de
ensayarlo (durante 7 dias) o se almacené a -20 °C.

Preparacion de eritrocitos de pavo:

Los virus de gripe humana se une a los receptores del acido sialico que contienen enlaces acido N-acetilneuraminico
o 2,6-galactosa. Los virus de gripe aviar se unen a los receptores de acido sidlico que contienen enlaces acido N-
acetilneuraminico « 2,3-galactosa (enlaces a 2,3) y expresan tanto enlaces o 2,3 como « 2,6. Los eritrocitos de pavo
(TRBC) se utilizan para el ensayo HAI ya que el A/Fujian es un virus de gripe humana. Los TRBC se ajustan con
PBS para alcanzar un volumen del 0,5 %/ volumen de suspension. Las células se mantienen a 4 °C y se utilizan en
las 72 h de la preparacion.

Ensayo HAI

El ensayo HAI se adapté del manual de vigilancia de gripe basando en el laboratorio CDC (Kendal et al. (1982)
Concepts and procedures for laboratory based influenza surveillance, U.S. Department of Health and Human
Services, Public Health Service, Centers for Disease Control, Atlanta, Georgia.).

Los sueros RDE-Tx se diluyeron 2 veces seriadamente en placas microtiter con fondo en V. Se ajusté un volumen
igual de virus, aproximadamente a 8 HAU/50 ul y se afnadi6 a cada pocillo. Las placas se cubrieron y se incubaron a
temperatura ambiente durante 15 minutos seguido por la adicion de TRBC al 0,5 %. Las placas se mezclaron por
agitacion, se cubrieron, y se permiti6 que los TRBC se asentaran durante 30 minutos a temperatura ambiente. Se
determiné el titulo HAI por dilucién reciproca de la ultima fila que contenia TRBC no aglutinados. Se incluyeron en
cada placa controles de suero positivo y negativo.

Ejemplo de referencia 21
Estudio de intervalo de dosificacion de VLP A/Hong Kong/1073/99 (H9N2) en hurones

Los hurones, serolégicamente negativos por inhibicion de la hemaglutinacion para virus de gripe, se utilizaron para
evaluar el titulo de anticuerpos e HI tras la inoculacion con VLP de HIN2. Los hurones se sangraron los dias 0, y 21
con el suero ensayado en cuanto a anticuerpos anti-HA por el ensayo de inhibicion de la hemaglutinacién (HI)
utilizando RBC de pavo, y en cuento a anticuerpos anti-gripe por ELISA. Los resultados se ilustran en la Figura 22.
Estos resultados muestran titulos de HI que corresponden a los niveles de anticuerpos protectores a dosis de VLP
de 1,5y 15 ug.

Ejemplo de referencia 21
Vacunacion con VLP de H3N2 en hurones

Se vacunaron los hurones el dia 0, y se les puso un refuerzo el dia 21 con diferentes cepas de VLP de H3N2 a
diferentes dosificaciones (dosificaciones de HA 0,12, 0,6, 3,0, 15,0 ug). El control positivo era rH3N2 a 15 pg y el
control negativo es PBS solo. Los sueros, como se ha descrito anteriormente, se tomaron de los hurones el dia 0
antes de la vacunacion, el dia 21 (antes del refuerzo) y el dia 42. Se llevé a cabo un ensayo de HI en las muestras
de suero para determinar si habia una respuesta inmunitaria contra las VLP. Estos datos se ilustran en la Figura 23.
Estos datos indican que las VLP de H3N2, cuando se introducen en los hurones, inducen una respuesta inmunitaria.
Por lo tanto, las VLP de H3N2 son inmunogénicas en hurones.

Ejemplo 22
RT-PCR y clonacion de genes HA, NA y M1 del virus de gripe A/lIndonesia/5/05 (H5N1)

Se extrajo el ARN virico del clado 2 del virus de gripe, cepa A/Indonesia/5/05 (H5N1) utilizando Trizol LS (Invitrogen,
Carlsbad, CA) bajo condiciones de contencién BSL-3. La transcripcién inversa (RT) y PCR se llevaron a cabo en el
ARN virico extraido utilizando un sistema RT-PCR de una etapa (Invitrogen) con cebadores oligonucleétidos
especificos del gen. Se utilizaron los siguientes pares de cebadores para la sintesis de la hemaglutinina (HA),
neuraminidasa (NA), genes de matriz (M1) del H5N1, respectivamente:

5-AACGGTCCGATGGAGAAAATAGTGCTTCTTC-3' (SECID 4) y
5-AAAGCTTTTAAATGCAAATTCTGCATTGTAACG-3' (SEC ID 5) (HA);
5-AACGGTCCGATGAATCCAAATCAGAAGATAAT-3’ (SEC ID 6) y
5-AAAGCTTCTACTTGTCAATGGTGAATGGCAAC-3 (SEC ID 7) (NA); y
5-AACGGTCCGATGAGTCTTCTAACCGAGGTC-3’ (SECID 8) y
5-AAAGCTTTCACTTGAATCGCTGCATCTGCAC-3' (SEC ID 9) (M1) (los codones ATG estan subrayados).
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A continuacion de la RT-PCR, se clonaron los fragmentos de ADNc que contenian los genes de gripe HA, NA y M1
con pesos moleculares de 1,7, 1,4, y 0,7 kB, respectivamente, en el vector pCR2.1-TOPO (Invitrogen). Las
secuencias de nucleétidos de los genes HA, NA, y M1 se determinaron por secuenciacién de ADN. Una estrategia
similar se siguié para clonar un clado 1 H5N1 del virus de gripe a partir de Vietnam/1203/2003.

Ejemplo 23
Generacion de baculovirus recombinantes que comprenden H5N1

El gen HA se cloné como un fragmento de ADN Rsrll-Hindlll (1,7 kb) corriente abajo del promotor polihedrina
AcMNPV con el vector bacmido de transferencia pFastBac1 (Invitrogen) digerido con Rsrll y Hindlll. De manera
similar, los genes NA y M1 se clonaron como fragmentos de ADN EcoRI-Hindlll (1,4 y 0,8 kb, respectivamente) en el
plasmido ADN pFastBac1 digerido con EcoRI-Hindlll. Los tres plasmidos de transferencia de baculovirus pHA, pNA,
y pMI que contenian los genes HA, NA y M1 del virus de gripe A/Indonesia/5/05 (H5N1), respectivamente, se
utilizaron para generar bacmidos recombinantes.

Los bacmidos se produjeron por recombinacién homéloga especifica del sitio siguiendo la transformacion de
plasmidos bacmidos de transferencia que contienen genes de gripe en células competentes E. coli DH10Bac, que
contenian el genoma de baculovirus AcMNPV (Invitrogen). EI bacmido ADN recombinante se transfectd en células
de insecto Sf9.

Secuencias de nucleétidos de los genes HA, NA y M1 del Indonesia/5/05.
HA (SEC ID 10)

ATGGAGRAAAATAGTGCTTCTTCTTGCAATAGTCAGTICTTGTTARRAGTGATCAGATTTGC
ATTGGTTACCATGCAAACAATTCAACAGAGCAGGTTGACACAATCATGGAAAAGAACGTT
ACTGTTACACATGCCCAAGACATACTGGAARRAGACACACAACGGGAAGCTCTGCGATCTA
GATGGAGTGAAGCCTCTAATTTTAAGAGATTGTAGTGTAGCTGGATGGCTCCTCGGGAAC
CCAATGTGTGACGAATTCATCAATGTACCGGAATGGTCTTACATAGTGGAGAAGGCCAAT
CCAACCAATGACCTCTGTTACCCAGGGAGTTTCAACGACTATGAAGAACTGAAACACCTA
TTGAGCAGAATAAACCATTTTGAGAAAATTCAAATCATCCCCAAAAGTTCTTGGTCCGAT
CATGAAGCCTCATCAGGAGTGAGCTCAGCATGTCCATACCTGGGARAGTCCCTCCTTTITTT
AGAAATGTGGTATGGCTTATCAAAAAGAACAGTACATACCCAACAATAAAGAARAGCTAC
AATAATACCAACCAAGAAGATCTTTTGGTACTGTGGGGAATTCACCATCCTAATGATGCG
GCAGAGCAGACAAGGCTATATCARAACCCAACCACCTATATTTCCATTIGGGACATCAACA
CTAAACCAGAGATTGGTACCAARARATAGCTACTAGATCCAAAGTARACGGGCARAGTGGA
AGGATGGAGTTCTTCTGGACAATTTTAAAACCTAATGATGCAATCAACTTCGAGAGTAAT
GGAAATTTCATTGCTCCAGAATATGCATACAAAATTGTCAAGAAAGGGGACTCAGCAATT
ATGAAAAGTGARATTGGAATATGGTAACTGCAACACCAAGTGTCAARACTCCAATGGGGGCG
ATAAACTCTAGTATGCCATTCCACAACATACACCCTCTCACCATCGGGGAATGCCCCAARA
TATGTGAAATCAAACAGATTAGTCCTTGCAACAGGGCTCAGAAATAGCCCTCAAAGAGAG
AGCAGAAGAAAAAAGAGAGGACTATTTGGAGCTATAGCAGGTTTTATAGAGGGAGGATGG
CAGGGAATGGTAGATGGTTGGTATGGGTACCACCATAGCAATGAGCAGGGGAGTGGGTAC
GCTGCAGACAAAGAATCCACTCAAAAGGCAATAGATGGAGTCACCARTAAGGTCAACTCA
ATCATTGACAAAATGAACACTCAGTTTGAGGCCGTTGGAAGGGAATTTAATAACTTAGAA
AGGAGAATAGAGAATTTAAACAAGAAGATGGAAGACGGGTTTCTAGATGTCTGGACTTAT
AATGCCGAACTTCTGGTTCTCATGGAARATGAGAGAACTCTAGACTTTCATGACTCAAAT
GTTAAGAACCTCTACGACAAGGTCCGACTACAGCTTAGGGATAATGCAAAGGAGCTGGGT
AACGGTTGTTTICGAGTTCTATCACAAATGTGATAATGAATGTATGGRAAAGTATAAGARAC
GGAACGTACAACTATCCGCAGTATTCAGAAGAAGCAAGATTAAAAAGAGAGGAAATAAGT
GGGGTAARATTGGAATCAATAGGAACTTACCAAATACTGTCAATTTATTCAACAGTGGCG
AGTTCCCTAGCACTGGCAATCATGATGGCTGGTCTATCTTTATGGATGTGCTCCAATGGA
TCGTTACAATGCAGAATTTGCATTTAA
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NA (SEC ID 11)

ATGAATCCAAATCAGAAGATAATAACCATTGGATCAATCTGTATGGTAATTGGAATAGTT
AGCTTAATGTTACAAATTGGGAACATGATCTCAATATGGGTCAGTCATTCAATTCAGACA
GGGAATCAACACCAAGCTGAATCAATCAGCAATACTAACCCTCTTACTGAGAAAGCTGTG
GCTTCAGTAACATTAGCGGGCAATTCATCTCTTTGCCCCATTAGAGGATGGGCTGTACAC
AGTAAGGACAACAATATAAGGATCGGTTCCARGGGGGATGTGTTTGTTATTAGAGAGCCG
TTCATCTCATGCTCCCACCTGGAATGCAGARACTTTCTTCTTGACTCAGGGAGCCTTGCTG
AATGACAAGCACTCCAACGGGACTGTCAAAGACAGAAGCCCTCACAGAACATTAATGAGT
TGTCCIGTGGGTGAGGCTCCCTCTCCATATAACTCAAGGTTTGAGTCTGTTGCTTGGTCA
GCAAGTGCTTGCCATGATGGCACCAGTTGGTTGACAATTGGAATTTCTGGCCCAGACAAT
GAGGCTGTGGCTGTATTGAAATACAATGGCATAATAACAGACACTATCAAGAGTTGGAGG
AACAACATACTGAGAACTCAAGAGTCTGAATGTGCATGTGTAAATGGCTCTTGCTTTACT
GTAATGACTGATGGACCAAGTGATGGGCAGGCATCATATAAGATCTTCAARATGGAARAR
GGABRAAGTGGTCARATCAGTCGAATTGGATGCTCCTAATTATCACTATGAGGAATGCTCC

TGTTATCCTGATGCCGGCGRARATCACATGTGTTTGCAGGGATAATTGGCATGGCTCAAAT
AGGCCATGGGTATCTTTCAATCAAAATTTGGAGTATCAAATAGGATATATATGCAGTGGA
GTTTTCGGAGACAATCCACGCCCCAATGATGGAACAGGTAGTTGTGGCCCGATSTCCCCT
AACGGGGCATATGGGGTAAAAGGGTTTTCATTTAAATACGGCAATGGTGTTTGGATCGGG
AGAACCARRAGCACTARATTCCAGGAGCGGCTTTGAAATGATTTGGGATCCAAATGGGTGG
ACTGGAACGGACAGTAGCTTITTCAGTGARACRAGATATAGTAGCAATAACTGATTGGTCA
GGATATAGCGGGAGTTTTGTCCAGCATCCAGAACTGACAGGATTAGATTGCATAAGACCT
TGTTTCTGGGTTGAGTTAATCAGAGGGCGGCCCAAAGAGAGCACAATTTGGACTAGTGGG
AGCAGCATATCTTTITGTGGTGTAAATAGTGACACTGTGAGTTGGTCTTGGCCAGACGGT
GCTGAGTTGCCATTCACCATTGACAAGTAG

M1 (SEC ID 12)

ATGAGTCTTCTAACCGAGGTCGARACGTACGTTCTICTICTATCATCCCGTCAGGCCCCCTC
AAAGCCGAGATCGCGCAGAARCTTGAAGATGTCTTTGCAGGAAAGAACACCGATCTCGAG
GCTCTCATGGAGTGGCTGAAGACAAGACCAATCCTGTCACCTCTGACTAAAGGGATTTTG
GGATTTGTATTCACGCTCACCGTGCCCAGTGAGCGAGGACTGCAGCGTAGACGCTTTGTC
CAGAATGCCCTAAATGGAAATGGAGATCCARATAATATGGATAGGGCAGTTAAGCTATAT
AAGAAGCTGAAAAGAGAAATAACATTCCATGGGGCTAAAGAGGTTTCACTCAGCTACTCA
ACCGGTGCACTTGCCAGTTGCATGGGTCTCATATACAACAGGATGGGAACGGTGACTACG
GARAGTGGCTTTITGGCCTAGTGTGTGCCACTIGTGAGCAGATTGCAGATTCACAGCATCGS
TCTCACAGGCAGATGGCAACTATCACCAACCCACTARATCAGGCATGAARNACAGRATGGTG
CTGGCCAGCACTACAGCTAAGGCTATGGAGCAGATGGCGGGATCAAGTGAGCAGGCAGLG
GAAGCCATGGAGGTCGCTAATCAGGCTAGGCAGATGGTGCAGGCAATGAGGACAATTGGA
ACTCATCCTAACTCTAGTGCTGGTCTGAGAGATAATCTTCTTGAARATTTGCAGGCCTAC
CAGAAACGAATGGGAGTGCAGATGCAGCGATTCARGTGA

Un gen clonado HA, pHAS5, contenia dos cambios de nucleétidos, nt n® 1172 y nt n? 1508 (en el wt), cuando se
comparaba con la secuencia del gen HA de tipo silvestre. Se siguié una estrategia similar para construir y crear el
clado 1 del virus de gripe H5N1 de las VLP Vietnam/1203/2003 (véase posteriormente). Los alineamientos de
nucleétidos del pHAS5 y las secuencias de aminodcidos son los siguientes.
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................... ATGGAGAAAATAGTGCTTCTTCTTGCAATAG

RN RN RN RN RAR RN
ATTCGCCCTTAACGGTCCGATGGAGAARRTAGTGCTTCTTCTTGCARTAG

TCAGTCTTGTTAAAAGTGATCAGATTTGCATTGGTTACCATGCARACAAT

RN N N R R RN RN R AR R R AR R RN RA R
TCAGTCTTGTTARRAGTGATCAGATTTGCATTGGTTACCATGCARACAAT

TCAACAGAGCAGGTTGACACAATCATGGARAAGAARCGTTACTGTTACACA

PVPRERERE et beer e et b e e b e e e et
TCBACAGAGCAGGTTGACACAATCATGGAAAAGAACGTTACTGTTACACA

TGCCCAAGACATACTGGAAAAGACACACAACGGGAAGCTCTGCGATCTAG

R R R R R NN RN R R R R NN R R AR RN
TGCCCAAGACATACTGGARAAGACACACAARCGGGAAGCTCTGCGATCTAG
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ATGGAGTGAAGCCTCTAATTTTAAGAGATTGTAGTGTAGCTGGATGGCTC

RN R N R RN AR R R R RN RN R AR
ATGGAGTGAAGCCTCTAATTTTAAGAGATTGTAGTGTAGCTGGATGGCTC

CTCGGGAACCCAARTGTGTGACGAATTCATCAATGTACCGGAATGGTCTTA
AR RN R R AR R AR R R R R RN RN RN
CTCGGGAACCCAATGTGTGACGAATTCATCAATGTACCGGAATGGTCTTA

CATAGTGGAGAAGGCCAATCCAACCAATGACCTCTGTTACCCAGGGAGTT

(RN R R RN R R R RN R RN R AR AR RN R R R RN
CATAGTGGAGAAGGCCAATCCAACCAATGACCTCTGTTACCCAGGGAGTT

TCAACGACTATGAAGAACTGAAACACCTATTGAGCAGAATAAACCATTTT

RN R RN R RN AR R RN R AR RN RN RN R AR
TCAARCGACTATGAAGAACTGAAACACCTATTGAGCAGARTARACCATTTT

GAGAAAATTCAAATCATCCCCRAAAGTTCTTGGTCCGATCATGAAGCCTC

[RER RN R RN R R R R RN NN R AR RN AR AR
GAGAARATTCARATCATCCCCARARAGTTCTTGGTCCGATCATGAAGCCTC

ATCAGGAGTGAGCTCAGCATGTCCATACCTGGGAAGTCCCTCCTTTTTTA

[RRRRRE RN R RN R N N N RN A R R R R R RN
ATCAGGAGTGAGCTCAGCATGTCCATACCTGGGAAGTCCCTCCTTTTTTA

GAAATGTGGTATGGCTTATCAABRAAGAACAGTACATACCCAACAATAAAG

RN AR R R R AR AR R R RN RN AR RN
GARATGTGGTATGGCTTATCARAAAGAACAGTACATACCCAACAATAAAG

AAAAGCTACAATAATACCAACCAAGAAGATCTTTTGGTACTGTGGGGAAT

RN R RN R RN RN N R NN AR RN RN
ABAAGCTACARATAATACCAACCAAGRAGATCTTTTGGTACTGTGGGGAAT

TCACCATCCTAATGATGCGGCAGAGCAGACAAGGCTATATCARAACCCAA

PPERETER TR b i b e e v e by e bbby e e el
TCACCATCCTAATGATGCGGCAGAGCAGACAAGGCTATATCAARAACCCAA

CCACCTATATTTCCATTGGGACATCAACACTAAACCAGAGATTGGTACCA

PERTRTERT R v b et v b b r b e e et b
CCACCTATATTTCCATTGGGACATCAACACTAAACCAGAGATTGGTACCA

AAAATAéCTACTAGATCCAAAGTAAACGGGCAAAGTGGAAGGATGGAGTT

(NERRE RN AR R R RN NN RN N R R AR AR R R RN
ARAATAGCTACTAGATCCAAAGTAAACGGGCAAAGTGGAAGGATGGAGTT

CTTCTGGACAATTTTAAAACCTAATGATGCAATCAACTTCGAGAGTAATG
RN R RN R R RN R AR R RN R AR RN
CTTCTGGACAATTTTAAAACCTAATGATGCAATCAACTTCGAGAGTAATG

GAAATTTCATTGCTCCAGAATATGCATACAARATTGTCAAGARAGGGGAC

RN AR R R R R R R AR R AN AR AR RN
GAAATTTCATTGCTCCAGARTATGCATACABRAATTGTCAAGARAGGGGAC

TCAGCAATTATGAAAAGTGAATTGGAATATGGTAACTGCAACACCAAGTG

Prrrrrrerrrerererrrrrerererrrerrere e
TCAGCAATTATGAAAAGTGAATTGGAATATGGTAACTGCAACACCAAGTG

TCAAARCTCCAATGGGGGCGATARACTCTAGTATGCCATTCCACAACATAC

R R NN R RN R RN R RN RN
TCAAACTCCAATGGGGGCGATARACTCTAGTATGCCATTCCACAACATAC
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ACCCTCTCACCATCGGGGAATGCCCCARATATGTGAAATCARACAGATTA

R R R RN R RN RN AR RN AR RN RN
ACCCTCTCACCATCGGGGAATGCCCCAAATATGTGAAATCAAACAGATTA

.

GTCCTTGCAACAGGGCTCAGARATAGCCCTCAAAGAGAGAGCAGAAGAAA

R R RN RN R R RN RN RN RN RR RN
GTCCTTGCAACAGGGCTCAGAAATAGCCCTCAAAGAGAGAGCAGAAGAAA

ARAGAGAGGACTATTTGGAGCTATAGCAGGTTTTATAGAGGGAGGATGGC

RN R AR R AR R A RN RRA RN RRE
ARAGAGAGGACTATTTGGAGCTATAGCAGGTTTTATAGAGGGAGGATGGC

AGGGAATGGTAGATGGTTGGTATGGGTACCACCATAGCAATGAGCAGGGG
PETERETRTRE R E R R e e b v b e e e e vy
AGGGAATGGTAGATGGTTGGTATGGGTACCACCATAGCARTGAGCAGGGG

AGTGGGTACGCTGCAGACAAAGAATCCACTCAAAAGGCAATAGATGGAGT

PETEEERTEE R R R e bbb v b e e bbb i e ey
AGTGGGTACGCTGCAGACAAAGAATCCACTCAAAAGGCAATGGATGGAGT

CACCAATAAGGTCAACTCAATCATTGACAARAATGAACACTCAGTTTGAGG

RN R R RN RN AR RN A RN AR AR AR AR R RN
CACCAATAAGGTCAACTCAATCATTGACARAATGAACACTCAGTTTGAGG

CCGTTGGAAGGGAATTTAATAACTTAGAAAGGAGAATAGAGAATTTAAAC

R RN R R RN R AR RN AR RRR RN
CCGTTGGAAGGGAATTTAATAACT TAGARAGGAGAATAGAGAATTTARAC

AARGAAGATGGAAGACGGGTTTCTAGATGTCTGGACTTATAATGCCGAACT

RN R R N RN R R AR RN AR R R R AR R RRN
AAGAAGATGGRAGACGGGTTTCTAGATGTCTGGACTTATAATGCCGAACT

TCTGGTTICTCATGGAAAATGAGAGAACTCTAGACTTTCATGACTCAAATG

R R R RN R RN R RN AR R RN NN RN
TCTGGTTCTCATGGAAAATGAGAGAACTCTAGACTTTCATGACTCARAATG

TTAAGARCCTCTACGACAAGGTCCGACTACAGCTTAGGGATAATGCARAG

(AR RN R R NN R RN R R R AR AR AR R R
TTARGAACCTCTACGACAAGGTCCGACTACAGCTTAGGGATAATGCARAG

GAGCTGGGTAACGGTTGTTTCGAGTTCTATCACAAATGTGATAATGAATG

PERERVRTIIEE R bR et b e bbb b e e b e i e iy
GAGCTGGGTAACGGTTGTTTCGAGTTCTATCACARATGTGATAATGAATG

TATGGAAAGTATAAGAAACGGAACGTACAACTATCCGCAGTATTCAGAAG

RN RN R R R R R R R R AR AR RN R R AR AR RN
TATGGAAAGTATAAGAAACGGAACGTGCAACTATCCGCAGTATTCAGAAG

AAGCAAGATTAAAAAGAGAGGAAATAAGTGGGGTAAARTTGGAATCAATA

R RN R R RN SRR R R AR RN NN RN AR
AAGCRAGATTAAAAAGAGAGGAARTAAGTGGGGTAAAATTGGAATCAATA

GGAACTTACCAAATACTGTCAATTTATTCAACAGTGGCGAGTTCCCTAGC

RN R RN R AR R RS RN RN RN R
GGAACTTACCARATACTGTCAATTTATTCAACAGTGGCGAGTTCCCTAGC

ACT CTGGTCTAT GAT

!llllllllllllllll!|lIlllllllllIIIIIIIIIIIIIIIIIII|
ACTGGCRATCAT TTATGGATGTGCTC
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1682 CGTTACAATGCAGAATTTGCATETAA . ¢ . it i ittt nenan s 1707

PEERRTERT e
1751 CGTTACAATGCAGAATTTGCATTTAAAAGCTTTAAGGGCGAATTCCAGCA 1800

Alineamiento de la secuencia de aminoacidos de Hemaglutinina

PHAS 1l MEKIVLLLAIVSLVKSDQICIGYHANNSTEQVDTIMEKNVTVTHAQDILE 50 sec id 57

PEVERRRERTEER b er e e b e e e bbb e ey
wt 1 MEKIVLLLAIVSLVKSDQICIGYHANNSTEQVDTIMEKNVTVTHAQDILE 50 sec id 58

51 KTHNGKLCDLDGVKPLILRDCSVAGWLLGNPMCDEFINVPEWSYIVEKAN 100
PErrrrrrrreerrerr e e r et e e e e
51 KTHNGKLCDLDGVKPLILRDCSVAGWLLGNPMCDEFINVPEWSYIVEKAN 100

101 PTNDLCYPGSFNDYEELKHLLSRINHFEKIQIIPKSSWSDHEASSGVSSA 150

(RN R R R RN R R RN RN RN NN
101 PTNDLCYPGSFNDYEELKHLLSRINHFEKIQIIPKSSWSDHEASSGVSSA 150

151 CPYLGSPSFFRNVVWLIKKNSTYPTIKKSYNNTNQEDLLVLWGIHHPNDA 200

PECERERE Rt e et e e r e e v e b er et
151 CPYLGSPSFFRNVVWLIKKNSTYPTIKKSYNNTNQEDLLVLWGIHHENDA 200

201 AEQTRLYQNPTTYISIGTSTLNQRLVPKIATRSKVNGQSGRMEFFWTILK 250
(AN R AR R NN RN RN RN R R
201 AEQTRLYQNPTTYTSIGTSTLNQRLVPKIATRSKVNGQSGRMEFFWTILK 250

251 PNDAINFESNGNFIAPEYAYKIVKKGDSAIMKSELEYGNCNTKCQTPMGA 300

(RN N R RN AR RNy
251 PNDAINFESNGNFIAPEYAYKIVKKGDSAIMKSELEYGNCNTKCQTPMGA 300

301 INSSMPFHNIHPLTIGECPKYVKSNRLVLATGLRNSPQRESRRKKRGLFG 350

PEEERET R e e e e e bbb bbb e v rvrentd
301 INSSMPFHNIHPLTIGECPKYVKSNRLVLATGLRNSPQRESRRKKRGLFG 350

351 AIAGFIEGGWQGMVDGWYGYHHSNEQGSGYAADKESTOKAMDGVTNKVNS 400

RN R R RN R PR AR RN
351 AIAGFIEGGWQGMVDGWYGYHHSNEQGSGYAADKESTQKAIDGVTNKVNS 400

401 IIDKMNTQFEAVGREFNNLERRIENLNKKMEDGFLDVWTYNAELLVLMEN 450

Crrrrrrerrrrrr et e e e e e e e
401 IIDKMNTQFEAVGREFNNLERRIENLNKKMEDGFLDVWTYNAELLVLMEN 450

451 ERTLDFHDSNVKNLYDKVRLQLRDNAKELGNGCFEFYHKCDNECMESIRN 500

PETERTER e e ey b e r e b e e e e e e e ey vk el
451 ERTLDFHDSNVKNLYDKVRLQLRDNAKELGNGCFEFYHKCDNECMESIRN 500

501 GTCNYPQYSEEARLKREEISGVKLESIGTYQILSIYSTVASSLALAIMMA 550

RN RN R R R R R RN AR RN R RRR Y
501 GTYNYPQYSEEARLKREEISGVKLESIGTYQILSIYSTVASSLALAIMMA 550

551 GLSLWMCSNGSLQCRICI. 568
Ferrrrrerrrrnreil
551 GLSLWMCSNGSLQCRICI* 569
Ejemplo 26
Generacion de genes HA, NA, y M1 optimizados de A/Indonesia/5/05 para la expresion eficaz en células Sf9.
Se derivaron los siguientes polipéptidos de los nucleétidos de codén optimizado que correspondian al gen HA de
Indonesia/5/05 (véase el ejemplo 31). Los nucledtidos de coddn optimizado se disefiaron y produjeron (Geneart

GMBH, Regensburg, FRG) de acuerdo con los métodos desvelados en la publicacion de patente de EE. UU.
2005/0118191. Véase el Ejemplo 31 para las secuencias de acidos nucleicos.
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VSLVKSDQIC
DGVKPLILRD
FNDYEELKHL
RNVVWLIKKN
TTYISIGTST
GNFIAPEYAY
HPLTIGECPK
QGMVDGWYGY
AVGREFNNLE
VKNLYDKVRL
EARLKREEIS
SLQCRICI*

Vac2-hac-opt (secuencias de aa sin modificar) (SEC ID 27)

IGYHANNSTE
CSVAGWLLGN
LSRINHFEKI
STYPTIKKSY
LNQRLVPKIA
KIVKKGDSAI
YVKSNRLVLA
HHSNEQGSGY
RRIENLNKKM
QLRDNAKELG
GVKLESIGTY

QVDTIMEKNV
PMCDEFINVP
QIIPKSSWSD
NNTNQEDLLV
TRSKVNGQSG
MKSELEYGNC
TGLRNSPQRE
AADKESTQKA
EDGFLDVWTY
NGCFEFYHKC
QILSIYSTVA

TVTHAQDILE
EWSYIVEKAN
HEASSGVSSA
LWGIHHPNDA
RMEFFWTILK
NTKCQTPMGA
SRRKKRGLFG
IDGVTNKVNS
NAELLVLMEN
DNECMESIRN
SSLALAIMMA

5 Vac2-hac-spc-opt (modificado, péptido de sefial de Quitinasa, subrayado) (SEC ID 28)

Mplykllnvliwlvavsnaip DQICIGYHANNSTE QVDTIMEKNV TVTHAQDILE

KTHNGKLCDL
PTNDLCYPGS
CPYLGSPSFF
AEQTRLYQNP
PNDAINFESN
INSSMPFHNI
AIAGFIEGGW
IIDKMNTQFE
ERTLDFHDSN
GTYNYPQYSE
GLSLWMCSNG

DGVKPLILRD
FNDYEELKHL
RNVVWLIKKN
TTYISIGTST
GNEFIAPEYAY
HPLTIGECPK
QGMVDGWYGY
AVGREFNNLE
VKNLYDKVRL
EARLKREEIS
SLQOCRICI*

CSVAGWLLGN
LSRINHFEKI
STYPTIKKSY
LNQRLVPKIA
KIVKKGDSAI
YVKSNRLVLA
HHSNEQGSGY
RRIENLNKKM
QLRDNAKELG
GVKLESIGTY

PMCDEFINVP
QIIPKSSWSD
NNTNQEDLLV
TRSKVNGQSG
MKSELEYGNC
TGLRNSPQRE
AADKESTQKA
EDGFLDVWTY
NGCFEFYHKC
QILSIYSTVA

EWSYIVEKAN
HEASSGVSSA
LWGIHHPNDA
RMEFFWTILK
NTKCQTPMGA
SRRKKRGLFG
IDGVTNKVNS
NAELLVLMEN
DNECMESIRN
SSLALAIMMA

Vac2-hac-sph9-opt (modificado, péptido de sefial de H9, subrayado)
10
METISLITIL LVVTASNA DQICIGYHANNSTE QVDTIMEKNV TVTHAQDILE

15

KTHNGKLCDL
PTNDLCYPGS
CPYLGSPSFF
AEQTRLYQNP
PNDAINFESN
INSSMPFHNI
AIAGFIEGGW
IIDKMNTQFE

DGVKPLILRD
FNDYEELKHL
RNVVWLIKKN
TTYISIGTST
GNFIAPEYAY
HPLTIGECPK
QGMVDGWYGY
AVGREFNNLE

CSVAGWLLGN
LSRINHFEKI
STYPTIKKSY
LNQRLVPKIA
KIVRKKGDSAI
YVKSNRLVLA
HHSNEQGSGY
RRIENLNKKM

ERTLDFHDSN VKNLYDKVRL QLRDNAKELG
GTYNYPQYSE EARLKREEIS GVKLESIGTY

GLSLWMCSNG

MEKIVLLLAI
KTHNGKLCDL
PTNDLCYPGS
CPYLGSPSFEFF
AEQTRLYQNP
PNDAINFESN
INSSMPFHNI
AIAGFIEGGW
IIDKMNTQFE
ERTLDFHDSN
GTYNYPQYSE
GLSLWMCSNG

SLQCRICI*

VSLVKSDQIC
DGVKPLILRD
FNDYEELKHL
RNVVWLIKKN
TTYISIGTST
GNFIAPEYAY
HPLTIGECPK
QGMVDGWYGY
AVGREFNNLE
VKNLYDKVRL
EARLKREEIS
SLQOCRICI*

Vac2-hac-cs-opt (-es el sitio de escisién modificado) (SEC ID 30)

IGYHANNSTE
CSVAGWLLGN
LSRINHFEKI
STYPTIKKSY
LNQRLVPKIA
KIVKKGDSAIL
YVKSNRLVLA
HHSNEQGSGY
RRIENLNKKM
QLRDNAKELG
GVKLESIGTY

44

PMCDEFINVP
QIIPKSSWSD
NNTNQEDLLV
TRSKVNGQSG
MKSELEYGNC
TGLRNSPQRE
AADKESTQKA
EDGFLDVWTY

EWSYIVEKAN
HEASSGVSSA
LWGIBHPNDA
RMEFFWTILK
NTKCQTPMGA
SRRKKRGLFG
IDGVTNKVNS
NAELLVLMEN

NGCFEFYHKC
QILSIYSTVA

QVDTIMEKNV
PMCDEFINVP
QIIPKSSWSD
NNTNQEDLLV
TRSKVNGQSG
MKSELEYGNC
TGLRNSPQRE
AADKESTOQKA
EDGFLDVWTY
NGCFEFYHKC
QILSIYSTVA

DNECMESIRN
SSLALAIMMA

TVTHAQDILE
EWSYIVEKAN
HEASSGVSSA
LWGIHHPNDA
RMEFFWTILK
NTKCQTPMGA
§----RGLFG
IDGVTNKVNS
NAELLVLMEN
DNECMESIRN
SSLALAIMMA
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Los siguientes polipéptidos que corresponden a los genes NA y M1 de codoén optimizado, sin modificar también se
sintetizaron.

