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DESCRIPCION
Antigenos de la gripe recombinantes solubles
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a la produccién de antigenos de la gripe recombinantes solubles. Mas
especificamente, la presente invencion esta dirigida a la producciéon de antigenos de la gripe recombinantes solubles
que retienen la inmunogenicidad.

Antecedentes de la invencion

La gripe es la causa principal de muerte en los seres humanos debida a un virus respiratorio. Los sintomas comunes
incluyen fiebre, dolor de garganta, dificultad para respirar y dolor muscular, entre otros. Durante la temporada de
gripe, los virus de la gripe infectan a un 10-20% de la poblacién en todo el mundo, dando lugar a 250-500,000
muertes al afio.

Los virus de la gripe se clasifican en tipos A, B, o C, en base a las nucleoproteinas y antigenos de proteina de la
matriz presentes. Los virus de la gripe tipo A, ademas se pueden dividir en subtipos de acuerdo con la combinacion
de glicoproteinas de la superficie hemaglutinina (HA) y neuraminidasa (NA) presentadas. La HA regula la capacidad
del virus para unirse y penetrar en la célula huésped. NA elimina los residuos de acido sialico terminales de las
cadenas de glicano en la célula huésped y las proteinas de la superficie viral, lo que evita la agregacion viral y facilita
la movilidad virus. En la actualidad, se reconocen 16 subtipos de HA (H1-H16) y 9 subtipos de NA (N1-N9). Cada
virus de la gripe tipo A presenta un tipo de la glicoproteina de HA y un tipo de NA. Generalmente, cada subtipo
exhibe especificidad de especie; por ejemplo, se sabe que todos los subtipos HA y NA infectan a las aves, mientras
que se ha demostrado que sélo los subtipos H1, H2, H3, H5, N1 y N2 infectan a los humanos. Los virus de gripe que
comprenden H5 y H7 se consideran las formas mas altamente patégenas del virus de la gripe A, y son mas
susceptibles de causar futuras pandemias.

Las pandemias de gripe son causadas generalmente por los virus de gripe altamente virulentos y transmisibles, y
pueden conducir a niveles elevados de enfermedad y muerte en el mundo. La aparicién de nuevos subtipos de gripe
A produjo 4 grandes pandemias en el siglo 20. La gripe espafiola, causada por un virus H1N1, en 1918-1919
condujo a la muerte de mas de 50 millones de personas en todo el mundo entre 1917 y 1920. El riesgo de la
aparicion de un nuevo subtipo, o de la transmisién a los seres humanos de un subtipo endémico en animales, esta
siempre presente. De particular preocupaciéon es una forma muy virulenta de la gripe aviar (también llamada "gripe
aviar"), brotes de esta se han reportado en varios paises de todo el mundo. En muchos casos, la gripe aviar puede
resultar en tasas de mortalidad cercanas al 100% en 48 horas. Se ha postulado que la propagacion del virus de la
gripe aviar (H5N1), identificado por primera vez en Hong Kong en 1997, a otros paises de Asia y Europa esta
vinculada a los patrones migratorios de las aves silvestres.

Existe una creciente preocupacion de que el virus puede llegar a ser altamente infeccioso para los seres humanos.
El principal problema para la salud humana es el hecho de que los virus de gripe son antigénicamente inestables, es
decir, que mutan rapidamente. Si el virus de la gripe aviar entrara en contacto con los virus humanos, la
recombinacion genética del virus aviar podria resultar en un virus de la gripe altamente patdgeno que podria causar
una enfermedad grave o muerte en los seres humanos. Ademas, dicha mutaciéon podria resultar en un virus de la
gripe que se transmite facilmente en los seres humanos.

El método actual de la lucha contra la gripe en los seres humanos es mediante la vacunacion anual. Cada afio, la
Organizacion Mundial de la Salud selecciona 3 cepas virales para la inclusion en la vacuna anual de la gripe, que se
produce en huevos fertilizados. Sin embargo, el niumero de dosis de vacuna producido cada afio no es suficiente
para vacunar a la poblacion del mundo. Por ejemplo, Canada y los Estados-Unidos obtienen suficientes dosis de
vacuna para inmunizar a cerca de un tercio de su poblacién, mientras que soélo el 17% de la poblacion de la Unién
Europea puede ser vacunado. Es evidente que la actual produccion mundial de vacunas contra la gripe seria
insuficiente frente a una pandemia de gripe en todo el mundo. Por lo tanto, los gobiernos y la industria privada por
igual han dirigido su atencion a las producciones de vacunas eficaces contra la gripe.

Como se mencion6 anteriormente, el método actual de obtencién de vacunas contra el virus de la gripe es por medio
de la produccion en huevos fertilizados. El virus se cultiva en huevos fertilizados, seguido por la inactivacion del virus
y la purificacién de glicoproteinas virales. Si bien este método mantiene el epitopo antigénico y las modificaciones
post-traduccion, existe una serie de inconvenientes, incluyendo el riesgo de contaminacion debido a la utilizacion de
todo virus y rendimientos variables dependiendo de la cepa del virus. Niveles suboptimos de proteccién pueden
resultar de la heterogeneidad genética en el virus debido a su introduccion en los huevos. Otras desventajas
incluyen una amplia planificacion para la obtencion de huevos, los riesgos de contaminacion debido a los productos
quimicos utilizados en la purificacién, y los largos tiempos de produccion. Ademas, las personas hipersensibles a las
proteinas del huevo, no pueden ser candidatos elegibles para recibir la vacuna.
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Para evitar el uso de huevos, también se ha producido el virus de la gripe en cultivo de células de mamifero, por
ejemplo, en células MDCK o PERC.6, o similares. Otro enfoque es la genética inversa, en la cual los virus se
producen mediante la transformacion de células con genes virales. Estos métodos, sin embargo, también requieren
el uso de todo el virus, asi como los métodos elaborados y ambientes de cultivo especificos.

Se ha explorado, el uso del ADN viral como una vacuna. En esta tecnologia, la proteccion se obtiene mediante la
expresion de antigenos virales en células humanas; a continuacion, los antigenos se reconocen como antigeno
extrafio, lo que conduce a una respuesta de anticuerpos especifica. Sin embargo, existe el riesgo de activacion de
oncogenes de introduccion de ADN dentro de la porcion determinante del genoma de la célula humana - un
inconveniente significativo.

También se han preparado, vacunas que comprenden antigenos virales recombinantes expresados en células de
insectos o de plantas transformadas del ADN viral por Dow Agroscience (véase, por ejemplo WO 2004/098530).
Aunque el riesgo asociado con el uso de virus vivo se evita y el proceso de produccion es mas corto, se ven
afectadas la conformacion de proteinas y las modificaciones post-traduccion. Las etapas de purificacion y aplicacion
a gran escala también son relativamente complejas, ya que los antigenos estan asociados con las membranas
celulares. Ademas, la dosis de baculovirus-HA recombinante, necesaria para la inmunizacién eficaz en animales es
10 veces mayor que la de HA natural producida en huevos fertilizados. En ambos casos, los niveles de expresion del
antigeno viral son bajos.

En un esfuerzo por evitar las dificultades asociadas con la purificacién de proteinas de membrana, Huang et al
(2001, Vaccine, 19:2163-2171) sustituy6é al dominio transmembrana y la cola citoplasmica de la HA del sarampion
con una sefal de retencion en el ER. La proteina HA resultante se produjo en células de plantas de tabaco para el
desarrollo de la vacuna oral (vacuna comestible). La HA expresada no es retenida tan fuertemente en el ER como lo
es con el dominio transmembrana, simplificando asi el procedimiento de purificaciéon. Sin embargo, la forma trimérica
natural de HA no se puede formar en esas condiciones, lo que puede afectar la inmunogenicidad de la proteina
recombinante.

Saelens et al (1999, Eur. J. Biochm, 260:166-175) expresaron un gen de HA que carece del dominio transmembrana
en levaduras (Pichia pastoris), lo que lleva a la secrecion de HA monomeérica. Esta forma, sin embargo, fue menos
inmunogénica que la HA trimérica. La publicacién de Wei et al "Comparative Efficacy of Neutralizing Antibodies
Elicited by Recombinant Hemagglutinin Proteins from Avian H5N1 Influenza Virus", Journal of Virology, July 2008, p.
6200-6208 analiza las diversas formas de la proteina rHA por su potencial eficacia como vacuna. WO 02/074795 se
refiere a una proteina quimérica que comprende un antigeno y un dominio de oligomerizaciéon. WO 2008/054540
proporciona los polinucleétidos y polipéptidos capaces de potenciar la respuesta inmune de un ser humano en
necesidad de proteccion contra la infeccion por virus de la gripe. WO 2009/076778 se refiere a un método para
sintetizar particulas similares a virus de la gripe (VLP) dentro de una planta o una parte de una planta. Mett et al
indican en Journal Compilation 2008, 2, p. 33-40, que una vacuna de subunidades de la gripe producida por la planta
protege hurones contra la exposicion al virus. En Vaccine 26(2008), p. 2930-2934 Shoji et al se refiere a HA
expresada en plantas como candidato de vacuna contra la gripe estacional. Huang et al study Vaccine 19(2001), p.
2163-2171 proteccidbn hemaglutinina del virus del sarampion derivado de plantas que incluye anticuerpos
neutralizantes en ratones. The Switch Between Two-, Three- and Four-Stranded Coiled Coils in GCN4 Leucine
Zipper Mutants, se estudia en Science, Vol. 262, 26 November 1993, p. 1401-1407 por Harbury et al.

Con el fin de proteger a la poblacién mundial de la gripe y para evitar futuras pandemias, los fabricantes de vacunas
tendran que desarrollar métodos rapidos, eficaces de produccion de dosis de vacuna. El uso actual de los huevos
fertilizados para producir vacunas es insuficiente e implica un proceso largo. Las tecnologias recombinantes ofrecen
enfoques prometedores para la produccion de antigenos de la gripe. Sin embargo, la produccién de la hemaglutinina
se ha limitado a la proteina asociada a la membrana, lo que implica procesos de extraccion complejos con bajos
rendimientos, o a proteinas solubles pobremente inmunogénicas.

Resumen de la invencion

La presente invencion se refiere a la produccidbn de antigenos de la gripe recombinantes solubles. Mas
especificamente, la presente invencion esta dirigida a la produccion de antigenos de la gripe recombinantes solubles
que retienen el ensamblaje trimérico y la inmunogenicidad.

Es un objeto de la presente invencion proporcionar antigenos de la gripe recombinantes solubles.

La presente invencion proporciona una hemaglutinina recombinante (rHA), que comprende un dominio de la
hemaglutinina y un dominio de oligomerizacion, un péptido sefal y el reticulo endoplasmico (ER) como se define en

la reivindicacion 1. La rHA se produce como un homotrimero soluble quimérico.

La presente invencién también proporciona una secuencia de nucleétidos que codifica la rHA, como se acaba de
describir anteriormente.
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La presente invencion ademas proporciona una secuencia de acido nucleico que comprende a) una secuencia de
nucleétidos que codifica un dominio de la hemaglutinina; y b) una secuencia de nucleétidos que codifica un dominio
de oligomerizacion. El acido nucleico codifica una rHA soluble que forma un homotrimero. El acido nucleico
comprende ademas una secuencia de nucleétidos que codifica un péptido sefial y una sefial de retenciéon en el
reticulo endoplasmico (ER).

La presente invencion también proporciona un vector que comprende el nucle6tido como se describié anteriormente.

La invencién proporciona ademas una célula huésped que expresa la rHA, como se describe anteriormente, una
célula huésped transformada con el nucledtido como se ha descrito anteriormente, o una célula huésped
transformada con el vector como se ha descrito anteriormente.

También se proporciona por la presente invencion, un método para producir una proteina rHA recombinante. El
método comprende proporcionar una célula huésped con un vector que comprende: a) una secuencia de nucleétidos
que codifica un dominio de hemaglutinina, en donde el acido nucleico codifica una rHA soluble que forma un
homotrimero; y b) una secuencia de nucleétidos que codifica un dominio de oligomerizacion, a continuacion,
expresando la rHA.

La presente invencion proporciona ademas un método de expresar una hemaglutinina recombinante (rHA) dentro de
una planta. En una primera etapa, un vector que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica un dominio
de hemaglutinina, en donde el acido nucleico codifica una rHA soluble que forma un homotrimero y una secuencia
de nucleétidos que codifica un dominio de oligomerizacion, se introduce en una planta. En la etapa de introduccién
(etapa a), el acido nucleico puede ser introducido en la planta en forma transitoria, o el acido nucleico se introduce
en la planta de modo que sea estable.

La presente invencion también proporciona un método para producir una hemaglutinina recombinante (rHA) en una
planta, que comprende: a) introducir una secuencia de acido nucleico en la planta, o parte de la misma, la secuencia
de acido nucleico que comprende una region reguladora unida operativamente a una secuencia de nucleétidos que
codifica un dominio de la hemaglutinina y un dominio de oligomerizacion, en donde el acido nucleico codifica una
rHA soluble que forma un homotrimero; y b) cultivar la planta transgénica, produciendo de este modo la rHA. En la
etapa de introduccion (etapa a), el acido nucleico puede ser introducido en la planta en forma transitoria, o el acido
nucleico se introduce en la planta de modo que sea estable.

rHA es una molécula muy compleja de producir. Los niveles de expresién y los rendimientos de HA recombinante a
partir de los sistemas de produccién actuales son bajos; y en consecuencia los costes de produccion son altos. Esto
se debe principalmente a la compleja estructura trimérica de la proteina, que debe someterse a un proceso complejo
para el ensamblaje durante su sintesis. Adicionalmente, HA es una gran proteina que tiene un dominio
transmembrana, y esta altamente glicosilada. La produccién de una forma soluble de HA permitiria la produccion a
niveles mas altos y disminuir la complejidad del proceso de purificacion. Esto tendria un impacto importante en los
costos de produccion. La sustitucion del dominio transmembrana con hélices o solubles u otra estructura secundaria
apropiada para estabilizar HA estructuralmente compatible con el nicleo de espiral enrollada del ectodominio de la
proteina HA se muestra que produce trimeros HA solubles, estables. Tales proteinas recombinantes se pueden
utilizar para enriquecer las vacunas de gripe actuales, o en la preparacion de nuevas vacunas.

Breve descripcion de los dibujos

Estas y otras caracteristicas de la invencién se haran mas evidentes de la siguiente descripcion en la que se hace
referencia a los dibujos adjuntos en donde:

La figura 1 muestra un esquema de los dominios de la proteina hemaglutinina (HA) de origen natural.
La figura 2 muestra la secuencia de aminoacidos del péptido de GCN4-pll (SEQ ID NO: 1).

La figura 3 muestra las secuencias de aminoacidos y de nucleétidos de PDI (SEQ ID NOs: 6 y 7; (Acceso Genbank
Z11499), un péptido sefal de alfalfa. El péptido sefial PDI es homologo a ERp59 de raton. El sitio de restriccion Bglll
se indica en negrita.

La figura 4 muestra la secuencia de aminoéacidos (SEQ ID NO: 8) de HA de la cepa de la gripe A/New
Caledonia/20/99 (H1N1) (Acceso Genbank AY289929; Primary accession UniProt KB/TrEMBL: Q6WGO00). El péptido
sefial de rHA se muestra en cursiva. El sitio de escision de HAq se indica en negrita y el péptido de fusion esta
subrayado. El dominio transmembrana se muestra en fondo gris.

La figura 5 muestra las secuencias de aminoacidos de diversas construcciones de rHA de acuerdo con la presente
invencién. La numeracion de los aminoacidos se ha ajustado de acuerdo con la numeracion de aminoacidos original
de HA. El péptido sefial PDI se indica en cursiva, el sitio de escisidon HAq se muestra en negrita, el péptido de fusion
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se subraya, y el coddn de parada esta representado por *. La figura 5A es la secuencia de aminoacidos (SEQ ID
NO: 9) de rHA de longitud completa que comprende el péptido sefal de PDI y el dominio transmembrana y la cola
citoplasmica. El dominio transmembrana se muestra en fondo gris. La figura 5B es la secuencia de aminoacidos
(SEQ ID NO: 10) de rHA retenida en el ER usando la sefial de retenciéon SEKDEL. La sefial de retencion se muestra
en fondo gris. La figura 5C es la secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 11) de rHA retenida en el ER, usando la
sefial de retencion HDEL. La sefial de retencidon se muestra en fondo gris. La figura 5D es la secuencia de
aminoacidos (SEQ ID NO: 12) de rHA soluble sin el dominio transmembrana. La figura 5E es la secuencia de
aminoacidos (SEQ ID NO: 13) de rHA soluble trimérica usando el péptido trimérico GCN4-pll. El péptido GCN4-pll se
muestra en fondo gris. La figura 5F es la secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 14) de rHA soluble trimérica
usando el péptido trimérico GCN4-pll y retenido en el ER. El péptido GCN4-pll se muestra en fondo gris y la sefal
de retencion SKDEL se muestra en cursiva. La figura 5G es la secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 15) de rHA
soluble trimérica usando el péptido trimérico PRD. El péptido PRD se muestra en fondo gris. La figura 5H es la
secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 16) de rHA soluble trimérica utilizando el péptido trimérico PRD, y retenida
en el ER. El péptido PRD se muestra en fondo gris y la sefial de retencion se muestra en cursiva.

La figura 6 muestra las secuencias de nucleétidos de diversos fragmentos de acuerdo con la presente invencion. La
secuencia no codificante se presenta en mayusculas pequefias y los sitios de restriccion Utiles estan subrayados. La
figura 6A muestra la secuencia de nucleétidos (SEQ ID NO: 17) del fragmento del gen HAq. La figura 6B muestra la
secuencia de nucledtidos (SEQ ID NO: 18) del dominio transmembrana y el fragmento del gen de la cola
citoplasmatica. La figura 6C muestra la secuencia de nucleétidos (SEQ ID NO: 19) del fragmento del gen SEKDEL
retenido en ER. La figura 6D muestra la secuencia de nucleétidos (SEQ ID NO: 20) del fragmento del gen HDEL
retenido en ER. La figura 6E muestra la secuencia de nucleétidos (SEQ ID NO: 21) del fragmento del gen GCN4-pll.
La figura 6F muestra la secuencia de nucleétidos (SEQ ID NO: 22) del fragmento del gen GCN4-pll retenido en ER.
La figura 6G muestra la secuencia de nucleétidos (SEQ ID NO: 23) del fragmento del gen PRD. La figura 6H
muestra la secuencia de nucleétidos (SEQ ID NO: 24) del fragmento del gen PRD retenido en ER.

La figura 7 es un diagrama esquematico del ADN de transferencia de rHA (ADN-t) en un plasmido binario pCAMBIA,
de acuerdo con una realizacién de la presente invencién.