Vac2-naj-opt (neuraminidasa) (SEC ID 31)

10

MNPNOKIITI
NTNPLTEKAV
FISCSHLECR
NSRFESVAWS
NNILRTQESE
APNYHYEECS
VFGDNPRPND
FEMIWDPNGW
CFWVELIRGR

GSICMVIGIV
ASVTLAGNSS
TFFLTQGALL
ASACHDGTSW
CACVNGSCFT
CYPDAGEITC
GTGSCGPMSP
TGTDSSFSVK
PKESTIWTSG

Vac2-mc-opt (matriz) (SEC ID 32)

MSLLTEVETY VLSIIPSGPL
ILSPLTKGIL GFVFTLTVPS
KKLKREITFH GAKEVSLSYS
CEQIADSQHR SHROMATITN
EAMEVANQAR QMVQAMRTIG

FK*

SLMLQIGNMI
LCPIRGWAVH
NDKHSNGTVK
LTIGISGPDN
VMTDGPSDGQ
VCRDNWHGSN
NGAYGVKGES
QDIVAITDWS
SSISFCGVNS

KAEIAQKLED
ERGLQRRRFV
TGALASCMGL
PLIRHENRMV
THPNSSAGLR

SIWVSHSIQT
SKDNNIRIGS
DRSPHRTLMS
EAVAVLKYNG
ASYKIFKMEK
RPWVSEFNQNL
FKYGNGVWIG
GYSGSFVQHP
DTVSWSWPDG

VFAGKNTDLE
QONALNGNGDP
IYNRMGTVTT
LASTTAKAME
DNLLENLQAY

GNQHQAESIS
KGDVFVIREP
CPVGEAPSPY
IITDTIKSWR
GKVVKSVELD
EYQIGYICSG
RTKSTNSRSG
ELTGLDCIRP
AELPFTIDK*

ALMEWLKTRP
NNMDRAVKLY
EVAFGLVCAT
QMAGSSEQAA
QKRMGVOMQR

Los genes HA, NA y M1 de codoén optimizado, sintéticos se subclonaron en el plasmido de transferencia pFastBac1
utilizando los sitios BamHI and Hindlll, como se ha descrito anteriormente. Los bacmidos recombinantes para la
expresion en células Sf9 de los genes sintéticos HA, NA y M1 se generaron como se ha descrito anteriormente,
utilizando la cepa de E. coli DH10Bac (Invitrogen).

Ejemplo de referencia 24
Clonacion del clado 1 del virus de gripe A/Vietham/1203/04 (H5N1) por RT-PCR

Los genes HA, NA y M1 se clonaron por RT-PCR de acuerdo con el método descrito anteriormente. Las secuencias
posteriores son comparaciones entre el gen publicado comparado con los genes clonados.

El gen HA para el clado 1 del A/Vietnam/1203/04 (H5N1)

Calle superior: Gen HA Reg. n® AY818135 (SEC ID 36)
Calle inferior: Gen HA de Novavax A/Vietnam/1203/2009 (H5N1) (SEC ID 37)

45
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........................................ ATGGAGAARAA

AREERRERN
AGTGTGATGGATATCTGCAGAATTCGCCCT TAGGCGCGCCATGGAGAAARA

TAGTGCTTCTTTTTGCAATAGTCAGTCTTGTTAAAAGTGATCAGATTTGC

PERRTERR R r e bt b e e bbb
TAGTGCTTCTTTTTGCAATAGTCAGTCTTGTTAAAAGTGATCAGATTTGC

ATTGGTTACCATGCAAACAACTCGACAGAGCAGGTTGACACAATAATGGA

RN RN R R RN AR RN RR R RR RN
ATTGGTTACCATGCAAACAACTCGACAGAGCAGGTTGACACAATAATGGA

AAAGAACGTTACTGTTACACATGCCCAAGACATACTGGAAAAGARACACA

PERRTTEREET IR R r et b bbb bbbt re b re by
ARAGAARCGTTACTGTTACACATGCCCAAGACATACTGGAAAAGARACACA
GAAGCTCTGCGATCTAGATGGAGTGAAGCCTCTAATTTTGAGAGAT

IIIIIIfIlIIIllIllllIIIIIHIIIIlIIIIiIIIlIIIIIIIllI
GAAGCTCTGCGATCTAGATGGAGTGAAGCCTCTAATTTTGAGAGAT

TGTAGCGTAGCTGGATGGCTCCTCGGAAACCCAATGTGTGACGAATTCAT-

R RN R R N RN AR AR AR R R AR N
TGTAGCGTAGCTGGATGGCTCCTCGGAAACCCAATGTGTGACGAATTCAT

CAATGTGCCGGAATGGTCTTACATAGTGGAGAAGGCCAATCCAGTCAATG

R R NN R R R R R RN A R RN R R R
CAATGTGCCGGAATGGTCTTACATAGTGGAGAAGGCCAATCCAGTCAATG

ACCTCTGTTACCCAGGGGATTTCAATGACTATGAAGAATTGAAACACCTA

R R R RN RN R RN A R R AR RE R RN
ACCTCTGTTACCCAGGGGATTTCAATGACTATGAAGAATTGARACACCTA

TTGAGCAGAATAAACCATTTTGAGAAAATTCAGATCATCCCCARRAGTTC

RN N R RN R RN RN RN AR R NN
TTGAGCAGAATARACCATTTTGAGAAAATTCAGATCATCCCCARAAGTTC

TTGGTCCAGTCATGAAGCCTCATTAGGGGTGAGCTCAGCATGTCCATACC

RN R R R RN R RN RN R
TTGGTCCAGTCATGAAGCCTCATTAGGGGTGAGCTCAGCATGTCCATACC

AGGGAAAGTCCTCCTTTTTCAGAAATGTGGTATGGCTTATCARRAAGAAC
N R R R R RN RN R RN RN RN R AR RN
AGGGAAAGTCCTCCTTTTTCAGAAATGTGGTATGGCTTATCAAARRAGAAC

AGTACATACCCAACAATAAAGAGGAGCTACAATARTACCAACCAAGAAGA
RN R R RN AR RN AR NN R RN RN
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AGTACATACCCAACAATAAAGAGGAGCTACAATAATACCAACCAAGAAGA

TCTTTTGGTACTGTGGGGGATTCACCATCCTARATGATGCGGCAGAGCAGA

PVRLERETEE R b b e e bbb i b e bbb iy
TCTTTTGGTACTGTGGGGGATTCACCATCCTAATGATGCGGCAGAGCAGA

CAAAGCTCTATCAARAACCCAACCACCTATATTTCCGTTGGGACATCAACA

NN RN R RN R R RN NN R A R NN RN AR R
CAARGCTCTATCAAAACCCAACCACCTATATTTCCGTTGGGACATCAACA

CTAAACCAGAGATTGGTACCAAGAATAGCTACTAGATCCAARAGTAAACGG

NN RN R R RN RN RN RN RN RN R RN R N
CTARACCAGAGATTGGTACCAAGAATAGCTACTAGATCCAAAGTAAACGG

GCRARGTGGAAGGATGGAGTTCTTCTGGACAARTTTTAAAGCCGAATGATG

[RERER RN R RN RN RN R RN NN R RN RN Y
GCARAGTGGARAGGATGGAGTTCTTCTGGACAATTTTAAAGCCGAATGATG

CAATCAACTTCGAGAGTAATGGAAATTTCATTGCTCCAGAATATGCATAC

(RN R RN RN N RN RN R RN RRAREN R
CAATCAACTTCGAGAGTAATGGAAATTTCATTGCTCCAGAATATGCATAC

AAAATTGTCAAGAAAGGGGACTCAACAATTATGAAAAGTGAATTGGAATA

(RN RN RN RN R RN RN RN RN N R AR AR Y
AAAATTGTCAAGAAAGGGGACTCAACAATTATGAAARAGTGAATTGGAATA

TGGTAACTGCAACACCAAGTGTCARACTCCARTGGGGGCGATAAACTCTA

(AR RN R R R R RN NN AR RE ERR RN Ry
TGGTAACTGCAACACCAAGTGTCAAACTCCAATGGGGGCGATARACTCTA

GCATGCCATTCCACAATATACACCCTCTCACCATTGGGGAATGCCCCAAA

PEETEREIT DR E i b e v e e b b e v e b
GCATGCCATTCCACAATATACACCCTCTCACCATTGGGGAATGCCCCARR

TATGTGAAATCARACAGATTAGTCCTTGCGACTGGGCTCAGARATAGCCC

AR RN RN R R R RN AR RN AN AR RN RN AR R
TATGTGAAATCAARACAGATTAGTCCTTGCGACTGGGCTCAGARATAGCCC

TCARAGAGAGAGAAGAAGAAAAAAGAGAGGATTATTTGGAGCTATAGCAG

PYEVETELE R b b v b e b e b e bk e
TCABRAGAGAGAGAAGAAGAAAAAAGAGAGGATTATTTGGAGCTATAGCAG

GTTTTATAGAGGGAGGATGGCAGGGAATGGTAGATGGTTGGTATGGGTAC

RN RN RN RN R R R RN RN RN RN RR RN
GTTTTATAGAGGGAGGATGGCAGGGAATGGTAGATGGTTGGTATGGGTAC

CACCATAGCAATGAGCAGGGGAGTGGGTACGCTGCAGACAAAGAATCCAC

AR RN R AR R RN AR RN RRRRRARRRREY
CACCATAGCAATGAGCAGGGGAGTGGGTACGCTGCAGACARAGAATCCAC

TCAAAAGGCAATAGATGGAGTCACCAATAAGGTCAACTCGATCATTGACA

(RN AR R R AR R R RN RN RN R R RN RN RN
TCARAAGGCAATAGATGGAGTCACCAATAAGGTCAACTCGATCATTGACA

AAATGAACACTCAGTTTGAGGCCGTTGGAAGGGAATTTAACAACTTAGAA
RN RN RN RN RN RN R AR NN AR RN R RN
AAATGAACACTCAGTTTGAGGCCGTTGGAAGGGAATTTAACAACTTAGAA

AGGAGAATAGAGAATTTARACAAGARGATGGAAGACGGGTTCCTAGATGT
RN R RN R AR RN RN R RN AR RRRNR R

47

200
610
950
660
1000
710
1050
760
1100
810
1150
860
1200
910
1250
960
1300
1010
1350
1060
1400
1110
1450
1160
1500
1210
1550
1260
1600

1310



5

10

ES 2543056 T3

1601 AGGAGAATAGAGARATTTAAACAAGAAGATGGAAGACGGGTTCCTAGATGT

1311 CTGGACTTATAATGCTGAACTTCTGGTTCTCATGGAAAATGAGAGAACTC

R R R RN RN RN R R RN AR AR RN RN AR R R AR RN

1651 CTGGACTTATARATGCTGAACTTCTGGTTCTCATGGAARATGAGAGAACTC

1361 TAGACTTTCATGACTCAAATGTCAAGAACCTTTACGACAAGGTCCGACTA

R R RN AR RN R R RS RN R RN AR AR R AR R AR

1701 TAGACTTTCATGACTCAAATGTCAAGAACCTTTACGACAAGGTCCGACTA

1411 CAGCTTAGGGATAATGCAAAGGAGCTGGGTAACGGTTGTTTCGAGTTCTA

AR RN R R RN R AR RN RN AR R RN RN N

1751 CAGCTTAGGGATAATGCAAAGGAGCTGGGTAACGGTTGTTTCGAGTTCTA

1461 TCATAAATGTGATAATGAATGTATGGARAGTGTAAGARATGGAACGTATG

R R R R R R RN R R R R R R AR RN

1801 TCATARATGTGATAATGAATGTATGGAAAGTGTAAGAAATGGAACGTATG

1511 ACTACCCGCAGTATTCAGAAGAAGCGAGACTAAAAAGAGAGGARATAAGT

FIPEETTII R L b b e b iy b i bbb bbb bbb

1851 ACTACCCGCAGTATTCAGAAGRAAGCGAGACTAAAAAGAGAGGAAATAAGT

1561 GGAGTARAATTGGAATCAATAGGAATTTACCAAATACTGTCAATTTATTC

RN R R RN R R R R R AR NN R RN AR

1501 GGAGTAAAATTGGAATCAATAGGAATTTACCAAATACTGTCAATTTATTC

1611 TACAGTGGCGAGTTCCCTAGCACTGGCAATCATGGTAGCTGGTCTATCCT

RN AR R R R R R RN N AR RN RN

1951 TACAGTGGCGAGTTCCCTAGCACTGGCAATCATGGTAGCTGGTCTATCCT

1661 TATGGATGTGCTCCAATGGATCGTTACAATGCAGAATTTGCATTTAA...

FEEVETERRE R e bbb bbb e e

2001 TATGGATGTGCTCCAATGGGTCGTTACAATGCAGAATTTGCATTTAAGCG

Comparacién de genes NA

El gen NA para el clado 1 del A/Vietnam/1203/04 (H5N1) (SEC ID 39) H5N1naLANL ISDN 38704 x

NA_Viet1203_Lark(NVAX) (SEC ID 38)

451

46

501

96

551

146

601

196

..... ATGAATCCAAATCAGAAGATAATAACCATCGGATCAATCTGTATG

PURTTETEEETTEREL R b e vy vl
CCGGGATGAATCCAAATCAGAAGATAATARCCATCGGATCAATCTGTATG

GTAACTGGAATAGTTAGCTTAATGTTACAAATTGGGAACATGATCTCAAT

R R R R R R R R R AR R AR AR RN
GTAACTGGAATAGTTAGCTTAATGTTACARATTGGGAACATGATCTCAAT

ATGGGTCAGTCATTCAATTCACACAGGGAATCAACACCAATCTGAACCAA
R N R R R N R AR RN R AR RN
ATGGGTCAGTCATTCAATTCACACAGGGAATCAACACCAATCTGAACCAA
TCAGCAATACTAATTTTCTTACTGAGAAAGCTGTGGCTTCAGTAAAATTA
LR RN R N R RN R R AR RN AR AR R RN
TCAGCAATACTAATTTTCTTACTGAGAAAGCTGTGGCTTCAGTAARAATTA

GCGGGCAATTCATCTCTTTGCCCCATTAACGGATGGGCTGTATACAGTAA
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liIIIIIIIIIIIIIllll!IIIIlIIII|||IIIIIIIIIIIIIIIIII
GC TCATCTCTTTGCCCCATTAACGGA CTGTATACAGTAA

GGACAACAGTATAAGGATCGGTTCCAAGGGGGATGTGTTTGTTATAAGAG

RN R RN AR RN R RN R RN RN
GGACAACAGTATARGGATCGGTTCCAAGGGGGATGTGTTTGTTATAAGAG

AGCCGTTCATCTCATGCTCCCACTTGGAATGCAGAACTTTCTTTTTGACT

RN R RN NN NN RN R R R AR R R R R R R R
AGCCGTTCATCTCATGCTCCCACTTGGRAATGCAGAACTTTCTTTTTGACT

CAGGGAGCCTTGCTGAATGACAAGCACTCCAATGGGACTGTCAAAGACAG

PEERELETTE Bhrbreteereir e i re e e rrrnngl
CAGGGAGCCTCGCTGAATGACAAGCACTCCAATGGGACTGTCARAGACAG

AAGCCCTCACAGAACATTAATGAGTTGTCCTGTGGGTGAGGCTCCCTCCC

(RN R R RN R RN NN AR RN RN NN A RN
AAGCCCTCACAGAACATTAARTGAGTTGTCCTGTGGGTGAGGCTCCCTCCC

CATATAACTCAAGGTTTGAGTCTGTTGCTTGGTCAGCAAGTGCTTGCCAT

R R R RN NN AR RN R RA RN NA RN
CATATAACTCAAGGTTTGAGTCTGTTGCTTGGTCAGCAAGTGCTTGCCAT

GATGGCACCAGTTGGTTGACGATTGGAATTTCTGGCCCAGACAATGGGGC

PEERETERN T e b b b e e bbb e b b r b
GATGGCACCAGTTGGTTGACGATTGGAATTTCTGGCCCAGACAATGGGGC

TGTGGCTGTATTGAAATACAATGGCATAATAACAGACACTATCAAGAGTT

PIRELIEER Rt bbb bbb bbb r e e byt
TGTGGCTGTATTGAAATACAATGGCATAATAACAGACACTATCAAGAGTT

GGAGGAACAACATACTGAGAACTCAAGAGTCTGAATGTGCATGTGTAARAT

[RE RN R RN R R R RN RN RN RN RN RN
GGAGGAACAACATACTGAGAACTCAAGAGTCTGAATGTGCATGTGTAAAT

GGCTCTTGCTTTACTGTAATGACTGACGGACCAAGTAATGGTCAGGCATC

RN R R RN R N R R RN RE R
GGCTCTTGCTTTACTGTAATGACTGACGGACCAAGTAATGGTCAGGCATC

ACATAAGATCTTCAAAATGGAAAAAGGGAAAGTGGT TAAATCAGTCGAAT

(R R RN R R RN RN AR R RN RN
ACATARAGATCTTCAAAATGGAAAAAGGGARAGTGGT TAAATCAGTCGAAT

TGGATGCTCCTAATTATCACTATGAGGAATGCTCCTGTTATCCTAATGCC

RN R R R R N RN R R RN R R AR RN AR R AR
TGGATGCTCCTARTTATCACTATGAGGAATGCTCCTGTTATCCTAATGCC

GGAGAAATCACATGTGTGTGCAGGGATAATTGGCATGGCTCARATCGGCC

PERLERRRT Rt bbb b i b e bbby b e
GGAGAAATCACATGTGTGTGCAGGGATAATTGGCATGGCTCAAATCGGCC

ATGGGTATCTTTCAATCARAATTTGGAGTATCARATAGGATATATATGCA
PELEER TR NI et e r bbb b e e e e v e
ATGGGTATCTTTCAATCAARATTTGGAGTATCARATAGGATATATATGCA
GTGGAGTTTTCGGAGACAATCCACGCCCCAATGATGGAACAGGTAGTTGT
RN R RN RN R R R R R R AR AR AR RN
GTGGAGTTTTCGGAGACAATCCACGCCCCAATGATGGAACAGGTAGTTGT

GGTCCGGTGTCCTCTAACGGGGCATATGGGCTARAAGGGTTTTCATTTAA
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IIlIIII|||I|l|Illlllllilllllllllll||I!|!Ill||l|l||
GG GTGTCCTCTAACGGGGCATATGGGGTAAAAGGGTTTTCATTTAA

ATACGGCAATGGTGTCTGGATCGGGAGAACCAAAAGCACTAATTCCAGGA

R RN R RN R R AR R R R R R RN RN
ATACGGCAATGGTGTCTGGATCGGGAGAACCAAAAGCACTAATTCCAGGA

GCGGCTTTGAAATGATTTGGGATCCAAATGGGTGGACTGAAACGGACAGT

AR RN R R RN RN R R AR RN R R
GCGGCTTTGAAATGATTTGGGATCCAAATGGGTGGACTGARACGGACAGT

AGCTTTTCAGTGARACAAGATATCGTAGCAATAACTGATTGGTCAGGATA

PEELRRERLEI RN DR v R e b bbb ey b vt
AGCTTTTCAGTGAAACAAGATATCGTAGCAATAACTGATTGGTCAGGATA

TAGCGGGAGTTTTGTCCAGCATCCAGAACTGACAGGACTAGATTGCATAA

PETELLELTLE IR bbb bbb e i bbb il
TAGCGGGAGTTTTGTCCAGCATCCAGAACTGACAGGACTAGATTGCATAA

GACCTTGTTTCTGGGTTGAGTTGATCAGAGGGCGGCCCAAAGAGAGCACA

R RN AR R AR R RN AR RN RN
GACCTTGTTTCTGGGTTGAGTTGATCAGAGGGCGGCCCARAGAGAGCACA

ATTTGGACTAGTGGGAGCAGCATATCTTTTTGTGGTGTAAATAGTGACAC

RN R RN R RN RN RN R RR RN AR RN R RN
ATTTGGACTAGTGGGAGCAGCATATCTTTTTGTGGTGTARATAGTGACAC

TGTGGGTTGGTCTTGGCCAGACGGTGCCGAGTTGCCATTCACCATTGACA

FEERRLEER R R e bbb hri b b et
TGTGGGTTGGTCTTGGCCAGACGGTGCTGAGTTGCCATTCACCATTGACA

1

1
AGTAGGGGCCCTCGAGTAAGGGCGARTTCCAGCACACTGGCGGCCGTTAC

Comparaciones de los genes M1

El gen para el

clado 1 de A/Vietnam/1203/04 (H5N1) (SEC ID 40) H5Ni1miLani

M1_Viet1203_Lark(NVAX) (SEC ID 41)

L e e e, ATGAGTCTTCTAACCG 16

FrErirrerrerenn

1450

1045

1500

1085

1550

1145

1650

1245

1700

1295

1750

1345

1800

1350

1850

ISDN39958 x

301 ATATCTGCAGAATTCGCCCTTAGAATTCGACGTCATGAGTCTTCTAACCG 350

17 AGGTCGAAACGTACGTTCTCTCTATCATCCCGTCAGGCCCCCTCAARAGCC 66

RN RN R R R R R R R RN RN R NN R RN

351 AGGTCGAAACGTACGTTCTCTCTATCATCCCGTCAGGCCCCCTCAAAGCC 400

67 GAGATCGCACAGAAACTTGARAGATGTCTTTGCAGGAAAGAACACCGATCT 116

AR R R R R AR R RN A RN E R RR RN AR RR N

401 GAGATCGCACAGAAACTTGAAGATGTCTTTGCAGGAAAGAACACCGATCT 450

117 CGAGGCTCTCATGGAGTGGCTAAAGACAAGACCAATCCTGTCACCTCTGA 166

(RN RRE R RN R RN R RN R RN R AR AR R SRR RRR R

451 CGAGGCTCTCATGGAGTGGCTARAGACAAGACCAATCCTGTCACCTCTGA 500

167 CTAAAGGGATTTTGGGATTTGTATTCACGCTCACCGTGCCCAGTGAGCGA 216

R R R RN RN R AR AR AR RN AR AR RN R

50
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501 CTAAAGGGATTTTGGGATTTGTATTCACGCTCACCGTGCCCAGTGAGCGA 550

217 GGACTGCAGCGTAGACGCTTTGTCCAGAATGCCCTAAATGGAAATGGAGA 266

PERRREERR i e e e bbb bbb bbb bbb e v e
551 GGACTGCAGCGTAGACGCTTTGTCCAGAATGCCCTAAATGGAAATGGAGA 600

267 TCCARATAATATGGATAGGGCAGTTAAGCTATATAAGAAGCTGAAAAGAG 316

RN R R R RN R R R R RN R R AN
601 TCCAAATAATATGGATAGGGCAGTTAAGCTATATAAGAAGCTGAAAAGAG 650

317 AAATAACATTCCATGGGGCTAAGGAGGTCGCACTCAGCTACTCAACCGGT 366

R R R R R R RN R RN RN AR NN RN RN
651 AAATAACATTCCATGGGGCTAAGGAGGTCGCACTCAGCTACTCAACCGGT 700

367 GCACTTGCCAGTTGCATGGGTCTCATATACAACAGGATGGGAACGGTGAC 416

R R R RN R RN R AR RN R R RN NN
701 GCACTTGCCAGTTGCATGGGTCTCATATACAACAGGATGGGAACGGTGAC 750

417 TACGGRAGTGGCTTTTGGCCTAGTGTGTGCCACTTGTGAGCAGATTGCAG 466

AR RN RN R R RN R RN RN R AR NN RN R
751 TACGGRAGTGGCTTTTGGCCTAGTGTGTGCCACTTGTGAGCAGATTGCAG 800

467 ATTCACAGCATCGGTCTCACAGACAGATGGCAACTATCACCAACCCACTA 516

RN NN N RN RN R R R R RN RN R RN A RN R
801 ATTCACAGCATCGGTCTCACAGACAGATGGCAACTATCACCAACCCACTA 850

517 ATCAGACATGAGAACAGAATGGTGCTGGCCAGCACTACAGCTAAGGCTAT 566

(R RN R R RN R R RN R RN R R R AR N
851 ATCAGACATGAGAACAGAATGGTGCTGGCCAGCACTACAGCTAAGGCTAT 900

567 GGAGCAGATGGCGGGATCAAGTGAGCAGGCAGCGGAAGCCATGGAGATCG 616

RN R R AR R RN R RN R RN R RN RN AR RN
901 GGAGCAGATGGCGGGATCAAGTGAGCAGGCAGCGGAAGCCATGGAGATCG 950

617 CTAATCAGGCTAGGCAGATGGTGCAGGCAATGAGGACAATTGGGACTCAT 666

RS AR R RN R AR AR R RN R AR AR RER RN RRARE R
951 CTAATCAGGCTAGGCAGATGGTGCAGGCAATGAGGACAATTGGGACTCAT 1000

667 CCTAACTCTAGTGCIGGTCTGAGAGATAATCTTCTTGAAAATTTGCAGGC 716

RN RN RN RN R N R R R RN AR RN RN R RN
1001 CCTAACTCTAGTGCTGGTCTGAGAGATAATCTTCTTGRARATTTGCAGGC 1050

717 CTACCAGAAACGAATGGGAGTGCAGATGCAGCGATTCAAGTGA

AR R R RN R RN AR AR R AR R R RN R R
1051 CTACCAGAAACGAATGGGAGTGCAGATGCAGCGATTCAAGTGA

Todas las secuencias se clonaron y analizaron de acuerdo con los métodos desvelados anteriormente.