La figura 8 es un Western blot que muestra la inmunodeteccion de la expresion de rHA en el tabaco. Los carriles: 1)
estandar de rHA puro (1 ng); 2) 1 ng de rHA estandar se sembraron en 10 ug de extracto de la planta; 3) 10 ug de
extracto de la planta; 4) 10 ug de extracto de proteina a partir de la construccion # 540, que expresa la biomasa; 5)
10 ug de extracto de proteina a partir de la construccion # 541, que expresa la biomasa; 6) 10 ug de extracto de
proteina a partir de la construcciéon # 542, que expresa la biomasa; 7) 10 ug de extracto de proteina a partir de la
construccion # 544, que expresa la biomasa; 8) 10 ug de extracto de proteina a partir de la construccion # 545, que
expresa la biomasa; 9) 10 ug de extracto de proteina a partir de la construccion # 546, que expresa la biomasa; y 10)
10 ng de extracto de proteina a partir de la construccion # 547, que expresa la biomasa.

La figura 9 es un Western blot que muestra la inmunodeteccion de la expresion de rHA en el tabaco, con 5 pg del
extracto. La figura 9A muestra los resultados de N. benthamiana, mientras que la figura 9B muestra los resultados
de N. tabacum. Los carriles: 1) 5 ug de extractos de plantas para los paneles B, D y A, C, respectivamente; 2) 1 ng
de rHA estandar se sembr6 en 2 y 5 ug del extracto de la planta para los paneles B, D y A, C, respectivamente; 3)
Extracto de la construccion # 540, que expresa la biomasa; 4) Extracto de la construcciéon # 541, que expresa la
biomasa; 5) Extracto de la construccion # 542, que expresa la biomasa; 6) Extracto de la construccion # 544, que
expresa la biomasa; 7) Extracto de la construccion # 545, que expresa la biomasa; 8) Extracto de la construccion #
546, que expresa la biomasa; y 9) Extracto de la construccion # 547, que expresa la biomasa.

La figura 10 es un Western blot que muestra la inmunodeteccion de la expresion de rHA en el tabaco, con 5 ug de
extracto, en condiciones reductoras. La figura 10A muestra los resultados de N. benthamiana, mientras que la figura
10B muestra los resultados de N. tabacum. Los carriles: 1) 5 ug de extracto de la planta; 2) 1 ng de estandar de rHA
se sembr6é en 5 ug de extracto de la planta; 3) Extracto de la construccion # 540, que expresa la biomasa; 4)
Extracto de la construccion # 541, que expresa la biomasa; 5) Extracto de la construccion # 542, que expresa la
biomasa; 6) Extracto de la construccion # 544, que expresa la biomasa; 7) Extracto de la construccion # 545, que
expresa la biomasa; 8) Extracto de la construccion # 546, que expresa la biomasa; y 9) Extracto de la construccion #
547, que expresa la biomasa.

La figura 11 muestra una placa con los resultados de un ensayo de hemaglutinacion. Fila 1: PBS (control negativo);
Fila 2: PBS + 1000 ng de HA (PSC); Fila 3: PBS + 100 ng de HA (PSC); Fila 4: PBS + 10 ng de HA (PSC); Fila 5:
PBS + 1 ng de HA (PSC); Fila 6: extracto de la planta no transformada; Fila 7: extracto de la planta no transformada
+ 1000 ng de HA (PSC); Fila 8: extracto de la planta no transformada + 100 ng HA (PSC); Fila 9: extracto de la
planta no transformada + 10 ng de HA (PSC); Fila 10: extracto de la planta no transformada + 1 ng de HA (PSC);
Fila 11: extracto de planta que expresa la construccion de 540 (rHA transmembrana); y Fila 12: extracto de planta
que expresa la construccion de 544 (rHA soluble fusionada a GCN4).

Descripcion de la realizacion preferida
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La presente invencion se refiere a la produccién de antigenos de la gripe recombinantes solubles. Mas
especificamente, la presente invencion esta dirigida a la produccién de antigenos de la gripe recombinantes solubles
que retienen la inmunogenicidad.

La siguiente descripcion es de una realizacion preferida.

La presente invencion provee una hemaglutinina recombinante (rHA) que comprende un dominio de la hemaglutinina
y un dominio de oligomerizacion. La proteina recombinante se produce como un homotrimero soluble. La rHA
también comprende un péptido sefial y una sefial de retencion en el reticulo endoplasmico (ER).

La gripe es causada por los virus de la gripe, que se clasifican en virus de tipo A, B, o C. El tipo A y B son los mas
frecuentemente asociados con las epidemias. Los virus de la gripe tipo A, ademas se dividen en subtipos de acuerdo
con la combinacion de las glicoproteinas de la superficie hemaglutinina (HA) y neuraminidasa (NA) presentadas. En
la actualidad, se reconocen 16 subtipos de HA (H1-H16) y 9 subtipos de NA (N1-N9). Cada virus de la gripe tipo A
presenta un tipo de glicoproteina HA y un tipo de glicoproteina NA.

Por el término hemaglutinina recombinante, también referido como "HA recombinante" y "rHA", se entiende una
proteina hemaglutinina que se produce por técnicas recombinantes, que son bien conocidas por una persona
experta en la técnica. La hemaglutinina (HA) es una proteina de superficie del virus encontrado en los virus de la
gripe tipo A. Hasta la fecha, se han identificado dieciséis subtipos de HA (H1-H16). HA es responsable del enlace del
virus a los residuos del acido sidlico de fracciones carbohidrato en la superficie de la célula huésped infectada.
Después de la endocitosis del virus por la célula, la proteina HA se somete a drasticos cambios conformacionales
que inician la fusion de las membranas viral y celular y el virus entra en la célula.

La HA es una glicoproteina de tipo | de membrana homotrimérica, que generalmente comprende un péptido sefial,
un dominio HAo, un sitio de anclaje que atraviesa la membrana en el terminal C y una pequefia cola citoplasmica
(figura 1). El término "homotrimero" u "homotrimérico" indica que un oligébmero esta formado por tres moléculas de
proteina HA. La proteina HA se sintetiza como una proteina precursora de 75 kDa monomérica (HAo), que se retne
en la superficie en una proteina trimérica alargada. Antes de que ocurra la trimerizacion, la proteina precursora HAg
se escinde en un sitio de escision de activacion conservado (también referido como péptido de fusion) en 2 cadenas
de polipéptidos, HA1 (328 aminoacidos) y HA2 (221 aminoacidos), unidos por un enlace disulfuro. Aunque esta
etapa es central para la infectividad del virus, no es esencial para la trimerizacion de la proteina. La insercion de HA
dentro de la membrana del reticulo endoplasmatico (ER) de la célula huésped, la escision del péptido sefal y la
glicosilacion de proteinas son eventos cotraduccion. El replegamiento correcto de HA requiere la glicosilacion de la
proteina y la formacion de 6 enlaces disulfuro intra-cadena. El trimero de HA ensambla dentro del complejo cis- y
trans-Golgi, el dominio transmembrana que juega un papel en el proceso de trimerizacion. Las estructuras cristalinas
de las proteinas HA tratadas con bromelaina, que carecen del dominio transmembrana, han mostrado una estructura
altamente conservada entre las cepas de gripe (Russell et al. 2004). También se ha establecido que HA se somete a
grandes cambios conformacionales durante el proceso de infeccion, lo que requiere que la HAo precursora se
escinde en las 2 cadenas de polipéptido HA1 y HA2.

La HA recombinante de la presente invencion es un subtipo seleccionado entre el grupo H1, H2, H3, H4, H5, H6, H7,
H8, H9, H10, H11, H12, H13, H14, H15, o H16. Adicionalmente, la rHA se puede basar en la secuencia de una
hemaglutinina que esta aislada de los virus de la gripe emergentes.

La rHA de la presente invencién es una construccion de proteina quimérica que comprende un dominio de la
hemaglutinina y un dominio de oligomerizacion. El término "dominio de hemaglutinina" se refiere a una secuencia de
aminoacidos que comprende ya sea el dominio HAo, o los dominios HA1 y HA2. En otras palabras, la proteina rHA
puede ser procesada (i.e., comprende los dominios HA1 y HA2), o puede ser sin procesar (i.e., comprende el
dominio HAo). El dominio de hemaglutinina no incluye el péptido sefial, el dominio transmembrana, o la cola
citoplasmatica encontrada en la proteina de origen natural. El "dominio de oligomerizacion", también denominado
"péptido trimérico", se refiere a un dominio que promueve la oligomerizacion de la proteina rHA. Los dominios de
oligomerizacion incluyen el péptido GCN4-pll (Harbury et al, 1993, Science, 262:1401-7), y el dominio rico en prolina
(PRD) del y-zeina de maiz.

El dominio de oligomerizacion puede ser el péptido GCN4-pll, una variante de la cremallera de leucina de levadura
GCN4. Este mutante de GCN4 lleva residuos lle, en ambas posiciones a y d (pll), presentes en cada 7 aminoacidos
en la hélice alfa, conduciendo a una alta tendencia a la trimerizacion. La temperatura de fusion (Tm) del trimero es >
100 °C, los que confiere una alta estabilidad intrinseca al oligdbmero (Harbour et al.). La secuencia de aminoacidos
de GCN4-pll se muestra en la figura 2. GCN4-pll es apropiado para uso como el dominio de oligomerizacion; la
secuencia de 29 aminoacidos de GCN4-pll se coloca en el extremo del terminal C de la secuencia del dominio HA,
esencialmente reemplazando el dominio transmembrana de 26 aminoacidos. Si se desea, los aminoacidos
adicionales se pueden colocar en el extremo del terminal C de la rHA de tal manera que la estructura recombinante
no termina por una hélicea. Por ejemplo, los residuos de aminoacidos Ser-Ala-Ala se pueden adicionar en el
extremo del terminal C de GCN4-pll.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 545607 T3

El dominio de oligomerizacion puede ser el PRD de y-zeina de maiz, también denominado en este documento como
"PRD". Se sabe que la gamma-y-zeina del maiz se conoce almacena pilas en los cuerpos proteicos, una vez dentro
del ER. El péptido sintético PRD adopta una conformacién anfipatica de poliprolina I, que se agrupa por si misma
como trimeros (Kogan et al, 2002, Biophysical J., 83:1194-1204). En su forma natural, el PRD comprende 8
repeticiones del péptido PPPVHL (SEQ ID NO: 2). El péptido PRD de gamma-y-zeina de maiz también se coloca en
el terminal C del dominio de HA, reemplazando el anclaje de transmembrana. Como la forma natural del PRD es
bastante larga, también estd dentro del alcance de la presente invencién proporcionar el PRD en diferentes
longitudes de péptidos (4, 6 u 8 repeticiones de péptidos, es decir, 24, 36, o 48 aminoacidos de longitud). Si se
desea, un enlazador de aminoacidos puede ser colocado entre el dominio de HA y el PRD con el fin de permitir la
orientacion de la cadena peptidica de PRD hacia una hélice izquierda de poliprolina. Cualquier enlazador peptidico
apropiado conocido en la técnica se puede utilizar. Por ejemplo, se puede utilizar un tetrapéptido tal como Gly-Gly-
Ala-Gly (SEQ ID NO:3). Ademas, si se desea, los aminoacidos adicionales se pueden colocar en el extremo terminal
C de la rHA de tal manera que la estructura recombinante no termina por una hélicea. Por ejemplo, se pueden
adicionar los residuos de aminoacidos Ser-Ala-Ala en el extremo del terminal C del PRD.

La rHA de acuerdo con la presente invencion comprende ademas un péptido sefal. El péptido sefial puede ser
cualquier péptido apropiado conocido en la técnica, para dirigir la proteina recombinante a la membrana o
compartimento celular deseado. Por ejemplo, se puede utilizar el péptido sefial encontrado en HA natural, el cual
dirige la HA al ER. En otro ejemplo, el péptido sefial puede ser PDI, el péptido sefial de alfalfa. Las secuencias de
aminoacidos y de nucleétidos de PDI se muestran en la figura 3. Ventajosamente, el péptido sefial PDI tiene un sitio
de restriccion bg/ll, que puede ser Util para la clonacion.

La rHA como se describe anteriormente también comprende ademas una sefial de retencion en el reticulo
endoplasmico (ER). Cualquier sefial de retencion en el ER, apropiada conocida por una persona experta en la
técnica puede ser utilizada. Por ejemplo, se pueden utilizar las sefiales de retencion de ER, Ser-Glu-Lys-Asp-Glu-
Leu (SEKDEL; SEQ ID NO: 4) o Su-Asp-Glu-Leu (HDEL; SEQ ID NO: 5). La sefial de retencion en el ER elegida
puede estar en el extremo del terminal C, de la secuencia de la proteina rHA. Ventajosamente, retencion en ER de
una proteina recombinante en plantas se ha demostrado en varios casos para mejorar el nivel de expresién por 2 a
10 veces (Schillberg et al, 2003, Cell Mol. Life Sci. 60:443-445). Sin desear estar limitado por la teoria, las sefiales
de retencién de ER pueden permitir un movimiento de vaivén de las proteinas entre el ER y el complejo de Golgi, lo
que permite que se produzca la trimerizacion.

El término "soluble" indica que la rHA se produce en la célula huésped en una forma soluble. Como se describio
anteriormente, la conversion de HA recombinante a una forma soluble surge de la sustitucion del dominio
transmembrana hidréfobo por hélices o solubles, que son estructuralmente compatibles con el dominio de HA.
Expresando la rHA en una forma soluble puede aumentar los rendimientos (mayores niveles de expresion) y
disminuir la complejidad de la purificacién, por lo tanto, la reduccién de los costes de produccion.

La presente invencién también provee un acido nucleico que codifica la rHA como se describié anteriormente. El
acido nucleico es una construccion quimérica que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica un dominio
de hemaglutinina (HAo) y una secuencia de nuclebtidos que codifica un dominio de oligomerizacion. El acido
nucleico que codifica la rHA también comprende una secuencia de nucleétidos que codifica un péptido sefial y una
secuencia de nucleétidos que codifica una sefal de retencién en el ER.

La presente invencion se refiere ademas a una construccién de gen quimérico que comprende un acido nucleico que
codifica rHA, como se describe anteriormente, unido operativamente a un elemento regulador. Por "elemento
regulador" o "region reguladora”, se entiende una porcion de acido nucleico por lo general, pero no siempre, en
direccion 5’ de un gen, y puede estar compuesto por ADN o ARN, o ambos ADN y ARN. Los elementos reguladores
pueden incluir aquellos que son capaces de mediar la especificidad de érganos, o el control del desarrollo o la
activacion de genes temporales. Adicionalmente, el "elemento regulador” incluye elementos promotores, elementos
promotores del nucleo, elementos que son inducibles en respuesta a un estimulo externo, elementos que se activan
constitutivamente, o elementos que disminuyen o aumentan la actividad de promotor tal como elementos
reguladores negativos o potenciadores de la transcripcion, respectivamente. Por una secuencia de nucleétidos que
muestra actividad del elemento regulador se entiende que la secuencia de nucle6tidos cuando se une
operativamente con una secuencia codificante de las funciones de interés como un promotor, un promotor de
nucleo, un elemento regulador constitutivo, un elemento negativo o silenciador (i.e. elementos que disminuyen la
actividad del promotor), o un potenciador de la transcripcion o traduccion.

Por "unido operativamente" se entiende que las secuencias particulares, por ejemplo, un elemento regulador y una
region codificante de interés, interactian ya sea directa o indirectamente para llevar a cabo una funcién pretendida,
tales como la mediacion o la modulacion de la expresion génica. La interaccion de las secuencias unidas
operativamente puede, por ejemplo, estar mediada por las proteinas que interactian con las secuencias
operativamente unidas.
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Los elementos reguladores como se usa en este documento, también incluye elementos que son activos después de
la iniciacion de la transcripcion o la transcripcién, por ejemplo, elementos reguladores que modulan la expresion de
genes tales como potenciadores de la traduccion y transcripcion, represores de la traduccion y transcripcion, y la
estabilidad del ARNm o determinantes de la inestabilidad. En el contexto de esta descripcién, el término "elemento
regulador" también se refiere a una secuencia de ADN, por lo general, pero no siempre, en direccién (5') a la
secuencia codificante de un gen estructural, que incluye secuencias que controlan la expresion de la regién
codificante proporcionando el reconocimiento de la ARN polimerasa y/u otros factores requeridos de la transcripcion
para iniciar en un sitio particular. Un ejemplo de un elemento regulador que provee para el reconocimiento del ARN
polimerasa u otros factores transcripcionales para asegurar el inicio en un sitio particular es un elemento promotor.
Un elemento promotor comprende un elemento promotor de nucleo, responsable de la iniciacién de la transcripcion,
asi como otros elementos reguladores (como se enumera anteriormente) que modifican la expresion de genes. Se
debe entender que las secuencias de nucleoétidos, localizadas dentro de intrones, o 3' de la secuencia de regién
codificante también pueden contribuir a la regulacién de la expresién de una region codificante de interés. Un
elemento regulador también puede incluir esos elementos situados en direccion (3') en el sitio de iniciacion de la
transcripcion, o dentro de las regiones transcritas, 0 ambos. En el contexto de la presente invencion un elemento
regulador post-transcripcional puede incluir elementos que son activos después de la iniciacién de la transcripcion,
por ejemplo potenciadores de la traduccion y de la transcripcién, represores de la traduccién y la transcripcion, y los
factores determinantes de estabilidad de ARNm.

Los elementos reguladores, o fragmentos de los mismos, pueden estar asociados operativamente (unido
operativamente) con elementos o promotores reguladores heterélogos con el fin de modular la actividad del
elemento regulador heter6logo. Dicha modulacion incluye potenciar o reprimir la actividad transcripcional del
elemento regulador heterélogo, la modulacion de los eventos post-transcripcionales, o ambos mejorar/reprimir la
actividad transcripcional del elemento regulador heterélogo y la modulacion de los eventos post-transcripcionales.
Por ejemplo, uno o méas elementos reguladores, o fragmentos de los mismos, pueden estar asociados
operativamente con promotores especificos de tejido constitutivos, inducibles o fragmentos de los mismos, o
fragmentos de elementos reguladores, por ejemplo, para secuencias TATA o GC pueden estar asociadas
operativamente con los elementos reguladores de la presente invencién, para modular la actividad de dichos
promotores dentro de las células de plantas, insectos, hongos, bacterias, levaduras, o animales.

Existen varios tipos de elementos reguladores, incluidos los que estan regulados por el desarrollo, inducibles y
constitutivos. Un elemento regulador que esta regulado por el desarrollo, o controla la expresion diferencial de un
gen bajo su control, se activa dentro de ciertos 6rganos o tejidos de un 6rgano en momentos especificos durante el
desarrollo de ese 6rgano o tejido. Sin embargo, algunos elementos reguladores que estan regulados por el
desarrollo puede ser preferentemente activos dentro de ciertos érganos o tejidos en las etapas de desarrollo
especificas, también pueden ser activos en una forma regulada por el desarrollo, o en un nivel basal en otros
6rganos o tejidos dentro de una planta también.

Por "promotor" se entiende las secuencias de nucleétidos en el extremo 5' de una regién codificante, o fragmento de
la misma, que contiene todas las sefales esenciales para el inicio de la transcripcidn y para la regulacién de la tasa
de transcripcion. En general, existen dos tipos de promotores, promotores inducibles y constitutivos. Si se desea la
expresion especifica de tejido del gen, por ejemplo, expresion especifica de la hoja, o semilla, entonces, también se
pueden emplear promotores especificos para estos tejidos.

Un promotor inducible es un promotor que es capaz de, activar directa o indirectamente la transcripcion de una o
mas secuencias de ADN o genes en respuesta a un inductor. En la ausencia de un inductor las secuencias de ADN
0 genes, no seran transcritas. Por lo general, el factor de proteina que se une especificamente a un promotor
inducible para activar la transcripcion esta presente en una forma inactiva que entonces se convierte directa o
indirectamente en la forma activa por el inductor. El inductor puede ser un agente quimico tal como una proteina,
metabolito, regulador de crecimiento, herbicida o compuesto fendlico o un estrés fisioldgico impuesto directamente
por calor, frio, sal o elementos toxicos o indirectamente a través de la accion de un agente patégeno o enfermedad
tal como un virus. Una célula de planta que contiene un promotor inducible puede ser expuesta a un inductor
mediante la aplicacion externamente del inductor a la célula o planta tal como por pulverizacion, riego, calentamiento
0 métodos similares. Ejemplos de promotores inducibles incluyen los promotores de plantas tales como: el promotor
plastocianina de la alfalfa (véase, por ejemplo WO01/025455), que es regulada ligeramente; el promotor nitrito
reductasa de la alfalfa (NiR; véase por ejemplo el documento WO01/025454, que puede ser inducido por la
fertilizacion con nitratos (3); y el promotor dehidrina de la alfalfa (Solicitud de EE.UU. numero de serie 60/757,486),
que es inducido por tensiones ambientales tales como el frio.

Un promotor constitutivo dirige la expresion de un gen a través de las diversas partes de una planta y continuamente
durante todo el desarrollo de la planta. Cualquier promotor constitutivo apropiado puede ser usado para conducir la
expresion de rHA dentro de una célula transformada, o todos los 6rganos o tejidos, o ambos, de un organismo
huésped. Ejemplos de promotores constitutivos conocidos incluyen aquellos asociados con el transcrito CaMV 35S.
(Odell et al., 1985, Nature, 313: 810-812), gen de la actina 1 de arroz (Zhang et al, 1991, Plant Cell, 3: 1155-1165) y
genes triosafosfato isomerasa 1 (Xu et al, 1994, Plant Physiol. 106: 459-467), gen de ubiquitina 1 de maiz (Cornejo

8



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 545607 T3

et al, 1993, Plant Mol Biol. 29: 637-646), genes ubiquitina 1 y 6 de Arabidopsis (Holtorf et al, 1995, Plant Mol. Biol.
29: 637-646), y el gen 4A del factor de iniciacion de traduccion de tabaco (Mandel et al, 1995 Plant Mol. Biol. 29:
995-1004).

El término "constitutivo" como se usa en el presente documento no indica necesariamente que un gen se expresa en
el mismo nivel en todos los tipos de células, pero que el gen se expresa en una amplia gama de tipos de células,
aunque a menudo se observa alguna variacién en la abundancia.

La construccion del gen quimérico de la presente invencion puede comprender ademas una region no traducida 3'.
Una regién no traducida 3' se refiere a aquella porcién de un gen que comprende un segmento de ADN que contiene
una sefal de poliadenilacion y cualquier otra sefial reguladora capaz de efectuar el procesamiento de ARNm o la
expresion génica. La sefial de poliadenilacion se caracteriza normalmente efectuando la adicion de pistas del acido
poliadenilico hasta el extremo 3Y del precursor de ARNm. Las sefales de poliadenilacién se reconocen
comunmente por la presencia de homologia a la forma canénica 5 'AATAAA-3' aunque las variaciones no son
infrecuentes.

Ejemplos de regiones 3' apropiadas son las regiones 3' transcritas no traducidas, que contienen una sefial de
poliadenilacion del tumor de Agrobacterium que induce los genes del plasmido (Ti), tales como la nopalina sintasa
(gen Nos) y genes de plantas tales como los genes de la proteina de almacenamiento de soja y la subunidad
pequefia del gen, ribulosa-1,5-bifosfato carboxilasa (ssRUBISCO). Por lo tanto, la region no traducida 3' del gen
estructural de la presente construccidon se puede utilizar para construir genes quiméricos para la expresion en
plantas. Otros ejemplos de regiones 3' apropiadas son terminadoras, que pueden incluir, pero no se limitan a la
region 3' no codificante de la secuencia de los genes de la plastocianina o la nitrito reductasa o dehidrina de alfalfa.

La construccion del gen quimérico de la presente invencién también puede incluir ademas potenciadores, ya sea
potenciadores de la traduccion o de la transcripcion, que puedan ser necesarios. Estas regiones potenciadoras son
bien conocidas por las personas expertas en la técnica, y pueden incluir el codén de iniciaciéon ATG y las secuencias
adyacentes. El codén de iniciacién debe estar en fase con el marco de lectura de la secuencia codificadora para
asegurar la traduccién de toda la secuencia. Las sefiales de control de traduccion y los codones de iniciacion
pueden ser de una variedad de origenes, tanto naturales como sintéticos. Las regiones de iniciacion de la traduccion
se pueden proporcionar de la fuente de la regién de iniciacion transcripcional, o a partir del gen estructural. La
secuencia también se puede derivar del elemento regulador seleccionado para expresar el gen, y se puede modificar
especificamente para aumentar la traduccion del ARNm.

También se consideran parte de esta invencioén las plantas, partes o tejidos de plantas, células de plantas, arboles,
partes de arboles, las células de arboles, células de levaduras, bacterias, hongos, insectos y animales que contienen
la construccion de gen quimérico que comprende un acido nucleico que codifica rHA, de acuerdo con la presente
invencién. Sin embargo, se debe entender que los elementos reguladores de la presente invencion también se
pueden combinar con la region codificante de interés para la expresion dentro de un rango de organismos huésped
que son susceptibles de transformacion. Tales organismos huésped incluyen:

- las plantas, tanto monocotiledoneas como dicotiledoneas, por ejemplo, maiz, plantas de cereales, trigo, cebada,
avena, tabaco, Brassica, soja, alubias, guisantes, alfalfa, patata, tomate, ginseng, Arabidopsis; una parte o tejido de
estas plantas, por ejemplo, hojas, raices, tallos, meristemas, estructura floral, las células de estas plantas y

- células de levaduras, hongos, insectos, bacterias y animales.

Los métodos para la transformacion y regeneracion de estos organismos se establecen en la técnica y son
conocidos por un experto en la técnica y el método de obtencién de plantas transformadas y regeneradas no es
critico para esta invencion.

Por "transformacion" se entiende la transferencia interespecifica de informacién genética (secuencia de nucle6tidos)
que se manifiesta genotipicamente, fenotipicamente, o ambos. La transferencia interespecifica de la informacién
genética de una construccion quimérica con un huésped puede ser hereditaria y la transferencia de informacion
genética considerada estable, o la transferencia pueden ser transitoria y la transferencia de informacion genética no
es heredable.

Los métodos de regeneracidn de plantas enteras a partir de células de plantas también son conocidos en la técnica.
En general, las células de plantas transformadas se cultivan en un medio apropiado, que puede contener agentes
selectivos tales como antibioticos, donde se usan marcadores seleccionables para facilitar la identificacion de células
de plantas transformadas. Una vez que los callos se forman, la formaciéon de brotes se puede fomentar mediante el
empleo de las hormonas vegetales apropiadas de conformidad con los procedimientos conocidos y los brotes se
transfieren al medio de enraizamiento para la regeneracion de las plantas. A continuacion, las plantas se pueden
utilizar para establecer generaciones repetitivas, ya sea a partir de semillas o utilizando técnicas de propagacion
vegetativa.
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Las construcciones de la presente invencién se pueden introducir en células de plantas usando plasmidos Ti,
plasmidos Ri, vectores de virus de plantas, transformacion directa de ADN, microinyeccion, electroporacion, etc.
Para revisiones de tales técnicas ver por ejemplo Weissbach and Weissbach, Methods for Plant Molecular Biology,
Academy Press, New York VIII, pp. 421-463 (1988); Geierson and Corey, Plant Molecular Biology, 2d Ed. (1988);
and Miki and lyer, Fundamentals of Gene Transfer in Plants. In Plant Metabolism, 2d Ed. DT. Dennis, DH Turpin, DD
Lefebrve, DB Layzell (eds), Addison Wesly, Langmans Ltd. London, pp. 561-579 (1997). Otros métodos incluyen la
captacion directa de ADN, el uso de liposomas, electroporacién, por ejemplo utilizando protoplastos, microinyeccion,
microproyectiles o buscadores, y la infiltracion al vacio. Véase, por ejemplo, Bilang, et al. (Gene 100: 247-250
(1991), Scheid et al. (Mol. Gen. Genet. 228: 104-112, 1991), Guerche et al. (Plant Science 52: 111-116, 1987),
Neuhause et al. (Theor. Appl Genet. 75: 30-36, 1987), Klein et al., Nature 327: 70-73 (1987); Howell et al. (Science
208: 1265, 1980), Horsch et al. (Science 227: 1229-1231, 1985), DeBlock et al., Plant Physiology 91:694-701, 1989),
Methods for Plant Molecular Biology (Weissbach and Weissbach, eds., Academic Press Inc., 1988), Methods in Plant
Molecular Biology (Schuler and Zielinski, eds., Academic Press Inc., 1989), Liu and Lomonossoff (J Virol Meth,
105:343-348, 2002,), Patentes de los Estados Unidos. Nos. 4,945,050; 5,036,006; y 5,100,792, solicitudes de
patente de los Estados Unidos U.S. Ser. Nos. 08/438,666, presentada el 10 de mayo de 1995, y 07/951,715,
presentada el 25 de septiembre de 1992.

Como se describe a continuacion, los métodos de expresion transitoria pueden usarse para expresar las
construcciones de la presente invencion (véase Liu and Lomonossoff, 2002, Journal of Virological Methods, 105:343-
348. Alternativamente, se puede utilizar un método de expresioén transitoria basado en el vacio, como se describe
por Kapila et al., 1997. Estos métodos pueden incluir, por ejemplo, un método de Agro-inoculacién o Agro-infiltracion,
la infiltracién con jeringa, sin embargo, otros métodos transitorios también se pueden utilizar como se ha indicado
anteriormente. Con la Agro-inoculacion, Agro-infiltracion, o infiltracién con jeringa, una mezcla de Agrobacteria que
comprende el acido nucleico deseado entra en los espacios intercelulares de un tejido, por ejemplo las hojas, la
porcidén aérea de la planta (incluyendo el tronco, hojas y flores), otra porcién de la planta (tallo, raiz, flor), o toda la
planta. Después de atravesar la epidermis el Agrobacteria infecta y transfiere las copias de ADN-t en las células. El
ADN-t se transcribe episomalmente y el ARNm se traduce, conduciendo a la produccion de la proteina de interés en
las células infectadas, sin embargo, el paso del ADN-t dentro del nucleo es transitorio.

Para ayudar en la identificacién de células de plantas transformadas, las construcciones de la presente invencion se
pueden manipular adicionalmente para incluir marcadores seleccionables de plantas. Los marcadores
seleccionables utiles incluyen enzimas que proporcionan resistencia a un antibidtico tal como gentamicina,
higromicina, kanamicina, y similares. Del mismo modo, las enzimas que proporcionan la produccién de un
compuesto identificable por cambio de color, tales como GUS (B-glucuronidasa), o luminiscencia, tal como luciferasa
son utiles.

Cuando las secuencias especificas se denominan en la presente invenciéon, se entiende que estas secuencias
incluyen dentro de su alcance, secuencias que son "sustancialmente homoélogas" a las secuencias especificas, o
secuencias o un complemento de las secuencias se hibridan con una o mas de una secuencia de nucleétidos tal
como se define en el presente documento en condiciones de hibridacion rigurosas. Las secuencias son
"sustancialmente homologas" cuando al menos aproximadamente 70%, o mas preferiblemente 75% de los
nucleotidos coinciden en una longitud definida de la secuencia de nucleé6tidos siempre que dichas secuencias
homélogas muestren uno o mas de un elemento regulador de la actividad como se revela en este documento.

Tal similitud de secuencia se puede determinar mediante un programa de comparacion de secuencias de
nucleétidos, tal como la prevista en DNASIS (utilizando, por ejemplo, los siguientes parametros: penalizacion de
GAP 5, # de primeras diagonales 5, penalizacién de GAP fijo 10, k-tupla 2, hueco flotante 10, y tamafio de la
ventana 5). Sin embargo, otros métodos de alineacién de secuencias para comparacion son bien conocidos en la
técnica, por ejemplo los algoritmos de Smith & Waterman (1981, Adv. Appl. Math. 2:482), Needleman & Wunsch (J.
Mol. Biol. 48:443, 1970), Pearson & Lipman (1988, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:2444), y mediante
implementaciones computarizadas de estos algoritmos (GAP, BESTFIT, FASTA y BLAST, disponibles a través de
los NIH.), o mediante alineamiento manual e inspeccion visual (véase, por ejemplo, Current Protocols in Molecular
Biology, Ausubel et al., eds. 1995 supplement), o el uso de hibridacién Southern o Northern en condiciones rigurosas
(véase Maniatis et al., in Molecular Cloning (A Laboratory Manual), Cold Spring Harbor Laboratory, 1982).
Preferiblemente, las secuencias que son sustancialmente homélogas muestran al menos aproximadamente 80% y
mas preferiblemente al menos aproximadamente 90% de similitud de secuencia sobre una longitud definida de la
molécula.

Un ejemplo de una de tales condiciones de hibridaciéon rigurosas puede ser hibridaciéon durante la noche (de
aproximadamente 16-20 horas) en 4 X SSC a 65 °C, seguido de lavado en 0.1 X SSC a 65 °C, durante una hora, o0 2
lavados en 0.1 X SSC a 65 °C cada uno, durante 20 o 30 minutos. Alternativamente, una condicion de hibridaciéon
rigurosa de ejemplo podria ser durante la noche (16-20 horas) en 50% de formamida, 4 x SSC a 42 °C, seguido de
lavado en 0.1 X SSC a 65 °C, durante una hora, o 2 lavados en 0.1 X SSC a 65 °C cada uno, durante 20 o 30
minutos, o durante la noche (16-20 horas), o la hibridacién en solucion reguladora de fosfato acuoso Church (SDS al
7%; solucién reguladora NaPO4 0.5 M pH 7.2; EDTA 10 mM) a 65 °C, con 2 lavados, ya sea a 50 °C en 0.1 X SSC,

10



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2 545607 T3

0.1% de SDS durante 20 o 30 minutos cada uno, o 2 lavados a 65 °C en 2 X SSC, 0.1% de SDS durante 20 o 30
minutos cada uno, para secuencia Unica.

La rHA de la presente invencién se puede utilizar en conjunto con vacunas contra la gripe existentes, para
complementar las vacunas, hacerlas mas eficaces, y reducir las dosificaciones necesarias de administracion. Como
una persona experta en la técnica sabe, la vacuna puede ser dirigida contra uno o mas de un virus de la gripe.
Ejemplos de vacunas apropiadas incluyen las disponibles comercialmente de Sanofi-Pasteur, ID Biomedical, Merial,
Sinovac, Chiron, Roche, Medimmune, GlaxoSmithKline, y similares.

Ejemplo 1: Estrategia de rHA

La HA elegida para ejemplificar la presente invencion se obtuvo de la cepa de la gripe A/New Caledonia/20/99
(H1N1). La A/New Caledonia/20/99 HA, ha sido bien caracterizada y las herramientas de inmunodeteccién estan
disponibles comercialmente. A medida que las estructuras tridimensionales de todos las HA son bien conservadas,
la estrategia de expresion presente se puede aplicar directamente a cualquier otra HA.

La expresion de rHA fue dirigida al ER y la via secretora utilizando el péptido sefial del PDI de alfalfa (SEQ ID NO:
3). Este péptido sefal se fusiona directamente con la secuencia primaria terminal N de rHA madura (figura 4; SEQ
ID NO: 8). La escision tedrica del péptido sefial de rHA madura con el péptido sefial PDI se verifico utilizando el
servidor SignalP 3.0.

rHA puede ser retenida en el ER, mediante las sefiales de retencion SEKDEL (SEQ ID NO: 4) o HDEL (SEQ ID NO:
5), ambas fusionadas al extremo del terminal C de la secuencia de la proteina rHA.

Cuando se utiliz6 el péptido GCN4-pll como el dominio de oligomerizacién, se fusioné directamente al terminal C del
ultimo residuo Tyr del HAo. El residuo Met en la posicion 1 de GCN4-pll fue cambiado a un Leu, porque Leu es mas
inerte que Met y tiene el volumen de empaquetamiento similar en comparacion al Met original. Los aminoacidos Ser-
Ala-Ala se adicionaron en el terminal C de GCN4-pll.

Cuando se utiliz6 el PRD de gamma-y-zeina de maiz, un péptido con 8 repeticiones de la PPPVHL (SEQ ID NO: 2)
se fusiond a HA, para reemplazar el dominio transmembrana de HA. Los 4 primeros residuos de prolina también se
incluyeron en la fusion. Se excluy6 la cisteina del terminal C. Para acomodar la fusién de una hélice de poliprolina al
terminal C de HA, el péptido Gly-Gly-Ala-Gly (SEQ ID NO: 3) se adicion6 al terminal N del PRD. El péptido Ser-Ala-
Ala se adicion6 al terminal C del PRD.

En total, 8 diferentes construcciones de genes de rHA estaban dispuestas para probar su expresion in planta:
1. La rHA de longitud completa, incluyendo el dominio de transmembrana, con el péptido sefial PDI (SEQ ID NO: 9);

2. El dominio transmembrana y la cola citoplasmatica fueron retirados de la rHA del punto 1 y se reemplazaron por la
sefial de retencion SEKDEL (SEQ ID NO: 10);

3. El dominio transmembrana y la cola citoplasmatica fueron retirados de la rHA del punto 1 y se reemplazaron por la
sefial de retencion HDEL (SEQ ID NO: 11);

4. El dominio transmembrana y la cola citoplasmatica fueron retirados de la rHA del punto 1 (SEQ ID NO: 12);

5. El dominio transmembrana y las colas citoplasmaticas fueron retirados de la rHA del punto 1 y se reemplazaron
por el GCN4-pll (SEQ ID NO: 13);

6. El dominio transmembrana y las colas citoplasmaticas fueron retirados de la rHA del punto 1 y se reemplazaron
por el GCN4-pll, con la sefial de retencién de SEKDEL en el terminal C (SEQ ID NO: 14);

7. El dominio transmembrana y las colas citoplasmaticas fueron retirados de la rHA del punto 1 y se reemplazaron
por el dominio PRD (SEQ ID NO: 15); y

8. El dominio transmembrana y las colas citoplasmaticas fueron retirados de la rHA del punto 1 y se reemplazaron
por el dominio PRD, con la sefial de retencién de SEKDEL en el terminal C (SEQ ID NO: 16).