Ejemplo de referencia 25

Generacion de los genes HA, NA y M1 optimizados del clado 1 de A/Vietnam/1203/04 (H5N1) para la
expresion eficaz en células Sf9

Los siguientes polipéptidos se derivaron de los nucleétidos de coddén optimizado que corresponden al
A/Vietnam/1203/04 (H5N1). Los nucleétidos se disefaron y sintetizaron (Geneart GMBH, Regensburg, FRG) como
se ha desvelado anteriormente (véase el Ejemplo 24).
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VN1203-ha-cs-opt (sitio de escision modificado, subrayado) (SEC ID 33)

MEKIVLLFAIVSLVKSDQICIGYHANNSTEQVDTIMEKNVTVTH
AQDILEKTHNGKLCDLDGVKPLILRDCSVAGWLLGNPMCDEFINVPEWSYIVEKANPA
NDLCYPGDFNDYEELKHLLSRINHFEKIQIIPKNSWSSHEASLGVSSACPYQGKSSFEF
RNVVWLIKKNNAYPTIKRSYNNTNQEDLLVLWGIHHPNDAAEQTRLYONPTTYISVGT
STLNQRLVPKIATRSKVNGQNGRMEFFWT ILKPNDAINFESNGNFIAPEYAYKIVKKG
DSAIMKSELEYGNCNTKCQTPMGAINSSMPFHNIHPLTIGECPKYVKSNRLVLATGLR
NSPQRET-~---RGLFGAIAGFIEGGWOGMVDGWYGYHHSNEQGSGYAADKESTQKAID
GVTNKVNSIIDKMNTQFEAVGREFNNLERRIENLNKKMEDGFLDVWTYNAELLVLMEN
ERTLDFHDSNVKNLY DKVRLOQLRDNAKELGNGCFEFYHKCDNECMESVRNGTYDYPQY
SEEARLKREEISGVKLESIGTYQILSIYSTVASSLALAIMVAGLSLWMCSNGSLQCRI
CIx*

VN1203-ha-spc-opt (péptido de sefial modificado, subrayado) (SEC ID 34)

Mplykllnvliwlvavsnaip DQICIGYHANNSTEQVDTIMEKNVTVTH
AQDILEKTHNGKLCDLDGVKPLILRDCSVAGWLLGNPMCDEFINVPEWSY IVEKANPA
NDLCYPGDFNDYEELKHLLSRINHFEKIQIIPKNSWSSHEASLGVSSACPYQGKSSFF
RNVVWLIKKNNAYPTIKRSYNNTNQEDLLVLWGIHHPNDAAEQTRLYQNPTTYISVGT
STLNQRLVPKIATRSKVNGONGRMEFFWT ILKPNDAINFESNGNFIAPEYAYKIVKKG
DSAIMKSELEYGNCNTKCQTPMGAINSSMPFHNIHPLTIGECPKYVKSNRLVLATGLR
NSPORERRRKKRGLFGAIAGFIEGGWQGMVDGWYGYHHSNEQGSGYRADKESTQKAID
GVTNKVNSIIDKMNTQFEAVGREFNNLERRIENLNKKMEDGFLDVWTYNAELLVLMEN
ERTLDFHDSNVKNLYDKVRLQLRDNAKELGNGCFEFYHKCDNECMESVRNGTYDYPQY
SEEARLKREEISGVKLESIGTYQILSIYSTVASSLALAIMVAGLSLWMCSNGSLQCRI
CcIi*

VN1203-ha-sph9-opt (El péptido de sefal y el sitio de sefial estan sombreados) (SEC ID 35)

METISLITIL LVVTASNA DQICIGYHANNSTEQVDTIMEKNVTVTH
AQDILEKTHNGKLCDLDGVKPLILRDCSVAGWLLGNPMCDEFINVPEWSYIVEKANPA
NDLCYPGDEFNDYEELKHLLSRINHFEKIQIIPKNSWSSHEASLGVSSACPYQGKSSFF
RNVVWLIKKNNAYPTIKRSYNNTNQEDLLVLWGIHHPNDAREQTRLYQONPTTYISVGT
STLNQRLVPKIATRSKVNGONGRMEFFWT ILKPNDAINFESNGNFIAPEYAYKIVKKG
DSAIMKSELEYGNCNTKCQTPMGAINSSMPFHNIHPLTIGECPKYVKSNRLVLATGLR
NSPQRERRRKKRGLFGAIAGFIEGGWQGMVDGWYGYHHSNEQGSGYAADKESTQKAID
GVTNKVNSIIDKMNTQFEAVGREFNNLERRIENLNKKMEDGFLDVWTYNAELLVLMEN
ERTLDFHDSNVKNLYDKVRLQLRDNAKELGNGCFEFYHKCDNECMESVRNGTYDYPQY
SEEARLKREEISGVKLESIGTYQILSIYSTVASSLALAIMVAGLSLWMCSNGSLQCRI
CIix

Ejemplo de referencia 26
Inmunogenicidad de VLP de H5N1 del Vietnam/1203/2003 (Ahorro de dosis extrema)

Se inmunizaron ratones BALB/c por via intramuscular e intranasal con VLP de H5N1 a dosis muy bajas de VLP (0,2,
0,04, 0,008, 0,0016 ug de HA/dosis). Los ratones se sangraron los dias 0, 21 y 35. Se les puso un refuerzo a los
ratones el dia 21. El suero se ensayd en cuanto a anticuerpos anti-HA por el ensayo de inhibicion de la
hemaglutinacién (HI) utilizando RBC de pavo y virus de gripe utilizando un ELISA. Los resultados de este estudio se
muestran en las Figuras 24 y 25.

Los resultados indican que se observaba una respuesta inmunitaria total robusta cuando se administraban VLP por
via intramuscular a dosis muy bajas. La robustez de la respuesta era similar al control a 3,0 y 0,6 ug de HA/dosis.
Estos datos muestran que se aprecia una respuesta a la dosis verdadera y que la respuesta de anticuerpos a 0,2 ug
de VLP es mayor que 3,0 pug de proteina rHA. Aunque la respuesta no era tan robusta en la administraciéon
intranasal, una dosis de VLP a 0,2 ug de HA/dosis inducia una respuesta robusta. El titulo de ELISA con 0,2 ug de
dosis en este experimento es similar a la dosis de 0,12 de la vacuna con VLP de H3N2 en los experimentos previos,
véase anteriormente.
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Ejemplo de referencia 27
Estudios de exposicion

Tras la inoculacién a ratones BALB/c con VLP a concentraciones de 3 ug, 0,6 ug, 0,12 ug y 0,02 ug de VLP de H3N2
por via intramuscular e intranasal (dosis de HA total), los ratones se desafiaron con virus de gripe A/Aichi/268x31.
Los resultados de este estudio se muestran en las Figuras 27 y 28. Estos datos muestras que hay un descenso de
peso en todos los animales vacunados, sin embargo, los animales que se vacunaron con 3,0 ug y 0,12 ug de VLP se
recuperaban mas rapido que los otros animales tanto en las vacunaciones intramuscular como intranasal. Las dosis
intranasales proporcionaban una proteccién mayor.

Ejemplo de referencia 29
Estudios de exposicion (hurones)

En este estudio, los hurones se vacunaron con VLP de H9N2. Habia un total de 18 hurones en el estudio de
exposicion: 6 vacunados falsamente, 6 vacunados con media dosis (1,5 nug), y 6 vacunados con una dosis alta (15,0
ug) por via intramuscular. Luego se desafiaron los hurones con 108 EIDso de A/HK/1073/99 por via intranasal. Los
lavados nasales se recolectaron los dias 1, 3, 5, y 7. Los virus en los lavados nasales se titularon los dias 3, 5,y 7
para todos los animales. Estos datos se representan en la Tabla 2 y la Figura 29. Estos datos muestras que en el dia
7, todos los animales vacunados no tenian virus detectables en los lavados nasales mientras que el grupo falso
tenia titulos viricos detectables.

TABLA 2. Titulos de virus tipo silvestre (log10/ml) en hurones tras la exposicion virica

Grupo: Placebo control falso (n = 6)

Hurén Dia 3 Dia5 Dia 7
4512 7 55 3,5
4524 6,5 6,75 1,98
4525 7.5 6,5 6,75
4526 7,5 7,25 3,5
4527 6,75 7,25 2,5
4528 7,5 6,25 2,75
Media 7,125 6,583333 3,496667
Desv. Estand. 0,44017 0,66458 1,699137
Grupo: Dosis baja
Hurén Dia 3 Dia5 Dia 7
3916 6,75 2,75 1,5
3917 7,5 55 1,5
3918 7,5 6,5 1,5
3919 55 3 1,5
3920 6,75 2,25 1,5
3921 6,5 3,5 1,5
Media 6,75 3,916667 1,5
Desv.
Estand. 0,74162| 1,693123 0
Grupo: Dosis alta
Hurén Dia 3 Dia5 Dia 7
3922 6,5 2,75 1,5
3923 6,25 3,75 1,5
3924 5,75 1,5 1,5
3925 6,5 4,75 1,5
3926 6,25 3,5 1,5

53




10

15

20

25

30

35

ES 2543056 T3

3927 5,75 15 15
Media 6,166667| 2,958333 1,5
Desv. 0,341565| 1,298236 0
Estand.

Ejemplo de referencia 30
Estudios de inoculacion intramuscular e intranasal en ratones

Se inocularon los ratones con VLP A/Fujian/411/2002 (H3N2) a concentraciones de 3 ug, 0,6 ug, 0,12 ug o 0,024 ng
(dosis total HA) por via intramuscular o intranasal el dia 0 y se reforzaron 3 semanas mas tarde. Los ratones de
control se inocularon con A/Wyoming (cepa vacunal similar a Fujian) inactivado con formalina o PBS. Los sueros se
recolectaron de los ratones inoculados las semanas 0, 3, 5, y 8. Los sueros recolectados se ensayaron para detectar
anticuerpos anti-HA por el ensayo de inhibicion de hemaglutinacién (HI) y anticuerpos anti-gripe por ELISA. El
ensayo se llevd a cabo utilizando cepas de virus de gripe A/Fujian/411/2002, A/Panama/2007/99, A/Wyoming/3/03 y
A/New York/55/2004 H3N2. Los resultados de estos estudios se muestran en las Figuras 30A-H. Estos datos indican
que las VLP de H3N2 inducen anticuerpos contra las cepas parentales de A/Fujian/411/2002 de virus de gripe y
contra otras cepas de H3N2. Estos datos también indican que los titulos en los ratones inoculados por via intranasal
aparecen mas tarde que en los ratones inoculados por via intramuscular. Sin embargo, los antigenos inactivados no
parece ser tan inmunogénico después de la inoculacion intranasal, ni es ampliamente protector después de la
inoculacion intranasal.

Ejemplo 31

Generacion de los genes HA, NA y M1 del clado 2 de gripe H5N1 optimizado para la expresion eficaz en
células Sf9

Los siguientes nucleétidos y polipéptidos optimizados que corresponden a HA, NA y M1 del clado 2 de los virus
H5N1 A A/Indonesia/5/05, A/Bar headed goose/Qinghai/1A/2005 y A/Anhui/1/2005, fueron disefiados y sintetizados
(Geneart GMBH, Regensburg, FRG) como se ha desvelado anteriormente. Los nucleotidos y polipéptidos
optimizados se enumeran posteriormente. Con el fin de fabricar VLP, la HA de A/Anhui se pueden expresar con NA
y M1 de A/Indonesia. Para las VLP que comprenden HA y NA de A/Quinghai, el gen M1 de A/Indonesia se puede
co-expresar con HA y NA de A/Quinhai.

A/INDONESIA/5/05

HA optimizada de A/INDONESIA (los codones de inicio y parada estan subrayados) (SEC ID 42)

GGTACCGGATCCGCCACCATGGAGAAGATCGTGCTGCTGCTGGCTATCGTGTCCCTGGTG
AAGTCCGACCAGATCTGCATCGGTTACCACGCTAACARCTCCACCGAGCAGGTGGACACC
ATCATGGAGAAGAACGTCACCGTGACCCACGCTCAGGACATCCTCGAARAGACCCACAAC
GGCAAGCTGTGCGACCTGGACGGTGTCAAGCCCCTGATCCTGCGTGACTGCTCCGTGGCT
GGTTGGCTGCTGGGTAACCCCATGTGCGACGAGTTCATCAACGTGCCCGAGTGGTCCTAC
ATCGTGGAGAAGGCTAACCCCACCAACGACCTGTGCTACCCCGGTTCCTTCAACGACTAC
GAGGAGCTGAAGCACCTGCTGTCCCGTATCAACCACTTCGAGAAGATCCAGATCATCCCC
AAGTCCTCTTGGTCCGACCACGAGGCTTCCTCCGGTGTCTCCTCCGCTTGCCCCTACCTG
GGTTCCCCCTCCTTCTTCCGTAACGTGGTGTGGCTGATCAAGRAGAACTCCACCTACCCC
ACCATCAAGAAGTCCTACAACAACACCAACCAGGAGGACCTGCTGGTCCTGTGGGGTATC
.CACCACCCCAACGACGCTGCCGAGCAGACCCGTCTGTACCAGAACCCCACCACCTACATC
TCCATCGGCACCTCCACCCTGAACCAGCGTCTGGTGCCCAAGATCGCTACCCGTTCCAAG
GTGAACGGCCAGTCCGGTCGTATGGAGTTCTTCTGGACCATCCTGAAGCCTAACGACGCT
ATCAACTTCGAGTCCAACGGCAACTTCATCGCTCCCGAGTACGCTTACARGATCGTGARAG
AAGGGCGACTCCGCTATCATGAAGTCCGAGCTGGAGTACGGTARCTGCAACACCAAGTGC
CAGACCCCCATGGGTGCTATCAACTCCTCCATGCCCTTCCACARCATCCACCCCCTGACC
ATCGGCGAGTGCCCCAAGTACGTGAAGTCCAACCGTCTGGTGCTGGCTACCGGTCTGCGT
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AACTCCCCCCAGCGCGAGTCCCGTCGTRAAGAAGCGTGGTCTGTTCGGCGCTATCGCTGGT
TTCATCGAGGGCGGTTGGCAGGGCATGGTGGACGGATGGTACGGTTACCACCACTCTAAC
GAGCAGGGTTCCGGTTACGCTGCTGACAAGGAGTCCACCCAGAAGGCTATCGACGGCGTC
ACCAACAAGGTGAACTCCATCATCGACAAGATGAACACCCAGTTCGAGGCTGTGGGTCGT
GAGTTCAACAACCTCGAGCGTCGTATCGAGAACCTGAACAAGAAGATGGAGGACGGTTTC
CTGGACGTGTGGACCTACAACGCCGAGCTGCTGGTGCTGATGGAGARCGAGCGTACCCTG
GACTTCCACGACTCCARCGTGAAGAACCTGTACGACAAGGTCCGCCTGCAGCTGCGTGAC
AACGCTAAGGAGCTGGGTAACGGTTGCTTCGAGTTCTACCACAAGTGCGACAACGAGTGC
ATGGAGTCCATCCGTAACGGCACCTACAACTACCCCCAGTACTCCGAGGAGGCTCGTCTG
AAGCGTGAGGAGATCTCCGGCGTGAAGCTCGAGTCCATCGGAACCTACCAGATCCTGTCC
ATCTACTCCACCGTGGCTTCCTCCCTGGCTCTGGCTATCATGATGGCTGGTCTGTCCCTG
TGGATGTGCTCCAACGGTTCCCTGCAGTGCCGTATCTGCATCTAATGAARAGCTTGAGCTC

Secuencia de proteina HA de A/INDONESIA (SEC ID 43)

MEKIVLLLAT
KTHNGKLCDL
PTNDLCYPGS
CPYLGSPSFF
AEQTRLYQNP
PNDAINFESN
INSSMPFHNI
AIAGFIEGGW
LIIDKMNTQFE
ERTLDFHDSN
GTYNYPQYSE

VSLVKSDQIC
DGVKPLILRD
FNDYEELKHL
RNVVWLIKKN
TTYISIGTST
GNFIAPEYAY
HPLTIGECPK
QGMVDGWYGY
AVGREFNNLE
VKNLYDKVRL
EARLKREEIS

IGYHANNSTE
CSVAGWLLGN
LSRINHFEKI
STYPTIKKSY
LNQRLVPKIA
KIVKKGDSAI
YVKSNRLVLA
HHSNEQGSGY
RRIENLNKKM
OLRDNAKELG
GVKLESIGTY

QVDTIMEKNV
PMCDEFINVP
QIIPKSSWSD
NNTNQEDLLV
TRSKVNGQSG
MKSELEYGNC
TGLRNSPQRE
AADKESTQKA
EDGFLDVWTY
NGCFEFYHKC
QILSIYSTVA

TVTHAQDILE
EWSYIVEKAN
HEASSGVSSA
LWGIHHPNDA
RMEFFWTILK
NTKCQTPMGA
SRRKKRGLFG
IDGVTNKVNS
NAELLVLMEN
DNECMESIRN
SSLALAIMMA

‘GLSLWMCSNG SLQCRICI

HA optimizada de A/INDONESIA (sitio de escision eliminado) (los codones de inicio y de parada estan
subrayados) (SEC ID 44)

GGATCCGCCACCATGGAGAAGATCGTGCTGCTGCTGGCTATCGTGTCCCTGGTGAAGTCC
GACCAGATCTGCATCGGTTACCACGCTAACARCTCCACCGAGCAGGTGGACACCATCATG
GAGAAGAACGTCACCGTGACCCACGCTCAGGACATCCTCGAAAAGACCCACAACGGCAAG
CTGTGCGACCTGGACGGTGTCAAGCCCCTGATCCTGCGTGACTGCTCCGTGGCTGGTTGG
CTGCTGGGTRACCCCATGTGCGACGAGTTCATCAACGTGCCCGAGTGGTCCTACATCGTG
GAGAAGGCTAACCCCACCAACGACCTGTGCTACCCCGGTTCCTTCAACGACTACGAGGAG
CTGAAGCACCTGCTGTCCCGTATCAACCACTTCGAGAAGATCCAGATCATCCCCAAGTCC
TCTTGGTCCGACCACGAGGCTTCCTCCGGTGTCTCCTCCGCTTGCCCCTACCTGGGTTCC
CCCTCCTTCTTCCGTAACGTGGTGTGGCTGATCAAGARGAACTCCACCTACCCCACCATC
AAGAAGTCCTACAACAACACCAACCAGGAGGACCTGCTGGTCCTGTGGGGTATCCACCAC
CCCAACGACGCTGCCGAGCAGACCCGTCTGTACCAGAACCCCACCACCTACATCTCCATC
GGCACCTCCACCCTGAACCAGCGTCTGGTGCCCAAGATCGCTACCCGTTCCAAGGTGAAC
GGCCAGTCCGGTCGTATGGAGTTCTTCTGGACCATCCTGAAGCCTAACGACGCTATCAAC
TTCGAGTCCAACGGCAACTTCATCGCTCCCGAGTACGCTTACAAGATCGTGAAGAAGGGC
GACTCCGCTATCATGAAGTCCGAGCTGGAGTACGGTAACTGCAACACCARGTGCCAGACC
CCCATGGGTGCTATCAACTCCTCCATGCCCTTCCACAACATCCACCCCCTGACCATCGGC
GAGTGCCCCAAGTACGTGAAGTCCAACCGTCTGGTGCTGGCTACCGGTCTGCGTAACTCC
CCCCAGCGCGAGTCCCGTGGTCTGTTCGGCGCTATCGCTGGTTTCATCGAGGGCGGTTGG
CAGGGCATGGTGGACGGATGGTACGGTTACCACCACTCTARCCGAGCAGGGTTCCGGTTAC
GCTGCTGACAAGGAGTCCACCCAGAAGGCTATCGACGGCGTCACCAACAAGGTGAACTCC
ATCATCGACAAGATGAACACCCAGTTCGAGGCTGTGGGTCGTGAGTTCAACAACCTCGAG
CGTCGTATCGAGAACCTGAACAAGAAGATGGAGGACGGTTTCCTGGACGTGTGGACCTAC
AACGCCGAGCTGCTGGTGCTGATGGAGAARCGAGCGTACCCTGGACTTCCACGACTCCARC
GTGAARGAACCTGTACGACAAGGTCCGCCTGCAGCTGCGTGACAACGCTAAGGAGCTGGGT
AACGGTTGCTTCGAGTTCTACCACAAGTGCGACAARCGAGTGCATGGAGTCCATCCGTAAC
GGCACCTACAACTACCCCCAGTACTCCGAGGAGGCTCGTCTGAAGCGTGAGGAGATCTCC
GGCGTGAAGCTCGAGTCCATCGGAACCTACCAGATCCTGTCCATCTACTCCACCGTGGCT
TCCTCCCTGGCTCTGGCTATCATGATGGCTGGTCTGTCCCTGTGGATGTGCTCCAACGGT
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TCCCTGCAGTGCCGTATCTGCATCTAATGAAAGCTT

MEKIVLLLAI
KTHNGKLCDL
PTNDLCYPGS
CPYLGSPSFF
AEQTRLYQNP
PNDAINFESN
INSSMPFHNI
FIEGGWQGMV
MNTQFEAVGR
DFHDSNVKNL
YPQYSEEARL
WMCSNGSLQC

VSLVKSDQIC
DGVKPLILRD
FNDYEELKHL
RNVVWLIKKN
TTYISIGTST
GNFIAPEYAY
HPLTIGECPK
DGWYGYHHSN
EFNNLERRIE
YDKVRLQLRD
KREEISGVKL
RICI

Secuencia de la proteina HA de A/INDONESIA (SEC ID 45)

IGYHANNSTE
CSVAGWLLGN
LSRINHFEKI
STYPTIKKSY
LNQRLVPKIA
KIVKKGDSAI
YVKSNRLVLA
EQGSGYAADK
NLNKKMEDGF
NAKELGNGCF
ESIGTYQILS

QVDTIMEKNV
PMCDEFINVP
QIIPKSSWSD
NNTNQEDLLV
TRSKVNGQSG
MKSELEYGNC
TGLRNSPQRE
ESTQKAIDGV
LDVWTYNAEL
EFYHKCDNEC
IYSTVASSLA

TVTHAQDILE
EWSYIVEKAN
HEASSGVSSA
LWGIHHPNDA
RMEFFWTILK
NTKCQTPMGA
SRGLFGAIAG
TNKVNSIIDK
LVLMENERTL
MESIRNGTYN
LAIMMAGLSL

NA optimizada de A/INDONESIA (los codones de inicio y de parada estan subrayados) (SEC ID 46)

GGTACCGGATQCGCCACCAIQAACCCCAACCAGAAGATCATCACCATCGGCTCCATCTGC
ATGGTGATCGGTATCGTGTCCCTGATGCTGCAGATCGGTAACATGATCTCCATCTGGGTG
TCCCACTCCATCCAGACCGGTAACCAGCACCAGGCTGAGTCCATCTCCAACACCAACCCC
CTGACCGAGAAGGCTGTGGCTTCCGTGACCCTGGCTGGTARCTCCTCCCTGTGCCCCATC
CGTGGTTGGGCTGTGCACTCCAAGGACRACAACATCCGCATCGGTTCCAAGGGTGACGTG
TTCGTGATCCGTGAGCCCTTCATCTCCTGCTCCCACCTCGAGTGCCGTACCTTCTTCCTG
ACCCAAGGTGCTCTGCTGAACGACAAGCACTCCAACGGCACCGTGAAGGACCGTTCCCCC
CACCGTACCCTGATGTCCTGCCCCGTGGGCGAGGCTCCCTCCCCCTACAACTCCCGTTTC
GAGTCCGTGGCTTGGTCCGCTTCCGCTTGCCACGACGGCACCTCTTGGCTGACCATCGGT
ATCTCCGGTCCCGACAACGAGGCTGTCGCTGTGCTGAAGTACRAACGGCATCATCACCGAC
ACCATCAAGTCCTGGCGTAACAACATCCTGCGTACCCAGGAGTCCGAGTGCGCTTGCGTG
AACGGTTCCTGCTTCACCGTGATGACCGACGGTCCCTCCGACGGCCAGGCTTCCTACAAG
ATCTTCAAGATGGAGAAGGGCAAGGTGGTGAAGTCCGTGGAGCTGGACGCTCCCAACTAC
CACTACGAGGAGTGCTCTTGCTACCCCGACGCTGGCGAGATCACCTGCGTGTGCCGTGAC
AACTGGCACGGTTCCAACCGTCCCTGGGTGTCCTTCAACCAGAACCTCGAGTACCAGATC
GGTTACATCTGCTCCGGCGTGTTCGGTGACRACCCCCGTCCCAACGACGGAACCGGTTCC
TGCGGTCCCATGTCCCCCAACGGTGCTTACGGTGTCAAGGGCTTCTCCTTCAAGTACGGT
AACGGTGTCTGGATCGGTCGTACCAAGTCCACCARACTCCCGCTCCGGTTTCGAGATGATC
TGGGACCCCAACGGTTGGACCGGCACCGACTCTTCCTTCTCCGTGAAGCAGGACATCGTG
GCTATCACCGACTGGTCCGGTTACTCCGGTTCCTTCGTGCAGCACCCCGAGCTGACCGGT
CTGGACTGCATTCGTCCCTGCTTCTGGGTGGAGCTGATCCGTGGTCGTCCCAAGGAGTCC
ACCATCTGGACCTCCGGCTCCTCCATCTCTTTCTGCGGTGTGAACTCCGACACCGTGTCC
TGGTCCTGGCCCGACGGTGCCGAGCTGCCCTTCACCATCGACARGTAATGARAGCTTGAG
CTC

10

15

MNPNQKIITI
NTNPLTEKAV
FISCSHLECR
NSRFESVAWS
NNILRTQESE
APNYHYEECS
VFGDNPRPND
FEMIWDPNGW
CFWVELIRGR

GSICMVIGIV
ASVTLAGNSS
TFFLTQGALL
ASACHDGTSW
CACVNGSCFET
CYPDAGEITC
GTGSCGPMSP
TGTDSSFSVK
PKESTIWTSG

Secuencia de la proteinas NA de A/INDONESIA (SEC ID 47)

SLMLQIGNMI
LCPIRGWAVH
NDKHSNGTVK
LTIGISGPDN
VMTDGPSDGQ
VCRDNWHGSN
NGAYGVKGFS
QDIVAITDWS
SSISFCGVNS

56

SIWVSHSIQT
SKDNNIRIGS
DRSPHRTLMS
EAVAVLKYNG
ASYKIFKMEK
RPWVSFEFNQNL
FKYGNGVWIG
GYSGSFVQHP
DTVSWSWPDG

GNQHQAESIS
KGDVFVIREP
CPVGEAPSPY
IITDTIKSWR
GKVVKSVELD
EYQIGYICSG
RTKSTNSRSG
ELTGLDCIRP
AELPFTIDK
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M1 optimizada de A/INDONESIA (SEC ID 48)

GGTACCGGATCCGCCACCATGTCCCTGCTGACCGAGGTGGAGACCTACGTGCTGTCCATC
ATCCCCTCCGGTCCTCTGRAAGGCTGAGATCGCTCAGAAGCTCGAGGACGTTTTCGCTGGC
ARAGAACACCGACCTCGAGGCTCTGATGGAGTGGCTCAAGACCCGTCCCATCCTGTCCCCC
CTGACCAAGGGTATCCTGGGTTTCGTGTTCACCCTGACCGTGCCCTCCGAGCGTGGTCTG
CAGCGTCGTCGTTTCGTGCAGAACGCTCTGAACGGTAACGGTGACCCCAACAACATGGAC
CGTGCTGTGAAGCTGTACAAGAAGCTGAAGCGCGAGATCACCTTCCACGGTGCTAAGGAG
GTGTCCCTGTCCTACTCCACCGGTGCTCTGGCTAGCTGCATGGGCCTGATCTACAACCGT
ATGGGCACCGTGACCACCGAGGTGGCCTTCGGTCTGGTCTGCGCTACCTGCGAGCAGATC
GCTGACTCCCAGCACCGTTCCCACCGTCAGATGGCTACCATCACCAACCCCCTGATCCGT
CACGAGAACCGTATGGTGCTGGCTTCCACCACCGCTAAGGCTATGGAGCAGATGGCTGGT
TCCTCCGAGCAGGCTGCTGAGGCCATGGAGGTGGCCAACCAGGCTCGTCAGATGGTGCAG
GCTATGCGTACCATCGGCACCCACCCCAACTCCTCCGCTGGTCTGCGTGACAACCTGCTC
GAGAACCTGCAGGCTTACCAGAAGCGTATGGGAGTCCAGATGCAGCGCTTCAAGTAATGA
AAGCTTGAGCTC

Secuencia de la proteinas M1 de A/INDONESIA (SEC ID 49)

MSLLTEVETY
ILSPLTKGIL
KKLKREITFH
CEQIADSQHR
EAMEVANQAR

VLSIIPSGPL
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GAKEVSLSYS
SHROMATITN
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KAEIAQKLED VFAGKNTDLE
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TGALASCMGL IYNRMGTVTT
PLIRHENRMV LASTTAKAME
THPNSSAGLR DNLLENLQAY

ALMEWLKTRP
NNMDRAVKLY
EVAFGLVCAT
OMAGSSEQARA
QKRMGVQOMQR

FK

A/Anhui/1/2005
HA optimizada de A/Anhui (los codones de inicio y de parada estan subrayados) (SEC ID 50)

GGTACCGGATCCCTCGAGATGGAGAAGATCGTGCTGCTGCTGGCTATCGTGTCCCTGGTG
AAGTCCGACCAGATCTGCATCGGTTACCACGCTAACAACTCCACCGAGCAGGTGGACACC
ATCATGGAGAAGAACGTCACCGTGACCCACGCTCAGGACATCCTGGARAAGACCCACAAC
GGCAAGCTGTGCGACCTGGACGGTGTCAAGCCCCTGATCCTGCGTGACTGCTCCGTGGCT
GGTTGGCTGCTGGGTAACCCCATGTGCGACGAGTTCATCAACGTGCCCGAGTGGTCCTAC
ATCGTGGAGAAGGCTAACCCCGCTAACGACCTGTGCTACCCCGGTAACTTCAACGACTAC
GAGGAGCTGAAGCACCTGCTGTCCCGTATCAACCACTTCGAGAAGATCCAGATCATCCCC
AAGTCCTCTTGGTCCGACCACGAGGCTTCCTCCGGTGTCTCCTCCGCTTGCCCATACCAG
GGCACCCCATCITTCTTCCGTAACGTGGTGTGGCTGATCAAGAAGAACAACACCTACCCC
ACCATCAAGCGTTCCTACAARCAACACCAACCAGGAGGACCTGCTGATCCTGTGGGGTATC
CACCACTCCAACGACGCTGCCGAGCAGACCAAGCTGTACCAGAACCCCACCACCTACATC
TCCGTGGGCACCTCCACCCTGAACCAGCGTCTGGTGCCCARGATCGCTACCCGTTCCAAG
GTGAACGGCCAGTCCGGTCGTATGGACTTCTTCTGGACCATCCTGAAGCCTAACGACGCT
ATCAACTTCGAGTCCAACGGCAACTTCATCGCTCCCGAGTACGCTTACAAGATCGTGAAG
AAGGGCGACTCCGCTATCGTCAAGTCCGAGGTGGAGTACGGTAACTGCARCACCAAGTGC
CAGACCCCCATCGGTGCTATCAARCTCCTCCATGCCCTTCCACAACATCCACCCCCTGACC
ATCGGCGAGTGCCCCAAGTACGTGAAGTCCAACAAGCTGGTGCTGGCTACCGGTCTGCGT
AACTCCCCCCTGCGTGAGCGTGGTCTGTTCGGCGCTATCGCTGGTTTCATCGAGGGCGGT
TGGCAGGGCATGGTGGACGGTTGGTACGGTTACCACCACAGCAACGAGCAGGGTTCCGGT
TACGCTGCTGACAAGGAGTCCACCCAGAAGGCTATCGACGGCGTCACCAACAAGGTGAAC
TCCATCATCGACAAGATGAACACCCAGTTCGAGGCTGTGGGTCGTGAGTTCAACAACCTG
GAGCGTCGTATCGAGAACCTGAACAAGAAGATGGAGGACGGTTTCCTGGACGTGTGGACC
TACAACGCCGAGCTGCTGGTGCTGATGGAGAACGAGCGTACCCTGGACTTCCACGACTCT
AACGTGAAGAACCTGTACGACAARGGTCCGCCTGCAGCTGCGTGACARCGCTAAGGAGCTG
GGTAACGGTTGCTTCGAGTTCTACCACAAGTGCGACRACGAGTGCATGGAGTCCGTGCGT
AACGGCACCTACGACTACCCCCAGTACTCCGAGGAGGCTCGCTCTGARGCGTGAGGAGATC
TCCGGCGTGAAGCTGGAGTCCATCGGCACCTACCAGATCCTGTCCATCTACTCCACCGTG
GCTTCCTCCCTGGCTCTGGCTATCATGGTGGCTGGTCTGTCCCTGTGGATGTGCTCCAAC
GGTTCCCTGCAGTGCCGTATCTGCATCTAATAATGAGGCGCGCCAAGCTTGAGCTC
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MEKIVLLLAI
KTHNGKLCDL
PANDLCYPGN
CPYQGTPSFF
AEQTKLYQNP
PNDAINFESN
INSSMPFHNI
IEGGWQGMVD
NTQFEAVGRE
FHDSNVKNLY
PQYSEEARLK
MCSNGSLQCR
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VSLVKSDQIC
DGVKPLILRD
FNDYEELKHL
RNVVWLIKKN
TTYISVGTST
GNFIAPEYAY
HPLTIGECPK
GWYGYHHSNE
FNNLERRIEN
DKVRLQLRDN
REEISGVKLE
ICI