Ejemplo 2: sintesis de genes

Se sintetizaron las ocho diferentes construcciones génicas descritas en el Ejemplo 1. La secuencia de nucleétidos
de tipo salvaje de HA de la cepa de la gripe A/New Caledonia/20/99 solamente se modifico para insertar o eliminar
sitios de restriccion para facilitar las etapas de clonacién. Estas modificaciones menores en la secuencia del gen no
cambiaron la secuencia de aminoacidos resultante de la proteina. El gen HAo fue sintetizado con un sitio de
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restriccion Apal en el extremo 5', en fase con el ATG del péptido sefal PDI. Los otros 7 genes tienen un sitio de
restriccion Kpnl en su extremo 5'. Cada gen termina en el extremo 3' con un codén de parada (TAA), seguido de un
sitio de restriccion Sacl y Stul. De acuerdo con la estrategia de clonacion disefiada, los siguientes sitios de
restriccion fueron disefiados para ser unicos en el plasmido final: Apal, BstZ17 I, Sac I, Kpn |, Bgl I, and Stu I. Los
diferentes fragmentos de genes se sintetizaron en The Plant Biotechnology Institute y se entregaron clonados en
pUC18. La informacion de la secuencia de nucleottidos seleccionada se da en la figura 6 (SEQ ID NOs: 17-24).

Ejemplo 3: ensamblaje genético de vectores que expresan las fusiones de rHA

Las diversas construcciones de ADN fueron ensambladas utilizando técnicas de ADN recombinante conocidas
(Sambrook et al (1989) Molecular cloning: A laboratory Manual, Sec Ed. Cold Spring Harbor Laboratory press, Cold
Spring Harbor, NY). La cepa DH50 de E. coli utilizada tiene un huésped para la amplificaciéon de los vectores
binarios, a menos que se especifique lo contrario. El fragmento del gen HA, se ligé directamente en el casete
plastocianina (ya que contiene el péptido sefal pdi) utilizando los sitios de restriccion bg/ll y Sacl, o fue co-ligado con
el otros 7 extremos del terminal C, utilizando los sitios de restricciéon Kpnl, bg/ll y Sacl. En cada caso, el gen se
insertd en un casete de expresion plastocianina contenida en el ADN de transferencia (ADN-t) de unos vectores
binarios. El ADN-t es la parte del vector binario que se integra en el genoma (desde el borde derecho al izquierdo)
de la célula de la planta huésped tras la transformacion. Los vectores binarios utilizados en este ejemplo se
obtuvieron a partir del pladsmido comercial pPCAMBIA 2300 (Cambia, Canberra, Au) y contenian, de las secuencias
del borde derecho al izquierdo del ADN-t, los siguientes elementos:

- varios casetes de expresion de propiedad (promotor y terminador), disponible en Medicago, donde se insertan los
genes de rHA;

- un sitio de clonacion multiple para facilitar la clonacion; y

- el gen que codifica la neomicina fosfotransferasa Il (nptll), un marcador seleccionable que confiere resistencia a la
kanamicina, bajo el control de un promotor de nopalina sintasa (NOS) y un terminador (35S) del virus del mosaico
de la coliflor 35S.

Cada clon se sometio a secuenciacion del ADN para verificar la secuencia de nucleétidos de los clones. Las
variaciones de nucleotidos fueron toleradas en la secuencia del gen de la rHA, siempre que la secuencia de
aminoacidos resultante no obstante codifique la misma secuencia de proteina exacta (SEQ ID NOs: 9-16). Las 8
construcciones de ADN diferentes se enumeran en la Tabla 1, y un ejemplo de ADN-t de la rHA resultante se
muestra esquematicamente en la figura 7.

Tabla 1: Construcciones de ADN para rHA

No. Estrategia de focalizacion Objetivo sub-celular | sefal de retencion en el ER | SEC ID NO:
540 | transmembrana completa secretada Apoplasto 9
541 retenido en ER ER SEKDEL 10
542 retenido en ER ER HDEL 11
543 Soluble, secretado Apoplasto 12
544 GCN4 trimérico soluble Apoplasto 13
545 GCN4 trimérico soluble ER SEKDEL 14
546 PRD trimérico soluble Apoplasto 15
547 PRD trimérico soluble ER SEKDEL 16

ElI ADN aislado de clones apropiados de E. coli finalmente fue insertado en Agrobacterium tumefaciens Agl1 u otras
cepas. La lista de los clones de Agrobacterium que contienen los diversos ADN-t utilizados en la presente invencién
aparece en la Tabla 1. En la preparaciéon de experimentos de expresién transitoria de las plantas, el ADN plasmidico
se aislé a partir de clones de Agrobacterium y se sometié6 a mapeo de digestion de restriccion para asegurar la
integridad del ADN

Ejemplo 3: Expresion transitoria de rHA en el tabaco
12
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Crecimiento de Agrobacterium. Los clones de Agrobacterium que contienen un vector binario que lleva
construcciones de ADN de rHA (Tabla 1) se cultivaron durante 24 horas a 28 °C en 2 ml de YEB o medio LB que
contiene 25 y 50 ug/mL de carbenicilina y kanamicina, respectivamente. 10 ul de estos cultivos se usaron como
in6culo de partida para generar cultivos de 25 ml de medio de inducciéon de YEB (medio YEB, acido 2-(N-morfolino)
etanosulfénico (MES) 10 mM, pH ajustado a 5.6, 25 mg/l de carbenicilina, 50 mg/l de kanamicina, acetosiringona 20
uM). Esto ultimo se cultivé en incubadora de agitador rotatorio (220 rpm) a 28 °C, durante 18 horas o hasta que se
alcanzé una densidad 6ptica a 600 nm (DO600) de 0.8 a 1.

Crecimiento de tabaco no-transgénico. Las plantas Nicotiana benthamiana y Nicotiana tabacum se cultivaron a partir
de semillas en un sustrato a base de turba (Agromix) en un invernadero. Las plantulas se plantaron inicialmente en
un vivero y posteriormente fueron trasplantadas a macetas. Las plantas se regaron dos veces al dia y recibir 180
ppm de nitrégeno en cada aplicacion. Las condiciones de invernadero se mantuvieron a 25 °C, durante el dia y 21
°C durante la noche, bajo un régimen de fotoperiodo de dia largo (ciclos de 16 h luz/8 h oscuridad), con un rayo
artificial de 20 vatios m-2 a nivel de planta.

Expresion transitoria de rHA tobacco. El cultivo de Agrobacterium preparado como se describe anteriormente se
centrifugd 8 min a 10 000 g, se resuspendio en el mismo volumen de medio de inoculacién (MgCl, 10 mM, MES 10
mM, ajustado a pH 5.6, y suplementado con acetosiringona 100 mM) y se mantuvo a temperatura ambiente (RT, 23
°C), durante 1 h antes de la inoculacién. Alternativamente, la suspension se puede mantener a 4 °C, durante 24
horas antes de la inoculacion. La transformacion transitoria de N. benthamiana y N. tabacum se realizd
esencialmente como se describe en Liu and Lomonossoff (2002, Journal of Virological Methods, 105:343-348), con
las siguientes modificaciones. Para la expresion de rHA, se inocul6 una mezcla de dos cepas de Agrobacteria. La
primera cepa contenia uno de los clones descritos en la Tabla 1 y la segunda cepa contenia el supresor de HCPro
de silenciamiento del virus de la patata y bajo el control del promotor 35S. Después de la inoculacion, las plantas se
incubaron en un invernadero. La temperatura se mantuvo a un minimo de 23 °C, durante el dia y 21 °C, durante la
noche. Las plantas se regaron dos veces al dia y recibieron 180 ppm de nitrégeno en cada aplicacion. La cosecha
de la biomasa se llevo a cabo después de 4-8 dias.

Ejemplo 5: Demostracion de la expresion de rHA en hojas de tabaco

Preparacion de extractos de proteinas solubles a partir de hojas inoculadas. Se analizaron las hojas directamente
después de la cosecha o después de la congelacion de la biomasa a -80 °C. Una biomasa vegetal de hojas Agro-
inoculadas de ~ 0,1 g fue ponderada y utilizada para el analisis de la expresioén transitoria de rHA.

Uno de los dos métodos de extraccion se utilizd para generar un extracto de proteina total: moliendo el tejido vegetal
con un mortero y una mano de mortero, o pulverizando en un MixerMill300 (MM300) de Retsch. 0.1 g de la biomasa
de la planta se transfiri6 a un mortero limpio y pre-enfriado. Se adicionaron 0.3 ml de solucion reguladora de
extraccion en frio (Tris 50 mM, pH 7.4 que contiene NaCl 150 mM, 0.1% de Triton X-100, y 5% de glicerol), asi como
PMSF y quimostatina a concentraciones finales de 1 mM y 10 uM, respectivamente. Las hojas se molieron con un
mortero hasta obtener una preparacién homogénea. A continuacion, el extracto de la planta se transfiri6 a un
microtubo de 1.5 ml y se centrifugé a 20,000 g, durante 20 min a 4 °C. Alternativamente, 0.1 g de tejido de la planta
con 0.3 ml de solucion reguladora de extraccion se introdujo en un microtubo 1.5 no estéril. Una cuenta de tungsteno
se adicion6 a cada tubo. La caja fue sometida a un ciclo de agitacion de 3 min a 30 Hz. El ciclo se repitiod 2 veces.
Los extractos de plantas se centrifugaron a continuacion como se describié anteriormente.

Después de la centrifugacion, el sobrenadante se transfirié a un microtubo limpio y se mantuvo en hielo. Finalmente,
se midi6 el contenido de proteina total de los extractos de proteinas individuales por el método de Bradford utilizando
BSA como la proteina de referencia.

Inmunodeteccion de rHA expresada transitoriamente en el material de la hoja de tabaco. Los extractos de proteina
de hoja de tabaco Agro-inoculada, se prepararon como se describe anteriormente. Los siguientes 3 controles
también se prepararon: 1) 1 ng de rHA pura (rHA recombinante producida por células CHO, Protein Sciences
Corporation, Catalog # 3006) a la cual se le adiciond 1 ug de BSA (Pierce), 2) 2-10 pug de extracto de proteina de
tabaco obtenido de una biomasa Agro-inoculada con agrobacterias transformadas con un plasmido pCAMBIA vacio,
y 3) 1 ng de rHA pura se sembr6 a 2-10 ug del extracto de proteina de la muestra # 2.

Por lo general, 2-10 ug del extracto de proteina de cada biomasa (transformada con una de las 8 construcciones de
ADN diferentes, véase la Tabla 1) se cargé en SDS-PAGE para el andlisis Western blot. Las muestras se hirvieron,
durante 5 min a 100 °C, antes de cargarlas en la SDS-PAGE desnaturalizada (concentracion 6% de acrilamida;
separacion 10% de acrilamida, soluciéon reguladora Tris-glicina) como se ha descrito esencialmente por Thomas
(1975, Proc. Nat. Acad. Sci. USA, 72:2626-2630). La electroforesis se realizé a 110 voltios durante 90 min utilizando
un aparato Mini Protean Ill (BioRad). A continuacion, las proteinas separadas se transfirieron sobre una membrana
de PVDF en un Tris 25mM, Glicina 192 mM, metanol al 10% (v/v) solucién reguladora pH 8.3 a 100 V durante 30
min o 60 min, cuando se utiliza un Criterion equipo de transferencia o una Mini-trans blot Unit (BioRad),
respectivamente.
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La inmunodeteccién de rHA se logré con los siguientes anticuerpos. Un anticuerpo monoclonal de raton para el virus
de gripe A (Fitzgerald Industries International Inc. Catalog # 10- 150) se utilizé6 como el anticuerpo primario a 1/1,000.
El anticuerpo secundario fue una peroxidasa conjugada de IgG anti-ratébn de cabra (H + L) (Jackson
ImmunoResearch #111-035-146) utilizada a 1/10,000. La actividad de peroxidasa se detect6 utilizando sustrato
Immobilon Western Chemiluminescent HRP (Millipore, catalogo # WBRL50100) o sustrato de transferencia
quimioluminiscente BM (POD) (Roche, catalogo # 11500 694 001).

El método de inmunodeteccion se optimizé para obtener una sefial especifica contra cada rHA, sin reactividad
cruzada con proteinas de plantas endoégenas. El limite de deteccion fue bajo; lo que permitié la deteccion de las
proteinas expresadas en niveles tan bajos como > 0.004% (1 ng en 25 pg de extracto) de las proteinas solubles
totales (TSP).

Como se muestra en la figura 8, se expres6 rHA en cada condicién probada y en ambas especies de tabaco. El uso
de condiciones no reductoras permitié la deteccion de las diferentes formas oligoméricas de hemaglutinina:
monoémeros, dimeros y trimeros. Con la disminucion de cantidades de proteina cargada en el gel, como se
ejemplifica en la figura 9, se resuelven las formas oligoméricas de rHA. Estas ultimas son las mismas para cada
construccion probada y en ambas especies de tabaco: las sefiales de inmunodeteccion se observan en el nivel del
trimero y del monémero. También se observa una tercera banda inmunorreactiva, que migra entre el peso molecular
esperado del dimero y el del trimero.

La sustitucién del dominio de transmembrana por los diferentes péptidos helicoidales en espiral triméricas permitié la
expresion de rHA con los niveles de expresién iguales o mayores que la forma transmembrana de rHA. Esto es
especialmente cierto para la fusion con GCN4-pll. La fusién de rHA con el PRD permite la expresion en los niveles
mas bajos en comparacion con la fusion GCN4-pll. Los niveles de expresion de la fusion GCN4-pll-rHA es de, al
menos, 0.01% de TSP (> 1 ng de rHA en 10 mg de TSP). La acumulacion de fusiones de rHA parece més alta en N.
benthamiana en comparacion con N. tabacum. Finalmente, la retencién de rHA en el ER, para cada construccion
probada, aumentan significativamente los niveles de expresion de rHA. Esta tendencia se ha observado para
muchas otras proteinas. El espacio subcelular del ER, generalmente se reconoce por su baja actividad proteolitica
en comparaciéon con otros compartimentos, tales como el apoplasto, o que resulta en una mayor acumulacion de
proteinas recombinantes.

Los mismos extractos de proteinas se analizaron en condiciones reductoras y se inmunodetectaron como se
describié anteriormente para investigar si la cadena de HA( es proteolisada en la forma de dos cadenas de rHA, i.e.,
HA1 y HA2. Los pesos moleculares esperados de los ultimos son 47 y 28 kDa, respectivamente. Se muestra en la
figura 10 que el HAo no se convierte facilmente en una forma de dos cadenas. Vale la pena notar que la protedlisis o
recorte de rHA parece ser mayor en los extractos de N. tabacum.

Ejemplo 6: Demostracion de ensamblaje trimérico de rHA

Prueba de hemaglutinacién. El ensayo de hemaglutinacién se realizé esencialmente como se describe por Nayak et
al. (2004, J. Virol Methods, 122:9-15), con las siguientes modificaciones. Los extractos se prepararon mediante
homogeneizacion de tejido en Tris 50 mM pH 7.4, NaCl 150 mM, 0.1% de Triton X-100, y que contiene PMSV 1 mM
y quimostatina 10 uM como inhibidores de proteasa. Las fracciones solubles se diluyeron a 0.2 mg/ml en PBS. Las
diluciones dobles seriadas de las muestras (100 pl) se realizaron en microplacas de 96 pozos de fondo redondo que
contienen 100 pL de PBS. Se adicionaron a cada pocillo 100 pl de globulos rojos de pollo (2x10’rbe/ml) (Innovative
Research, South Field, MI, USA). A continuacion, la placa se incubé de 60-120 min a temperatura ambiente. El
ensayo incluye los siguientes controles positivos: rHA de PSC, varié de 1 ug a 7.8 pg, se diluyd en PBS o se
enriquecio en extracto no transformado. También se realizd un control negativo utilizando extracto no transformado.

El ensayo de hemaglutinacion se utilizé para demostrar el ensamblaje trimérico de rHA fusionada a los péptidos en
espiral enrollados: Esa prueba, aunque muy simple, se utiliza de forma rutinaria para cuantificar el titulo de gripe. El
principio del ensayo es: la bobina libre de glébulos rojos rodara en el fondo del pozo del ELISA, formando una pila
celular de los glébulos rojos que se pueden detectar facilmente. Si se produce la hemaglutinacién, los glébulos
sanguineos formaran una matriz por lo que el glébulo sanguineo no puede rodar en el fondo del pozo del ELISA y
ningun punto puede ser visto. La figura 11 muestra que la hemaglutinacion de glébulos rojos de pollo se puede
realizar directamente en rHA expresada en un extracto de planta. Mas sobre la hemaglutinacion puede ocurrir con
un extracto de planta que expresa la rHA fusionada a GCN4-pll. Dado que el monémero rHA es incapaz de
someterse a la hemaglutinacién de glébulos rojos, en este resultado en ultima instancia demuestra que la rHA
quimérica se ensambla a si mismo como un trimero en la planta.

La Tabla 2 resume las secuencias que figuran en la presente solicitud.

Tabla 2: Descripcion de la Secuencia de identificadores de secuencia.
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SEQ Descripcion de la Secuencia

ID NO:

1 Secuencia de aminoacidos del péptido GCN4-pll

2 Repeticion del péptido del péptido PRD de gamma-y-zeina de maiz

3 Enlazador del tetrapéptido

4 Senial de retencion en ER SEKDEL

5 Senfal de retencion en ER HDEL

6 Secuencia de aminoacido del péptido sefial PDI de |a alfalfa

7 Secuencia de nucleétidos del péptido sefial PDI de la alfalfa

8 Secuencia de aminoacidos de HA madura

9 rHA de longitud completa, incluyendo el dominio transmembrana, con el péptido sefal de HA sustituido por
el péptido sefial PDI

10 SEQ ID NO: 9, con el dominio transmembrana y la cola citoplasmica, reemplazados por la sefal de
retencion SEKDEL

11 SEQ ID NO: 9, con el dominio transmembrana y la cola citoplasmica, reemplazados por la sefal de
retencion HDEL;

12 SEQ ID NO: 9, sin el dominio transmembrana y la cola citoplasmica

13 SIIIEQ ID NO: 9, con el dominio transmembrana y la cola citoplasmica, reemplazados por el péptido GCN4-
p

14 SEQ ID NO: 13, con la sefial de retencion SEKDEL en el terminal C

15 SEQ ID NO: 9, con el dominio transmembrana y la cola citoplasmica, reemplazados por el dominio PRD

16 SEQ ID NO: 15, con la sefial de retencion SEKDEL, en el terminal C

17 la secuencia de nucledétidos del fragmento del gen HA

18 la secuencia de nucleétidos del dominio transmembrana y el fragmento del gen de la cola citoplasmica

19 la secuencia de nucledétidos del fragmento del gen SEKDEL retenido en ER.

20 la secuencia de nucleétidos del fragmento del gen HDEL retenido en ER

21 la secuencia de nucleétidos del fragmento del gen GCN4-pli

22 la secuencia de nucledtidos del fragmento del gen GCN4-pll retenido en ER

23 la secuencia de nucleétidos del fragmento del gen PRD

24 la secuencia de nucledtidos del fragmento del gen PRD retenido en ER

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Medicago Inc. COUTURE, Manon VEZINA, Louis-Philippe DARGIS, Michele LANDRY, Nathalie

<120> ANTIGENOS DE LA GRIPE RECOMBINANTES SOLUBLES

<130> V81901WO
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10

15

20

25

ES 2 545607 T3

<150> 61/078,963

<151> 2008-07-08

<160> 24

<170> PatentIn version 3.4
<210> 1

<211> 34

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia de aminoacidos del péptido GCN4-pll

<400> 1
Leu Lys Gln Ile Glu Asp Lys Ile Glu Glu Ile Leu Ser Lys Ile Tyr
1 5 10
His Ile Glu Asn Glu Ile Ala Arg Ile Lys Lys Leu Ile Gly Glu Ser
20 25 30
4la Ala
<210> 2
<211>6
<212> PRT
<213> Artificial
<220>

<223> Repeticiones del péptido PPPVHL

<400> 2

Pro Pro Pro Val His Leu
1 5

<210> 3

<211>4

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Enlazador tetrapéptido

<400> 3
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ES 2 545607 T3

Gly Gly Ala Gly
1

<210> 4

<211>6

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> sefial de retencion SEKDEL

<400>4

Ser Glu Lys Asp Glu Leu
1 5

<210>5

<211>4

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> sefial de retencion HDEL
<400> 5

His Asp Glu Leu
1

<210>6

<211>24

<212> PRT

<213> Medicago sativa

<400> 6

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

Leu Val Pro Ser Gln Ile Phe Ala
20

<210>7
<211>72
<212> ADN

<213> Medicago sativa
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<400> 7
atggcogaaaa acgttgcogat ttteoggttta ttgttttete tteottcoctgtt ggttecttcet a0
cagatcttcg ct 12
<210> 8
<211> 565
<212> PRT
<213> Virus de la gripe

<400> 8
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Met

Ala

Val

Leu

Ala

685

Ban

val

Ala

Glu

Val

145

Tyr

Leu

Trp

His

Arg

225

Gly

Ile

Lau

Asp

Lys

AsSp

Asp

Leu

Pro

Fro

Glu

Asp

Arg

130

Thr

Arg

Sar

Gly

Thr

210

Phe

Arg

Fhe

Ser

Glu
230

Ala

Thr

Thr

5

Glu

Leu

Glu

Thr

TyE

115

Fhe

Gly

Asn

Lys

Val

195

Glu

Thr

Ile

Glu

Arg

275

Cys

Lys
Ile
20

Val
Asp
Gln
Cys
Fro
100
Glu
Glu
Val
Leu
Sar
180
His
Asn
Pro
Asn
Ala
260

Gly

Asp

Leu

Cys

Lew

Ser

Leu

Glu

85

Lsn

Glu

Ile

Sar

Leu

165

Tyr

His

Ala

Glu

Tyr

245

Asn

Phe

Ala

ES 2545607 T3

Leu
Ile
Glu
His
Gly
70

Leu
Pro
Leu
Fhe
Ala
150
Trp
Val
Pro
Tyr
Ile
230
Tyr
Gly

Gly

Lys

Val

Gly

Lys

Asn

Asn

Leu

Glu

Arg

Fro

135

Ser

Leu

Asn

Pro

Val

215

Ala

Trp

Asn

Ser

Cys
295

Leu

Tyr

hsn

40

Gly

Cys

Ile

hsn

Glu

120

Lys

Cys

Thr

Asn

Asn

200

Ser

Lys=

Thr

Leu

Gly

280

Gln

Leu

His

25

Val

Lys

Ser

Ser

Gly

105

Gln

Glu

Ser

Gly

Lys

185

Ile

Val

Arg

Leau

Ile

265

Ile

Thr

19

Cys

10

Ala

Thr

Leu

Val

Lys

a0

Thr

Leu

Ser

His

Lys

170

Glu

Gly

Val

Pro

Leu

Thr

Azn

Val

Cys

Ala

75

Glu

Cys

Ser

Ser

hsn

155

Asn

Lys

Asn

Ser

Ly=

235

Glu

250

Ala

Ile

Fro

Pro

Thr

Gln

Fhe

asn

Thr

Leau

Gly

Ser

Tyr

Ser

Trp

140

Gly

Gly

Glu

Gln

Ser

220

Val

Fro

Trp

Ser

Gly
300

Thr

Ser

Hi=

45

Leau

Trp

Trp

Pro

Val

125

Fro

Lys

Leu

Val

Arg

205

His

Arg

Gly

Tyr

A=n

285

hRla

Ala
Thr
30

Ser
Lys
Ile
Ser
Gly
110
Ser
Asn
Ser
Tyr
Lau
190
Ala
Tyr
Asp
Bsp
Ala
270

Aala

Ile

Thr

13

Asp

Val

Gly

Leu

Tyr

95

Tyr

Ser

His

Sar

Pro

175

Val

Leu

Ser

Gln

Thr

255

Phe

Pro

Aan

Tyr

Thr

Asn

Ile

Gly

a0

Ile

Fhe

FPhe

Thr

Phe

160

Asn

Leu

TYr

Arg

Glu

240

Ile

Ala

Mat

Ser



<210>9
<211> 572
<212> PRT
<213> Attificial

<220>

Ser

305

Lys

Ile

Ile

His

Gln

385

Lys

Glu

hsp

Arg

Val

465

Fhe

Asn

Arg

Ser
545

Cys

Leu

Tyr

Fro

Glu

Gln

30

Asn

Met

Arg

Ile

Thr

450

Lys

Glu

Gly

Glu

Leu

530

Leu

Arg

Pro

Val

Ser

Gly

355

Asn

Bsn

arg

Trp

435

Leu

Ser

Fhe

Thr

Lys

515

Bla

Gly

Ile

Fhe

Arg

Ile

340

Gly

Glu

Ile

Thr

Mat

4240

Thr

Asp

Gln

Tyr

Tyr

500

Ile

Ile

Rla

Cys

Gln

Ser
325

Gln

Trp

Gln

Asn

Gln

405

Glu

Tyr

Fhe

Lz

Asp

Tyr

Ile

Ile
565

ES 2545607 T3

Asn

10

Ala

Ser

Thr

Gly

Gly

390

Fhe

Asn

Asn

His

Lys

470

Lys

Gly

Ser

Ser
550

Val

Lys

Arg

Gly

Ser

375

Ile

Thr

Lan

Ala

Asp

455

Asn

Cys

Fro

Val

Thr

535

Fhe

His

Leu

Gly

Met

360

Gly

Thr

Ala

Azn

Glu

440

AEn

Asn

Lys

Lys

520

Val

Trp

Pro

Arg

Leu

345

val

Tyr

Asn

Val

Lys

425

Leu

Amn

Ala

Asn

Tyr

505

Lau

Ala

Met

Val

Met

330

Fhe

hsp

Ala

Lys

Gly

410

Lys

Leu

Val

Lys

Glu

430

Ser

Glu

Ser

Cys

Thr

315

Val

Gly

Gly

Ala

Val

385

Lys

Val

Val

Lys

Glu

475

Cys

Glu

Ser

Ser

Ser
555

Ile

Thr

Ala

Trp

Asp

|0

A=n

Glu

ReEp

Leu

hAsn

160

Ile

Met

Leu
540

nsn

Gly G

Gly

Ile

Tyr

365

Gln

Ser

Fhea

asp

Leu

445

Leu

Gly

Glu

Ser

Gly

525

Val

Gly

Leu

Ala

350

Gly

Lys

Val

Asn

Gly

430

Glu

Tyr

Asn

Eer

Lys

310

Val

Ser

Cys

Arg

335

Gly

Tyr

Ser

Ile

Lys

415

Fhe

Asn

Elu

Gly

Val

4935

Lau

Tyr

Leu

Leu

Pro
320

h=n

Phe

His

Thr

Glu

400

Leu

L

Glu

Lys

Cys

480

Lys

Asn

Gln

Val

Gln
560

<223> rHA de longitud total con péptido sefial PDI y dominio transmembrana y cola citoplasmatica

<400>9
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Met

Leu

Ala

Thr

Leu

65

Val

Lya

Thr

Leu

Ser

1495

His

Lys

Elu

Gly

Val

225

Pro

L2

Rla

Ile

Ala

Val

Asn

Val

50

Cys

Glu

Cys

Ser

130

Ser

Azn

hAsn

Lys

Asn

210

Ser

Lys

Pra

Thr
290

Lys
Pro
Asn

35

Thr

Ser
Tyr
115
Ser
Trp
Gly
Gly
Glu
14945
Glno

Ser

Val

Tep
275

Ser

Asn
Ser
20

Ser
His
Leu
Trp
Trp
100
Pro
Val
Fro
Lys
Leu
180

Val

Arg

Arg
Gly
20

Tyr

A=sn

Val

Gln

Thr

Ser

Lys

Ile

Ser

Gly

Ser

Asn

Ser

165

Tyr

Leu

Ala

Tyx

Asp

245

RAsp

Ala

Ala

ES 2545607 T3

Ala

Ile

Asp

Val

Tyr

Ser

His

150

Ser

Pra

Wal

Leu

Sex

230

Gln

Thr

Fhe

Fro

Ila

Fhe

Thr

AsSn

55

Ile

Gly

Ile

Fhe

Fhe

135

Thr

Phea

Asn

Tyr
215

Arg
Glu
Ile

Ala

Met
295

Phe
Ala
Vval
40

Leu
Ala
ASD
Val
ARla
120
Glu
Val
Tyr
Leu
Trp
200
His
Arg
Gly
Ile
L

280

h=p

Asp
25

Asp
Leu
Fra
Fro
Glu
105
Asp
Arg
Thr
Arg
Ser
185

Gly

Arg

Fhe
265

Ser

Glu

21

Leu

1a

Thr

Thr

Glu

Leu

Glu

Thr

Tyr

Fhe

Gly

Asn

170

Lys

Wal

Glu

Thr

Ile

250

Glu

Arg

Cys

Leu

Ile

Val

Asp

Gln

75

Cys

Fro

Glu

Glu

Val

158

Leu

Ser

His

hEn

Fro

235

Asn

Ala

Gly

Asp

FPhe

Cys

Leu

Ser

&0

Leu

Glu

Asn

Glu

Il=

140

Ser

Leu

Tyr

His

Ala T

220

Glu

Tyr

Asn

Fhe

Ala
300

Sar

Ile

Glu

45

His

Gly

L

Fro

Lau

125

Phe

Ala

Tep

Val

Fro

205

Ile

Tyr

Gly

Gly

285

Lys

Leu

Gly

30

Lys

Asn

Asn

Leu

Glu

110

BRrg

Fro

Ser

Leu

Asn

130

Fro

- Val

Ala
Trp
Asn
270

Ser

Cys

Lau

15

Tyr

Asn

Gly

Cys

Ile

Asn

Glu

Lys

Cys

The

175

Ban

Asn

Ser

Lys

Thr

255

Leu

Gly

Gln

Val

His=

Val

Lys

Ser

g0

Sar

Gly

Gln

Glua

Ser

160

Gly

Lys

Ile

Val

Arg
240

LB

Ile

Ile

Thr



<210> 10

<211> 540

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

Pro

05

Val

Met

FPhe

AsD

hla

385

Lys

Gly

Lys

Leu

Yal

465

Lys

Glu

Sar

Glu

Sear

545

Cys

Gln
Thr
Val
Gly
Gly
370
Ala
val
Liys
Val
Val
L =14
Lys
Glu
Cys
Glu
Sar
530

Sar

Ser

Gly
Ile
Thr
Ala

358

Trp

han
Glu
Asp
435
Len
REn
Ile
Met
Glu
515
Met

Leu

Asn

Ala
Gly
Gly
340
Ile
Tyr
Gln
Ser
Fhe
420
Asp
Leu
Leu
GLy
Glu
500
Ser
Gly

Val

Gly

Ile

Glu

325

Leu

Ala

Gly

Lys

Val

405

Asn

Gly

Glu

Tyr

Asn

485

Ser

Lys

Val

Leu

Ser
565

ES 2545607 T3

Asn

3lo

Cys

Arg

Gly

Tyr

Ser

350

Ile

Lys

Phe

As=n

Glua

470

Gly

Val

Leu

Tyrxr

Leu

550

Leu

Ser

Prao

Asn

Fhe

His

375

Thr

Glu

Leu

Leu

Glu

455

Ly=

Cys

Lys

Asn

Gln

535

Val

Gln

Sar Leu

Lys Tyr

Ile Pro
345

Ile Glu
3e0

His Gln

Gln Asn

Lys Met

Glu Arg
425

Azp Ile
440

Arg Thr

Val Lys

Phe Glu

Asn Gly
505

rg Glu
520

Leu

i
ot
@

T

Ser Leu

Cys Arg

Fro

Val

330

Ser

Gly

ASn

Ala

Asn

410

Arg

Trp

Leu

Ser

FPhe

450

The

Lys

Ala

Gly

Ile
570

<223> rHA retenida en ER, utilizando sefial de retencion SEKDEL

<400> 10

22

Phe

3ils

RArg

Ile

Gly

Glu

Ile

295

Thr

Met

Thr

Asp

Gln

475

Tyr

Tyr

Ile

Ile

Ala

555

Cys

Gln

Ser

Gln

-Ip

Gln

380

Asn

Gln

Glu

Tyr

Fhe

460

Leu

Asp

Asp

Tyr

240

Ile

Asn

Ala

Sar

Thr

365

Gly

Gly

Phe

Aan

Asn

4435

His

Lys

Lys

Val

Lys

Arg

3540

Gly

Ser

Ile

Thr

Leu

430

Ala

Asp

Asn

Cys

Fro

510

Val

Thr

Phe

His

Leu

335

Gly

Met

Gly

Thr

bla

115

Asn

Glu

Ser

Asn

Aan

495

Lys

Lys

Val

Trp

Pro

320

Arg

Lau

Val

Tyr

Asn

400

Val

Lys

Lau

AsD

Ala

480

Asn

Tyr

Leu



ES 2545607 T3

Met Ala Lys Aspn Val Ala Ile Phe Gly Leu Leu Phe Ser Leuw Leu Val
Leu Val Pro Ser Gln Tle Phe Ala Asp Thr Ile Cys Ile Gly Tyr His
20 25 3

Rla Asn Asn Ser Thr Asp Thr Val Asp Thr Val Leu Glu Lys Asn Val
35 40 15

Thr W¥al Thr His Ser Val Asn Leu Leu Glu Asp Ser His Rsn Gly Lys
50 55 &0

Leu Cys Leu Leu Lys Gly Ile Ala Pro Leu Gln Leu Gly Asn Cys Ser
&5 70 75 a0

Val Ala Gly Trp Ile Leu Gly Asn Pro Glu Cys Glu Leu Leu Ile Ser
Lys Glu Ser Trp Ser Tyr Ile ¥al Glu Thr Pro Asn Pro Glu Asn Gly
100 105 110