Secuencia de la proteina HA de A/Anhui (SEC ID 51)

IGYHANNSTE
CSVAGWLLGN
LSRINHFEKI
NTYPTIKRSY
LNQRLVPKIA
KIVKKGDSAI
YVKSNKLVLA
QGSGYAADKE
LNKKMEDGFL
AKELGNGCFE
SIGTYQILSI

QVDTIMEKNV
PMCDEFINVP
QIIPKSSWSD
NNTNQEDLLI
TRSKVNGQSG
VKSEVEYGNC
TGLRNSPLRE
STQKAIDGVT
DVWTYNAELL
FYHKCDNECM
YSTVASSLAL

TVTHAQDILE
EWSYIVEKAN
HEASSGVSSA
LWGIHHSNDA
RMDFFWTILK
NTKCQTPIGA
RGLFGAIAGF
NKVNSIIDKM
VLMENERTLD
ESVRNGTYDY
AIMVAGLSLW

A/Bar headed goose/Qinghai/1A/2005
HA optimizada de A/Qinghai (los codones de inicio y de parada estan subrayados) (SEC ID 52)

CGGGCGCGGAGCGGCCGCATGGAGAAGATCGTGCTGCTGCTGGCTATCGTGTCTCTGGTCAAGTCCGACCAGATCTGCA
TCGGTTACCACGCTAACAACTCCACCGAGCAGGTGGACACCATCATGGAGAAGAACGTCACCGTGACCCACGCTCAGGA
CATCCTCGAAAAGACCCACAACGGCAAGCTGTGCGACCTGGACGGCGTGAAGCCCCTGATCCTGCGTGACTGCTCCGTG
GCTGGTTGGCTGCTGGGTAACCCCATGTGCGACGAGTTCCTCAACGTGCCCGAGTGGTCCTACATCGTGGAGAAGATCA
ACCCCGCTAACGACCTGTGCTACCCCGGTAACTTCAACGACTACGAGGAGCTGAAGCACCTGCTGTCCCGTATCAACCA
CTTCGAGAAGATCCAGATCATCCCCAAGTCCTCTTGGTCCGACCACGAGGCTTCCTCCGGTGTCTCCTCCGCTTGCCCA
TACCAGGGCCGTTCTTCCTTCTTCCGCAACGTGGTGTGGCTGATCAAGRAAGAACAACGCCTACCCCACCATCAAGCGTT
CCTACAACAACACCAACCAGGAGGACCTGCTGGTCCTGTGGGGTATCCACCACCCCAACGACGCTGCCGAGCAGACCCG
TCTGTACCAGAACCCCACCACCTACATCTCCGTGGGCACCTCTACCCTGAACCAGCGTCTGGTGCCCAAGATCGCTACC
CGTTCCAAGGTGAACGGCCAGTCCGGTCGTATGGAGTTCTTCTGGACCATCCTGAAGCCTAACGACGCTATCAACTTCG
AGTCCAACGGCAACTTCATCGCTCCCGAGAACGCTTACAAGATCGTGAAGAAGGGCGACTCCACCATCATGAAGTCCGA
GCTGGAGTACGGCAACTGCAACACTAAGTGCCAGACCCCCATCGGTGCTATCAACTCCTCCATGCCCTTCCACAACATC
CACCCCCTGACTATCGGCGAGTGCCCCAAGTACGTGAAGTCCAACCGTCTGGTGCTGGCTACCGGTCTGCGTAACTCCC
CCCAGATdGAGACTCGTGGTCTGTTCGGCGCTATCGCTGGTTTCATCGAGGGCGGTTGGCAGGGCATGGTGGACGGTTG
GTACGGTTACCACCACTCTAACGAGCAGGGTTCCGGTTACGCTGCTGACAAGGAGTCTACCCAGAAGGCTATCGACGGC
GTCACCAACAAGGTGAACTCCATCATCGACAAGATGAACACCCAGTTCGAGGCTGTGGGTCGTGAGTTCAACAACCTCG
AACGTCGTATCGAGAACCTGAACAAGAAGATGGAGGACGGTTTCCTGGACGTGTGGACCTACAACGCCGAGCTGCTGGT
GCTGATGGAGAACGAGCGTACCCTGGACTTCCACGACTCCAACGTGAAGAACCTGTACGACAAGGTCCGCCTGCAGCTG
CGTGACAACGCTAAGGAGCTGGGTAACGGTTGCTTCGAGTTCTACCACCGTTGCGACAACGAGTGCATGGAGTCCGTGC
GTAACGGCACCTACGACTACCCCCAGTACTCCGAGGAGGCTCGTCTGAAGCGTGAGGAGATCTCCGGTGTCAAGCTCGA
ATCCATCGGAACCTACCAGATCCTGTCCATCTACTCCACCGTGGCTTCCTCCCTGGCTCTGGCTATCATGGTGGCTGGT
CTGTCCCTGTIGGATGTGCTCCAACGGTTCCCTGCAGTGCCGTATCTGCATCTAATAATGAGGCGCGCCAAGCTTGTCGA

Secuencia de la proteina HA de A /Qinghai (SEC ID 53)

MEKIVLLLAI
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RICI
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LSRINHFEKI
NAYPTIKRSY
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YVKSNRLVLA
EQGSGYAADK
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NA optimizada de A/Qinghai (los codones de inicio y de parada estan subrayados) (SEC ID 54)

ACCGTCCCACCATCGGGCGCGGATCCCTCGAGAEQAACCCCAACCAGAAGATCATCACCATCGGCTCCATCTGCATGGT
GATCGGTATCGTGTCCCTGATGCTGCAGATCGGTAACATGATCTCCATCTGGGTGTCCCACTCCATCCAGACCGGTAAC
CAGCGTCAGGCCGAGCCCATCTCCAACACCAAGTTCCTCACCGAGAAGGCTGTGGCTTCCGTGACCCTGGCTGGTAACT
CCTCCCTGTGCCCCATCTCCGGTTGGGCTGTGTACTCCAAGGACAACTCCATCCGTATCGGTTCCCGTGGTGACGTGTT
CGTGATCCGTGAGCCCTTCATCTCCTGCTCCCACCTCGAATGCCGTACCTTCTTCCTGACCCAGGGTGCTCTGCTGAAC
GACAAGCACTCCARCGGCACCGTGAAGGACCGTTCCCCCCACCGTACCCTGATGTCCTGCCCCGTGGGCGAGGCTCCCT
CCCCCTACRACTCCCGTITCGAGTCCGTGGCTTGGTCCGCTTCCGCTTGCCACGACGGCACCTCTTGGCTGACCATCGG
TATCTCCGGTCCCGACAACGGTGCTGTGGCTGTGCTGAAGTACAACGGCATCATCACCGACACCATCAAGTCCTGGCGT
AACAACATCCTGCGTACCCAAGAGTCCGAGTGCGCTTGCGTGAACGGTTCCTGCTTCACCGTGATGACCGACGGTCCCT
CCAACGGCCAGGCTTCCTACAAGATCTTCAAGATGGAGAAGGGCAAGGTGGTGAAGTCCGTGGAGCTGGACGCTCCCAA
CTACCACTACGAGGAGTGCTCTTGCTACCCCGACGCTGGCGAGATCACCTGCGTGTGCCGTGACAACTGGCACGGTTCC
AACCGTCCCTGGGTGTCCTTCAACCAGAACCTCGAATACCAGATCGGTTACATCTGCTCCGGCGTGTTCGGTGACAACC
CCCGTCCCAACGACGGAACCGGTTCCTGCGGTCCCGTGTCCCCCAACGGTGCTTACGGTGTCAAGGGCTTCTCCTTCAA
GTACGGTAACGGTGTCTGGATCGGTCGTACCAAGTCCACCAACTCCCGCTCCGGTTTCGAGATGATCTGGGACCCCAAC
GGTTGGACCGGCACCGACTCTTCCTTCTCCGTGAAGCAGGACATCGTGGCTATCACCGACTGGTCCGGTTACTCCGGTT
CCTTCGTGCAGCACCCCGAGCTGACCGGTCTGGACTGTATCCGTCCCTGCTTCTGGGTGGAGCTGATCCGTGGTCGTCC
CAAGGAGTCCACCATCTGGACCTCCGGCTCCTCCATCTCTTTCTGCGGTGTGAACTCCGACACCGTGTCCTGGTCCTGG
CCCGACGGTGCCGAGCTGCCCTTCACCATCGACAAGTAATAATGAATCGATTTGT CGAGAAGTACTAGAGGATCATAAT

Secuencia de proteina NA A/Qinghai (SEC ID 55)
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GKVVKSVELD
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ELTGLDCIRP
AELPFTIDK
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Los expertos en la técnica reconoceran, o seran capaces de aclarar utilizando no mas que experimentacion rutinaria,
muchos equivalentes de las realizaciones especificas de la invencién que se describen en el presente documento.
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gctagcatca
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<213> Virus de la gripe
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gcrccatggt
ttaaaaggtg
ttgccattceco
aatagtctca
tttggagcea
gacttoccage
aaggcaattg
tatgaaataa
aagattgatg
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<213> Virus de la gripe
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cggtctgagy
catagaagga
tcaaggggtt
atccaaggtyg
attcagtgag
agacgtatgg
tgagcatgat
tgctatggaa
ggaaacaatt
aaggcagaaa
ttattcgact

ggccatgtec

cgaaacgtac
acétgaggat
gacaagacgca
cgtgeccagt
tggagaccca
gacattccat
catgggtcec
atgtgccact
taccaccaac
ggccatggag

tcaggctagg

gggagccatg
cagactgaaa
tttggaacct
aacgtgcctg
ggttggccag
ggtatggctg
aataatatag
gttgaaacta
gcatataatg
gcgaacgtga
gatgggaaag
cggaacggga
atagaggggg
gtegecteat

aatggatctt

gttctctcta
gttcttgcag
atcctgtcac
gagcgaggac
aacaacatgyg
ggagcaaagg
atatacaacc
tgtgaacaga
ccactaatca
cagatggerg

caaatggtgc

63

gaagaatcct
aaggtggctt
gccecaaata
ctagatcgaag
gactagtcgc
cagataggga
tcgacaagat
gactcaatat
cagaattgct
acaatctata
gctgtttcga
cctataatag
ttaagctgga
ctettgtget

gcagatgcaa

tcatceccate
ggaagaacac
ctctgactaa
tgcagcgtag
acagggcagt
aagttgcact
ggatgggaac
ttgectgatge
ggcatgagaa
gatcaagtga

aggctatgag

gaagactgatc
aaacagtaca
tgtaagagtt
tagaggacta
tggctggtat
ttcaactcaa
gaacaagcaa
gatcaataat
agtactactt
taacaaggtg
gctataccat
gagaaagtat
atctgaggga

tgcaatgggy

catttgtata

aggcccecte
agatcttgag
ggggatttta
acgatttygce
taaactatac
cagttactca
agtgaccaca
ccaacatcgg
cagaatggta
gcaggcagca

gacaattggg

840

900

960
loz0
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1580
1620
1680

1683

60
120
180

240
300
360
420
480
540
600

660
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15

20

25

30

35

40

45

50

55

cagaaacgga tgggagtgca aatgcagaga ttcaagtga

<210> 4

<211> 31

<212> ADN

<213> Virus de la gripe

<400> 4
aacggtccga tggagaaaat agtgcttctt ¢

<210>5

<211> 33

<212> ADN

<213> Virus de la gripe

<400> 5
aaagctttta aatgcaaatt ctgcattgta acg

<210>6

<211> 32

<212> ADN

<213> Virus de la gripe

<400> 6
aacggtccga tgaatccaaa tcagaagata at

<210>7

<211> 32

<212> ADN

<213> Virus de la gripe

<400>7
aaagcttcta ctigtcaatg gtgaatggca ac

<210>8

<211> 30

<212> ADN

<213> Virus de la gripe

<400> 8
aacggtccga tgagtcttct aaccgaggtce

<210>9

<211> 31

<212> ADN

<213> Virus de la gripe

<400>9
aaagctttca cttgaatcge tgcatctgea ¢

<210> 10

<211> 1707

<212> ADN

<213> Virus de la gripe

<400> 10

ES 2543056 T3

31

33

32

32

30

31

actcacccta gttccagtge aggtctaaaa gatgatctta ttgaaaattt gcaggcttac

64

720

759



10

atggagaaaa
attggttace
actgttacac
gatggagtyga
ccaatgtgty
ccaaccaatg
ttgagcagaa
catgaagect
agaaatgtygg
aataatacca
geagagcaga
ctaaaccaga
aggatggagt
ggaaattteca
atgaaaagtyg
ataaactcta
tatgtgaaat
agcagaagaa
cégggaatgg
gebgecagaca
atcattgaca
aggagaatay
aatgccgaac
gttaagaacc
aacggttgtt
ggaacgtaca
ggggtaaaat
agttcectag

tcgttacaat

<210> 11
<211> 1350
<212> ADN

tagtgetect
atgcaaacaa
atgcccaaga
agcctctaat
acgéattcat
acctctgtta
taaaccattt
catcaggagt
tatggcttat
accaagaaga
caaggctata
gattggtacce
tctictggac
ttgctecaga
aattggaata
gtatgccattc
caaacagatt
aaaagagagg
tagatggttg
aagaatccac
aaatgaacac
agaafttaaa
ttctggttet
tctacgacaa
tegagticta
actatccgca
tégaatcaat

cactggcaat

gcagaattcyg

<213> Virus de la gripe

<400> 11

ES 2543056 T3

kcttgcaata
ttc&acagag
catactggaa
tttaagagat
caatgtaccy
cccagggagt
tgagaaaatet
gagctcagea
caaaaagaac
tcttttggta
tcaaaaccca
aaaaataget
aattttaaaa
atatgcatac
tggtaactgce
ccacaacata
agtccttgea
actatttgga
gtatgygtac
tcaaaaggca
tcagtttgag
caagaagatg
catggaaaat
égtccgacta
tcacaaatgt
gtattcagaa
aggaacttac

catgatggct

catttaa

gtcagtetty
caggttgaca
aagacacaca
tgtagtgtag
gaatggtett
ttcaacgact
caaatcatce
tgtccatacce
agtacatace
ctgtggggaa
accacccata
actagakccca
cctaatgatg
aaaattgtca
aacaccaagt
caccctctea
acagggctca
gectatageag
caccatagca
atagatggag
gcogttggaa
gaagacgggt
gagagaactc
cagcttaggy
gataatgaat
gaagcaagat
caaatactgt

ggtctatett

65

ttaaaagtga
caatcatgga
acgggaagct
ctggatggct
acatagtgga
atgaagaact
ccaaaagttc
tgggaagtce
caacaataaa
ttcaccatce
tttccattgg
aagtaaacgg
caatcaactt
agaaagggga
gtcaaactec
ccatcgggga
gaaatageccc
gttttataga
atgagcaggg
tcaccaataa
gggaatttaa
ttctagatgt
tagactttca
ataatgcaaa
gtatggaaag
taaaaagaga
caatttattc

tatggatgtg

tcagatttge
aaagaacygtet
ctgogatcecta
ccfcgggaac
gaaggccaat
gaaacaccta
ttggtcogat
ctoectttttt
gaaaagctac
taatgatgcg
gacatcaaca
gcaaagtaga
cgagagtaat
ctcagcaatt
aatgggggcyg
atgccccaaa
tcaaagagag

gggaggatgy

gagtgggtac

ggtcaactea
taacttagaa
ctggacttat
tgactcaaat
ggagctgggt
tataagaaac
ggaaataagt
aacagtggcg

ctoccaatgga

60

120

i80

240

300

360

420

480

540

€00

660

720

780

840

800

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1707



atgaatccaa
agcttaatgt
gggaatcaac
gcttcagtaa
agtaaggaca
ttcatctcat
aatgacaagc
tgteetgtgg
gcaagtgcet
gaggctgtgg
aacaacatac
gtaatgactg
ggaaaagtgg
tgttatectg
aggccatggg
gtttteggay
aacggggcat
agaaccaaaa
actggaacgg
ggatatagcg
tgtttctyggg
agcagcatat
gctgagttge
<210> 12

<211> 759
<212> ADN

atcagaagat
tacaaattgg
accaagctga
cattagcggg
acaatataag
geteccacct
actccaacgg
gtgaggctcce
gceatgatgg
ctgtattgaa
tgagaactca
atggaccaag
tcaaatcagt
atgceggega
tatctttcaa
acaatccacy
atggggtaaa
gcactaattce
acagtagctt
ggagttttgt
ttgagttaat
ctttttgtgg

cattcaccat

<213> Virus de la gripe

<400> 12

ES 2543056 T3

aataaccatt
gaacatgate
atcaatcagc
caattcatce
gatcggttes
ggaatgcaga
gactgtcaaa
ctctccatat
caccagtigg
atacaatggc
agagtctgaa
tgatgggcay
cgaattggat
aatcacatgt
tcaaaatttg
ccccaatgat
agggtrttca
caggagcgge
ttcagtgaaa
ccagcatcca
cagagggcgg
tgtaaatagt

tgacaagtagqg

ggatcaatct
tcaatatgag
aatactaacce
Ctttgcccca
aagggggatg
actttcttet
gacagaagcc
aactcaaggt
ttgacaattg
ataataacag
tgtgcatgtyg
geatcatata
gctoctaaty
gtttgcaggg
gagtatcaaa
ggaacaggta
tttaaatacy
tttgaaatga
caagatatag
gaactgacag
cccaaagaga

gacactgtga

66

gtatggtaat
tcagtcatte
ctcttactga
ttagaggatyg
tgtttgttat
tgactcaggy
ctcacagaac
ttgagtctgt
gaatttctgyg
acactatcaa
taaatggcetce
agatcttcaa
atcactatga
ataattggca
taggatatat
gttgtggccce
gcaatggtgt
tttgggatcc
tagcaataac
gattagattg
gcacaatttg

gttggtcttg

tggaatagtt
aattcagaca
gaaagctgtg
ggctgtacac
tagagagccg
agccttgetg
attaatgagt
tgettggtca
¢ccagacaat
gagttggagg
ttgecttact
aatggaaaaa
ggaatgctec
tggctcaaat
atgcagtgga
gatgtcecect
ttggatcggg
aaatgggtgy
tgattggtca
cataagacct
gactagtggg

gocagacggt

&0

120

180

240

oo

360

420

480

540

600

€60

720

780

840

200

260

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1359
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15

20

25

30

35

atgagtcttce
aaagccgaga
gctctecatgyg
ggatttgtat
cagaatgccc
aagaagctga
accggtgcac
gaagtggect
tectecacagge
ctggccagea
gaagccatgg
actcatccta

cagaaacgaa

<210> 13
<211> 30
<212> ADN

taaccgaggt
tcgcgcagaa -
agtggctgaa
tcacgctcac
taaatggaaa
aaagagaaat
ttgccagttg
ttggcctagt
agatggcaac
ctacagctaa
aggtcgctaa

actctagtgc

tgggagtgeca

<213> Virus de la gripe

<400> 13

aggatccatg aagactatca ttgctttgag

<210> 14
<211> 32
<212> ADN

<213> Virus de la gripe

<400> 14

ES 2543056 T3

cgaaacgtac
acttgaagat
gacaagacca
cgtgcccagt
tggagatcca
aacattccat
catgggtcte
gtgtgccact
tatcaccaac
ggctatggag
tcaggctagg
tggtctgaga

gatgcagcga

aggtacctca aatgcaaatg ttgcacctaa tg

<210> 15
<211>72
<212> ADN

<213> Virus de la gripe

<400> 15

ggggacaagt ttgtacaaaa aagcaggctt agaaggagat agaaccatga atccaaatca

aaagataata

<210> 16
<211> 57
<212> ADN

ac

<213> Virus de la gripe

<400> 16

grretencea
gtetttgcag
atcctgtcac
gagcgaggac
aataatatgg
ggggctaaayg
atatacaaca
tgtgagcaga
ccactaatca
cagatggcgg
cagatggtgc
gataatcttc

ttcaagtga

30

32

ggggaccact tigtacaaga aagctgggtc ctatatagge atgagattga tgtccge

<210> 17
<211> 38
<212> ADN

67

tcatccegtce
gaaagaacac
ctctgactaa
tgcagcgtag
atagggcagt
aggtttcact
ggatgggaac
ttgcagattce
ggcatgaaaa
gatcaagtga
aggcaatgayg

ttgaaaattt

57

aggceccceec
cgatctcgag
agggattkttg
acgctttgte
taagctatat
cagctactea
ggtgactacyg
acagcategg
cagaatggtg
gcaggcageyg
gacaattgga

gcaggcctac

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

860

720

759

60

72
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35
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55

60

65

ES 2543056 T3

<213> Virus de la gripe

<400> 17
aaagaattca tgagtcttct aaccgaggtc gaaacgta

<210> 18

<211> 38

<212> ADN

<213> Virus de la gripe

<400> 18
aaattcgaat tactccagcet ctatgctgac aaaatgac

<210> 19

<211> 57

<212> ADN

<213> Virus de la gripe

<400> 19

38

38

agaatcatga gtcttctaac cgaggtcgaa acgcctatca gaaacgaatg ggggtge 57

<210> 20

<211> 38

<212> ADN

<213> Virus de la gripe

<400> 20
aaattcgaat tactccagct ctatgctgac aaaatgac

<210> 21

<211> 30

<212> ADN

«213> Virus de la gripe

<400> 21
agaattcatg gcgtcccaag gcaccaaacg 30

<210> 22

<211> 50

<212> ADN

<213> Virus de la gripe

<400> 22
agcggccgct taattgtegt actcctetge attgtctccg aagaaataag

<210> 23

<211> 35

<212> ADN

<213> Virus de la gripe

<400> 23
agaattcatg aaggcaataa ttgtactact catgg 35

<210> 24

<211> 47

<212> ADN

<213> Virus de la gripe

<400> 24
agcggccgct tatagacaga tggagcaaga aacattgtct ctggaga

<210> 25

<211> 31

<212> ADN

<213> Virus de la gripe

68

38

50

47
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15

20

ES 2543056 T3

<400> 25
agaattcatg ctaccttcaa ctatacaaac g

<210> 26

<211> 40

<212> ADN

<213> Virus de la gripe

<400> 26
agcggcecgct tacagagcca tatcaacacc tgtgacagtg

<210> 27

<211> 568

<212> PRT

<213> Desconocido

<220>
<223> Vac2-hac-opt

<400> 27

Met Glu Lys Ile Val Leu Leu Leu
1 S

Asp Gln Ile Cys Ile Gly Tyr His
20

Asp Thr Ile Met Glu Lys Asn Val
is 40

Leu Glu Lys Thr His Asn Gly Lys
50 55

Pro Leu Ile Leu Arg AsSp Cys Ser

31

Ala

Ala

25

Thr

Leu

val

40

Ile Val

10

Asn Asn

Val Thr

Cys Asp

Ala Gly

69

Ser

Ser

His

Leu

60

Trp

Leu

Thr

Ala

45

Asp

Leu

val

Glu

30

Gln

Gly

Leu

Lys Ser

15

Gln Val

rsp Ile

Vval Lys

Gly Asn



ES 2543056 T3

€5 70 75 80

Pro Met Cys Asp Glu Phe Ile Asn Val Pro Glu Trp Ser Tyr Ile Val
8s 90 95

Glu Lys Ala Asn Pro Thr Asn Asp Leu Cys Tyr Pro Gly Ser Phe Asn
100 1085 110

Asp Tyr Glu Glu Leu Lys His Leu Leu Ser Arg Ile Asn His Phe Glu
115 120 128

Lys Ile Gln Ile Ile Pro Lys Ser Ser Trp Ser Asp His Glu Ala Ser
130 135 140

Ser Gly Val Ser Ser Ala Cys Pro Tyr Leu Gly Ser Pro Ser Phe Phe
145 150 155 ' 160

Arg Asn Val Val Trp Leu Ile Lys Lys Asn Ser Thr Tyr Pro Thr Ile
165 170 175

Lys Lys Ser Tyr Asn Asn Thr Asn Gln Glu Asp Leu Leu Val Leu Trp
: 180 185 190

Gly Ile His His Pr¢ Asn Asp Rla Ala Glu Gln Thr Arg Leu Tyr Gln
195 200 ) 205

Asn Pro Thr Thr Tyr Ile Ser Ile Gly Thr Ser Thr Leu Asn Gln Arg
210 215 220

Leu Val Pro Lys Ile Ala Thr Arg Ser Lys Val Asn Gly Gln Ser Gly
225 : 230 235 240

Arg Met Glu Phe Phe Trp Thr Ile Leu Lys Pro Asn Asp Ala Ile Asn
245 25¢ 255

Phe Glu Ser Asn Gly Asn Phe Ile Ala Pro Glu Tyr Ala Tyr Lys Ile
260 265 270 :

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

Asn Cys Asn Thr Lys Cys Gln Thr Pro Met Gly Ala Ile Asn Ser Ser
294 295 300 :

Met Pro Phe His Asn Ile His Pro Leu Thr Ile Gly Glu Cys Pro Lys
305 310 31s 320

70



Tyr

Pre

Ala

Gly

Glu

385

Ile

Asn

ély

‘Glu

Tyxr
465
Asn
Ser
Arg

Thr

Leu

54%

Val

Gln

Gly

Tyr

70

Ser

Ile

Asn

Phe

aAsn

450

Asp

Gly

Ile

Leu

Tyx
530

Ala

Lys

Arg

Phe

355

His

Thr

ASP

Leu

Leu

435

Glu

Lys

Cys

Arg

Lys

&15

Gln

Ile

Ser

Glu

340

Ile

His

Gln

Lys

Glu

420

Asp

Arg

val

Phe

Asn

500

Arg

Ile

Met

AsSnh

325

Ser

Glu

Ser

Lys

Met

405

Arg

Val

Thr

Arg

Glu

485

Gly

Glu

Leu

Met

Arg

Arg

Gly

Asn

Ala

50

Asn

Arg

Trp

Leu

470

Phe

Thr

Glu

Ser

Ala
550

ES 2543056 T3

Leu

Arg

Gly

Glu

378

Ile

Thr

Ile

Thr

Asp

455

Gln

Tyr

Ile

Ile

535

Gly

val

Lys

Trp

360

Gln

Aszp

Gln

Glu

Tyr

440

Phe

Leu

His

Asn

Ser
520

Tyr

Leu

Ser Leu Gln Cys Arg Ile Cys Ile
565

Leu

Lys

345

Gin

Gly

Gly

Phe

Asn

425

Asn

His

Lys

TYY

505

Gly

Ser

Ser

71

Ala
330
Arg
Gly
Ser
val
Glu
410
Leu
Ala
Asp
Asp
Cys
490
Pro

val

Thr

Thr

Gly

Met

Gly

Thr

385

Ala

Asn

Glu

Ser

Asn

475

Asp

Gln

Lys

Val

Trp
555

Gly

Leu

Vval

Tyr
380
Asn
val
Lys
Leu
Asn
460
Ala
Asn
Tyr
Leu
Ala

540

Met

Leu

Phe

Asp

365

Ala

Lys

Gly

Lys

Leu

445

Val

Lys

Glu

Ser

Glu

525

Ser

Cys

Arg

Gly

350

Gly

Ala

Val

Arg

Met

430

val

Lys

Glu

Cys

Glu

510

Ser

Ser

Ser

Asn

335

Ala

Trp

Asp

Asn

Glu

415

Glu

Leu

Asn

Leu

Met

495

Glu

Ile

Leu

Asn

Ser

Ile

Tyr

Lys

Ser

400

Phe

Asp

Met

Leu

Gly

480

Glu

Ala

Gly

Ala

Gly
560



10

<210> 28

<211>
<212>

572
PRT

<213> Desconocido

<220>

<223> Vac2-hac-spc-opt

<400>

Met
1

Asn

Ala

Asp

€5

Leu

Ser

Gly

ASn

His

145

Pro

Tyr

28

Pro
Ala
Glu
Gln
50

Gly
Leu
Tyr
Ser
His
130
Glu

Ser

Pro

ES 2543056 T3

Leu Tyr Lys Lesu Leu Asn Val

Ile

Gln

35

Asp

val

Gly

Ile

Phe

115

Phe

Ala

Phe

Thr

Pro

20

val

Ile

Lys

Asn

Val

100

Asn

Glu

Ser

Phe

Ile
180

Asp Gln Ile

Asp Thr Ile

Leu Glu Lys

Pro

Pro

B85

Glu

Asp

Lys

Ser

Arg

1eS

Lys

Leu

70

Met

Lys

Tyr

Ile

Gly

150

Asn

Lys

55

Ile

Cys

Ala

Glu

Gln

135

val

Val

Ser

Cys

Met

40

Thr

Leu

Asp

Asn

Glu

1290

Ile

Ser

Val

Ile

25

Glu

His

Arg

Glu

Pro

1405

Leu

Ile

Ser

Trp

Aen
185

Leu
10

Gly

Lys

Asn

hsp

Phe

20

Thr

Lys

Pro

Ala

Leu

170

Asn

72

Trp

Tyr

Asn

Gly

Cys

75

Ile

Asn

His

Lys

Cys

155

Ile

Thr

Leu
His
val
l:.ys
60

Ser

Asn

Leu
Ser
140
Pro

Lys

Asn

val

Ala

Thr
45

‘Leu

val

val

Leu

Leu

125

Ser

Tyr

Lys

Glin

Ala

Asn

30

Val

Cys

Ala

Pro

Cys
110

Ser

Trp

Leu

Asn

Glu
190

val

15

Asn

Thr

Asp

Gly

Glu
95

Tyr

Arg

Ser

Gly

Ser

175

Asp

Ser

Ser

His

Leu

Trp

80

Trp

Pro

Ile

Asp

Ser

160

Thy

Leu



Leu
Arg
Leu
225
Gly
Asp
Ala
Leun
Ile

3o5

Glu

Phe
‘Asp
Ala
lgs

Lys

Gly

val

Leu

210

Asn

Gln

Ala

Tyr

Glu

290

Asn

Cys

Arg

Gly

Gly

370

Ala

Val

Arg

Leu
195

Tyr
Gln
Ser
Ile
Lys
27S
Tyr
Ser
Pro
Asn
Ala
355
Trp
Asp

Asn

Glu

Trp

Gln

Arg

Gly

Asn

260

Ile

Gly

Ser

Lys

Ser

340

Ile

Lys

Ser

Phe
420

Gly

Asn

Leu

Axrg

245

Ph?

val

ASn

Met

TYr
325
Pro
Ala
Gly
Glu
Ile
405

Asn

Ile

Pro

Val

230

Met

Glu

Lys

Cys

Pro
ilo

val

Gln

Gly

Tyr

Ser

390

Ile

Asn

ES 2543056 T3

His

Thr

215

Fro

Glu

Ser

Lys

Asn

285

rhe

Lys

Arg

Phe

His

375

Asp

Leu

His

200

Thx

Lys

Phe

Asn

Gly

280Q

Thr

His

Ser

Glu

Ile

360

His

Gln

Lys

Glu

Pro

Tyr

Ile

Phe

Gly

265

Asp

Lys

Asn

Ser

345

Glu

Ser

Lys

Met

Arg
425

Asn

Ile

Ala

Trp

250

Asn

Ser

Cys

Ile

Arg

230

Arg

Gly

Asn

Rla

Asn

410

Arg

73

AsSD

Ser

Thy

235

Thr

Phe

Ala

Gln

His

315

Leu

Aryg

Gly

Glu

Ile

395

Thr

Ile

Ala

Ile

220

Arg

Ile

Ile

Ile

Thr

oo

Pro

val

Lys

Trp

Gln

igo

Asp

Gln

Glu

Ala

205

Gly

Ser

Leu

Ala

Met

2B5

Pro

Leu

Leu

Lys

Gln

365

Gly

Gly

Phe

Asn

Glu

Thr

Lys

Lys

Pro

270

Lys

Met

Thr

Ala

Arg

150

Gly

Ser

val

Glu

Leun
430

Gin Thr

Ser Thr

val Asn
240

Pro Asn
258

Glu Tyr

Ser Glu

Gly Ala

Ile Gly
320

Thr Gly
33S

Gly Leu

Met Val

Gly Tyr

Thr Asn
400

Ala Vval
41S

Asn Lys
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Lys Met Glu Asp Gly
435

Leu Val Leu Met Glu
450

Val Lys Asn Leu Tyr
465

Lys Glu Leu Gly Asn
485

Glu Cys Met Glu Ser
500

Ser Glu Glu Ala Arg
515

Glu Ser Ile Gly Thr
530

Ser Ser lLeu Ala Leu
545

Cys Ser Asn Gly Ser
565

<210> 29

<211> 570

<212> PRT

<213> Desconocido

<220>
<223> Vac2-hac-sph9-opt

<400> 29

Met Glu Thr Ile Ser
1 5

Asn Ala Asp Gln Ile
20

Gln Val Asp Thr Ile
as

Asp Ile Leu Glu Lys
50

Fhe

Asn

Asp

470

Gly

Ile

Leu

Tyr

Ala

550

Leu

Leu

Cys

Met

Thr

ES 2543056 T3

Leu
Glu
455
Lys
Cys
Arg
Lys
Gln
535

Ile

Gln

Ile
Ile
Glu

His
5S

Agp

440

Arg

Val

Phe

Asn

Arg

520

Ile

Met

Cys

Thr

Gly

Lys

40

Asn

Val

Thr

Arg

Glu

Gly

505

Glu

Leu

Met

Arg

Ile

Tyx
25

Asn

Gly

Trp

Leu

Fhe

490

Thr

Glu

Ser

Ala

Ile

Thr

AsSp

Gln

475

TyTr

Ile

Ile

Gly
555

570 .