Thr Cys Tyr Pro Gly Tyvr Phe Ala Asp Tyr Glu Glu Leu Arg Glu Gln
115 120 125

Leu Eer Ser Val Ser Ser Phe Glu Arg Phe Glu Ile Phe Pro Lys Glu
130 135 140

Ser Ser Trp Pro Asn His Thr Val Thr Gly Val Ser Ala Ser Cys Ser
145 150 155 160

His Asn Gly Lys Ser Ser Phe Tyr Arg Asn Leu Leu Trp Leu Thr Gly
1685 170 175

Lys RA=n CGly Leu Tyr Pro Asn Leu Ser Lys Ser Tyr Val Asn Asn Lys
180 185 190

Glu Lys Glu Val Leu val Leu Trp Gly Val His His Pro Pro Asn Ile
185 200 205

Gly Asn Gln Arg Ala Leu Tyr His Thr Glu Asn Ala Tyr Val Ser Val
210 215 220

Val Ser Zer His Tyr Ser Arg Arg Phe Thr Pro Glu Ile Ala Lys Arg
225 230 235 240

Pro Lys Wal Arg Asp Gln Glu Gly Arg Ile Asn Tyr Tyr Trp Thr Leu
245 250 255

Lew Glu Pra Gly Asp Thr Ile Ile Phe Glu Ala RAss Gly Asp Leu Ile
280 2685 270

Ala Pro Trp Tyr Ala Phe Ala Leu Ser Arg Gly FPhe Gly Ser Gly Ile
275 280 285

Ile Thr Zer Asn Ala Pro Met Asp Glu Cys Asp Ala Lys Cys Gln Thr
2490 285 o0

Pro Gln Gly Ala Ile Asn Ser Ser Leu Pro Phe Gln Asn Val His Pro
05 310 315 320

23



Val

Het

Fhe

Rsp

Ala

385

Lys

Gly

Lys

Lieu

Val

165

Lys

Glu

Ser

Glu

<210> 11
<211> 538
<212> PRT
<213> Attificial

<220>

Thr

Val

Gly

GLy

30

Ala

Val

Lysa

Yal

Val

450

Lys

Glu

Cys

Glu

Ser
530

Ala
355

Trp

Asp

Asn

Glu

Asp

2435

Leu

Glu
515

Met

Gly

Gly
340

Ty

Gln 1

Ser
Phe
420
RAzp
Leu

Leau

Gly

. Glu

5040

Ser

Glu
325

Leu

Ala

Gly T

Val

405

ABT

Gly

Glu

Tyx

REn

485

Ser

Lya

Val

ES 2545607 T3

Cys

Rrg

Gly

Ser

390

1le

Lys

Fhe

Asn

Glu

473

Gly

Val

Leu

TvE

Pro

Azn

Phe

His

375

Thr

Glu

Leu

Leu

Glu

155

Lys

Cys

Lys

Azn

Ser
335

Ile
360

His

Gln

Lys

hsp
440

Arg

Asn

Arg
520

Glu

Tyr

Pro

345

Glu

Gln

Asn

Met

Arg

425

Ila

Thr

Lys

Glu

Gly

2035

Lys

<223> rHA retenida en ER, utilizando sefial de retencién HDEL

<400> 11

WVal

330

Ser

Gly

Asn

Ala

Asn

410

Arg

Trp

Leu

Ser

Phe

490

Thx

Lyag

Aszp

Arg

Ile

Gly

Glu

ile

385

The

Met

Thr

Asp

Gin

475

Tyx

Tyx

Ile

Glu

Ser

Gln

Trp

Gln

360

Asn

Glno

Glu

Tyr

Fha

160

Lizu

His

Asp

Asp

Leu
540

Ala

Ser

Thr

365

Gly

Gly

Phe

Asn

Aan

445

His

Lys

Lys

Tyr

Gly
G525

Lys

Arg

350

Gly

Ser

Ile

The

Leua

430

Ala

Asp

A=sn

Cys

Pro

510

Val

Leu

335

Gly

Mat

Gly

Thr

Ala

115

Asn

Glu

Ser

Asn

Asn

495

Lys

Lys

Arg

Leu

Val

TV

Asn

400

Val

Lys

Leu

Asn

Ala

480

hsn

Tyr

Leu

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

1

a

10

15

Leu Val Pro Ser Gln Ile Phe Ala Asp Thr Ile Cys Ile Gly Tyr His
20

29

0

Bla Aan Asn Ser Thr Asp Thr Val Asp Thr Val Len Glu Lys Rsn Val
40

35

24

45



Thr
Leu
65

Val

Leu

Ser

145

His

Lys

Glu

Gly

Val

225

Fra

Leu

Ala

Ile

Fra

305

Val

Met

Fhe

Val
50

Cys

Ala

Glu

Cys

Ser

130

Ser

A=n

Asn

Lys

Ban

210

Eer
Lys
Glu
Fro
Thr
2490
Gln
Thr

Val

Gly

Thr

Leu

GLy

Ser

Tyr

115

Sar

Trp

Gly

Gly

Glu

195

Gin

Ser

Val

Fro

Trp T

275

Ser

Gly

Ile

Thr

Ala
385

His

Leu

Trp

Trp

100

Fro

Val

Fro

Lys

Leu

180

Val

Arg

His

RED

Gly

260

A=n

Ala

Gly

Gly

340

Ile

Sar

Lys

Ile

85

Ser

Gly

Ser

Asn

Ser

165

Tyr

Leu

Ala

Tyr

Asp

245

Asp

Ala

ARla

Ile

Glu

325

Leu

ES 2545607 T3

Val

Gly

0

Leu

Tyr

Tyr

Ser

His

150

Ser

Pro

Val

Lau

Ser

230

Gla

Thr

Ehe

Fra

Asn

310

Cys

Arg

Gly

BEn

55

Gly

Ile

Fhe

Fhe

135

Thr

Phe

hsn

Leu

Tyr

215

Arg

Ala

Met

295

Ser

Fro

Asn

Ehe

Leu

Ala

BEsn

Val

Ala

120

Glu

Val

Tyr

Leu

Trp

200

Hig

Arg

Gly

Ila

Latx

2a0

Asp

Ser

Lys=

Ile

Ile
360

Leu

Pro

Fro

Glu

105

hsp

Arg

The

Arg

Ser

185

Gly

Thr

Phe

Arg

e

Tyr

Fro

345

Glu

25

Glu

Leu
Glu
30

Thr
TyT
Fhe
Gly
Asn
170
Lys
Val
Glu
Thr
Ile
250
Glu
Arg
Cys
Fro
Val
330

Ser

Gly

Asp

Gln

15

Cys

Pro

Glu

Glu

Val

155

Leu

Ser

His

Asn

Fro

235

Asan

Ala

Gly

Asp

Phe

315

Ar

Ile

Gly

Ser

&0

Leu

Glu

Asn

Glu

Ile

140

Ser

Leu

Tyr

His

hla

220

Glu

Tyr

Rsn

FPhe

Ala

300

Gln

Sar

Gln

Trp

His

Gly

Leu

Fra

Leu

125

Fhe

Ala

Trp

Val

Fra

205

Tyr

Ile

Tyr

Gly

Gly

285

Lys

Aan

Ala

Ser

Thr
365

Asn

Asn

Leu

Glu

110

Arg

Pro

Ser

Asn

190

Fra

Val

Ala

TER

Asn

270

Ser

Cys

Val

Lys

Arg

350

Gly

Gly

Cys

Ile

95

Asn

Glu

Lys

Cys

Thr

175

Asn

Asn

Ser

Lys

The

£55

Leau

Gly

Gln

His

Leu

335

Gly

Met

Lys

Ser

BQ

Ser

Gly

Gln

Glu

Ser

1&0

Gly

Val

Arg

240

Leu

Ile

Ile

Thr

Pro

320

Arg

Leu

Val
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<210> 12

<211> 534

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

385

Lys

Gly

Lysa

Ley

Val

165

Ly=s

Glu

Ser

Glu

Gly

Bl

Ala

Val

Lys

Val

Val
450

Lys

Glua

Cys

Glu

Ser
230

Trp

Asp

Azn

Glu

Asp

435

Leu

Asn

Ile

Glu
515

Met

Tyr
Gln
Ser
Phe
420
Asp
Leu
Leu
Gly
Glu
500

Ser

Gly

Gly
Lys
Val
405
ARsn
Gly
Glu
Ty
Asn
4B3
Ser

L¥s

Val
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Tyr
Ser
330
Ile
Lys
Fhe
Asn
Glu
470
Gly
Val

Leu

Tye

Glu

Lan

Leu

Gla

455

Lys

Cys

Lys

Agn

His
535

<223> rHA soluble sin dominio transmembrana

<400> 12

Hat

Leu

Thr

Leu
55

WVal

Alas

Val

Wal
bt

Cys

Lys

Pro

hen

Thr

Leu

Gly

AEn

Sar
20

Ser
His

Leu

Trp

val

Eln

Thr

Ser

Lys

Ile
B85

Rla

Ile

Bspn

Val

Gly

70

Leu

Ile

Phe
Thr
Asn
55

Ile

Gly

His

Gln

Lys

Glu

Asp

440

Arg

Val

Phe

Asn

hrg

520

hap

Fhe

Ala
Val
40

Leu

Rla

Rsn

Gln
B=n
Met
Arg
425
Ile
Thr
Lys
Glu
Gly
505

Glu

Glu

Gly
Asp
25

Asp
Leu

Pro

Pro

26

Asn

Rla

hsn

410

Arg

Trp

Ley

Ser

Phe

430

Thr

Lys

Leu

Leu
10
Thr

Thr

Glu

Leu

Zlu
50

Glu

Ile

3395

The

HMet

Thr

hzp

Gln

475

Tyr

Tyr

Ile

Leu

Ile

val

Basp

Gln

15

Cys

Gln

igo

Ban

Glo

Glu

Tyr

Fhe

460

Leu

His

Asp

Phe
Cys
Leu
Ser
&0

Leu

Glu

Gly

Gly

Phe

Asn

Asn

445

His

Lys

Lys

Tyr

Gly
525

Ser

Ila
Glu
43

His

Gly

Leu

Ser

Ile

The

Leu

430

Ala

Asp

Rsn

Cys

Fro

210

val

L

Gly
30

Lys
Asn

asn

Leu

Gly
Thr
Ala
415
Ban
Glu
Ser
Asn
Asn
495

Lys

Lys

Leu
15

THE

Asn

Gly

Cys

Ile
5

Tyr

Asn

400

Val

Lys

Leu

Asn

Bla

480

AsSn

Tyr

Leu

Val

His

Val

Ly=

Ser

Ser



Lys

Thr

Leu

Ser
145

Gly

Val

225

Fra

Leu

Ala

Ile

Fra

305

Val

Met

Fhe

Asp

Ala

385

Lys

Glu

Cys

Ser

130

Ser

Azn

Azn

Lys

Asn

210

Ser

Lys

Glu

Fro

Thr

2310

Gln

Thr I

Val

Gly

Gly

30

Ala

Ser

Tyr

115

Trp

Gly

Gly

Glu

195

Ser

Val

Fro

Thr
hla
355
Trp

Asp

Asn

Trp

L00

Fro

Val

Pro

Lys

Leu

180

Val

Arg

His

Brg

Gly

260

Tyr

Asn

Ala

Gly

Gly

340

Ile

Tyr

Ser

Sar

Gly

Sar

Asn

S5er

165

Tyr

Leu

Ala

TyT

245

hsp

Ala

Ala

Ile

Glu
325

Gly

Lys

Val
405

ES 2545607 T3

Tyr

Tyr

Ser

His

150

Sar

Val

Leu

Ser

230

Gln

Thr

Fhe

Pro

Asn

310

Cys

Arg

Gly

Tyr

Ser

380

Ile

Ile

Fhe

Phe

135

Thr

Phe

Asn

Leu

Tyr

215

Arg

Glu

Ila

hla

Met

L 295

Ser

Fro

Asn

Fhe

His

375

Thr

Val

Ala

120

Glu

Val

Tyr

Leu

Trp

200

His

Arg

Gly

Ile

Leu

280

Bsp

Ser

Ly=s

Ile

Ile

360

His

Glu

1405

hsp

bArg

Thr

Arg

Ser

185

Gly

Thr

Phe

Arg

Fhe

265

Ser

Glu

Lau

Tyr

Pro

345

Glu

Glo

ASn

Met

27

Thr

Tyr

Fhe

Gly

Asn

170

Lys

Val

Glu

Thr

Ile

250

Glu

Arg

Cya

Fro

Val

330

Ser

Gly

Asn

Ala

Asn
410

Fro

Glu

Val

155

Leu

Ser

His

ASn

Fro

235

Asn

RAla

Gly

Asp

Fhe

315

Arg

Ila

Gly

Glu

Ile

385

The

Asn

Glu

Ile

140

Ser

Leu

Tyr

His

BAla

220

Glu

Tyr

Asn

Fhe

Ala

300

Eln

Ser

Gln

Trp

Gln

380

Asn

Gln

Pro
Leu
125

Fhe

ARla

Fro
205
Tyr
Ile

Tye

Gly

Asn

Ala

Ser

The

385

Gly

Glu

110

Arg

Fro

Ser

Leu

A=n

120

Pro

Val

Ala

Trp

han

270

S5er

Cys

Val

Lys

Arg

330

Gly

Sar

The

RSN

Glu

Lys

Thr

175

Asn

Asn

Ser

Lys

Thr

255

Leu

Gly

Gln

His

Leu

335

Gly

Met

Gly

The

Ala
415

Gly

Gln

Glu

Ser

lal

Gly

Lys

Ile

Val

Arg

240

Leau

Ile

Ile

Thr

Pro

320

Arg

Leu

Val

Tyr

Asn

400

Val



<210> 13

<211> 568

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

Gly

Lys

L

Val

465

Lyz

Glu

Ser

Glu

Lys

Val

Val

450

Lys

Glu

Cys

Glu

Ser
530

Glu

Asp

435

L

AEn

Tle

Met

Glu

515

Het

FPhe
420

Asp

Leu

Leu T

Gly
Glu
500

Ser

Gly

Asn

Gly

Glu

Asn
485
Ser

Lys

Val
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Lys

Phe

Asn

Glu

470

Gly

Val

Leu

Tyr

Lew

Leu

Glu

455

Lys

Cys

Lys

Glu

Asp

440

Arg

Val

Fhe

Asn

Arg
520

Rrg

425

Ile

The

Ly=

Glu

Gly

205

Glu

Arg

Trp

Leu

Ser

Phe

450

Thr

Lys

<223> rHA trimérica soluble, utilizando péptido trimérico GCN4-pll

<400> 13

28

Met

Thr

Asp

Gln

475

Tyr

Tyr

Ile

Glu

Tyr

Phe

qa0

Leu

His

Asp

Asp

Asn

Azn

445

His

Lys

Lys

Tyr

Gly
525

Leu
430

Ala

Asp

Aan

Cys

Pro

5140

Val

A=n

Glu

Sar

Aan

Azn

495

Lys

Lys

Lys

Leu

Asn

Ala

480

Asn

Tyr

Leu



Met

Leu

ABla

Thr

Leu

a5

Val

Lys

Thr

Leu

Ala

Val

Asn

Val

50

Cys

Ala

Glu

Cys

Ser
130

Lys
Fra
Aan
s

Thr

Lau

Ser

Tyr
115

Ser

Asn

Ser

20

Sar

His

Leu

Tep

Trp

10g

Pro

Val

Val

Gln

Thr

Ser

Lys

Ile

Ser

Gly

Ser
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Ala

Ile

hsp

Val

Gly

10

Leu

Tyr

Tyr

Ser

Ila

Fhe

Thr

Asn

55

Ile

Gly

Ile

Phe

Fhe
135

Phe

Ala

Val

40

Leu

Ala

Agn

Val

Ala

1z0

Glu

Gly

hsp

25

Asp

Leu

Pro

Pre

Glu

105

Asp

Arg

29

Leu

10

Thr

Thr

Glu

Glu

The

Iyr

rhe

Leu

Ile

Val

hsp

Gln

75

Cys

Bro

Glu

Glu

Phe

Cys

Leu

Ser

a0

Leu

Glu

BAsn

Glu

Ile
140

Ser

Ile

Glu

15

His

Gly

Leu

Fro

Leu

125

Phe

Leu

Gly

30

Lys

Asn

A=n

Leu

Glu

110

Arg

Pro

Leuw Val

Tyr His

Asn WVal

Gly Lys

Cys Ser

80

Ile Ser

Asn Gly

Glu Gln

Lys Glu



Ser
145
His

Lys

Glu

Val
225

Fro

Leu

Ile
Pro
305
Val

Met

Phe

Ala
385
Lys
Gly

Lys

Leu

Ser

AST

Asn

Lys

Asn

210

Ser

Lys

Glu

Fro

The

230

Gln

Thr

Val

Gly

Gly

310

Ala

wval

Lys

Yal

val
450

Trp

Gly

Gly

Glu

195

Gln

Ser

Val

Pra

Trp

275

Ser

GLly

Ile

Thr

Ala

355

Trp

Asp

han

Glu

Asp

435

21

Fro

Lys

Leu

180

Val

Arg

His

Arg

Gly

260

Tyr

hsn

Ala

Gly

Gly

340

Ile

Tyr

Ser

Fhe
420

Asp

Leau

Asn

Ser
165

Tyr

Leu

Ala

TyE

Asp

245

hsp

Ala

Ala

Ile

Glu

325

Leu

Ala

Gly

Lys

Val

405

AsSn

Gly

Glu
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His
e
15

Ser

Pro

Val

Lau

Ser

£30

Gln

Thr

FPhe

Pra

Asn

310

Cys

Arg

Gly

Tyr

Ser

390

Ile

Lys

Fhe

Aarn

Thr

FPhe

Asn

Leu

Tyr
215

Ile

Ala

Met

235

Ser

Fro

Asn

Fhe

His

375

Thr

Glu

Leu

Leu

Glu
1455

Val

Tyr

Leu

Trp

200

His

Arg

Gly

Ile

Leu

280

Asp

Ser

Ile
Ile
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His
Gln
Lys
Glu
Rsp

440

Fl.rq

Thr
Arg
Ser
185
Gly
Thr
Fhe
Arg
FPhe
265
Ser
Glu
Leu
Tvr
Fro
345
Glu
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Asn
Met
Arg
425

Ile

The

30

Gly

Rsn

170

Lys

Val

Glu

Thr

Ile

250

Ar
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Val
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Ser

Gly

Asn

Ala

Asn

Arg

Trp

Leu

Val
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Leu

Ser

His

Asn

Pro

235

Asn

ABla

Gly

Asp

Fhe

315

Arg

Ile

Gly

Glu

Ile

395

Thr

Met

Thr

Aszp

Ser

Leu

Tyr
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Bla

220

Glu

Tyr

Asn

Fhe

Bla

300

Gln

Ser

Gln

Trp

Gln

38d

Asn

Glo

Glu

Tyr

Phe
460

Ala

Trp

Val

Pro

205

Tyr

Ile

Tyr

Gly

Gly

285

Lys

Asn

Ala

Ser

Thr

365

Gly

Gly

Ehe

Asn

Asn

445

His

Ser

Leu

Ran

180

Fro

Val

Ala

Trp

Asn

270

Ser

Cys

Wal

Lys

Arg
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Gly

Ser
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&

Thr
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430

Ala

Asp

Cys

Thr &
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Asn

Rsn

Ser

Lys

Thr

255

Le=u

Gly

Gln

His

Leu

335

Gly

Met

Gly

Thr

Ala

415

ASnN

Glu

Ser

Ser
160

Lys
Ile
Val
Arg
240
Leu
Ile
Ile
Thr
Fro
320
Arg
Leu
Val
Tyr
ASn
400
Val
Lys

Leu

AST
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465

Lys

Lys

Glu

Glu Cys

Ser Glu

Glu Ser
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Ile Leu
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Leu
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Glu

500

Ser

Gly

Lys

Gly

Tyr

Asn

485

Ser

Lys

Val

Ile

Glu
565
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Glu
470
Gly
Val
Leu
Tyr
Tyr

550

Ser

Lys

Cys

Lys

Asn

Leu

535

His

Ala

Val

Fhe

Asn

Arg

520

Lys

Ila

Ala

Lys
Glu
Gly
505
Glu

Gln

Glu

Ser

Fhe

450

Thr

Lys

Ile

Asn

Gln

475

Tyr

Tyr

Ile

Glu

Glu
555

Leu

His

Asp

Asp
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540

Ile

Lys

Lys

Tyr

Asn

Cys

Fro
510

Gly val
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Lys

Ala

Tle

Arg
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Mek

Rla

Thr

Leu

63

Val

Lys

The &

Leu

Ala

Val

Val
50
Cys

Ala

Glu

Ser

134

Lys

Pxo

Asn

35

Thrc

Leu

Gly

Ser

Tyr

115

Ser

Asn

Sar

20

Ser

His:

Leu

Tep

Trp

100

Pro

Val

Val

Gln

Thr

Sar

Lys

Ile

Ser

Gly

Ser

Rla
Ila
Asp
Val
Gly
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Leu

Tyr 1

Tyr

sSer

Ile

Fhe

Thz

Asn

55

Ile

Gly

Fhe

Fhe
135

Fhe

Ala

Val

40

Leu

Ala

Asn

Wal

Ala

120

Glu

Gly
ASp
25

Asp
Leu
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Pro
Flua
105

Asp

Arg

31

Leu

10

Thr

Thr

Glu

Leu

Glu

Thr

Tyr

Phe

Leu

Ile

Val

Asp

Gle

75

Cys

Pro

Glu

Glu

Phe

Cys

Leu

Ser

a0

Leu

Glu

Asn

Glu

Ile
140

Ser

Ile

Glu

45

His

Gly

Leu

Fra

Leu

125

Fhe

Leu

Gly

30

Lys

Asn

Asn

Leu

Ar

Pro

Asn

Asn

4935

Lys

Lys

Glu

Ile

Leu

13

Tyr

Asgn

cly

Cys

Ile

Asn

Glu

Lys

Ala

480

Asn

Tyr

Leu

Glu

Lys
560

Val

His

Val

Lys

Ser

an

Gly

Glo

Glu



Sar

145

His

Lys

Glu

Gly

Val

225

L

Ala

Ile

Fra

305

Val

Met

Fhe

Asp

Ala

385

Lys

Gly

Lys

Leu

Ser

Asn

Asn

Asn

210

Ser

Lys

Glu

Fro

Thr

290

Gln

Thr

Val

Gly

Gly

370

Ala

Val

Lys

Val

Val
450

Trp

Gly

Gly

Glu

195

Gln

Ser

Val

Pro

Trp T
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Ser

Gly

Ile

Thr

Ala

353

Trp

Asp

Asn

Glu

Asp

435

Ley

Lys

Leu

180
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Arg
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Arg

Gly

260

Asn

Ala

Gly

Gly

340

Tle

Tyr

Phe
420

Asp

Ley

Asn

Ser
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Tyr

Leu

Ala

Tyr

245

Asp

Ala

Ala

Ile

Glu

325

Leu
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Gly

Lys

Val

405
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Gly

Glu
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His
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Ser

Fro
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Ser

230

Gln

Thy

Fhe

PFro
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Cys

hArg

Gly

Tyr

Ser
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Ile

Lys

Fhe

Asn

Thr

Phe

Asn

Leu

Tyr

215

Arg

Glu

Ile

Ala

Met

295

Ser

Prao

Asn

Fhe

His

375

Thr

Glu

Leu

Leu

Glu
155

Val

Tyr

Leau

Trp

200

His

Arg

Gly

Ile

Leu
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Asp

Ser

Lys

Ile

Ile

360

His

Gln

Lys

Glu

Asp

440

Arg

Thr

Arg

Ser

185

Gly

Thr

Phe

Arg

Phe

265

Ser

Glu

Leu

Tyr

Pro

345

Glu

Gln

A=n

Met

Brg

425

Thr
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Gly

Asn

170

Lys

Val

Glu

Thr

Ile

250

Glu

Arg
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Pro

Val

330

Ser

Gly
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Rla
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410

Rrg

Trp

Lau

Val
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Leu
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Asn

Pro
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GLy

Rap

Fhe

315

Arg

Ile

Gly

Glu

Ile
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Thr

Met

Thr

Asp

Ser

Leu

Tyr
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Ala

220

Glu

Tyr

Asn

Fhe

Ala

200

Gln

Ser

Gln

Trp

Gln

330

Asn

GLn

Glu

Tyr

Fhe
460

Ala

Trp

Val

Pro
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Tyr

Ile

Tyr

Gly

Gly

285

Lys

Amn

Ala

Ser

Thr
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Gly

Gly

Phe

Asn
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445
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Ser

Leu

Asn
190
Fro
Val
Ala
Trp
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Cys
Val
Lys
Arg
350
Gly
Ser
Ile
Thr
Lau
430

Ala

hsp

Cys

Thr

175

Asn

AsEn

Ser

Lys

Thr

255

L

Gly

Gln

His

Met

Gly

Thr

Ala

415

Asn

Glu

Ser

Ser
160

Lys

Ile

Val

Arg

240

Leu

Ile

Ile

Fra
320
Arg
Leu
Val
Tyr
Asn
400
Val
Lys

Leu

Asn



<210> 15
<211> 593
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

Val Lys Asn

265

Lys Glu Ile

Glu Cys Met

Ser Glu Glu

Glu Ser Met

Ile Leu Ser

Leu

GLly

Glu

Tyr

Asn

ES 2545607 T3

Glu

470

485

500

515

530

545

Lys Leu Ile

Ser

aly

Lys

Gly

Ser

Lys

Val

Ile

Glu

Gly

Val

Leu

Tyr

Tyr

Lys

Cys

Lys

Asn

Lau

Val

Phe

ASn

Arg

Lys

Glu

Gly

Ser

Fhe

Gln

475

490

505

520

535

550

565

Ser

His

Ala

Lys

Ile

Ala

Glu

Gln

Glu

Serx

Thr

Lys

Ile

Asn

Tyr

Tyr

Ile

Glu

Glu

Leu Lys

Hiz Lys

Asp Tyr

Asp Gly

525

Asp Lys

544

555

Glu Asp

570

<223> rHA trimérica soluble, utilizando el péptido trimérico PRD

<400> 15

Het

Leu

Bla

Thr

Ly

63

Val

Leu

Ser

145

ala Lys
Val Pro
Ben Asn

35
Val Thr
50
Cys Leau

Ala Gly

Glu Ser

Cys Tyr F

115

Ser Ser
130

Ser Trp

Bsn

Ser

20

Ser

His

Leu

L

Trp

Trp

100

Val

Pro

Val

Gln

Thr

Ser

Lys

Ile

85

Ser

GLy

Ser

Asn

Ala

Ile

Asp

Val

Gly

T0

Leu

Tyr

Tyr

Ser

His
150

Ile

Fhe

Thr

Asn

35

Ile

Gly

Ile

Fhe

bla

Wal

40

Lau

Dla

Asn

Val

Ala

120

Glu

val

Gly

Asp

25

Asp

Leu

Pra

Pra

Glu

103

Asp

Arg

The

33

Lau

10

Thr

Thr

Glu

Leu

Glu

990

Thr

Ty

Fhe

Gly

Leu

Ile

Val

Asp

Gln

75

Cys

Fro

Glu

Glu

Val
155

Fhe
Cys
Leu
Ser
B0
Leu
Glu
AST
Glu
Ile

140

Sar

Ile Ala

Lys Glu

Ser Leu

Azn

Cys

Fro

510

Val

Ile

Arg

Leu

Aszn Ala
480

Asn Asm
4195

Lyas Tyr
Lys Leu

Glu Glu

Ile Lys
560

Leu Val

15

Ile Gly Tyr His

Glu Lys

45

His Asn

Gly Aszn

Leu Leu

PFro Glu

Leu Arg

125

Phe Pro

hla Ser

o

Asn Val

Gly Lys

Cys Ser

B0

95

110

Azn Gly

Glu Gln

Lys Glu

Cys Ser

160



Lys

Gly

Val

225

Pro

Leu

Ala

Ile

Pro

305

Val

Met

Phe

Aap

Ala

385

Lya

Gly

Lysa

Lty

Val
465

ASn

Asn

Lys

A=n

210

Sar

Lys

Glu

Fra

Thr

290

Gln

Thr

Val

Gly

Gly

3790

AEla

Val

Lys

Val

Val

450

Lys

Gly

Glu
155
Gln
Ser
Val
Fro
Trp
275

Ser

Gly

The
Ahla
55
Trp
Asp
Asn
Glu
Asp
435

Leu

Asn

Lys

Leu

180
Val

Arg

His

Arg

Gly

280

Tyr

Asn

Ala

Gly

Gly

340

Ila

Tyr

Gla

Ser

Fhe

420

RAsp

Leu

Leu

Ser

165

Tyr

Leu

Rla

Tyr

Asp

245

Asp

hla

Ala

Ile

Glu

325

Leuw

Bla

Gly

Lys

val

405

Bsn

Gly

Glu

VI

ES 2545607 T3

Ser

Fro

Val

Leu

Ser

230

Gln

Thr

Phe

Fro

Asn

310

Cys

Arg

Gly

Tyr

Sar

350

Ile

Lys

Phe

Asn

Glu
470

Fhe

Asn

Leu

Tyr

215

Arg

Glu

Ile

Ala

Met

295

Sar

Pro

Asn

Fhe

His

I

Thr

Glu

Len

Leu

Glu

455

Lys

Tyr Arg

Leu Ser

185

Trp Gly
200

His Thr

Arg Phe

Gly Ar

Ile Phe
265

Leu Ser
280

Asp Glu

Ser Leuw

Lys Tyr

Ile Pro

345

Ile Glu
3e0

His Gln
Gln Asn
Lys Met
Glu Arg

425

Asp Ile
440
Arg Thr

Val Lys

34

Asn
170
Lys

Val

Glu

Cys

Pro

Val

330

Ser

Gly

han

Ala

Asn

410

Arg

Tep

Leu

Ser

Leu

Ser

His

A=n

Gly

Asp

FPhe

315

Arg

Ile

Gly

Glu

Ile

3a5

Thr

Met

The

Rsp

Gln
475

Leu

Tyr

His

Ala

220

Glu

Tyr

Asn

FPhe

Ala

300

Gln

Ser

Gln

Trp

Gla

380

Asn

Gln

Glu

Ty

Fhe

460

Leu

Trp

Val

Pro

205

Tyr

Ile

Y

Gly

Gly

285

Lys

Asn

Bla

Ser

Thr

365

Gly

Gly

Fhe

Asn

Aszn

445

His

Lys

Leu

Asn

190

Pro

Wal

hla

Trp

Asn

270

Ser

Cys

Val

Lys

Arg

350

Gly

Ser

Thr
Leu
430
Ala

Azp

Asn

Thr

175

Asn

Asn

Ber

Lys

Thr

255

Leu

Gly

Gln

His

Lau

335

Gly

Mat

Gly

Ser

ASD

Gly

Lys

Ile

Val

Arg

240

Leu

Il=

Ile

Thr

Fro

320

arg

Leu

Val

Tyr

Asn

400

Val

Lys

Leu

Aan

Ala
480



Lys
Glu
Ser
Glua
Leu
345
Val
Fro
Ala

<210> 16

<211> 599

<212> PRT

<213> Attificial

<220>

<223> rHA trimérica

<400> 16

Met

Leu

Ala

Thr

Leu

65

Val

Lys

Thr

Cys
Glu
Ser

530

Fro

Pro

Ile

Het

Glu

315

Met

Pro

Val

Gly

Glu

00

Ser

Gly

Pro

Pro

Hiz
S5B0

Asn
465

Ser

Lys

Val

Val

Fro

S6E

Leu

ES 2545607 T3

Wal

Leu

TYE

His

350

Pro

Pro

Cys

Lys

Asn

Gly

535

Leau

Val

Fro

Phe Glu

Asm Gly
505

Arg Glu
520

Gly Ala
Pro Pro

His Leu

Fro Val
585

Phe
441

Thr

Lys

Gly

Pro
570

His

Tyr

Tyx

Ile

Fro

Val

555

Pro

Leu

His

Asp

Asp

Pro

240

His

Pro

Pro

soluble, utilizando péptido trimérico RDP y retenida en ER

Ala

Val

hsn

Val

S0

Cys

hla

Glu

Cys

Lys

Fro

Asn

35

Thr

Leu

Gly

Ser

Tyr
115

Asn

Ser

20

Ser

His

Leu

Trp

Trp

100

Fro

Val

Gln

Thr

Ser

Lys

Il=

Ser

Gly

Ala

Ile

Aap

Val

Gly

74a

Lew

Tyr

Tve

Ile

Phe

Thr

han

53

Ile

Gly

Ile

FPhe

Fhe Gly

Ala Asp
Z5

Val Asp
410

Leu Leu

hBla Pro

Asn Pro

Val Glu

105

Ala RAsp
120

35

Leau

10

Thr

Thr

Glu

Lol

Glu

Thr

Tyr

Leu

Ile

Val

Asp

Gln

15

Cys

Pro

Glu

FPhe

Cys

Ser

a0

Loaua

Glu

Azn

Glu

Lys
Tyr
Gly

225
Fro
Leu

Val

FPro

Ser

Ile

Glu

His

Gly

Leu

Pro

Leu

125

Cys

Pro

al0

Val

Pro

Fra

His

Pra
590

Leu
Gly
30

Lys
BeEn
han
Lau
Glu

110

Arg

Asn
495

Lys

Lys

Val

Fra

Leu

575

Ser

Lau

13

Tyr

AsSn

Gly

Cys

Ile

AZn

Glu

Asn

Tyx

Leu

His=

Fro

560

Fro

Ala

His

Val

Lys

Ser

80

Ser

Gly

Gln



Leu
Ser
145

His

Lys

Gly

val
225
Pro
Leu
hla
Ile
Fro
305
Val
Met
Fhe
Asp
Ala
385
Ly =

Gly

Lys

Ser

130

Ser

hsn

Asn

Lys

Asn

210

Ser

Lys

Glu

Fro

Thr

290

Gln

Thr

Val

Gly

Gly

370

Ala

Val

Lys

Val

Ser

Trp

Glu

135

Gln

sSar

Val

Pro

Tep

275

Ser

Gly

Ile

Thr

Ala

355

Trp

Asp

Asn

alu

Asp
435

Val

Pro

Lys

Leu

180

YVal

Arg

His

Arg

Gly

2a0

Tyr

Asan

Ala

Gly

Gly

340

Ile

Tyr

Glm

Ser

FPhe

420

Asp

Ser

Asn

Ser

a3

Tyr

Leu

Ala

Tyr

Asp

245

Asp

Ala

Ala

Ile

Glu

325

Ala

Gly

Lys

Val

405

Asn

ES 2545607 T3

Sar

His

150

Sar

Pro

Val

Leu

Ser

230

Gln

Thr

Fhe

Fro

Rzn
310

rg

Gly

Tyr

Ser

350

Ils

Lys

Fhe

Fhe

135

Thr

Phe

hsn

Lau

Tyx

215

Arg

Glu

Ile

Bla

HMat

295

Ser

Fro

Asn

Fhe

His

375

Thr

Glu

Leu

Liau

Glu

Val

Tyr

Leu

Trp

200

His

Arg

Gly

Ile

Leu

280

Asp

Ser

Lys

-
i
[

Ile

3a0

His

Gln

Lys

Glu

Asp
440

Arg
Thr
Rrg
Ser
185
Gly
Thr
Pha
Arg
Fhe
2685

Ser

Glu

Tyr
Fro
345
Glu
Gln
Asn
Met
AEg

425

Ile

36

Phe

Gly

Asn

170

Lys

Yal

Glu

Thr

lle

250

Gla

Arg

Cys

Fro

Val

330

Ser

Gly

Aan

Ala

Asn

410

Arg

Trp

Glu

Val

155

Leu

S5er

His

Aszn

Fro

235

Asn

hla

Gly

Asp

Fhe

315

Rrg

Ile

Gly

Glu

Ile

335

Thr

Met

The

Ile
140

Ser

Leu

His

Ala

220

Glu

Tyr

Aan

Phe

Ala

300

Gln

Ser

Gln

Trp

Gln

380

Asn

Glu

Tyr

Phea

Ala

Trp

Val

Pro

205

Tyx

Ile

Tyr

Gly

Gly

285

Lys

Asn

Ala

Ser

Thr

365

Gly

Gly

Phe

Asn

Asn
145

Fro

Ser

Leu

Azn

130

Fro

Val

Ala

Trp

Ban

270

Cys

Val

Lys

nrg

350

Gly

Ser

Ile

Thr

Leua

430

Rla

Lys

Cys

Thr

175

Asn

Asn

Ser

Lys

Thr

255

Leu

Gly

Gln

His

Leu

335

Gly

Met

Gly

Thr

Ala

415

ASD

Glu

Glu

Ser

Le0

GLy

Lys

Ile

Val

Arg

240

Leu

Thr

Fro

320

Rrg

Leu

Val

TvE

Asn

400

Val

Lya

Leau



Leu

Val

Leu Leu

430

Val
465

Lys

Glu

Lys

Asn Leu

Glu

Tyr

ES 2545607 T3

Glu
455

Asn

Glu
470

Lys

Glu

Cys

Ile Aszn

485

Gly Gly Cys

Met Glu Ser Val

Lys
S00 '

Glu Glu

515

Ser Ser Lys Leu

Glu Ser Mat Val

330

Gly Tyr Gly

335

Leu
545

Pro Pro His Leu

250

Val

Wal His Fro Pro Fro Val

565

Leu

Val His

580

Frao Pro Leu Pro Pro

hla Glu

585

Ser Lys Aszp Glu Leu

<210> 17

<211> 1623

<212> ADN

<213> Virus de la gripe

<400> 17

1 Arg

gggcoccatgg
cottotoaga
dctgttgaca
gacagtcaca
tgoagogttg
Leatggtect
ttcgoogact
gaaatatteoco
tgcteccata
ggtttgtace
ctatggggtyg

aatgcttatg

cgaaadaacgt
tctteogotga
cagtacttga
atggazaact
ceggatggat
acattgtaga
atgaggaact
Coaaagaaag
atgggaaaaq
caaacctgag
ttcatcacoc

tototgragt

tgegatttic
cacaatatgr
gaagaatgtg
atgtctacta
cttaggaaac
aacacoaaat
gagggagcaa
ctzatggocoe
cagkttttac
caagtcctat
goctaacata

gtcttcacat

Arg Thr

Val Lys

Fhe Glu Phe

490
Thr

Azn Gly

203

Glu
520

Gly Ala

Fro Fro
Leuw

His

Val
585

Fro

ggkttrattgt
ataggctacc
acagtgacac
agaggaatag
ccagaatgeg
cctgagaatyg
ttgagttcag
adCCacaccg
agaaatttge
gtazacaaca
gggaaccaaa

tatagcagaa

37

Leu

Ser

Fhe
160

Asp

Gln

475

Leu

His

Lys

TyE

His

Lys

Lys

Gly

Fro

Fro

570

His

Rsp

Asp

Tyr

Gly

Asp Ser

Asn

Agn

Asn
495

Cys

Pro
310

Lys

Val Lys

325

Fro
540

Pro

Val
555

His

Fro Fro

Fro

thtetettct
atgccaacaa
actctgtcaa
cococactaca
aattactgat
gaacatgtta
tatcttoatt
taaccggagt
tatggotgac
aagagaaaga
gggcactcta

gattcaccoo

Pro

Leu

Val

Fro

Fro Val

Fro Pra

His Leu

575

Fro Ser

590

tetgttggte
ctcaaccgac
cctacttgag
attgggtaat
ttocaaggaa
cocagggtat
tgagagatte
atcagcoatca
ggggaagaat
agtoccttgta
tcatacagaa

agaaatagos

A=n

Ala

480

Asn

Tyr

Leu

His

Fro

a6e0

Pro

Rla

60

120

180

240

3C0

3elb

420

480

540

a00

Gad

720



10

aaaagaccca
cetggggata
gcactgagta
gatgegaagt
cacccagkea
acaggactaa
Ltcatbgaag
gagqeaaggat
acaaacaagg
gagttcaaca
ctagacaktt
gatttogcatg
aatgocaaag
atggagagig
aacagggaga

cck

<210> 18

<211> 219

<212> ADN

<213> Virus de la gripe

<400> 18

aagtaagaga
Ccaataatatt
gaggctttigg
gtocaascacs
caataggaga
ggaacatcce
gggggtggac
ctggetatge
tcaattectgt
aattqggaaagy
ggacatataa
ackccaatgt
Aaataggaaa
tgazaaatgg

aaattgatgg

ggtacctatg actatccaaa

ggagtgaaat tggaatcaat

agtteceotgg ttottttggt

tetttgoagt gtagaatatg

<210> 19

<211>123

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

ES 2545607 T3

tcaggaagga
Lgaggoasat
atcaggaatc
tcagggaget
gtgtocaaag
atccattrcaa
tggaatggta
tgcagatcaa
aattgagaaa
aaggatggaa
tgcagaakttg
gaagaatctyg
cogggtgtbtt
tacctatgac

agtgaaattg

atattccgaa
gggagtatac
ctocotgggg

catctaagag

<223> fragmento del gen SEKDEL retenido en ER

<400> 19

agaaltcaact
ggaaatctaa
atcacoctoaa
ataaacagca
tatgtcagga
tocagaggtt
gatgggtggt
aaaagtacac
atgaacacte
aacttaaata
ttggttctac
tatgagaaag
gagttotate
tatccaaaat

gaatgaatgg

actactggac
tagocgocoatg
atgcaccaat
gtebtocEtt
gtgcaaaatt
tgtttggage
atggttatca
aaaatgoeat
aattcacagc
aasaaagttga
tggaaaatga
taaaaagcoca
acaagtgtaa
attcogaaga

gagtatacta

tctgoctggaa
gtatgotttt
ggatgaatgt
coagaatgta
aaggatggtt
cattgooggt
tcatcagaat
taacoggatt
tatgggcaaa
tgatgggttt
daaggactetyg
aAttaaagaat
caatgaatgeo
atcaaagtta

agagcteagg

gaatcaaagt taaacaggga gaaaattgat

cagattctgg cgatctacte aactgtcocgeoco

goaatcaget totggatgtg ttccaatggg

ctcaggeet

38

THO

g40

G0

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

L1440

1500

1560

1e20

1623

&0

120

140

219



10

15

20

ES 2 545607 T3

ggtacctatyg actatccaas atattocgaa gaatcaaagt taaacaggga gaaaattgat

ggagtgaaat tggaatcaalt gggagtatac tctgagaagq atgaacttta agagotoagg

gct

<210> 20
<211> 117
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> fragmento del gen HDEL retenido en ER