Leu

10

His

Val

Lys

74

Leu

Ala

Thr

Leu

Tyr

Phe

460

Leu

His

Asn

Ser

Tyr
540

Leu

Ile

Val

Asn

Val

Cys
60

Asn
445%

His

Lys

Gly
525

Ser

Ser

vVal

Azn

Thr

45

Asp

Ala

Asp

Asp

Pro

810

Val

Thr

Leu

Thr

Ser

30

His

Leu

Glu

Ser

Asn

Asp

495

Gln

Lys

val

Trp

Ala

15

Thr

Ala

Asp

Leu

Asn

Ala

480

Asn

Tyr

Leu

Ala

Met
560

Ser

Glu

Gln

Gly



val

65

Gly

Ile

Phe

phe

Ala

145

Phe

Thr

Leu

Tyr

Gln

225

Ser

Ile

Lys

Tyr

Lys

Asn

val

'Asn

Glu

130

Ser

Phe

Ile

Trp

Gln

21¢

Arg

Gly

Asn

Ile

Gly
290

Pro

Pro

Glu

Asp

115

Lys

Ser

Arg

Lys

Gly

195

Asn

Leu

Arg

Phe

Val

275

Asn

Leu

Met

Lys

100

Tyr

Ile

Gly

Asn

Lys

180

Ile

Pro

Val

Met

Glu

260

Lys

Cys

Ile

Cys

8s

Ala

Glu

Gln

Val

val

165

Ser

His

Thr

Pro

Glu

245

Ser

Lys

Asn

Leu

70

Asp

Asn

Glu

Ile

Ser

150

Val

Tyr

His

Thr

Lys

230

Fhe

Asn

Gly

ES 2543056 T3

Arg

Glu

Pro

Leu

Ile

13s

Seyr

Tep

Asn

Pro

Tyr

215

Ile

Phe

Gly

Asp

Lys
295

Asp

Phe

Thr

Lys

120

Pro

Ala

Leu

Asn

Asn

200

Ile

Ala

Trp

Asn

Ser
280

Cys

Cys

Ile

Asn

105

His

Lys

Cys

Ile

Thr

185

Asp

Ser

Thr

Thr

Phe

265

Ala

Gln

75

Ser

Asn

90

Asp

Leu

Ser

Pro

Lys

170

AsSn

Ala

Ile

Arg

Ile

250

Ile

Ile

Thr

val

75

Val

Leu

Leu

Ser

Tyr

155

Lys

Gln

Ala

Gly

Ser

235

Leu

Ala

Met

Pro

Ala

Pro

Cys

Ser

Trp

140

Leu

Asn

Glu

Glu

Thr

220

Lys

Lys

Pro

Lys

Met
300

Gly

Glu

Tyr

Arg

125

Ser

Gly

Ser

Asp

Gln

205

Ser

vVal

Pro

Glu

Ser

285

Gly

Trp

Trp

Pro

110

Ile

Asp

Ser

Thr

Leu

190

Thr

Thr

Asn

Asn

Tyr
270

Glu

Ala

Leu

Ser

95

Gly

Asn

His

Pro

Tyr

17%

Leu

Arg

Leu

Gly

Asp

255

Ala

Leu

Ile

Leu
80

Tyr

Ser

Glu

Ser

160

Pro

Val

Leu

Asn

Gln

240

Ala

Tyr

Glu

Asn



Ser

305

Pro

Asn

Ala

Trp

Asp

385

Asn

Glu

Glu

Asn

465

Leu

Met

Glu

Ile

Ser

Lys

Ser

Ile

Tyr

370

Lys

Ser

Phe

Asp

Met

450

Leu

Gly

Glu

Ala

Gly
530

Met
Tyr
Pro
Ala
358
G]Ty
Glu
I1le
Asn
Gly

435

Glu

Asn
Ser
Arg
515

Thr

Pro

val

Gln

340

Gly

Tyr

Ser

Ile

Asn

420

Phe

Asn

Asp

Gly

Ile

500

Leu

Tyr

Phe

Lys

325

Arg

Phe

His

Thr

AsSp

405

Leu

Leu

Glu

Lys

Cys

485

Axrg

Lys

Gln

His

310

Ser

Glu

Ile

His

Gln

390

Lys

Glu

Asp

Arg

Val

470

FPhe

Asn

Arg

Ile

ES 2543056 T3

Asn

AsSn

Ser

Glu

Ser

375

Lys

Met

Arg

val

Thr

45%

Arg

Glu

Gly

Glu

Leu
535

Ile

Arg

Arg

Gly

360

Asn

Ala

Asn

Arg

Trp

440

Leu

Leu

Fhe

Thr

Glu

520

Ser

His

Leu

Arg

345

Gly

Glu

Ile

Thr

Ile

425

Thr

Asp

Gln

Tyr
505

Ile

Ile

76

Pro

val

330

Lys

Trp

Gln

Asp

Gln

410

Glu

Tyr

Phe

Leu

His

480

Asn

Ser

Tyr

Leu

315

Leu

Lys

Gln

Gly

Gly

39%

Phe

Asn

Asn

His

Arg

475

Lys

Tyr

Gly

Ser

Thr

Ala

Arg

Gly

Ser

380

val

Glu

Leu

Ala

Asp

460

Asp

Cys

Pro

val

Thr
540

Ile

Thr

Gly

Met

365

Gly

Thr

Ala

Asn

Glu

445

Ser

Asn

Asp

Gln

Lys

528

val

Gly
Gly
Leu
350

val

Tyr

Asn

val

Lys

430

Leu

AsSn

Ala

Asn

Tyr

510

Leu

Ala

Glu

Leu

335

Phe

Asp

Ala

Lys

Gly

415

Lys

Leu

Val

Lys

Glu

495

Ser

Gliu

Ser

Cys

320

Arg

Gly

Gly

Ala

val -

400

Arg

Met

val

Lys

Glu

480

Cys

Glu

Ser

Ser
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ES 2543056 T3

Leu Ala Leu Ala Ile Met Met Ala Gly Leu Ser Leu Trp Met Cys Ser

545

550

Asn Gly Ser Leu Gln Cys Arg Ile Cys Ile

<210> 30

<211> 564
<212> PRT
<213> Desconocido

<220>

<223> Vac2-hac-cs-opt

<400> 30

Met

1

Asp

Asp

Leu

Pro

65

Pro

Glu

Asp

Lys

Ser

145

Arg

Glu

Gln

Thr

Glu

50

Met

Lys

Tyr

Ile

130

Gly

Asn

Lys

Ile

Ile

35

Lys

Ile

Cys

Ala

Glu

115

Gln

Val

Val

Ile

Cys

20

Met

Thr

Leu

Asp

Asn

100

Glu

Ile

Ser

Val

565

Val

Ile

Glu

His

Arg

Glu

BS

Pro

Leu

Ile

Ser

Trp
165

Leu

Gly

Lys

Asn

Asp

70

Fhe

Thr

Lys

Pro

Ala

150

Leu

Leu

Tyr

Asn

Gly
55

Cys

Ile

Asn

His

Lys

135

Cys

Ile

Leu

His

vVal

40

Lys

Ser

Asn

Asp

Leu

120

Ser

Pro

Lys

Ala

Ala

25

Thr

Leu

val

Val

Leu

ios

Leu

Ser

Tyx

Lys

77

570

Fle

10

Asn

val

Cys

Ala

Pro
20

Cys

Ser

Trp

Leu

Asn
170

555

val

Asn

Thr

Asp

Gly

75

Glu

Tyr

Arg

Ser

Gly

155

Ser

Ser

Ser

His

Leu

60

Trp

Pro

Ile

Asp

140

Ser

Thr

Leu

Thr

Ala

45

Asp

Leu

Ser

Gly

Asn

125

His

Pre

Tyr

Val
Glu
30

Gln
Gly
Leu
Tyr
Ser
110
His
Glu

Ser

Pro

Lys

1s

Gln

Asp

Val

Gly

Ile

95

Phe

Phe

Ala

Phe

Thr
175

560

Ser

Val

Ile

Lys

Asn

80

val

Asn

Glu

Ser

Phe

160

Ile



Lys

Gly

Asn

Leu

225

Arg

Fhe

val

Asn

Met
305

Tyr

Pro

Glu

Ser

Lys

ags

Met

Lys

Ile

Pro

210

val

Met

Glu

Lys

Cys

290

Pro

val

Gln

Gly

Asn

370

Ala

Asn

Ser

His

195

Thr

Pro

Glu

Ser

Lys

275

Asn

Phe

Lys

Arg

Gly

355

Glu

Ile

Thr

Tyr

180

His

Thr

Lys

Fhe

Asn

260

Gly

Thr

His

Ser

Glu
340

Trp

Gln

Asp

Gln

Asn

Pro

Tyr

Ile

Fhe

245

Gly

Asp

Lys

Asn

Asn

325

Ser

Gin

Gly

Gly

Phe
405

Asn

Asn

Ile

Ala

230

Trp

Asn

Ser

Cys

Ile

310

Arg

Arg

Gly

Ser

Val
390

‘Glu

ES 2543056 T3

Thr

Asp

Ser

218

Thr

Thr

Phe

Ala

Gln

285

His

Leu

Gly

Met

Gly

375

Thr

Ala

Asn

Ala

200

Ile

Arg

Ile

Ile

Ile

280

Thr

Pro

Val

Leu

val
360

Tyr

Asn

val

Gin

185

Ala

Gly

Ser

Leu

Ala

285

Met

Pro

Leu

Leu

Phe

345

Asp

Ala

Lys

Gly

Glu

Glu

Thr

Lys

Lys

250

Pro

Lys

Met

Thr

Ala

330

Gly

Gly

Ala

Val

Arg
410

78

Asp

Gln

Ser

Val

. 235

Pro
Glu
Ser
Gl)‘.'
Ile
315
Thr
Ala
TEP
Asp
Asn

398

Glu

Leu

Thr

Thr

220

Asn

Asn

Tyr

Glu

Ala

300

Gly

Gly

Ile

Tvr

Lys

380

Ser

FPhe

Leu
Arg
205
Leu
Gly
AsSp
Ala
Leu
285
Ile
Glu
Leu
Ala
Gly
365
Glu
Ile

Asn

Val
190
Leu
Asn

Gln

Ala

Tyzr
270
Glu
Asn
Cys
Arg
Gly
aso
Tyr
Ser

Ile

Asn

Leu

Gln

Ser

Ile

255

Lys

Tyr

Ser

Pro

AsSn

335

Phe

His

Thr

AsSp

Leu
415

Trp

Gln

Aryg

Gly

240

Asn

Ile

Gly

Ser

Lys

320

Ser

Ile

His

Gln

Lys

400

Glu



10

Arg

val

Thr

Arg

465

Glu

Gly

Glu

Met
545

Arg

Arg

Trp

Leu

450

Phe

Thr

Glu

Ser

530

Ala

Ile

<210> 31

<211> 449
<212> PRT
<213> Desconocido

<220>

Ile

Thr

435

Asp

Gln

Tyr

Tyxr

Ile

515

Ile

Gly

Cys

Glu
420

Tyr

Phe

Leu

His

Asn

500

Ser

Tyr

Leu

Ile

<223> Vac2-naj-opt

<400> 31

Asn

Asn

His

Arg

Lys

485

Tyr

Gly

Ser

Ser

Leu

Ala

Asp

Asp

470

Cys

Pro

Val

Thr

Leu
550

ES 2543056 T3

Asn

Glu

Ser

455

Asn

Asp

Gln

Lys

val

535

Trp

Met Asn Pro Asn Gln Lys Ile

1

5

Ile Gly Ile Val Ser Leu Met

20

Trp Val Ser His Ser Ile Gln

35

Lys

Leu

440

Asn

Ala

Asn

Tyr

Leu

520

Ala

Met

Ile

Leu

Lys
425

Leu

val

Lys

Glu

Ser
505

Glu

Ser

Cys

Thr

Met Glu Asp
Val Leu Met

Lys Asn Leu
460

Glu Leu Gly
475

Cys Met Glu
450

Glu Glu Ala
Ser Ile Gly

Ser Leu Ala
540

Ser Asn Gly
555

Ile Gly Ser
10

Gln Ile Gly Asn

25

Thr Gly Asn Gln His

40

79

Gly

Glu
445

Tyr

Asn

Ser

Arg

Thr

525

Leu

Ser

Ile

Met

Phe Leu
430

Asn Glu
Asp Lys
Gly Cys
Ile Arg

495

Leu Lys
51¢
Tyr Gln

Ala Ile

Leu Gln

Cys Met
15

Asp

Arg

Val

Phe

4890

Asn

Axg

Ile

Met

Cys
560

val

Ile Ser Ile

30

Gln Ala Glu Ser

415



Ile

Leu

65

Ser

Ile

Phe

val

Glu

145

Ala

Gly

Thr

Ser

Gly

228

Gly

Glu

Ser

50

Ala

Lys

Arg

Leu

Lys

130

Ala

Ser

Pro

Asp

Glu

210

Pro

Lys

Glu

Asp

Asn

Gly

Asp

Glu

Thr

115

Asp

Pro

Ala

Asp

Thr

195

Cys

Ser

Val

Cys

Asn
275

Thr

AsSn

Asn

Pro

100

Gln

Arg

Ser

Cys

Asn

180

Ile

Ala

Asp

val

Ser
260

Trp

Asn

Ser

Asn

85

Phe

Gly

Ser

Pro

His

165

Glu

Lys

Cys

Gly

Lys

245

cys

His

Pro

Ser

70

Ile

Ile

Ala

Pro

Tyr

150

Asp

Ala

Ser

val

Gln

230

Ser

Gly

ES 2543056 T3

Leu

55

Leu

Arg

Ser

Leu

His

135

Asn

Gly

Val

Trp

Asn

215

Ala

val

Pxo

Ser

Thr

Cys

Ile

Cys

Leu

120

Arg

Ser

Thr

Ala

Arg

200

Gly

Ser

Glu

Asp

Asn
280

Glu

Pro

Gly

Ser

105

Asn

Thr

Arg

Ser

Val

185

Asn

Ser

Tyrx

Leu

Ala

265

Arg

80

Lys

Ile

Ser

20

His

Asp

Leu

Fhe

Trp

170

Leu

Asn

Cys

Lys

Asp

250

Gly

Pro

Ala

Arg

7%

Lys

Leu

Lys

Met

Glu

155

Leu

Lys

Ile

Phe

Ile

235

Ala

Glu

Trp

Val
60

Gly
Gly
Glu
His
Ser
140
sSer
Thr
Tyr
Leu
Thr
220
Phe
Pro

Ile

val

Ala Ser

Trp Ala

Asp Val

Cys Arg
110

Ser Asn
125

Cys Pro

val ala

Ile Gly

Asn Gly
190

Arg Thr
205

Val Met

Lys Met

Asn Tyr

Thr Cys

270

Ser Phe
28S

Val

val

Phe

95

Thr

Gly

val

Trp

Ile

175

Ile

Gln

Thr

Glu

His

2585

val

Asn

Thr

His

B8O

Val

Phe

Thx

Gly

Ser

160

Ser

Ile

Glu

Asp

Lys

240

Tyr

Cys

Gln
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Asn Leu Glu Tyr Gln Ile Gly Tyr Ile Cys Ser Gly Vval Phe Gly Asp
290 295 300

Asn Pro Arg Pro Asn Asp Gly Thr Gly Ser Cys Gly Pro Met Ser Pro
305 310 315 320

Asn Gly Ala Tyr Gly Val Lys Gly Phe Ser Phe Lys Tyr Gly Asn Gly
3125 330 338

Val Trp Ile Gly Arg Thr Lys Ser Thr Asn Ser Arg Ser Gly Phe Glu
340 345 aso

Met Ile Trp Asp Pro Rsn Gly Trp Thr Gly Thr Asp Ser Ser Phe Ser
355 360 365

Val Lys Gln Asp Ile Val Ala Ile Thr Asp Trp Ser Gly Tyr Ser Gly
370 375 380

Ser Phe Val Gln His Pro Glu Leu Thr Gly Leu Asp Cys Ile Arg Pro
3as 390 3ss 400

Cys Phe Trp Val Glu Leu Ile Arg Gly Arg Pro Lys Glu Ser Thr Ile
405 . 410 415

Trp Thr Ser Gly Ser Ser Ile Ser Phe Cys Gly Val Asn Ser Asp Thr
420 425 430

Val Ser Trp Ser Trp Pro Asp Gly Ala Glu Leu Pro Phe Thr Ile Asp
435 440 445

Lys

<210> 32

<211> 252

<212> PRT

<213> Desconocido

<220>
<223> Vac2-mc-opt

<400> 32

Met Sexr Leu Leu Thr Glu Val Glu Thr Tyr Val Leu Ser Ile Ile Pro
1 ] 10 15

Ser Gly Pro Leu Lys Ala Glu Ile Ala Gln Lys Leu Glu Asp Val Phe
20 25 30

81



Ala

Arg

Thr

65

Gln

Val

Lys

Gly

Gly

145

Ser

Asn

Ala

Ala

Ser

225

Gln

Gly

Pro

50

Leu

Asn

Lys

Glu

Leu

130

Leu

His

Arg

Gly

Arg

210

Ser

Lys

<210> 33
<211> 564

<212>

PRT

Lys

35

Ile

Thr

Ala

Leu

val

115

Ile

IVal

Arg

Met

Ser

195

Gln

Ala

Arg

Asn

Leu

Val

Leu

Tyr
100

Ser

Tyr

Cys

Gln

val

180

Ser

Met

Gly

Met

<213> Desconocido

<220>

Thr

Ser

Pro

Asn

85

Lys

Leu

Asn

Ala

Met

165

Glu

Val

Leu

Gly
245

<223> VN1203-ha-CS-opt

Asp

Pro

Ser

70

Gly

Lys

Ser

Arg

Thr

150

Ala

Ala

Gln

Gln

Arg

230

val

ES 2543056 T3

Leu

Leu

55

Glu

Asn

Leu

Tyr

Met

135

Cys

Thr

Ser

Ala

Ala

21%

Asp

Gln

Glu

40

Thr

Arg

Gly

Lys

Ser

120

Gly

Glu

Ile

Thr

Ala

200

Met

Agsn

Met

Ala

Lys

Gly

Asp

Arg

105

Thr

Thr

Gln

Thr

Thr

185

Glu

Arg

Leu

Gln

Leu

Gly

Leu

Pro

90

Glu

Gly

Val

Ile

Asn

170

Ala

Ala

Thr

Leu

Arg
250

82

Met

Ile

Gln

75

Asn

Ile

Ala

Thr

Ala

158

Pro

Lys

Met

Ile

Glu

235

Phe

Glu

Leu

60

Arg

Asn

Thr

Leu

Thr

140

Asp

Leu

Ala

Glu

Gly

220

Asn

Lys

Trp

45

Gly

Arg

Met

Phe

Ala

125

Glu

Ser

Ile

Met

Val

205

Thr

Leu.

Leu
FPhe
Arg
Asp
His
110
Ser
Val
Gln
Arg
Glu
190
Ala

His

Gln

Lys
val
FPhe
Arg
a5

Gly
Cys
Ala
His
His
175
Gln
Asn

Pro

Ala

Thr

Phe

Val

80

Ala

Ala

Met

Phe

Arg

160

Glu

Met

Gln

Asn

Tyrx
240



<400> 33

Met Glu Lys Ile val

Asp Gln Ile Cys Ile
20

Asp Thr Ile Mer Glu
as

Leu Glu Lys Thr His
50

Pro Leu Ile Leu Arg
65

Pro Met Cys Asp Glu
85

Glu Lys Ala Asn Pro
100

Asp Tyr Glu Glu Leu
: 115

Lys Ile Gln Ile Ile
130

Leu Gly Val Ser Ser
145

Arg Asn Val val Trp
165

Lys Arg Ser Tyr Asn
180

Gly Ile His His Pro
195

Asn Pro Thr Thr Tyr
216G

Leu

Gly

Lys

Asn

Asp

70

Phe

Ala

Lys

Pro

Ala

150

Leu

Asn

Asn

Ile

ES 2543056 T3

Leu

Tyr

Asn

Gly

Cys

Ile

Asn

Hisg

Lys

135

Cys

Ile

Thr

Asp

Ser
215

Phe

His

val
40

Lys

Ser

Asn

Asp

Leu

120

Asn

Pro

Lys

Asn

Ala

200

val

Ala

Ala

25

Thr

Leu

Val

Val

Leu

108

Leu

Ser

Tyr

Lys

Gln

i8s

Ala

Gly

Ile

190

Asn

val

Cys

Ala

Val

Asn

Thr

Asp

Gly

.75

Pro

90

Cys

Ser

Trp

Gln

Asn

170

Glu

Glu

Thr

83

Glu

Tyr

Arg

Ser

Gly

155

Asn

Asp

Gln

Ser

Ser
Ser
Hig
Leu
&80

Trp
Trp
Pro
Ile
Ser
140
Lys
Ala
Leu
Thr

Thr
220

Leu
Thr
Ala
45

Asp
Leu
Ser
Gly
Asn
125
His
Ser
TYY
Leu
Arg

205

Leu

Val

Glu

30

Gln

Gly

Leu

Tyr

Asp

110

His

Glu

Ser

Pro

Vval

190

Leu

Asn

Lys

1s

Gln

Asp

Val

Gly

Tle

85

Phe

Phe

Ala

Phe

Thr

175

Leu

Tyr

Gln

Ser

Vval

Ile

Lys

Asn

80

val

Asn

Glu

Ser

Phe

160

Ile

Trp

Gln

Arg



Leu

225

AYg

Phe

Val

Asn

Met
30s

Tyr

Pro

Glu

Ser

Lys

38%

Met

Arg

val

Thr

val

Met

Glu

Lys

Cys

290

Pro

val

Gin

Gly

Asn

370

Ala

Asn

Arg

Trp

Leu
4590

Pro

Glu

Ser

Lys

275

Asn

FPhe

Lys

Arg

Gly

i55

Glu

Ile

Thr

Ile

Thr

435

Asp

Lys

Phe

Asn

260

Gly

Thr

His

Ser

Glu

340

Trp

Gln

Asp

Gln

Glu

420

Phe

Ile

Fhe

245

Gly

Asp

Lys

Asn

Asn

325

Thx

Gln

Gly

Gly

Phe

405

Asn

Asn

His

Ala
230

Trp

Asn

Ser

Ile

310

Arg

Arg

Gly

Ser

val

380

Glu

Leu

Ala

Asp

ES 2543056 T3

Thr

Thr

Phe

Ala

Gln

295

His

Leu

Gly

Met

Gly

375

Thr

Ala

Agn

Glu

Ser
455

Arg

Ile

Ile

Ile

280

Thr

Pro

Val

Leu

Val
3ed

Ty

Asn

val

Lys’

Leu
440

Asn

Ser

Leu

Ala

265

Met

Pro

Leu

Leu

Fhe

345

Asp

Ala

Lys

Gly

Lys

425

Leu

Val

84

Lys

Lys

250

Pro

Lys

Met

Thr

Ala

330

Gly

Gly

Ala

Val

Arg

410

Met

Val

Lys

val

23s

Pro

Glu

Ser

Gly

Ile

318

Thyr

Ala

Trp

Asp-

Asn

385

Glu

Glu

Leu

Asn

Asn

Asn

Tyx

Glu

Ala

300

Gly

Gly

Ile

TYr

Lys

380

Ser

Fhe

Asp

Met

Leu
460

Gly

Asp

Ala

Leu

285

Ile

Glu

Leu

Ala

Gly

365

Glu

Ile

Asn

Gly

Glu

445

Tyr

Gln

Ala

Tyr

270

Glu

Asn

Cys

Arg

Gly
350

Tyr

Ser

Ile

Asn

Phe

430

Asn

Asp

Asn

Ile
255

Lys

Tyr

Ser-

Pro

Asn

335

Fhe

His

Thr

Asp

Leu

415

Leu

Glu

Lys

Gly

240

Asn

Ile

Gly

Ser

Lys

320

Ser

Ile

His

Gln

Lys

400

Glu

Asp

Arg

val



10

Arg Leu
465

Glu Phe

Gly Thr

Glu Glu

Leu Ser
530

val Ala
545

Arg Ile

<210> 34
<211> 572
<212> PRT

Gln

Tyr

Tyr

Ile

515

Ile

Gly

Cys

Leu

His

Asp

500

Ser

Tyr

Leu

Ile

<213> Desconocido

<220>

Arg

Lys

485

Tyr

Gly

Ser

Ser

<223> VN1203-ha-spc-opt

<400> 34
Met Pro
1

Asn Ala

Thr Glu

Ala Gln
S0

Asp Gly
65

Leu Leu

Leu

Ile

Gln

35

Asp

Val

Gly

Tyr

Pro

20

Val

Ile

Lys

Asn

Lys

Asp

Asp

Leu

Pro

Pro
85

Asp

470

Cys

Pro

val

Thr

Leu
550

Leu

Gln

Thr

Glu

Leu

70

Met

ES 2543056 T3

Asn

Asp

Gln

Lys

val

535

Trp

Leu

Ile

Ile

Lys

55

Ile

Cys

Ala

Asn

Tyr

Leu

520

Ala

Met

Asn

Cys

Met

40

Thr

Leu

Asp

Lys

Glu

Ser

505

Glu

Ser

Cys

val

Ile

25

Glu

His

hrg

Glu

Glu

Cys

430

Glu

Ser

Ser

Ser

Leu

19

Gly

Lys

Asn

Asp

FPhe
S0

85

Leu

475

Met

Glu

Ile

Leu

Asn
555

Trp

Tyr

Asn

Gly

Cys
75

Ile

Gly

Glu

Ala

Gly

Ala

540

Gly

Leu

His

Val

Lys

&0

Ser

Asn

ABn

Ser

Arg

Thr

52%

Leu

Ser

Val

Ala

Thr

45

Leu

val

val

Gly

val

Leu
510

Tyr

Ala

Leun

Ala

Asn

30

Val

Cys

Ala

Pro

Cys

RAXg

495

Lys

Gln

Ile

Gln

Val

15

AsSn

Thr

Asp

Gly

Glu
95

Fhe
480
Asn
Arg

Ile

Met

Cys
560

Sex

Ser

His

Leu

Trp

80

Trp



Ser

Gly

Asn

His

145

Ser

Leu

Arg

Leu

225

Gly

Asp

Ala

Leu

Ile

305

Glu

Tyx

Asp

His

130

Glu

Ser

Pro

Val

Leu

210

Asn

Gln

Ala

Tyr

Glu

290

Asn

Cys

Ile

Phe

115

Phe

Ala

Phe

Thr

Leu
195

Tyr

Gln

Asn

Ile

Lys

275

Ser

Pro

val

100

Asn

Glu

Ser

Fhe

Ile

180

Trp

Gln

Arg

Gly

Asn

260

Ile

Gly

Ser

Lys

Glu

Asp

Ly§

Leu

Arg

165

Lys

Gly

Asn

Leu

Arg

245

Phe

Val

Asn

Met

Tyr
325

Lys

Tyr

Ile

Gly

150

Asn

Arg

Ile

Pro

Val

230

Met

Glu

Lys

Cys

Pro

310

Val

ES 2543056 T3

Ala

Glu

Gln

135

val

val

Ser

His

Thr

215

Pro

Glu

Ser

Lys

Asn

295

Phe

Lys

Asn

Glu

120

Ile

Ser

Val

Tyr

His

200

Thr

Lys

FPhe

Asn

Gly

280

Thr

His

Ser

Pro

105

Leu

Ile

Ser

Trp

Asn

185

Pro

Tyr

Ile

Phe

Gly

265

Asp

Lys

Asn

Asn

Ala

Lys

Pro

Ala

Leu

170

Asn

AsSn

Ile

Ala

Trp

250

AsSn

Ser

cys

Ile

Arg
330

86

Asn

His

Lys

cys

158

Ile

Thr

Asp

Ser

Thr

235

Thr

FPhe

Ala

Gln

His

315

Leu

Asp

Leu

Asn

140

Pro

Lys

Asn

Ala

val

220

Arg

Ile

Ile

Ile

Thr

300

Pro

Val

Leu

Leu

125

Ser

Tyr

Lys

Gln

Ala

205

Gly

Ser

Leu

Ala

Met

285

Pro

Leu

Leu

Cys

110

Ser

Trp

Gln

Asn

Glu

120

Glu

Thr

LysS

Lys

Pro

270

Lys

Met

Thr

Ala

Tyr

Arg

Ser

Gly

Asn

175

Asp

Gln

Ser

val

Pro

255

Glu

Ser

Gly

Ile

Thr
335

Pro

Ile

Ser

Lys

150

Ala

Leu

Thr

Thxr

Asn

240

Asn

Tyr

Glu

Ala

Gly

320

Gly



5

Leu

Phe

Asp

Rla

385

Lys

Gly

Lys

Leu

Val

465

Lys

Glu

Ser

Glu

Ser
545

Cys

Arg

Gly

Gly

370

Ala

val

Arg

Met

val

450

Lys

Glu

Cys

Glu

Ser

"53¢

Ser

Ser

<210> 35
<211> 570
<212> PRT

AsSn

Ala

355

Trp

Asp

Asn

Glu

Glu

435

Leu

Asn

Leu

Met

Glu

515

Ile

Leu

Asn

Ser
340

Ile

TYT

Lys

Ser

Phe

420

Asp

Met

Leu

Gly

Glu

500

Ala

Gly

Ala

Gly

Pro

Ala

Gly

Glu

Ile’

405

Asn

Gly

Glu

YT

Asn

485

Ser

Arg

Thr

Leu

Ser
565

Gln

Gly

Tyr

Ser

390

Ile

Asn

Plie

Agn

Asp

4790

Gly

val

Leu

Tyr

Ala

550

Leu

ES 2543056 T3

Arg

Phe

His

375

Thr

Asp

Leu

Leu

Glu

4565

Lys

Cys

Arg

Lys

Gln

535

Ile

Gln

Glu

Ile

360

His

Gln

Lys

Glu

Asp

440

Arg

Val

Phe

Asn

Arg

520

Ile

Met

Cys

Arg

345

Glu

Ser

Lys

Met

Arg

425

Val

Thr

Arg

Glu

Gly

505

Glu

Leu

Val

Arg

Arg

Gly

Asn

Ala

Asn

410

Trp

Leu

Leu

Phe

490

Thr

Glu

Ser

Ala

Ile
570

87

Arg

Gly

Glu

Ile

395

Thr

Ile

Thr

Asp

Gln
475

Tyr

Tyr

Ile

Ile

Gly

555

Cys

Lys

Trp

Gln

380

Asp

Gln

Glu

Tyr

Fhe

460

Leu

His

Asp

Ser

Tyr
540

Leu

Ile

Lys
Gln
365
Gly
Gly
Phe
Asn
Asn

445

His

Lys

Tyr
Gly
525

Ser

Ser

Arg

350

Gly

Ser

Val

Glu

Leu

430

Ala

Asp

Asp

Cys

Pro

510

val

Thr

Leu

Gly

Met

Gly

Thr

Ala

415

ASn

Glu

Ser

Asn

Asp

495

Gln

Lys

val

Trp

Leu

val

TYY

Asn

400

val

Lys

Leu

Asn

Ala

480

Asn

Tyr

Leu

Ala

Met
S60



<213> Desconocido

<220>

<223> VN1203-ha-sph9-opt

<400> 35

Met

1

Asn

Gln

Asp

val

65

Gly

Ile

Phe

Phe

Ala

145

Phe

Thr

Leu

Glu

Ala

val

Ile

50

Lys

Asn

val

Asn

Glu

130

Ser

Phe

Ile

Trp

Thr

Asp

Asp

is

Leu

Pro

Pro

Glu

Asp

115

Lys

Leu

Arg

Lys

Gly
195

Ile

Gln

20

Thr

Glu

Leu

Met

Lys

100

Tyr

Ile

Gly

Asn

Arg

180

Ile

Ser

Ile

Ile

Lys

Ile

Cys

85

Ala

Glu

Gln

val

Val

165

Ser

His

Leu

Cys

Met

Thr

Leu

70

Asp

Asn

Glu

Ile

Ser

150

val

Tyr

ES 2543056 T3

Ile

Ile

Glu

Thr

Gly

Lys

40

His

S5

Arg

Glu

Pro

Leu

Ile

135

Ser

Trp

Asn

Pro

Asn

Asp

Phe

Ala

Lys

12¢

Pro

Ala

Leu

Asn

Asn
200

Ile

Tyr
25

Asn

Gly

Cys

Ile

Asn

105

His

Lys

Cys

Ile

Thr

185

Asp

Leu

10

His

Val

Lys

Ser

Asn

80

Asp

Leu

Asn

Pro

Lys

170

Asn

Ala

88

Leu

Ala

Thr

Leu

Val

75

Val

Leu

Leu

Ser

Tyr
155
Lys

Gin

Ala

val

Asn

val

Cys

60

Ala

Pro

Cys

Ser

Trp

140

Gln

Asn

Glu

Glu

Val

Asn

Thr

45

Asp

Gly

Glu

Tyr

Arg

125

Ser

Gly

Asn

Asp

Gln
205

Thxr Ala Ser
15

Ser Thr Glu
30

His Ala Gln

Leu Asp Gly

Trp Leu Leu
80

Trp Ser Tyr
95

Pro Gly Asp
110

Ile Asn His

Ser His Glu

Lys Ser Ser
160

Ala Tyr Pro
175

Leu Leu Val
190

Thr Arg Leu



Tyr

Gln

225

Asn

Ile

Lys

Ser

305

Pro

Asn

Ala

Trp

Asp

385

Asn

Glu

Glu

Leu

Gln

210

Arg

Gly

Asn

Ile

Gly

290

Ser

Lys

Ser

Ile

Tyr

370

Lys

Ser

Phe

Asp

Met

Asn

Len

Arg

Phe

val

275

Asn

Metl

Tyr

Pro

Ala

355

Gly

Glu

Ile

Asn

Gly

435

Glu

Pro

Vval

Met

Glu

260

Lys

Cys

Pro

Val

Gln

340

Gly

Tyr

Ser

Ile

Asn

420

Fhe

Asn

Thr

Pro

Glu

245

Ser

Lys

Asn

Phe

Lys

325

Arg

Phe

His

Thr

Asp

1405

Leu

Leu

Glu

Thr

Lys

230

Phe

Asn

Gly

Thr

His

al9

Ser

Glu

Ile

His

Gln

390

Lys

Glu

ASp

Axg

ES 2543056 T3

Tyr

215

Ile

Phe

Gly

Asp

Lys

285

Asn

Asn

Arg

Glu

Ser

375

Lys

Met

Arg

val

Thr

Ile

Ala

Trp

Asn

Ser
280

Cys

Ile

Arg

Arg

Gly

60

Asn

Ala

Asn

Trp
440

Leu

Ser

Thr

Thr

Phe

265

Ala

Gln

Hisg

Leu

Axg

345

Gly

Glu

Ile

Thr

Ile

425

Thr

Asp

val

Arg

Ile

250

1le

Ile

Thr

Pro

val

330

Lys

Trp

Gln

Agp

Gln

410

Glu

Tyr

Phe

89

Gly Thr
220

Ser Lys
235

Leu Lys

Ala Pro

Met Lys

Pro Met
300

Leu Thr

315

Leu Ala

Lys Arg

Gln Gly

Gly Ser

380

Gly Val

395

Phe Glu

Aszn Leu

Asn Ala

His Asp

Ser Thr

Val Asn

Pro Asn

Glu Tyrx
270

Ser Glu
285

Gly Ala

Ile Gly

Thr Gly

Gly Leu
350

Met Val
365

Gly Tyr

Thr Asn

Ala Vval

Asn Lys
430

Glu Leu
445

Ser Asn

Leu Asn

Gly Gln
240

Asp Ala
255

Ala Tyr
Leu Glu
Ile Aén
Glu Cys

320

Leu Arg
33s

Phe Gly
Asp Gly
Ala Ala
Lys Val

400

Gly Arg
415
Lys Met

Leu Val

Val Lys



10

450

Asn Leu

465

Gly
Glu

Met

Glu Ala

Tyr

Asn

Ser

Arg

Asp Lys

val

ES 2543056 T3

455

Arg Leu

470

Gly Cys

485

val
500

Arg

Leu Lys

51%

Ile Gly

530

Leu Ala

545

Asn Gly

<210> 36
<211> 1707
<212> ADN

Thr

Leu

Ser

Tyr Gln

Ala Ile

Phe

Asn

Arg

Ile

Met

Glu Phe

Gly Thr

Glu Glu

520

Leu Ser

535

Val Ala

550

Gln
565

Leu

<213> Virus de la gripe

<400> 36

atggagaaaa
attggttace
actgttacac
gatggagtga
ccaatgtgtg
ccagtcaatg
ctgagcagaa
catgaagcect
agaaatgtgg
aataatacca
gcagagcaga

ctaaaccaga

tagtgecttct
atgcaaacaa
atgcccaaga
agcctctaat
acgaattcat
acctetgtta
taaaccattct
cattaggggt
tatggettat
accaagaaga
caaagctcta

gattggtacc

Cys

Arg Ile

ttttgcaata
ctecgacagag
catactggaa
tttgagaéat
caatgtgccg
cccaggggat
tgagaaaatt
gagctcagca
Caaaaagaac
tcttttggta
tcaaaaccca

aagaataget

Gln Leu

Arg

460

Asp Asn

475

His
4390

Tyr

Tyr
505

Rsp

Ile Ser

Ile Tyr

Gly Leu

Lys

Tyr

Gly

Ser

Ser

Cys Asp

Pro Gin

Ala

Asn

Tyr

Glu
480

Lys

Glu
495

Cys

Ser Glu

510

Val Lys

525

Thr
5440

val

Leu Trp

555

Ile
570

Cys

gtcagtcttg
caggttgaca
aagaaacaca
tgtagcegtag
gaatggtctt
ttcaatgact
cagatcatcc
tgtccatacc
agtacatacg
ctgtggggga
accacctata

actagatcca

90

ttaaaagtga
caataatgga
acgggaagct
ctggatggcet
acatagtgga
atgaagaatt
ccaaaagttc
agggaaagtc
caacaataaa
ttcaccatcce
tttcegttyg

aagtaaacgg

Leu

Ala

Met

Glu Ser

Ser

Ser

Ser
560

Cys

tcagatttgce
aaagaacgtt
ctgcgatcta
cctoggaaac
gaaggccaat
gaaacaccta
ttggtccagt
ctcectttttce
gaggagetac
taatgatgeg
gacatcaaca

gcaaagtgga

60

120

180

240

300

360

420

480

540

€00

660

720
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aggatggagt tcttctggac
ggaaatttca ttgctccaga
atgaaaagtg aattggaata
ataaactcta gcatgccatt
tatgtgaaat -caaacagatt
agaagaaygaa aaaagagagg
cagggaatgg tagatggttg
gctgcagaca aagaatccac
atcattgaca aaatgaacac
aggagaatayg agaatttaaa
aatgctgaac ttctggttct
gtcaagaacC tttacgacaa
aacggttgtt tegagtteta
ggaacgtatg actacccgca
ggagtaaaat tggaatcaat
agttccctag cactggcaat

tcgttacaat gcagaatttg

<210> 37

<211> 1750

<212> ADN
<213> Virus de la gripe
<400> 37

agtgtgatgg atatctgcag
ttttgraata gtcagtcttg
ctcgacagag caggttgaca
catactggaa aagaaacaca
tttgagagat tgtagcgtag
caatgtgccg gaatggtectt
cccaggggat ttcaatgact
tgagaaaatt cagatcatcec

gagckbcagca tgtccatacce

caaaaagaac agtacatacce

ES 2

aattttaaag
atatgcatac

tggtaactge

ccacaatata.

agtccttgeyg
attatttgga
gtatgggtac
tcaaaaggca
tcagtttgag
caagaagatyg
catggaaaat
ggtccgacta
tcataaatgt
gtattcagaa
aggaatttac
catggtagct

catttaa

aattcgecct
ttaaaagtga
caataatgga
acgggaagct
ctggatggct
acatagtgga
atgaagaatt
¢ccaaaagttce
agggaaagtc

caacaataaa

543 056 T3

ccgaatgatg
aaaattgtca
aacaccaagt
caccetetea
actgggctca
gctatagcayg
caccatagea
atagatggag
gcegtiggaa
gaagacgggt
gagagaactc
cagcttaggg
gataatgaat
gaagcgagac
caaatactgt

ggtctatect

tagécgcgcc
tcagatttgc
aaagaacgtt
ctgcgatcta
cctcggaaac
gaaggccaat
gaaacaccta
ctggtecagt
ctcectttttc

gaggagctac

91

caatcaactt
agaaagggga
gtcaaactcc
ccattgggga
gaaatagccc
gttttataga
atgagcaggyg
tcaccaataa
gggaattcaa
tecctagatgt
tagactttca
ataatgcaaa
gtatggaaag
taaaaagaga
caatttattc

tatggatgtg

atggagaaaa
attggttacc
actgttacac
gatggagtga
ccaatgtgty
ccagtcaatg
ttgagcagaa
catgaagcct
agaaatgtgg

aataatacca

cgagagtaat
ctcaacaatt
aatgggggcy
atgeccccaaa
tcaaagagag
gggaggatgg
gagtgggtac
ggtcaactcg
caaﬁctagaa
ctggacttat
tgactcaaat
ggagctgggt
tgtaagaaat
ggaaataagt
tacagtggcg

ctccaatgga

tagtgettct
atgcaaacaa’
atgcccaaga
agcctectaat
acgaattcat
acctetgtta
taaaccatct
cattaggggt
tatggcttat

accaagaaga

780
840
900
960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1707

60
120
180
240
300
360
420
480
540

€00
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tcttttggta
tcaaaaccca
aagaatagct
aatttctaaag
atatgcatac
tggtaactge
ccacaatata
agtccttgceyg
attacctgga
gtatgggtac
tcaaaaggca
tcagtttgag
caagaagatyg
catggaaaat
ggtccgacta
tcataaatgt
gtattcagaa
aggaatttac
catggtagct

catttaagcyg

<210> 38
<211> 1350
<212> ADN

ctgtggggga

accacctata
actagatcca
ccgaatgatg
aaaattgtca
aacaccaagt
caccctctea
actgggectca
gctatagcag
caccatagca
atagatggag
gccgttggaa
gaagacgggt
gagagaagtc
cagcttaggy
gataatgaat
gaagcgagac
caaatactgt

ggtctatcct

<213> Virus de la gripe

<400> 38

atgaatccaa
agcttaatgt
gggaatcaac
gcttcagtaa
agtaaggaca
ttcatctcat

aatgacaagc

atcagaagat
tacaaattgg
accaatctga
aattagcggg
acagtataag
gctceocactt

actccaatgg

ES 2543056 T3

ttcaccatce
tttecgttgy
aagtaéacgg
caatcaactt
agaaagggga
gtcaaacteco
ccattgggga
gaaatagcecc
gttttataga
atgagcaggy
tcaccaataa
gggaatttaa
tcctagatgt
tagactttca
ataatgcaaa
gtatggaaag
taaaaagaga
caatttatte

tatggatgtg

aataaccatc
gaacatgatce
accaatcagc
caattcatct
gateggttece
ggaatgcaga

gactgtcaaa

taatgatgcyg
gacatcaaca
gcaaagtgga
cgagagtaat
ctcaacaatt
aatgggggceg
atgccccaaa
tcaaagagag
gggaggatgg
gagtgggtac
ggtcaactcg
caacttagaa
ctggacttat
tgactcaaat
ggagctaggt
tgtaagaaat
ggéaataagt
tacagtggcg

ctccaatggyg

ggatcaatct
tcaatatggy
aatactaatct
ct:ttgcccca
aagggggatg
actttcteee

gacagaagcc

92

gcagagcaga
ctaaaccaga
aggatggagt
ggaaatttca
atgaaaagtg
ataaactcta
tatgtgaaat
agaagaagaa
cagggaatgg
gctgcagaca
atcattgaca
aggagaatag
aatgctgaac
gtcaagaacc
aacggttgtt
ggaacgtatg
ggagtaaaat
agttccctag

tcgttacaat

gtatggtaac
tcagtcattc
ctcctactga
ttaacggatg
tgtttgttat
tgactcaggyg

ctcacagaac

caaadgctcta
gattggtace
tcttetggac
ttgectccaga
aattggaata
gcatgccatt
caaacagatt
aaaagagagg
tagatggttg
aagaatccac
aaatgaacac
agaatttaaa
tteotggttet
tttacgacaa
tcgagttceta
actacccgea
tggaatcaat
cactggcaat

gcagaatttyg

tggaatagtt
aattcacaca
gaaagctgtg
ggctgtatac
aagagagccecyg
ageccttgetg

attaatgagt

660

720

k-1t

840

800

S€0

1020

1080

11490

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1750

60

120

180

240

300

360

420
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tgtcctgtgyg
gcaagigett
ggggctgtgy
aacaacatac
gtaatgactg
gggaaagtgy
tgttatccta
cggccatggyg
gttttcggag
aacggggcat
agaaccaaaa
actgaaacgg
ggatatagcg
cgttrtctggg
agcagcatat

gccgagttgc

<210> 39
<211> 1400
<212> ADN

gtgaggctcce
gccatgatgg
ctgtattgaa
tgagaactca
acggaccaag
ttaaatcagt
atgccggaga
tatctttcaa
acaatccacg

atggggtaaa

.gecactaattc

acagtagett
ggagttttgt
ctgagttgatc
cetttigtgyg

cattcaccat

<213> Virus de la gripe

<400> 39
ccgggatgaa
tagttagctt
acacagégaa
ctgtggcttc
tatacagtaa
agccgttcat
cgctgaatga
tgagttgtce
ggtcagcaag
acaatgggygc

ggaggaacaa

tccaaatcag
aatgttacaa
tcaacaccaa
agtaaaatta
ggacaacagt
ctcatgctee
caagcactcc
tgtgggtgag
tgettgecat
tgtggctgta

catactgaga

ES 2543056 T3

ctecccatat
caccagttgg
atacaaktggce
agagtctgaa
taatggtcag
cgaattggat
aatcacatgt
tcaaaatttg
ccccaatgat
agggttttca
caggagcygygce
ttcagtgaaa
écagcatcca
cagagggcygy
tgtaaatagt

tgacaagtag

aagataataa
attgggaaca
tctgaaccaa
gcgggcaatt
ataaggateg
cacttggaat
aatgggactg
gcteockcee
gatggecacca
ttgaaataca

actcaagagt

aactcaaggt
ttgacgattg
ataataacag
tgcgcatgty
gcatcacata
gctectaatt
gtgtgcaggyg
gagtatcaaa
ggaacaggta
tttaaatacg
tttgaaatga
caagatatcg
gaactgacag
cccaaagaga

gacactgtgg

ccatcggatc
tgatctcaat
tcagcaatac
catctctttyg
gttccaaggyg
gcagaacttt
tcaaagacag
catataactc
gttggttgac
atggcataat

ctgaatgtge

93

ttgagtcegt
gaatttctgg
acactatcaa
taaatggctc
agatcttcas
atcactatga
ataattggca
taggatatat
gttgtggtce
gcaatggtgt
tttgggatce
tagcaataac
gactagattyg
gcacaatttg

gttggtcttg

aatctgtatyg
atgggtcagt
taattttctt
ccccattaac
ggatgtgttt
ctttttgact
aagccctcac
aaggtttgag
gattggaatt
aacagacact

atgtgtaaat

tgcttgygtea
cccagacaat
gagttggagg
ttgetttact
aatggaaaaa
ggaatgctec
tggctcaaac
atgcagtgga
ggtgtcctct
ctggatcggyg
aaatgggtgg
tgattggtca
cataagacct
gactagtggg

gcocagacggt

gtaactggaa
cattccaatte
actgagaaag

ggatgggctg

gttataagag

cagggagoct
agaacattaa
tectgttgett
tctggcccay
atcaagagtt

ggctcttget

480

240

600

860

720

780

840

800

960

1020

1080

11490

1200

1260

1320

1350

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660
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15

ttactgtaat
aaaaagggaa
gectcctgtta
caaatcggcec
gtggagtttt
ccectaacgg
tcgggagaac
ggtggactga
ggtcaggata
gaccttgttt
gtgggagcag
acggtgctga

agcacactgg

<210> 40
<211> 759
<212> ADN

gactgacgga
agtggttaaa
tcctaatgece
atgggtatct
cggagacaat
ggcatatggg
caaaagcact
aacggacagt
tagcaggagt
ctgggttgayg
catatctitt
gttgccatte

cggccgttac

<213> Virus de la gripe

<400> 40
atgagtctte
aaagccgaga
gctecteocatgyg
ggatttgtatc
cagaatgeccc
aagaagctga
accggtgcaé
gaagtggctt
tctcacagac
ctggoeagea
gaagcecatgg
actcatecta

cagaaacgaa

<210> 41
<211> 793
<212> ADN

taacecgaggt
tcgcacagaa
agtggctaaa
tcacgecteac
taaatggaaa
aaagagaaat
ttgccagttg
ttggcctagt
agatggcaac
ctacagctaa
agatcgctaa
actctagtgce

tgggagcgca

<213> Virus de la gripe

ES 2543056 T3

ccaagtaatg
tcagtcgaat
ggagaaatca
ttcaatcaaa
ccacgeccca
gtaaaagggt
aattccagga
agctttteag
tttgtccage
ttgatc#gag
tgtggtgtaa

accattgaca

cgaaacgtac
acttgaagat
gacaagacca
cgtgcocagt
tggagatcca
aacattccat
catgggtctce
gtgtgccact
tatcaccaac
ggctatggag
tcaggctagyg
tggtétgaga

gatgcagcga

gtcaggcatc
tggatgctcce
catgtgtgtyg
atttggagta
atgatggaac
Lttcactttaa
gcggetttga
tgaaacaaga
atccagaact
ggcggcoccaa
atagtgacac

agtaggggec

gttctctcta
gtctttgcag
atcctgtecac
gagocgaggac
aataatatgg
ggggctaagyg
atatacaaca
tgtgagcaga
ccactaatca
cagatggcyg
cagatggtge
gataatcttc

ttcaagtga

94

acataagatc
taattatcac
cagggataat
tcaaatagga
aggtagttgt
atacggcaat
aatgatttgg
tatcgcagca
gacaggacta
agagagcaca
tgtgggttgg

ctcgagtaag

tcatccecgtc
gaaagaacac
ctctgactaa
tgcagegtay
atagyggcagt
aggtcgcact
ggatgggaac
ttgcagattc
gacatgagaa
gatcaagtga
aggcaatgag

ttgaaaattt

ttcaaaatgg
tatgaggaat
tggcatgget
tatatatgca
ggtccggtgt
ggtgtctgga
gatccaaatg
ataactgatt
gattgcataa
atttggacta
tcttggccag

ggcgaattcc

aggececcccte
cgatctcgay
agggattttyg
acgettegte
taagctatat
cagctactca
ggtgactacyg
acagcatcgg
cagaatggtyg
gcaggeagceyg
gacaattggg

gcaggcctac

720
780
840
900
960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1400

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

759
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15

ES 2543056 T3

<400> 41

atatctgcag aattcgcoct tagaattcga cgtcatgagt cttctaaccg aggtegaaac 60
gtacgttctc tctatcatece c¢gtcaggceceoe cocteaaagct gagatcgecac agamacttga 120
agatgtcttt gcaggaaaga acaccgatct cgaggotctc atggagtgge taaagacaag 180
accaatcctg tcacctctga ctaaagggat tttgggattt gtattcacgce tcaccgtgcco 240
cagtgagcga ggactgcagc gtagacgcectt tgtccagaat gocctaaatg gaaatggaga 300
tccaaataat atggataggg cagttaaget atataagaag ctgaaaagag aaataacatt 3é0
ccatggggct‘aaggaggtcg cactcagcta ctcaaccggt gcacttgeca gttgcatagy 420
tctcatatac aacaggatgg gaacggtgac tacggaagtg goctttbggcce tagtgtgtge 480
cacttgtgag cagattgcag attcacagca tcggtctcac agacagatgg caactatcac 540
caacccacta atcagacatg agaacagaat ggtgotggoo agcactacag ctaaggctat 600
ggagcagatg gcgggatcaa gtgagcaggce ageggaagece atggagatcg ctaatcagge £60
taggcagatyg gtgcaggcaa tgaggacaat tgggactcat cctaacteta gtgetggtet izo
gagagataat cttcttgaaa atttgcaggc ctaccagaaa cgaatgggag tgcagatgca 780
gecgattcaag tga 793

<210> 42

<211> 1740

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Gen HA de la gripe optimizado para la expresion en sistemas de expresion de células de insecto

<400> 42

ggtaccggat ccgccaccat ggagaagatc gtgctgctge tggctategt gtccocctggtg 60
aagtccegacce agatctgeat cggttaccac gotaacaact ceaccgagca ggtggacacc- 120
atcatggaga agaacgtcac cgtgacecac gcotcaggaca tcoctcgaaaa gacccacaac 180
ggcaagctgt gcgacctgga cggtgtcaag ccocctgateoce tgegtgactg ctcegtgget 240
ggttggctge tgggtaaccc catgtgcgac gagttcatca acgtgeccga gtggtcoctac 300
atcgtggaga aggctaaccc caccaacgac ctgtgctacc ceggttectt caacgactac 360
gaggagctga agcacctgct gtcecgtate aaccacttcg agaagatcca gatcatccec 420
aagtectcott ggtccgacca cgaggcttcecoc tceoeggtgtot cctocgottg ccecctacctg 480
ggttececet cecttettocyg taacgtggtyg tggctgatca agaagaactc cacctacece 540

95
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accatcaaga
caccaccccea
tccatcggca
gtgaacggcce
atcaacttcy
aagggegact
cagacccéca
atcggcgagt
aacteccccc
ttcatecgagg
gagcagggtt
accaacaagy
gagttcaaca
ctggacgtgt
gacttccacy
aacgctaagg
atggagtcca
aagcgtgagg
atctactcca
tggatgtgct
<210> 43

<211> 568
<212> PRT

agtcctacaa
acgacgcktge
cetecacect
agtccggteg
agtccaacgyg
ccgctatcat
tgagtgctat
geeccaagta
agcgcgagtc
gcggttggea
ccggttacge
tgaactccat
acctcgageg
ggacctacaa
actccaacgt
agctgggtaa
tccgtaacgg
agatctcegg
ccgtggette

ccaacggtte

<213> Virus de la gripe

<400> 43

ES 2543056 T3

caacaccaac
cgagcagacc
gaaccagcgt
tatggagttc
caacttcatc
gaagtccgag
caactccrtec
cgtgaagtce
ccgtcegtaag
gggcatggtyg
tgctgacaayg
catcgacaag
tcgtatcgag
cgeccgagety
gaagaacctyg
cggtrgette
cacctacaac
cgtgaagete
ctcoceoctgygcet

cctgcagtge

caggaggace
cgtctgtace
ctggtgecca
ttctggaccea
gcteocegagt
ctggagtacyg
atgecctteco
aaccgtctgg
aagcegtggte
gacggatggt
gagtoecacceo
atgéacaccc
aacctgaaca
ctggtgctga
tacgacaagg
gagttctace
taccccoccagt
gagtccatcyg
ctggctatca

cgtatctgeca

tgctggtect
agaaccccac
agatcgctac
tcctgaagec
acgctcacaa
gtaactgcaa
acaactatcca
tgctggctac
cgttcggege
acggttacca
agaaggctat

agttcgagge

agaagatgga

tggagaacga
Lecegoectgea
acaagtgcga
actccgagga
gaacctacea
tgatggetygy

tctaatgaaa

gtggggtatc
cacctacatc
cecgttecaayg
taacgacgct
gatcgtgaag
caccaagtgc
cececctgace
cggtctgcgt
tatcgcrggt
ccactctaac
cgécggcgtc
tgtgggtegt
ggacggttte
gcgtacecty
gctgegtgac
caacgagtgce
ggctcogtctg
gatcctgtec
tetgtecctyg

gcttgagete

Met Glu Lys Ile Val Leu Leu Leu Ala Ile Val Ser Leu Val Lys Ser

1

S

10

15

Asp Gln Ile Cys Ile Gly Tyr His Ala Asn Asn Ser Thr Glu Gln Val

20

25

30

Asp Thr Ile Met Glu Lys Asn Val Thr Val Thr His Ala Gln Asp Ile

s

40

96

45

600
660
720
780
840
200
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
16249
le80

1740



Leu Glu Lys

Pro

65

Pro

Glu

Asp

Lys

Ser

145

Arg

Lys

Gly

Asn

Leu

225

Arg

Phe

Val

Asn

50

Leu

Met

Lys

Tyr

Ile

130

Gly

AsSnh

Lys

Ile

Pro

210

Val

Mect

Glu

Lys

Cys

Ile

Cys

Ala

Glu

115

Gln

val

val

Ser

His

195

Thr

Pro

Glu

Ser

Lys

275

Asn

Thr

Leu

Asp

Asn

100

Glu

Ile

Ser

val

Tyr

180

His

Thr

Lys

Fhe

Asn

260

Gly

Thr

His

Arg

Glu

85

Pro

Leu

Ile

Ser

Trp

165

Asn

Pro

Tyr

Ile

Phe

245

Gly

Asp

Lys

Asn

Asp

70

Fhe

Thr

Lys

Pro

Ala

150

Leu

Asn

Asn

Ile

Ala

230

Trp

Asn

Ser

Cys

ES 2543056 T3

Gly

Cys

Ile

Asn

Lys

135

Cys

Ile

Thr

Asp

Ser

215

Thr

Thr

Phe

Ala

Gln

Lys
Ser
Asn
Asp
ﬁeu
12¢
Ser
Pro
Lys
Asn
Ala
200
Ile
Arg
Ile
ITle
Ile

280

Thr

Leu
Val
val
Leu
105
Leu
Ser
Tyr
Lys
Gln
185
Ala
Gly
Ser
Leu
hla
265

Met

Pro

Cys

Ala

Pro
90

Ser

Trp

Leu

Asn

170

Glu

Glu

Thr

Lys

Lys

250

Pro

Lys

Met

97

Asp

Gly

75

Glu

Tyr

Arg

Ser

Gly

155

Ser

Asp

Gln

Ser

Val

235

Pro

Glu

Ser

Gly

Leu

60

Trp

Trp

Pro

Ile

Asp

1490

Ser

Thr

Leu

Thr

Thr

220

A=n

Asn

Tyx

Asp

Leu

Ser

Gly

Asn

128

His

Pro

Tyr

Leu

Arg

205

Leu

Gly

Asp

Ala

Gly

Leu

Tyx

Ser

110

His

Glu

Ser

Pro

Val

190

Leu

Asn

Gin

Ala

Tyr
270

Glu Leu Glu

Ala

2085

Tle

AsSn

Val
Gly
Ile
95

Phe
Phe
Ala
Fhe
fhr

175

Leau
Tyx
Gln
Ser
Ile
255

Lys

Tyr

Ser

Lys

Asn

BO

val

Asn

Glu

Ser

Phe

160

Ile

Trp

Gln

Arg

Gly

240

Asn

Ile

Gly

Ser
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290 295 300

Met Pro Phe His Asn Ile His Pro Leu Thr Ile Gly Glu Cys Pro Lys
305 310 315 . 320

Tyr val Lys Ser Asn Arg Leu Val Leu ARla Thr Gly Leu Arg Asn Ser
325 330 33%

Pro Gln Arg Glu Ser Arg Arg Lys Lys Arg Gly Leu Phe Gly Ala Ile
340 345 3so

Ala Gly Phe Ile Glu Gly Gly Trp Gln Gly Met val Asp Gly Trp Tyr
3E5 360 365

Gly Tyr His His Ser Asn Glu Gln Gly Ser Gly Tyr Ala Rla Asp Lys
370 375 380

Glu Ser Thr Gln Lys Ala Ile Asp Gly val Thr Asn Lys Val Asn Ser
385 3990 395 400

Ile Ile Asp Lys Met Asn Thr Gln Phe Glu Ala Val Gly Arg Glu Phe
405 410 415

Asn Asn Leu Glu Arg Arg Ile Glu Asn Leu Asn Lys Lys Met Glu Asp
420 425 430

Gly Phe Leu Asp Val Trp Thr Tyr Asn Ala Glu Leu Leu Val Leu Met
435 440 445

Glu A=n Glu Arg Thr Leu Asp Phe His Asp Ser Asn Val Lys Asn Leu
450 455 460

Tyr Asp Lys Val Arg Leu Gln Leu Arg Asp Asn Ala Lys Glu Leu Gly
465 479 475 480

Asn Gly Cys Phe Glu Phe Tyr His Lys Cys Asp Asn Glu Cys Met Glu
485 490 495

Ser Ile Arg Asn Gly Thr Tyr Asn Tyr Pro Gln Tyr Ser Glu Glu Ala
S500 505 510 .

Arg Leu Lys Arg Glu Glu Ile Ser Gly Val Lys Leu Glu Ser Ile Gly
515 520 525

Thr Tyr Gln Ile Leu Ser Ile Tyr Ser Thr Val Ala Ser Ser Leu Ala
S30 535 540

98
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Leu Ala Ile Met Met Ala Gly Leu Ser Leu Trp Met Cys Ser Asn Gly
550 ’

545

Ser Leu Gln Cys Arg Ile Cys Ile

<210> 44
<211> 1716
<212> ADN

565

<213> Secuencia artificial

<220>

555

560

<223> Gen HA de la gripe optimizado para la expresion en sistemas de expresion de células de insecto

<400> 44

ggatccgcca
gaccagatct
gagaagaacg
ctgtgcgacc
ctgctagggea
gaéaaggcta
ctgaagcacc
tettggtceg
ccctecttet
aagaagtect
cccaacgacg
ggcacctcca
ggccagteceg
ttegagtcea
gactcocgeta
cccatgggtg
gagtgcccca
ceccagegeg
cagggcatgg
gectgetgaca

atcatcgaca

ccatggagaa
gcatcggtta
tcaccgtgac
tggacégtgt
accccatgtg
accccaccaa
tgctgtcecyg
accacgaggce
tccgtaacgt
acaacéacac
ctgccgagea
gcctgaacca
gtcgtatgga
acggcaactt
tcatgaagtce
ctatcaactc
agtacgtgaa
agtececgtgyg
tggacggatyg
aggagtecac

agatgaacac

gatcgtgcety
ccacgctaac
ccacgctcag
caagccectg
cgacgagttce
cgacctgkgc
tatcaaccac
tecetocggt
ggtgtggctyg
caaccaggag
gaccogtctg
gcgtetggty
gttcteetgg
catecgetecce
cgagctggag
ctccatgecc
gteoccaaccgt
tetgttegge
gtacggttac
ccagaaggct

ccagttcgag

ctgctggecta
aactccaccyg
gacatccteg
atcctgcgtg
atcaacgtgce
tacccoyggtt
ttcgagaaga
gtctcctceg
atcaagaaga
gacctgctygg
taccagaacc
cccaagateg
accatcctga
gagtacgctt
tacggtaact
ttccacaaca
ctggtgcegy
gctategetg
caccactcta
atcgacggcg

getgtgggte

99

tcgtgtccet
agcaggtgga
aaaagaccca
actgctocgt
ccgagtggtc
ccttcaacga
tccagatcat
cttgccccta
actcecaccta
tcctgtaggg
ccaccaccta
ctaccecgtte
agcctaacga
acaagatcgt
gcaacaccaa
tccaccooct
ctacoggtcet
gtttcatcga
acgagcaggg
tcaccaacaa

gtgagttcaa

ggtgaagtcc
caccatcatg
caacggcaag

ggctggttgy

ctacatcgtg

ctacgaggag '

ccecaagtec
cctgggttce
ccccaccate
tatccaccac
catctccate
caaggtgaac
cgctatcaac
gaagaagggc
gtgccagacce
gaccatcggce
gegtaactec
gggeggttgyg
ctcegygttac
ggtgaactcce

caacctcgag

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
B840
200
960

1020
1080
1140
1200

12680
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cgtcgtatceg
aacgeccgagce
gtgaagaacc
aacggttgct
ggcacctaca
ggcgtgaage
tectecckgg

tccctgeagt

<210> 45
<211> 564
<212> PRT

agaacctgaa
tgctggtget
tgtaégacaa
tcgagttcta
actacceeca
tcgagtcceat
ctctggctat

gcecgtatctg

<213> Virus de la gripe

<400> 45

Met Glu

1

Asp Gln

Thr

Asp

Glu
50

Leu

Pro Leu

&5

Pro Met

Glu Lys

Asp Tyr

Lys

Ile

Ile

as

Lys

Ile

Cys

Ala

Glu

Ile vVal

Cys Ile

20

Met Glu

Thr His
Leu

Arg

Glu
85

Asp

Asn
100

Pro

Glu Leu

115

Ile
130

Lys

Gln

Ile Tle

ES 2543056 T3

caagaagatg
gatggagaac
ggtccgectyg
ccacaagtygce
gtactccgag
cggaacctac
catgatggct

catctaatga

Leu Leu Leu

Gly Tyr His

Val
10

Lys Asn

Asn Gly

55

Lys

Asp Ser

70

Cys

FPhe Ile Asn

Thr Asn Asp

His Leu

120

Lys

Pro Lys Ser

135

gaggacggtet
gagcgtacece
cagetgegeyg
gacaacgagt
gaggctogoc
cagatcctgt
ggtctgteee

aagctt

Ala Ile

10
BAla Asn
25

Thr val

Leu Cys

Val Ala

Val Pro

90

Leu
i0%&

Leu Ser

Ser Trp

100

Val

Asn

Thr

Asp

Gly

75

Glu

Tyr

Arg

Ser

tecetggacgt
tggacttccé
acaacgctaa
gecatggagtc

tgaagcgtga

ccatctacte

tgtggatgtyg

Ser Leu

Thr

Ser

Ala
45

His

Leu
60

Asp

Trp Leu

Trp Ser

Pro Gly

Ile Asn

125

Asp His

140

val

Glu

Gln

Gly

gtggacctac
cgactccaac
ggagetgggt
catoceocgtaac
ggagatctcc
caccgtggct

ctccaacggt

Lys Ser

1S

Gln val

30

Asp Tle

val

Lys

Asn
80

Leu Gly

Ile
a5

Tyr val

Ser Phe Asn

110

His Phe Glu

Glu Ala Ser

1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680

1716



Ser

145

Arg

Lys

Gly

Leu

225

Arg

Phe

Val

Asn

Met

305

Pro

Glu

Ser

Lys

Gly

Asn

Lys

Ile

Pro

210

Val

Met

Glu

Lys

Cys

280

Pro

Val

Gln

Gly

Asn

370

Ala

Val

val

Ser

His

195

Thr

Pro

Glu

Ser

Lys

275

Asn

Fhe

Lys

Arg

Gly

355

Glu

Ile

Ser

Val

Tyr

180

His

Thr

Lys

Phe

Asn

260

Gly

Thr

His

Ser

Glu
3440

Trp

Gln

Asp

Ser

Trp

165

Asn

Pro

Tyr

Ile

Phe

245

Gly

Asp

Lys

Asn

Asn

izs

Ser

Gln

Gly

Gly

Ala

150

Leu

Asn

Asn

Ile

Ala
230

Trp

Agn

Sexr

Cys

Ile

310

Arg

Arg

Gly

Ser

val

ES 2543056 T3

Cys

Ile

Thr

Asp

Ser

218

Thr

Thr

Phe

Ala

Gln

295

His

Leu

Gly

Met

Gly

375

Thr

Pro

Lys

Asn

Ala

200

Ile

Arg

Ile

Ile

Ile

280

Thr

Pro

val

Leu

val
&80

TVr

Asn

Tyr

Lys

Gln
185

Ala

Gly

Ser

Leu

Ala

265

Met

Pro

Leu

Leu

Phe

345

Asp

Ala

Lys

Leu
Asn
170
Glu
Glu
Thr
Lys
Lys
250
Pro
Lys
Met
Thr
Ala
330
Gly
Gly

Ala

val

101

Gly

155

Ser

Asp

Gln

Ser

Val

235

Pro

Glu

Ser

Gly

Ile

318

Thr

Ala

Trp

Asp

Asn

Ser

Thr

Leu

Thr

Thr

220

Asn

Asn

Tyr

Glu

Ala

300

Gly

Gly

Ile

Tyr

Lys

ago

Ser

Pro

TyTr

Lenu

Arg

205

Leu

Gly

Asp

Ala

Leu

288

Ile

Glu

Leu

Ala

Gly

365

Glu

Ile

Ser

Pro

Val

180

Asn

Gln

Ala

Tyr
270

Glu

Asn

Cys

Arg

Gly
aso

Tyr

Ser

Ile

Phe

Thr

175

Leu

Tyr

Gln

Ser

Ile

255

Lys

TyTr

Ser

Pro

Asn

335

FPhe

His

Thr

Asp

Phe
1690

Ile

Trp

Gln

Arg

Gly

240

Asn

Ile

Gly

Ser

Lys

320

Ser

Ile

His

Gln

Lys
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385

Met Asn Thr

Arg Arg Ile

val Trp Thr
435

Thr Leu Asp
450

Arg Leu Gln
465

Glu Phe Tyr

Gly Thr Tyr

Glu Glu Ile
515

Leu Ser Ile
530

Met Ala Gly
545

Arg Ile Cys

<210> 46
<211> 1383
<212> ADN

Gln

Glu
420

Tyr

Phe

Leu

His

Asn

500

ser

Tyr

Leu

Ile

Phe

405

Asn

Asn

His

Arg

Lys

485

Tyr

Gly

Serxr

Ser

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Gen NA de la gripe optimizado para la expresion en sistemas de expresion de células de insecto

<400> 46

ggtaccggat ccgccaccat gaaccccaac cagaagatca tcaccatcgg ctccatetge

atggtgatcg gtatcgtgtc cctgatgetyg cagateggta acatgatcete catetggygtg

390

Glu

Leu

Ala

Asp

Asp

470

Cys

Pro

val

Thr

Leu
550

ES 2543056 T3

Ala
Asn
3lu
Ser
455
Asn
Asp
Gln

Lys

Val
53%

Trp

val
Lys
Leu
440
Asn
Ala
Asn
Tyr
Leu
520

Ala

Met

Gly Arg

Lys

425

Leu

Val

Lys

410

Met

Val

Lys

Glu

Glu Cys

Ser
505

490

Glu

Glu Ser

Ser

Cys

Ser

Ser

102

395

Glu

Glu

Leu

Asn

Leu

475

Met

Glu

Ile

Leu

Asn
555

Phe

Asp

Met

Leu

460

Gly

Glu

Ala

Gly

Rla
540

Gly

Asn

Gly

Glu
445

Tyr

Asn

Ser

Arg

Thr

525

Leu

Ser

Asn

Phe

430

Asn

Asp

Gly

Ile

Leu
510

Tyr

Ala

Leu

Leu

415

Leu

Glu

Lys

Cys

Arg

485

Lys

Gln

Ile

Gln

400

Glu

Asp

Arg

val

Phe

480

Asn

Arg

Ile

Met

Cys
560

60

120
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teccacteca
ctgaccgaga
cgtggttgdy
ttecgtgatee
acccaagygty
caccgtacce
gagtccgtygg
atctecggte
accatcaagt
aacggttcct
atcttcaaga
cactacgagyg
aactggcacyg
ggttacatct
tgeggteoca
aacggtgtct
tgggaccceca
getatcaccg
ctggactgca
accatctgga
tggtecetgge

cte

<210> 47
<211> 449
<212> PRT

tccagacegy
aggctgtgge
ctgtgcactc
gtgagccctt
ctctgctgaa
tgatgtectyg
cttggtcege
ccgacaacga
cctyggcgtaa
gcttcaccgt
tggagaaggyg
agtgctcttyg
gttecaaceyg
gcteccggogt
tgtecoccaa
ggatcggtey
acggttggac
actggteccgg
ttegteecty
cctecgacte

ccgacagtge

<213> Virus de la gripe

<400> 47

ES 2543056 T3

taaccagcac
ttecgtgacce
caaggacaac
catctcctge
cgacaagcac
cceecgtggge
ttcogeotbge
ggctgteget
caacatcctyg
gatgaccgac
caaggtggtg
ctaccccgac
tccctgggtg
gttcggtgac
cggtgcttac
taccaagtcc
cggcaccgac
ttactceggt
cttetgggtyg
ctccatectet

cgagctgece

caggctgagt
ctggctggta
aacatccgca
tceocaccteyg
tccaacggca
gaggctccct
cacgacggca
gtgctgaagt
cgtacccagg
ggtcectceey
aagtcecgtgg
gctggcgaga
teccttcaace
aacccceecgte
ggtgtcaagg
acraactccce
tcocttocttet
tcettegtge
gagctgatec
ttctgcggtyg

ttcaccatceg

ccatctccaa
acteccteect
tecggttccaa
agtgccgtac
ccgtgaagga
ccecctacaa
cctecttggcet
acaacggcat
agtecgagtyg
acggccaggc
agctggacygc
tcacetgegt
agaacctcga
ccaacgacgg
gcttctcott
gcteeggtt
ccgtgaagca
agcacccecga
gtggtegtee
tgaactccga

acaagtaatg

caccaacccc
gtgccocatc
gggtgacgtg
cttcttcctg
ccgtLcooccee
ctCCCgtth

gaccatcggt

catcaccgac

cgecttgegtyg
tgcctacaag
tcccaactac
gtgccgtgac
gtaccagatc
aaccggttec
caagtacggt
cgagatgatc
ggacatcgty
gctgaceggt
c§aggagtcc
caccgtgtec

aaagcttgag

Met Asn Pro Asn Gln Lys Ile Ile Thr Ile Gly Ser Ile Cys Met Val

1

5

10

15

Ile Gly Ile Val Ser Leu Met Leu Gln Ile Gly Asn Met Ile Ser Ile

29

25

30

Trp Val Ser His Ser Ile Gln Thr Gly Asn Gln His Gln Ala Glu Ser

103

180
240
300
360
420
480
5430
600
660
120
780
840
$00
960
1020
1080
1140
1200

1260

1320

1380

1383



Ile

Leu

65

ser

Ile

Phe

val

Glu

145

Ala

Gly

Thr

Ser

Gly

225

Gly

Glu

Ser

S0

Ala

Lys

Arg

Leu

Lys

130

Ala

Ser

Pro

Asp

Glu

210

Pro

Lys

Glu

Asp

35

Asn

Gly

Asp

Glu

Thr

118

Asp

Pro

Ala

Asp

Thr
195

Cys

Ser

Val

Cys

Agn
275

Thr

Asn

Asn

Pro

100

Gln

Arg

Ser

Cys

Asn

180

Ile

Ala

Asp

val

Ser

260

Trp

Asn

Ser

Asn

85

Phe

Gly

Ser

Pro

His

165

Glu

Lys

Cys

Gly

Lys

245

Cys

His

Pro

Ser

70

Ile

Ile

Ala

Pro

Tyr

150

Asp

Ala

Ser

Val

Gln

230

Ser

Tyr

Gly

ES 2543056 T3

Leu

55

Leu

Arg

Ser

Leu

Hisg

135

Asn

Gly

val

Trp

Asn

215

Ala

Val

Pro

Ser

40

Thr

Cys

Ile

Cys

Leu

120

Arg

Ser

Thr

Ala

Aryg

200

Gly

Serx

Glu

Asp

Asn
280

Glu Lys

Pro lle

Gly Ser
S0

Ser His
105

Asn Asp

Thr Leu

Arg Phe

Ser Trp
17¢

vVal Leu
185

Asn Asn

Ser Cys

Tyr Lys

Leu Asp

250

Ala Gly
265

Arg Pro

104

Ala

Arg

75

Lys

Leu

Lys

.Met

Glu

185

Leu

Lys

Ile

Phe

Ile

235

hla

Glu

Trp

Val

60

Gly

Gly

Glu

His

Ser

140

Ser

Thr

Tyr

Le&u

Thr

220

Phe

Pro

Ile

Val

45

Ala

Trp

Asp

Cys

Ser
125

Cys

Val

Ile

Asn

Arg

205

val

Lys

Asn

Thr

Ser
28BS

Ser

Ala

Val

Arg

110

Asn

Pro

Ala

Gly

Gly

130

Thr

Met

Met

Tyxr

Cys

270

Phe

val

val

Phe

95

Thr

Gly

Val

Trp

Tle

175

Ile

Gln

Glu

His

255

val

Asn

Thr

His

80

Val

Phe

Thr

Gly

Ser

160

Ser

Ile

Glu

Asp

Lys

240

Tyr

Cys

Gln
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Asn

Asn

305

Asn

Val

Met

Val

Ser
385

Cys

Trp

Val

Lys

Leu

290

Pro

Gly

Trp

Ile

Lys

370

Phe

Phe

Thr

Ser

<210> 48
<211> 792
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

Glu

Arg

Ala

Ile

Trp

355

Gln

Val

Trp

Ser

Trp
435

Tyr

Pro

Gly

340

Asp

Asp

Gln

Val

Gly

420

Ser

Gln

Asn

Gly

325

Arg

Pro

Ile

His

Glu

40%

Ser

Trp

Ile

Asp

310

val

Thr

Asn

Val

Pro

390

Ser

Pro

ES 2543056 T3

Gly

295

Gly

Lys

Lys

Gly

Ala

375

Glu

Ile

Ile

Asp

Tyr

Thr

Gly

Ser

Trp

360

Ile

Leu

Arg

Ser

Gly
440

Ile

Gly

Phe

Thr

345

Thr

Thr

Thr

Gly

Phe

425

Ala

Cys

Ser

Ser

330

Asn

Gly

Asp

Gly

Arg
410

Cys

Glu

Ser

Cys

315

Phe

Ser

Thr

Trp

Leu

395

Pro

Gly

Leu

Gly

300

Gly

Lys

Arg

ASp

Ser

380

Asp

Lys

val

Pro

Val

Pro

Tyr

Ser

-Ser

365

Gly

Cys

Glu

Asn

Phe
445

Phe

Met

Gly

Gly

iso

Ser

Tyr

Ile

Ser

Ser

430

Thr

Gly

Ser

Asn

335

Phe

FPhe

Ser

Arg

Thr

415

Asp

Ile

Asp

Pro

320

Gly

Glu

Ser

Gly

Pro

100

Ile

Thr

Asp

<223> Gen M1 de la gripe optimizado para la expresion en sistemas de expresion de células de insecto

<400> 48

ggtaccggat ccgecaccat gtcocoetgctyg accgaggtgg agacctacgt gotgtocatc

atccectecg gtectctgaa ggetgagatc gotcagaagc tcgaggacgt tttegctgge

aagaacaccy acctcgagygc tctgatggag tggctcaaga cccgteccat cetgtoecec

105

60

120

1g0
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ES 2543056 T3

ctgaccaagg gtatcctggg tttcogtgtte
cagcgtbegte gtttcegtgca gaacgectctg
cgtgctgtga agctgtacaa gaagctgaag
gtgtccctgt cctactecac cggtgctctg
atgggcaccg tgaccaccga ggtggcectte
gctgactcce agcaccgtte c¢cacegtcag
cacgagaacc gtatggtgct ggcttccacce
tcctocgage aggctgctga ggecatggag
gctatgegta ccatcggeoac crcaccccaac
gagaacctgc aggcttacca gaagcocgtaty
aagcttgage te
<210> 49
<211> 252
<212> PRT
<213> Virus de la gripe
<400> 49
Met Ser Leu Leu Thr Glu Val Glu
1 5
Ser Gly Pro Leu Lys Ala Glu Ile
20
Ala Gly Lys Asn Thr Asp Leu Glu
35 40
Arg Pro Ile Leu Ser Pro Leu Thr
50 55
Thr Leu Thr Val Pr¢o Ser Glu Arg
65 70
Gln Asn Ala Leu Asn Gly Asn Gly
85
Val Lys Leu Tyr Lys Lys Leu Lys
100
Lys Glu Val Ser Leu Ser Tyr Ser
115 120

accctgaccg
aacggtaacg
cgcgagatca
gctagetgea
ggtctggtct
atggctacca
accéctaagg
gtggccaace
tccteceogetg

ggagtccaga

Thr Tyr

10

Ala
25

Gln

Ala Leu

Lys Gly
Gly

Leu

Pro
920

Asp

Arg Glu

105

Thr Gly

106

val

Lys

Met

Tle

Gln Arg

75

Asn

Ile

Ala

tgccctecaga
gtgaccccaa
ccttecacgg
tgggcctgat
gcgctacctg
tcaccaacce
ctatggagca
aggctcgtca
gtctgegtga

tgcagcgett

Leu Ser

Leu Glu

Ile

Asp

gcgtggtetg
caacatggac
tgctaaggag
ctacaaccgt
cgagcagatc
cetgateegt
gatggctggt
gatggtgcag
caacctgcte

caagtaatga

Ile
15

Pro

Val Phe

30

Glu Trp

45

Leu
60

Gly

Arg

Met

Asn

Thr Phe

Leu

Phe

Arg

Asp

His

Lys Thr

Val

Phe

Val
80

Phe

Arg Ala
95

Gly Ala

110

Leu Ala
125

Ser

Cys Met

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

792
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Gly
130

Gly
145

Sex His
Asn Arg

Ala Gly

Leu Ile

Leu Val

Arg

Met

Ser

Tyr Asn

Cys Ala

Arg

Thr

ES 2543056 T3

Met
135

Gly

Cys Glu

150

Gln Met

165

Val
180

Ser Glu

185

Ala Arg
210

Ser Ser

22%

Gln Lys

<210> 50
<211> 1736
<212> ADN

Gln

Ala

Met Val

Gly

Ala

Leu Ala

Gln

Gln

Leu Arg

Thr Ile

Ser Thr

Ala Ala

200

Ala
215

Met

Asp Asn

230

Met Gly

245

<213> Secuencia artificial

<220>

vVal

Gln Mec

Thr val

Gln Ile

Thr

Ala

Thr Gilu

140

Asp Ser

155

Thr Asn

170 -

Thr
185

Ala
Glu Ala
Thr

Arg

Leu Leu

Pro

Lys

Met

Ile

Glu

Leu Ile

Ala Met

Val

Gln

Arg

Glu

Ala Phe

His Arg

160

His Glu

175

Gln Met

190

val
205

Glu

Gly Thr
220

Asn

235

Gln Arg

250

Phe

Lys

Ala

His

Leu Gln

Asn Gln

Pro Asn

Ala Tyr

240

<223> Gen HA de la gripe optimizado para la expresion en sistemas de expresion de células de insecto

<400> 50
ggtaccggat
aagtcegace
atcatggaga
ggcaagetgt
ggttggctge
atcgtggaga
gaggagctga
aagtectete

ggcaccecat

cootogagat
agatctgcat
agaacgtcac
gcgacctgga
tgggtaacce
aggctaacec
agcacctget
ggtccgacca

ctttecttecy

ggagaagatc
cggttaccac
cgtgacecacg
cyggtgtcaag
catgtgegag
cgctaacgac
gteccgtate
cgaggcettec

taacgtggtg

gtgectgctgc
gctaacaact
gctcaggaca
cecectgatcee
gagttcatca
ctgtgctace
aaccactteyg
tccggtgtet

tggctgatca

107

tggctaktcgt
ccaccgagca
tecctggaaaa
tgcgtgactg
acgtgcccga
ccggtaactt
agaagatcca
cctocgotty

agaagaacaa

gtcectggtg
ggtggacacc
gacccacaac
ctcogtgget
gtggtectac
caacgactac
gatcatccee
cccataccag

cacctagecee

60

120

180

240

300

360

420

480

540
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accatcaagc
caccactcca
tccgtgggea
gtgaacggece
atcaacttcg
aaggacgact
cagaccecea
atcggegagt
aactcececoec
tggcagggca
tacgetyctg
tccatcatcg
gagcgtcgta
tacaacgcecg
aacgtgaaga
ggtaacggtt
aacggcacct
tcecggegtga
gcttcecteee

ggttccetge

<210> 51
<211> 563
<212> PRT

gttcctacaa
acgacgctge
cckccaccet
agtccggtcg
agteccaacygy
ccgetatcogt
tcggtgctat
gcoccaagta
tgcgtgageg
tggtggacgg
acaaggagte
acaagatgaa
tcgagaacet
agctgctggt
acctgtacga
gettcgaget
acgactacece
agctggagte
tggctctggce

agtgccgtat

<213> Virus de la gripe

<400> 51

ES 2543056 T3

caacaccaac
cgagcagacé
gaaccagcgt
tatggacttc
caactccatc
caagtccgag
caactcectee
cgtgaagtec
tggtetgete
ttggtacggt
cacccagaag
cacccagtte
gaacaagaag
gctgatggag
caaggtcecge
ctaccacaag
ccagtactce
catcggcacc
tatcatggtg

ctgecatctaa

caggaggacc
aagctgtace
ctggtgecca
ttctggacca
gctccocgagt
gtggagtacyg
atgcccttece
aacaagctgg
ggcgctatcg
taccaccaca
gectatcgacy
gaggctgtay
atggaggacyg
aacgagcgta
ctgeagetac
tgcgacaacy
gaggaggctc
taccagatcc
getggtetgt

taatgaggcg

tgctgat;ct
agaaccccac
agatcgcetac
tcctgaagcec
acgcttacaa
gtaactgcaa
acaacatcca
tgctggctac
ccggttetcat
gcaacgagca
gcgtcaccaa
gtcétgagtt
gtttcetaga
ccctggactt
gtgacaacgc
agtgcatgga
gtctgaagcg
tgtccatcta
ccetgtggat

ggccaagctt

gtggggtatc
cacctacate
¢cgttcecaag
taacgacgct
gatcgtgaag
caccaagtge
coecctgace
cggtctgegt
éQaQQQCQQt
gggtrtceggt
caaggtgaac
caacaaccty
cgtgtggacce
ccacgactct
taaggagctyg
gtecegtgegt
tgaggagatc
ctccaccgtg
gtgctccaac

gagctc

Met Glu Lys Ile Val Leu Leu Leu Ala Ile Val Ser Leu Val Lys Ser

1

5

10

Asp Gln Ile Cys Ile Gly Tyr His Ala Asn Asn Ser Thr

20

25

Asp Thr Ile Met Glu Lys Asn Val Thr Val Thr His Ala

35

40

108

45

15

Glu Gln Val
30

Gln Asp Ile

600
660
220
780
840
900
960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1736
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Leu Glu Lys Thr His Asn Gly Lys Leu Cys Asp Leu Asp Gly Val Lys
S0 S5 60

Proc Leu Ile Leu Arg Asp Cys Ser Val Ala Gly Trp Leu Leu Gly Asn
&5 70 75 80

Pro Met Cys Asp Glu Phe Ile Asn Val Pro Glu Trp Ser Tyr Ile val
BS 20 95

Glu Lys ARla Asn Pro Ala Asn Asp Leu Cys Tyr Pro Gly Asn Phe Asn
100 105 110

Asp Tyr Glu Glu Leu Lys His Leu Leu Ser Arg Ile Asn His Phe Glu
115 120 125

Lys Ile Gln Ile Ile Pro Lys Ser Ser Trp Ser Asp His Glu Ala Ser
130 135 140

Ser Gly Val Ser Ser Ala Cys Pro Tyr Gln Gly Thr Pro Ser FPhe Phe
145 150 185 160

Arg Asn Val Val Trp Leu Ile Lys Lys Asn Asn Thr Tyr Pro Thr Ile
165 179 175

Lys Arg Ser Tyr Asn Asn Thr Asn Gln Clu Asp Leu Leu Ile Leu Trp
189 185 . 150

Gly Ile His His Ser Asn Asp Ala Ala Glu Gln Thr Lys Leu Tyr Gln
195 200 205

Agn Pro Thr Thr Tyr Ile Ser Val Gly Thr Ser Thr Leu Asn Gln Arg
210 215 220

Leu Val Pro Lys Ile Ala Thr Arg Ser lys Val Asn Gly Gln Ser Gly
225 230 235 240

Arg Met Asp Phe Phe Trp Thr Ile Leu Lys Pro Asn Asp Ala Ile Asn
245 250 255

Phe Glu Ser Asn Gly Asn Phe Ile Ala Pro Glu Tyr Ala Tyr Lys Ile
260 265 270

Val Lys Lys Gly Asp Ser Ala Ile Val Lys Ser Glu Val Glu Tyr Gly
275 280 285

Asn Cys Asn Thr Lys Cys Gln Thr Pro Ile Gly Ala Ile Asn Ser Ser

109



ES 2543056 T3

290 298 300

Met Pro Phe His Asn Ile His Pro Leu Thr Ile Gly Glu Cys Pro Lys
305 310 315 320

Tyr Val Lys Ser Asn Lys Leu Val Leu Ala Thr Gly Leu Arg Asn Ser
325 330 33s

Pro Leu Arg Glu Arg Gly Leu Phe Gly Ala Ile Ala Gly Phe Ile Glu
340 345 350

Gly Gly Trp Gln Gly Met Val Asp Gly Trp Tyr Gly Tyr His His Ser
355 380 365

Asn Glu Gln Gly Ser Gly Tyr Ala Ala Asp Lys Glu Ser Thr Gln Lys
7o 378 . aso

Ala Ile Asp Gly Val Thr Asn Lys Val Asn Ser Ile Ile Asp Lys Met
385 39¢ 395 200

Asn Thr Gln Phe Glu Ala Val Gly Arg Glu Phe Asn Asn Leu Glu Arg
405 410¢ 415

Arg Ile Glu Asn Leu Asn Lys Lys Met Glu Asp Gly Phe Leu Asp Val
420 425 4390

Trp Thr Tyr Asn Ala Glu Leu Leu Val Leu Met Glu Asn Glu Arg Thr
435 440 _ 445

Leu Agsp Phe His Asp Ser Asn Val Lys Asn Leu Tyr Asp Lys Val arg
450 455 460

Leu Gln Leu Arg Asp Asn Ala Lys Glu Leu Gly Asn Gly Cys Phe Glu
465 470 475 480

Phe Tyr His Lys Cys Asp Asn Glu Cys Met Glu Ser Val Arg Asn Gly
485 490 49%

Thr Tyr Asp Tyr Pro Glm Tyr Ser Glu Glu Ala Arg Leu Lys Arg Glu
s00 S0S 510

Glu Tle Ser Gly val Lys Leu Glu Ser Ile Gly Thr Tyr Gln Ile Leu
515 . 52¢ 525

Ser Ile Tyr Ser Thr Val Ala Ser Ser Leu Ala Leu Ala Ile Met Val
530 535 540

110
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ES 2543056 T3

Ala Gly Leu Ser Leu Trp Met Cys Ser Asn Gly Ser Leu Gln Cys Arg
" 8BS0

545

Ile Cys Ile

<210> 52
<211> 1738
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

555

=14

<223> Gen HA de la gripe optimizado para la expresion en sistemas de expresion de células de insecto

<400> 52
cgggcgcgga
aagtccgace
atcatggaga
ggcaagctgt
ggttggctge
atcgtggaga
gaggagctga
aagtoctcett
ggceogttett
accatcaage
caccaccecca
tccgtgggea
gtgaacggcce
atcaactteg
aagggegact
cagaccccea
atcggcgagt
aactcccoeec
ggttggcagg
ggttacgctg

aactcecatca

gcggcecgeat
agatctgcat
agaacgtcac
gcgacctgga
tgggtaacce
agatcaaccc
agcacctgct
ggtcegacea
ccttectecy
gttcctacaa
acgacgctgc
cctctaccet
agtcecggteg
agtccaacgg
ccaccatcat
tcggtgctat
gecccaagta
agatcgagac
geatggtgga
ctgacaagga

tcgacaagat

ggagaagatc
cggttaccac
cgtgaccceac
cggcgtgaag
catgtgcgac
cgctaacgac
gtcccgtate
cgaggecttcec
caacgtggtg
caacaccaac
cgagcagacc
gaaccagegt
tatggagttc
caacttcatc
gaagtccgag
caactcctec
cgtgaagtcc
ctegtggtcety
cggttggtac
gtctacccag

gaacacccag

gtgctygctgc
gctaacaact
gctcagéaca
cccctgatce
gagttcctea
ctgtgetacce
aaccacttceg
tcecggtgtct
tggctgatca
caggaggacc
cgtctgtacc
ctggtgceca
ctctggacca
gctccecgaga
ctggagtacg
atgcccttec
aaccgtctgg
ttecggegeta
ggttaccacc
aaggctatcg

ttcgaggetg

111

tggctatcgt
ccaccgagea
tcectcgaaaa
tgcgtgactyg
acgtgecega
ccggtaactt
agaagatcca
ccteccgeteg
agaagaacaa
tgctggtect
agaaceccac
agatcgctac
toctgaageco
acgcttacaa
gcaactgcaa
acaacatcca
tgctggctac
tegetggttt
actctaacga
acggegtcac

tgggtcgtga

gtctectggec
ggtggacacc
gacccacaac
cteegtgget
gtggtcoctac
caacgactac
gatcatcecee
cccataccag
cgcctaccee
gtggggtatc
cacctacatc
ccgttcocaag
taacgacgcect
gatcgtgaag
cactaagtge
ccecctgact
cggtctygcgt
catcgaggge
gcagggttcce
caacaaggtg

gttcaacaac

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

B840

200

960

1020

1080

1140

1200

1260



10

ctecgaacgec
acccacaacy
tccaacgtga
ctgggtaacyg
cgtaacggca
atctecgytyg
gtggcttect

aacggttcce

<210> 53
<211> 564
<212> PRT

gtatcgagaa
cegagetget
agaacctgta
gttgcttega
cctacgacta
tcaagctcga
cectggetct

tgcagtgeceg

<213> Virus de la gripe

<400> 53

Met Glu
1

Asp Gln

Asp Thr

Leu Glu

50

Pro Leu

65

Prc Met

Glu

Lys

Asp Tyr

Lys

Ile

Tle

35

Lys

Ile

Cys

Ile

Glu

Ile val

Cys Ile

20

Met Glu

Thr

His

Arg

Leu

Gly

Lys

Asn

Asp

ES 2543056 T3

cctgaacaag
ggtgctgatg
cgacaaggtc
gttctaccac
cecceeagtac
atccatcgga
ggctatcatg

tatctgcatc

Leu Leu

His

Tyr

Val
40

Asn

Gly
55

Lys

Cys Ser

70

Glu
85

Asp

Asn Pro

100

Glu Leu

115

Ile
130

Lys

Gln

Ile Ile

Phe

Ala

Lys

Pro

Leu Asn

Asn

Asp

Leu
120

His

Lys Ser

135

aagatggagyg
gagaacgagce
cgectgeage
cgttgcgaca
tccgaggagy
acctaccaga
gtggctggte

taataatgag

Ile
10

Ala

Ala
25

Asn

Thr Val

Leu Cys

Val Ala

75

Val Pro

a0

Leu
108

Cys
Ser

Leu

Ser Trp

112

val

Asn

Thr

Asp

Gly

Glu

Arg

Ser

acggtttect
gtaccctgga
tgcgtgacaa
acgagtgcat
ctecgtctgaa
tcectgteccat
tgtcectgtg

gogcgecaag

Ser Leu

Ser Thr

Val

Glu

ggacgtgtyg
cttececacgac
cgctaaggag
ggagtccgtyg
gcgtgaggag
ctactccace
gatgcgctce

cttgtcga

Lys Ser

15

Gln vVal

30

Ala
45

His

Leu
60

Asp
Trp Leu
Ser

Trp

Pro Gly

Gln

Gly

Leu

Tyr

Asn

Asp Ile

Val

Lys

Asn
80

Gly

Ile
95

val

Phe Asn

110

Ile Asn

128

Asp His

140

Glu

Phe Glu

Ala Ser

13zo

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1738



Ser

135

Axg

Lys

Gly

Leu

225

Arg

Phe

Val

Met
305

Tyr

Pro

Glu

Ser

Lys

Gly
Asn
Arg
Ile
Pro
210
Val
Met
Glu
i.ys
Cys
250
Pro
Val
Gln
Gly
Asn

70

Ala

val

val

Ser

His

155

Thr

Pro

Glu

Ser

Lys

275

Asn

Phe

Lys

Ile

Gly

35S

Glu

Ile

Ser

Val

Tyrx

180

His

Thr

Lys

Phe

Asn

260

Gly

Thr

Serxr

Glu
340

Trp

Gln

Asp

Ser

Trp

165

Asn

Pro

Tyr

Ile

Phe

245

Gly

Asp

Lys

Asn

Asn
325

Thr

Gln

Gly

Gly

Ala

150

Leu

Asn

Asn

Ile

Ala
230

Trp

Asn

Ser

Cys

Ile

310

Arg

Arg

Gly

Ser

Val

ES 2543056 T3

cys

Ile

Thr

Asp

Ser

215

Thr

Thr

Phe

Thr

Gln

295

His

Leu

Gly

Met

Gly

375

Thr

Pro

Lys

Asn

Ala

200

Val

Arg

Ile

Ile

Ile

280

Thr

Pro

val

Leu

val

360

Tyr

Asn

Tyr

Lys

Gln

185

Ala

Gly

Ser

Leu

Ala

265

Met

Pro

Leu

Leu

Phe

345

Asp

Ala

Lys

Gln

Asn

170

Glu

Glu

Thr

Lys

Lys

250

Pro

Lys

Ile

Thr

Ala

330

Gly

Gly

Ala

val

113

Gly

155

Asn

Asp

Gln

Ser

val

235

Pro

Glu

Ser

Gly

Ile

31s

Thr

Ala

Trp

Asp

Asn

Arg

Ala

Leu

Thr

Thr

220

Asn

Asn

Asn

Glu

Ala

300

Gly

Gly

1le

Tyr

Lys

3890

Ser

Ser

Tyr

Leu

Arg

Ser

Pro

val

190

Leu

205

Leu

Gly

Asp

Ala

Leu

285

Ile

Glu

Leu

Ala

Gly

365

Glu

Ile

Asn

Gln

Ala

Tyr
270

Glu

Asn

Cys

Arg

Gly
350

Tyrx

Ser

Ile

Phe
Thr

175

Leu

Tyr

Gln

Ser

Ile

255

Lys

Tyr

Ser

Pro

Asn

335

Phe

His

Thr

Asp

Phe

160

Ile

Trp

Gln

Arg

Gly

240

Asn

Ile

Gly

Ser

Lys

320

Ser

Ile

His

Gln

Lys
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iBs

Met

Arg

val

Thr

Arg

465

Glu

Gly

Glu

Leu

val

545

Arg

Asn

Arg

Trp

Leu

450

Leu

Phe

Thr

Glu

Ser

530

Ala

Ile

<210> 54
<211> 1422
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

Thr

Ile

Thr

435

Asp

Gln

Tyr

TYr

Ile

515

Tle

Gly

Cys

Gln

Glu

420

Phe

Leu

His

Asp

500

Ser

Tyr

Leu

Ile

Phe
405

Asn

Asn

Arg

Axg

485

Tyr

Gly

Ser

Ser

390

Glu

Leu

Ala

Asp

Asp

470

Cys

Pro

val

Thx

Leu
550

ES 2543056 T3

Ala

Asn

Glu

val

Lys

Leu

440

Ser
455

Asn

Asp

Gln

Lys

Val
5315

Trp

Asn

Ala

Asn

Tyr

Leu

520

Ala

Met

Gly

Lys

425

Leu

val

Lys

Glu

Ser

50S

Glu

Ser

Cys

Arg

410

Met

val

Lys

Glu

cys

490

Glu

Ser

Ser

Ser

395

Glu
Glu
Leu
Asn
Leu
475
Met
Glu
Ile

Leu

Asn
555

Phe

Asp

Met

Leu

460

Gly

Glu

Ala

Gly

Ala

540

Gly

Asn

Gly

Glu
445

Tyr

Aszn

Ser

Arg

Thxr

525

Ser

Asn

Fhe

430

Asn

Asp

Gly

val

Leu
519

Tyr

Ala

Leu

Leu

415

Leu

Glu

Lys

Cys

Arg

485

Lys

Gln

Ile

Gln

400

Glu

ASD

Arg

val

Phe

480

Asn

Arg

Ile

Met

Cys
560

<223> Gen NA de la gripe optimizado para la expresion en sistemas de expresion de células de insecto

<400> 54

accgteoccac categggoge ggatcocteg agatgaaccec caaccagaag atcatcaccea

tcgactecat ctgcatggtg atcggtateg ktgtcectgat getgcagate ggtaacatga

114

60

120
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tetccatetyg
ccaacaccaa
ccetgtgeoe
cccg£ggtga
gtaccttctt
aggaccgtte
acaactcccg
ggctgaccat
gcatcatcac
agtgcocgetty
aggcttccta

acgctococaa

gcgtgtgceg

tcgaatacca
acggaaccgg
ccttcaagta
gtttcgagat
agcaggacat
ccgagctgaﬁ
gtcccaagga
ccéacaccgt
aataatgaat
<210> 55

<211> 449
<212> PRT

ggtgtcccac
gttcctcace
catctceggt
cgtgttcgtg
cctgacccag
ccoecacegt
tttcgagtcc
cggtatctcc
cgacaccatc
cgtgaacggt
caagatcttc
ctaccactac
fgacaactgg
gateggttac
ttectgeggt
cggtaacggt
gatctgggac
cgtggctate
cggtctggac
gtccaccatc
gtcctggtce

cgatttgtcg

<213> Virus de la gripe

<400> 55

ES 2543056 T3

tccatccaga
gagaaggctyg
tgggctgtat
atccgtgagce
ggtgctctge
accectgatgt
gtggcteggt
ggtcccgaca
aagtcetgge
tecekgctica
aagatggaga
gaggagtget
cacggttcca
atctgctceg
ccegtgteee
gtctggatcg
cccaacggtt
accgactggt
tgtatccgte
tggacctceg
tggeccgacg

agaagtacta

Met Asn Pro Asn Gln Lys Ile Ile

1

5

Ile Gly Ile Val Ser Leu Met Leu

20

ccggtaacca
tggctecogt
actccaagga
ceEtecatcte
tgaacgacaa
cctgeccegt
cegctooccge
acggigctgt
gtaacaacat
ccgtgﬁtgac
agggcaaggt
cttgctacce
accgtceetyg
gegrgttegg
Ccaacgygtge
gtcgtaccaa
ggaccggcac
ccggttacte
cctgettetg
gctectecat
gtgccgagct

gaggatcata

gcgtcaggee
gaccctggcet
caactccatce
ctgctceccac
gcactccaac
gggcgaggct
ttgccacgac
ggctgtgctg
cotgcgtace
cgacyggtece
ggtgaagtcc
cgacgctggce
ggtgteettce
tgacaacccce
ttacggtgte
gtccaccaac
cgacteottoo
cggttectte
ggtggagetg
ctetttetge
gcccttcace

at

gageccatet
ggtaactcct
égtatcggtt
ctcgaatgcece
ggcaccgtga
ccctcceect
ggcacctett
aagtacaacyg
caagagtecg
tccaacggee
gtggagctgg
gagatcacct
aaccagaacc
cgtceccaacg
aagggcttct
tccocgeteoceg
ttctcocgtga
gtgcagcacc
atccgtggtce
ggtgtagaact

atcgacaagt

Thr Ile Gly Ser Ile Cys Met Val

10

15

Gln Ile @ly Asn Met Ile Ser Ile
30

25

Trp Val Ser His Ser Ile Gln Thr Gly Asn Gln Arg Gln Ala Glu Pro

115

180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380

1422



Ile

Leu

65

Ser

Ile

Phe

val

Glu

145

Ala

Gly

Thr

Ser

Gly

225

Gly

Glu

Ser

50

Ala

Lys

Arg

Leu

Lys

130

Ala

Ser

Pro

Asp

Glu

210

Pro

Lys

Glu

Asp

35

Asn

Gly

Asp

Glu

Thr

115

Asp

Fro

Ala

Asp

Thr
195

Cys

Ser

val

Asn
275

Thr

Asn

Asn

Pro

100

Gln

Arg

Ser

Cys

Asn

ls0

Ile

Ala

Asn

Val

Ser

260

Trp

Lys

Ser

Ser

8s

Phe

Gly

Ser

Pro

His

165

Gly

Lys

Cys

Gly

Lys

245

Cys

His

Phe

Ser

70

Ile

Ile

Ala

Pro

Tyr

150

Asp

Ala

Ser

val

Gln

230

Ser

Tyr

Gly

ES 2543056 T3

Leu

55

Leu

Arg

Ser

Leu

His

13%

Asn

Gly

val

Trp

Asn

215

Ala

Val

Pro

Serx

40

Thr

Cys

Ile

Cys

Leu

© 120

Arg

Ser

Thr

Ala

Arg

200

Gly

Ser

Glu

Asp

Asn
280

Glu Lys Ala

Pro Ile Ser
75

Gly Ser Arg
90

Ser His Leu
105

Asn Asp Lys
Thxr Leu Met

Arg Phe Glu
155

Ser Trp Leu
170

val Leu Lys
185

Asn Asn Ile
Ser Cys Phe

Tyr Lys Ile
235

Leu Asp Ala
250

Ala Gly Glu
265

Arg Pro Trp

116

Val

&0

Gly

Gly

Glu

His

Ser

140

Ser

Thr

Tyr

Leu

Thr

220

Phe

Pro

Ile

val

45

Ala
Trp
Asp
Cys
Ser
125
Cys
val
Ile
Asn
Arg
205
Val
Lys
Asn

Thr

Ser
285

Ser

Ala

Val

Axg

110

Asn

Pro

Ala

Gly

Gly

190

Thx

Met

Met

Tyr

Cys

270

Phe

Vval

val

Phe

25

Thr

Gly

Val

Trp

Ile

175

Ile

Gln

Thr

Glu

His

25%

Val

Asn

Thr

Tyr

80

Val

Phe

Thr

Gly

Ser

160

Ser

Ile

Glu

Asp

Lys

240

Tyr

Cys

Gln
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Leu
290

Asn

Asn Pro

305

Asn Gly

val

Trp

Met Ile

Glu Tyr

Arg

Ala

Ile

Trp

Gln

Pro Asn

Ile

Asp

ES 2543056 T3

Gly
295

Tyxr

Gly Thr

310

Gly
325

Tyr

Gly
340

Arg

Asp Pro

355

Val Lys

370

Ser Phe

385

Cys Phe

Thr

Trp

val Ser

Gln

Val

Trp

Ser

Asp Ile

Gln His

Val

Thr

Asn

Val

Pro

Lys Gly

Lys Ser

Gly Trp

360

Ala
375

Ile

Glu

390

val Glu

405

Gly Ser

420

Ser Trp

435

Lys

<210> 56
<211> 1750
<212> ADN

<213> Virus de la gripe

<400> 56
attegecett
taaaagtgat
aatcatggaa
cgggaagctc

tggatggetc

aacggtccga
cagatttgca
aagaacgtta
tgcgatcotag

ctogggaace

Leu

Ser

Pro

Ile Arg

Ile

Ser

Gly
440

Asp

tggagaaaat
ttggttacca
ctgttacaca
atggagtgaa

caatgtgtga

Ile

Gly Ser

Phe Ser

330

Thr
345

Asn

Thr Gly

Thr Asp

Thr Gly

Gly Arg

410

Phe
425

Cys

Ala Glu

agtgcttett
tgcaaacaat
tgcccaagac
gcctctaatt

cgaattcatc

117

Ser

Cys

31%

Phe

Ser

Thr

Trp

Leu

395

Pro

Gly

Leu

Gly val

300

Gly Pro

Lys

Tyr

Arg Ser

Phe

Val

Gly

‘Gly

Gly Asp

Pro
320

Ser

Asn
335

Gly

Phe Glu

350

Asp
365

Ser
180

Gly
Asp Cys
Glu

Lys

Val Asn

Ser Ser

Tyr

Ile

Ser

Ser

Phe Ser

Ser

Gly

Pro
400

Arg

Thr
415

Ile

Asp Thr

430

Fhe
445

Pro

cttgcaatag
tcaacagagc
atactggaaa
ttaagagatt

aatgtaccgg

Thr

Ile Asp

tcagtcttgt
aggttgacac
agacacacaa
gtagtgtagc

aatggtctta

60

120

180

240

300
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catagtggag
tgaagaactg
caaaagttct
gggaagtcce
aacaataaag
tcaccatcct
ttccattgag
agtaaacygyg
aatcaacttc
gaaaggggac
ccaaactcca
catcggggaa
aaatagcccet
ttttatagag
tgagcagggg
caccaataag
ggaatttaat
tctagatgte
agactttcat
taatgcaaag
tatggaaagt
aaaaagagag
aatttattca
atggatgtgce

aattccagca

<210> 57
<211> 568
<212> PRT

aaggccaatc
aaacacctat
tggtccgatc
teetteteta
aaaagctaca
gatgatgcgg
acatcaacac
caaagtggaa
gagagtaatg
tcagcaatta
atgagggcga
tgccecaaat
caaagagaga
ggaggatgge
agtgggtacg
gtcaactcaa
aacttagaaa

tggacttata

gactcaaatg

gagctgggta
ataagaaacg
gaaataagtg
acagtggcga

tccaatggat

<213> Virus de la gripe

<400:> 57

Met Glu Lys Ile Val Leu Leu Leu Ala Ile Val Ser Leu Val Lys Ser

1

5

ES 2543056 T3

caaccaatga
tgagcagaat
atgaagcctc
gaaatgtggt
ataataccaa
cagagcagac
taaaccagag
ggatggagtt
gaaatttcat
tgaaaagtga
taaactctag
atgtgaaatc
gcagaagaaa
agggaatggt
ctgcagacaa
tcattgacaa
ggagaataga
atgccgaact

ttaagaacct

acggttgttt.

gaacgtgcaa
gggtaaaatt
gttcectage

cgttacaatg

cctetgttac
aaaccatttt
atcaggagtg
atggcttatc
ccaagaagat
aaggctatat
attégtacca
cttctggaca
tgctccagaa
attggaatat
tatgccatte
aaacagatta
aaagagagga
agatggttgg
agaatccact
aatgaacact
gaatttaaac
tctggttctce
ctacgacaag
cgagttctat
ctatccgeag
ggaatcaata
actggcaatc

cagaatttgc

10

118

ccagggaget
gagaaaattc
agctcagcat
aaaaagaaca
cttttggtac
caaaacccaa
aaaatagcta
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REIVINDICACIONES

1. Una particula similar a un virus (VLP) que comprende una proteina M1 del virus de la gripe, una proteina
hemaglutinina (HA) de la gripe y una proteina neuraminidasa (NA) de la gripe, en que la secuencia de
aminoacidos de dicha proteina M1 es idéntica al menos en el 98 % a la SEC ID N2 49 y en donde la VLP se
expresa en una célula de insecto.

2. La VLP de la reivindicacién 1, en la que dicha proteina M1 comprende la SEC ID N® 49.
3. La VLP de la reivindicacién 1, en la que dicha HA y NA son H5 y N1, respectivamente.

4. La VLP de la reivindicacion 3, en la que dicha H5 o N1 son de un clado 1 del virus de la gripe H5N1, o en la
que dichas H5 y N1 son de un clado 2 del virus de la gripe H5N1.

5. La VLP de la reivindicacion 4, en la que a) dichas proteinas H5 y N1 comprenden las SEC ID N°s 53 y 55,
respectivamente, o una secuencia que comprende al menos una identidad de secuencia del 90 % con dichas
secuencias, 0 b) dichas proteinas H5 y N1 comprenden las SEC ID N° 43 y 47, respectivamente, 0 una
secuencia que comprende una identidad de secuencia de al menos el 90 % con dichas secuencias.

6. La VLP de la reivindicacion 3, en la que dichas H5 y N1 son de un virus de la gripe que se ha aislado de un
animal infectado.

7. La VLP de la reivindicacién 6, en la que dicho animal infectado es un ser humano.
8. La VLP de la reivindicacién 1, en la que dicha célula de insecto es Sf9.

9. La VLP de la reivindicacion 1, en la que dicha VLP provoca anticuerpos neutralizantes en un ser humano o un
animal que son protectores contra la infeccién de gripe cuando se administra a dichos ser humano o animal.

10. Una composicién inmunogénica que comprende una dosis eficaz de una VLP de una cualquiera de las
reivindicaciones 1-9.

11. La composicién de la reivindicacion 10, en la que dicha composicion comprende un adyuvante.
12. Una vacuna que comprende una dosis eficaz de una VLP de una cualquiera de las reivindicaciones 1-9.

13. La vacuna de la reivindicacion 12, en la que dicha vacuna comprende al menos dos VLP diferentes con
diferentes proteinas de la gripe.

14. La vacuna de las reivindicaciones 12 0 13, en la que dicha vacuna comprende un adyuvante.

15. Una vacuna de una cualquiera de las reivindicaciones 12-14, en la que dicha vacuna se ha tratado para
inactivar baculovirus.

16. La vacuna de la reivindicacion 15, en la que dicho tratamiento de inactivacién comprende la incubacién de
una muestra que comprende VLP en aproximadamente un 0,2 % de p-propil lactona (BPL) durante
aproximadamente 3 horas a aproximadamente 25 °C.

17. La composicion inmunogénica o la vacuna de las reivindicaciones 11 o 14 en que la dicho adyuvante
comprende Novasomes®.

18. El uso de una VLP de una cualquiera de las reivindicaciones 1-9 para la preparaciéon de una vacuna para un
animal, en donde la vacuna induce inmunidad sustancial contra la infeccion por el virus de la gripe en dicho
animal.

19. Una vacuna de una cualquiera de las reivindicaciones 12-17 para su uso en un método de tratamiento en
donde la vacuna induce inmunidad sustancial contra la infeccion por el virus de la gripe en un animal.

20. La vacuna para el uso de la reivindicacion 19 o el uso de la reivindicacion 18, en donde la vacuna se
administra al animal por via oral, intradérmica, intranasal, intramuscular, intraperitoneal, intravenosa o
subcutanea.

21. Un método de elaboracion de una VLP de una cualquiera de las reivindicaciones 1-9, que comprende la
expresion de una proteina MI, una proteina hemaglutinina (HA) de la gripe y una proteina neuraminidasa (NA)
de la gripe en una célula de insecto en donde la secuencia de aminoacidos de dicha proteina Ml es idéntica al
menos en un 98 % a la SEC ID N2 49.
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22. El método de la reivindicacion 21, en el que dicha célula de insecto es Sf9.
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ATGAATCCAAATCARARGATARATAGCACTTGGCTCTGTTTCTATAACTATTGCGACAATATG
TTTACTCATGCAGATTGCCATCTTAGCAARCGACTATGACACTRCATTTCAATGAATGTACCA
ACCCATCGAARCARATCARGCAGTGCCATGTGARCCAATCATAATAGAAAGGAACATARCAGAG
ATAGTGCATTTGAATARTACTACCATAGAGAAGGARAGTTGTCCTAAAGTAGCAGAATACAA
GAATTGGTCAAAACCGCAATGTCARATTACAGGGTTCGCCCCTTTCTCCAAGGACARCTCRA
TTAGGCTTTCTGCAGGCGGGGATATTTGGGTGACAAGAGRACCTTATGTATCGTGCGGTCTT
GGTAAATGTTACCRATTTGCACTTGGGCAGGGAACCACTTTGAACAACARAACACTCARATGE
CACAATACATGATAGGAGTCCCCATAGAACCCTTTTAATGRACGAGTTGGGTGTTCCATTTC
ATTTGGGARCCRAAARCAAGTGTGCATAGCATGGTCCAGCTCARGCTGCCATGATGGGRAGGCA
TGUITTACATGTITGTIGTCACTGGEGATGATACANMTCCCRCTECTACCATCATTTATGATGE
GATGCTTACCCACAGTATTGGTTCATGCTCTAAGAACATCCTCAGAACTCAGGAGTCAGANT
GCGTTTGCATCAATGGARCTTGTACAGTAGTAATGACTGATGGAAGTGCATCAGGAAGGGCT
GATACTAAAATACTATTCATTAGAGAAGGGAARAATTGTCCACATTGGTCCACTGTCAGGAAG
TGCTCAGCATCTGGAGGAATGCTCCTGTTACCCCCGGTATCCAGARGTTAGATGTGTTTGCA
GAGACAATTGGARGGGCTCCAATAGACCCGTGCTATATATARATGTGGCAGATTATAGTGTT
GATTCTAGTTATGTGTGCTCAGGACTTGTTGGCGACACACCAAGARATGACGATAGCTCCAG
CAGCAGTARCTGCAGGGATCCTAATARCGAGAGAGGGGGCCCAGGAGTGAAAGEGTGGGLCCT
TTGACAATGGARRTGATGTTTGGATGGGACGAACAATCRRGARAGATTCGCGCTCTGGTTAT
GAGACTTTCAGGGTCGTTGGTGGTTGGACTACGGCTAATTCCAAGTCACARATARATAGGCA
AGTCATAGTTGACAGTGATARACTGGTCTGGGTATTCTGGTATATTCTCTGTTGAAGGAAAAL
CCTGCATCAACAGGTGTTTTTATGTGGAGTTGATAAGAGGGRAGACCACAGGAGACCAGAGTA
TGGTGGACTTCARATAGCATCATTGTATTTTGTGGARCTTCAGGTACCTATGGAACAGGCTC
ATGGCCCGATGGAGCGRATATCAATTTCATGTCTATATAA

FIGURA 1
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ATGGARACAATATCACTAATAACTATACTACTAGTAGTRAACAGCAAGCAATGCAGATARAAT
CTGCATCGGCCACCAGTCAACAAACTCCACAGAAACTGTGGACACGCTAACAGAAACCAATG
TTCCTGTGACACATGCCARAGAAT TGCTCCACACAGRAGCATAATGGARTGCTGTGTGCAACA
AGCCTGGGACATCCCCTCATTCTAGACACATGCACTATTGAAGGACTAGTCTATGGCAACCC
TTCTTGTGACCTGCTGTTGGGAGGAAGAGAATGGTCCTACATCGTCGARAGATCATCAGCTG
TAAATGGAACGTGTTACCCTGGGAATGTAGAAAACCTAGAGGAACTCAGGACACTTTTTAGT
TCCGCTAGTTCCTACCAAAGAATCCARAATCTTCCCARGACACAACCTGGAATGTGACTTACAC
TGGAARCAAGCAGAGCATGTTCAGGTTCATTCTACAGGAGTATGAGATGGCTGACTCAARAAGA
GCGGTTTTTACCCTGTTCAAGACGCCCAATACACAARTAACAGGGGAARAGAGCATTCTTTTC
GTGTGGGGCATACATCACCCACCCACCTATACCGAGCAARCARATTTGTACATAAGARACGA
CACAACAACARGCGTGACAACAGAAGATTTGAATAGGACCTTCAAACCAGTGATAGGGCCAA
GGCCCCTTGTCAATGGTCTGCAGGGARGAATTGATTATTATTGGTCGGTACTAAAACCAGGC
CARARCATTGCGAGTACGATCCAATGGGAATCTAATTGCTCCATGGTATGGACACGTTCTTTC
AGGAGGGAGCCATGGAAGAATCCTGAAGACTGATTTAARAGGTGGTAATTGTGTAGTGCAAT
GTCAGACTGRRAAAGGTGGCTTARACAGTACATTGCCATTCCACAATATCAGTARATATGCA
TTTGGAACCTGCCCCAAATATGTAAGAGTTAATAGTCTCAAACTGGCAGTCGGTCTGAGGARA
CGTGCCTGCTAGATCRAGTAGAGGACTATTTGGAGCCATAGCTGGATTCATAGAAGGAGGTT
GGCCAGGACTAGTCGCTGGCTGGTATGGTTTCCAGCATTCAAATGATCAAGGGGTTGGTATG
GCTGCAGATAGGGATTCAACTCAAAAGGCAATTGATARAATAACATCCAAGGTGAATAATAT
AGTCGACAAGATGAACAAGCAATATGAAATAATTGATCATGAATTCAGTGAGGTTGAARCTA
GACTCAATATGATCAATAATARGATTGATGACCAAARTARCAAGACGTATGGGCATATAATGCA
GAATTGCTAGTACTACTTGAAAATCAARAAACACTCGATGAGCATGATGCGRACGTGAACARA
TCTATATAACARGGTGAAGAGGGCACTGGGCTCCARTGCTATGGAAGAT GGGAAAGGCTGTT
TCGAGCTATACCATAAATGTGATGATCAGTGCATGGARACAATTCGGAACGGGACCTATAAT
AGGAGAAAGTATAGAGAGGAATCAAGACTAGAAAGGCAGAAAATAGAGGGGGTTAAGCTGGA
ATCTGAGGGAACTTACABRAATCCTCACCATTTATTCGACTGTCGCCTCATCTCTTGTGCTTG
CAATGGGGTTTGCTGCCTTCCTGTTCTGGGCCATGTCCAATGGATCT TGCAGATGCARCATT
TGTATATAA

FIGURA 2
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ATGAGTCTTCTAACCGAGGTCGARACGTACGTTCTCTCTATCATCCCATCAGGCCCCCTCAA
AGCCGAGATCGCGCAGAGACTTGAGGATGTTTTTGCAGGGAAGAACACAGATCTTGAGGCTC
TCATGGAATGGCTAAAGACRAGACCAATCCTGTCACCTCTGACTARGGGGATTTTAGGGTTT
GTGTTCACGCTCACCGTGCCCAGTGAGCGAGGACTGCAGCGTAGACGATTTGTCCARAATGC
CCTAAATGGGAATGGAGACCCARACAACRTGGACAGGGCAGTTARACTATACAAGARAGCTGA
AGAGGGAAATGACATTCCATGGAGCAAAGGAAGTTGCACTCAGTTACTCAACTGGTGCGCTT
GCCAGTTGCATGGGTCTCATATACAACCGCATGGGARCAGTGACCACAGAAGTGGCTCTTGG
CCTAGTATGTGCCACTTGTGAACAGATTGCTGATGCCCAACATCGGTCCCACAGGCAGATGG
‘CGACTACCACCAACCCACTARTCAGGCATGAGAACAGAATGGTACTAGCCAGCACTACGGCT
ARGGOCATGAAGCAGATARGCTGGATCAAGTGAGCAGGCAGCAGAAGCCATGGAAGT CGCAAG
TCAGGCTAGGCARATGGTGCAGGCTATGRAGGACAATTGGGACTCACCCTAGTTCCAGTGCAG
GTCTARAAGATGATCTTATTGAARATTTGCAGGCTTACCAGAAACGGATGGGAGTGCAAATG
CAGAGATTCAAGTGA

FIGURA 3
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(A)
Promotor
Polihedrina Hemaglutinina de gripe (HA)
Vector de transferencia de baculovirus
pFastBac1-HA recombinante
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