<400> 20

ggtacctatg actatocasa atattocogaa gaatcaaagt taaacaggga gaasattgat

ggagtgaast tggaatcaat gggagtatac cacgatgaac tttaagagct caggoct

<210> 21

<211> 207

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> fragmento del gen GCN4-pll

<400> 21

ggtacctatg actatccaaa
ggagtgaaat tggaatcaat
atcctctoga aaatctacca
gagtcagcag cctaagaget

<210> 22

<211> 225

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

gtattcoogaa gaatcasaght taaacaggga gaaaabtgat

gggagtatic ctcsaacaaa togaagacaa gatcgaagag

catcgazaac gagattgoca ggatcaagaa gotcatagge

caggcect

<223> fragmento del gen GCN4-pll retenido en ER

<400> 22

39

60

120

123

&0

117

a0
120
180

207



10

15

ggtacctatg
Jqgagtgasat
atcectoctoga

gagtcageag

<210> 23

<211> 279

<212> ADN

<213> Zeina de maiz

<400> 23

ggtacctatg

ggagtgaaat

cogectooag

cocagtooace

catcrgeooge

<210> 24

<211>29

7

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

actatccaaa
tggaatcaat
aaatctacca

cotoctgagaa

agtatoccaaa

tggaatcaat
tgcatctgoo
tgoegeatce

ctooatocage

ES 2545607 T3

atattccgaa
gggagtatac
catcgaaaac

ggatgaactt

atattoogas

gygagtatac
acctcoggtt
ggtccacotyg

agoctaagag

<223> fragmento del gen retenido en ER

<400> 24

ggtacctatyg
gogagtgaaat
cogootocge
CCAQLOoCAacT

catoctgooge

actatcoaaa
tggaatcaat
tgoatotges
tgacgootean

ctonatoage

atatbccgaa
gggagtatac
acctoceggbt
ggtccacorg

agooctotgag

gaatcaaagt
ctoaaacaas
gagattgoca

taagagcoctoa

gaatcaaagt

ggaggogotg
cacctgccac
cocacegoetg

ctoaggeet

gaatcaaage
ggaggegety
cacotgocac
ccaccgoctyg

aaggatgaac

40

taazcaggga
togaagacas
gqgatcaagaa

ggoct

taaacaggga

gocoacogoe
ctccggtgoa

tccatgbgee

taaacaggga
geccaccgon
ctocggtgoa
tccatgtgeo

tttaagaget

gaaaattgat
gateocgaagadg

gotecatagge

gaaaattgat

agttcatcta
tctococcacceyg

geeaceggtt

gaaaattgat
agttcatsca
tctcoccaccy
gocacoggtt

caggoot

a0
120
180

223

a0

120
180
240

278

&l
120
180
240

297



10

15

20

25

30

ES 2 545607 T3

REIVINDICACIONES
1. Una hemaglutinina recombinante (rHA), que comprende:

a) un dominio de hemaglutinina seleccionado del grupo que consiste de los subtipos de hemaglutinina H1, H2, H3,
H4, H5, H6, H7, H8, H9, H10, H11, H12, H13, H14, H15, y H16; y

b) un dominio de oligomerizacién seleccionado del grupo que consiste en un péptido GCN4-pll y un dominio rico en
prolina (PRD) de y-zeina de maiz, en donde los residuos de aminoacidos se adicionan al extremo del terminal C del
dominio de oligomerizacién de tal manera que el dominio de oligomerizacién no termina en una hélice o,

c) péptido sefial

d) una sefal de retencion en el reticulo endoplasmico (ER), y

en donde la rHA se produce como un homotrimero soluble quimérico.

2. La rHA de la reivindicacion 1, en donde los residuos de aminoacidos adicionados son Ser-Ala-Ala.

3. La rHA de la reivindicacion 1 o 2, en donde la sefial de retencion en el ER es SEKDEL o HDEL.

4. La rHA de una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en donde el PRD tiene 4, 6 u 8 repeticiones de péptidos.

5. La rHA de la reivindicacién 1, en donde el péptido sefial es un péptido sefal de la proteina disulfuro isomerasa
(PDI).

6. Una secuencia de nucleétidos que codifica la rHA de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5.
7. Un vector que comprende el acido nucleico de la reivindicacion 6.

8. Una célula huésped que expresa la rHA de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5.

9. Una célula huésped transformada con el acido nucleico de la reivindicacion 6.

10. Una célula huésped transformada con el vector de la reivindicacion 7.

11. Un método para producir rHA, que comprende proporcionar una célula huésped que comprende el acido
nucleico de la reivindicacioén 6, y la expresion de la rHA en la célula huésped.

12. Un método de expresion de rHA dentro de una planta que comprende introducir un vector de la reivindicacién 7
en la planta y la expresion de la rHA.

13. El método de la reivindicacion 12, en donde el acido nucleico se introduce en la planta de una manera transitoria
o el acido nucleico se introduce en la planta de modo que sea estable.

14. Un método para producir una hemaglutinina recombinante (rHA) en una planta que comprende:

a) introducir una secuencia de acido nucleico en la planta, o parte del mismo, la secuencia de acido nucleico que
comprende una regién reguladora unida operativamente al acido nucleico de la reivindicacion 6 y

b) cultivar la planta transgénica, produciendo de este modo la rHA.

15. El método de la reivindicacion 14, en donde en la etapa de introduccion (etapa a), el acido nucleico se introduce
en la planta de una manera transitoria o el acido nucleico se introduce en la planta de modo que sea estable.
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Escision Secuencia
. del péptido Activacion de unién a la
sefial HA1 de escision HAZ2 membrana
‘ " hidrofoba
NH2 (1 _ | CoOH

HEMAGLUTININA

Fig. 1
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LKQIEDKIEEILSKIYHIENEIARIKKLIGESAA (SEQID NO:1)

Fig. 2
1 M . K N v A I F G L L F L= L
1 5 -ATG GCG AAAR AAC GTT GCG ATT TTC GGT TTA TTG TTT TCT CTT
15 L v L v P = Q I F A SEQ ID NO:6
43 CTT CTG TTG GTT CCT TCT CAG ATC TTC GCT -37 SEQ ID NO:7
Fig. 3
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121
181
241
301
36l
421

541

- MKARLLVLLC

LKGIAPLOLG
QLSSVSSFER
YVNNEEKEVL
GRINYYWTLL
AINSSLPEQN
VDGWYGYHHQ
ENLNEEVDDG

FEFYHKCNNE

ES 2 545607 T3

TFTATYADT T
HNCSVAGWILG
FEIFPKESSH
VLWGVHHEPN
EFGDTIIFER
VHPVTIGECP
NEQGSGYARD
FLDIWTYNAE

CHMESVENGTY

VITVELGRTSRERMCSHGSLY

CIGYHANNST
NPECELLISK
BENHTVTIGVSA
IGNQRALYHT
NGNLIRFWYR
KYVRSAKLRM
QESTOHAING
LLVLLENERT
DYPKYSEESK

CRICI

DTVDTVLEEN
ESWSYIVETP
SCSHNGKSSF
ENAYVEVVSS
FALSRGEFGSG
VTGLRENIPSI
ITHEVNSVIE
LDFHDSHVEN

LNREKIDGVE

Fig. 4
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VTVTHSVNLL
NPENGTCYPG
YRNLLWLTGK
HYSRRFTPEI
IITSWAPMDE

QSRGLEGAIA

EDSHNGELCL
YFADYEELRE
NGLYPNLSKS
AKRPKVRDQE
CDAKCQTPQG

GEIEGGWTGM

KMNTQFTAVG

LYEKVESQLK

KEFNKLERRM

NNAKEIGNGC

LESMGYYQEIYATISTUASST]

SEQ ID NO:8
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114
174
234
294
354
414

£474

54

114
174
234
294
354
414

474

MARNVAIFGL
GELCLLEGIA
EELEEQLESV
HLSKSYVNNK
VROQEGRINY
QTPOGAINSS

GWTGMVDGWY
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LFSLLVLVFS
PLOLGNCSVA
SSFERFEIFP
EKEVLVLWGV
YWTLLEPGDT
LPFQNVHEVT

GYHHONEQGS

LERBMENLEE

IGHGCFEFYH

EVDDGFLDIW

HCNNECMESW

QIFADTICIG
GWILGHNPECE
KESSWENHTV
HHPEWIGHOR
IIFEANGNLI
IGECPEYVRS
GYAADQKSTQ
TYNAELLVLL

KNGTYDYPKY

TVASSEVLLVYSLGATSFWMCESNGSLOCRIC

MARKNVAIFGL
GELCLLEGIA
EELREQLSSV
HLSKSYVHNE
VRDQEGRINY

QTPQGRINSS

GWTGCMVDGW Y

LEREMENLNE

IGNGCFEFYH

LESLLVLVPS
PLOLGNCSVA
SEFERFEIFP
EEEVLVLWGV
YWTLLEPGDT
LPEFQRVHPVT
GYHHONEQGS
EVDDGFLDIW

ECNNECMESV

SEQ ID NO:10

YHANNSTOTVDTVLEKNVIVTHSVNLLEDSHN

LLISKESWSY
TGVSASCSHN
BLYHTENAYV
APWYAFALSE
AFLEMVTGLRE
NATNGITHNEY
ENERTLDFHD
SEESKLNREK

Ii

Fig. SA

QIFADTICIG
GWILGHPECE
KESSWEPNHTV
HHPPNIGHQR
IIFEANGNLI
IGECPEYVRS
GYARDQESTQ
TYNAELLVLL

KNGTYDYPEY

IVETPHPENG
GESSFYRNLL
SVVSSHYSRR
GFGSGIITSN

NIPSIQSRGL

TCYPGYFADY
WLTGENGLYF
FTPEIAKRPK
HPHhECDAKC

FGAIAGEFIEG

NEVIEEMMNTO
SHVENLYEEV

IDGVELESMG

SEQ ID NO:9

FTAVGEEEFNEK

KSQLENNAKE

YHANNSTDTVDTVLEENVTVTHSVNLLEDSHN

LLISKESWSY
TGVSASCSHN
ALYHTENAYV
APWYAFALSR
AKLEMVTGLR
NAINGITHNKV
ENERTLDEHD

SEESKLNREE

Fig. 5B
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IVETPNPENG
GESSFYRNLL
SVVSSHYSRR
GFGSGIITSH

NIFPSIQSRGL

TCYPGYFADY
WLTGENGLYF
FTPEIRERFK
APMDECDAKC

FGAIAGFIEG

NSVIEKMNTQ
SHVENLYEEKV

IDGVELESMG

FTAVGKEFHNE

KSQLENNAEKE

VYSERDED*
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114
174
234
294
354
414

474

54

114
174
234
294
354
414

474

MAKNVAITFGL LFSLLVLVPS

GHLCLLEGIA
EELREQLSSV
NLSKSYVNNE
VRDOQEGRINY

QTPQGAINSS

GWTGMVDGWY

LERRMENLNE

IGNGCFEEYH
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PLOLGHCSVA

SSFERFEIEP
EKEVLVLWGY
YWTLLEPGDT
LEFQNVHEVT
GYHHOQNEQGS
EVDDGELDIW

KCNHNECHMESY

SEQ ID NO:11

MAKNVAIFGL
GELCLLEGIA
EELREQLSSV
NLSKSYVRNE
VRDQEGRINY

QTPQGAINSS

GWTGMVDGWY

LERERMENLNE

IGHNGCFEFYH

LFSLLVLVES
PLOLGNCSVA
SSFERFEIFP
EKEVLVLWGV
YWTLLEPGDT
LEFQNVHEVT
CYHHQNEQGS
KVDDGFLDIW

KCNNECMESWY

SEQ ID HNO:12

QIFADTICIG
GWILGNFECE
KESSWENHTV
HHPPNIGHNQR
IIFEANGHNLI
IGECPKYVRS
GYRADQESTQ
TYNAELLVLL

ENGTYDYPKY

YHANNSTDTVDTVLEKNVTVTHSVNLLEDSHN

LLISKESWSY
TGVSASCSHN
ALYHTENAYV
APWYAFALSR
AKLRMVTGLR

NATNGITHNEWV

IVETPNFENG TCYPGYFADY

GESSEYRNLL WLTGENGLYF

SVVSSHYSER

FTPELAKRFPK

GFGSGIITSN APMDECDAEKC

NIPSIQSRGL FGAIAGFIEG

NSVIEEMNTQ FTAVGEEFNE

ENERTLDFHD SNVENLYEKV KSQLENNAKE

SEESKLNREK

Fig. 5C

QIFADTICIG

GWILGHNPECE

LLISKESWSY

IDGVELESMG UYEEE@*

IVETPHNPENG

HKESSWPNHTV
HHPPNIGHQR
IIFEANGNLI
IGECPEYVES
GYARDQKSTQ
TYNRELLVLL

ENGIYDYPKY

TGVSASCSHN
BALYHTENAYV
APWYAFALSR
ABELEMVTGLR
HAINGITKREV
ENERTLDFHED

SEESKLNREK

Fig. 5D
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GESSEYRNLL
SVWVSSHYSRR
GEGSGIITSH

NIPSIQSRG

YHANNSTDTVDTVLEKNVIVTHSVNLLEDSHHN

TCYPGY FADY
WLTGENGLYP
FTPEIAKRPE
BPMDECDAKC

FGAIAGEFIEG

NSVIEKMNTQ
SHVENLYEEWY

IDGVELESMG

FTAVGEEFNEKE
ESQLENNAKE

VY*
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114
174
234
294
354
414

474

527 -

234
254
354
414
474

827

MAKNVAIFGL
GKLCLLKGIA
EELREQLSSV
NLSKSYVNNK
VROQEGRINY

OTPOGAINSS

GWTGHMVDGH Y

LERRMENLNE

IGNGCFEFYH
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LFSLLVLVES QIEﬁDTICIG

PLOLGHCSVA
SSFERFEIFP
EKEVLVLWGV
YWTLLEPGDT
LPFPONVHPVT
GYHHQNEQGS
KVODDGFLDIW

KCHNECMESV

GWILGNPECE
KESSWPHHTV
HHPPNIGNQR
IIFEANGNLI
IGECPKYVAS
GYAADQKSTQ
TYNAELLVLL

ENGTYDYPEY

YHANNSTDTVDTVLEKNVTVTHSVNLLEDSHN

LLISKESWSY IVETPNPEKRG
TGVSﬁSCSﬁH GESSFYRNLL
BLYHTENARYV SVVSSHYSRR
APWYAFRLSRE GFGSGILITSN

AKLEMVTGLE NIPSIQSRGL

TCYPGYFADY
WLTGKENGLYP
FTPEIRKRPK
APMDECDAKC

FGATAGFIEG

NAINGITNEV NSVIEEMNTQ
ENERTLDFHD SHNVENLYEEV

SEESKLNREE IDGVELESMG

FTAVGHKEFNE
KSQLENNAKE
VYLKOTEDKY

EETLGKOYHIENET AR KK L GESAA*

MAKNVAIFGL
GKLCLLEGIA
EELREQLSSV
NLEKSYVHNK
VRDQEGRINY
QTPQGAINSS

GHTGMVDGWY

LESLLVLVES
PLOLGNCSVA
SSFERFEIFP
EKEVLVLWGV
YWTLLEEGDT
LPFQNVHEVT

GYHHONEQGS

LERRMEMLHNEK

IGHGCFEFYH

EVDDGEFLDIW

ECHMECMESY

SEQ ID NO:13

Fig. SE

QIFADTICIG
GWILGNPECE
KESSWPNHTV
HHEPNIGNQR
IIFEANGNLI
IGECPKYVRS
GYAADQKSTQ
TYNAELLVLL

ENGTYDYPEY

EEFSETYH BN ELART KR

GESARSEDK

YHANNSTODTVDTVLEENVTVTHSVNLLEDSHEN

LLISKESWSY
TGVSASCSHN

ALYHTEMNAYV

IVETPNFENG TCYPGYFADY
GESSEFYBRNWNLL WLTGENGLYP

SVVSSHYSRRE FTPEIAKRPK

REWYAFALSR GFGSGIITSN APMDECDAKC

AKLFMVTGLE
NAINGITNEY
EMERTLDFHD
SEESKLNREK

EL*

Fig. 5F
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MIPSIQSRGL FGATAGEIEG
NSVIEKMNTQ FTAVGEEENK
SHVENLYEKY KSQLENNAKE

IDGVKLESMG VYEKQIEDKH

SEQ ID HO:14
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=7 MAKNVAIEGL LFSLLVLVPS QIFADTICIG YHRANNSTDTVDTVLEKWVIVTHSVHMLLEDSHN
54 GELCLLEGIA PLOLGHNCSVA GWILGNPECE LLISKESWSY IVETPNPEWNG TCYPGYFADY
114 EELREQLSSV SSFERFEIFP KESSWPNHTV TGVS#SCSHN GESSFYRNLL WLTGENGLYF
174 NLSESYVHMNEK EEEVLVLWGYV HHPPNIGNQER ALYHTENAYV SVVSSHYSRER FTPEIAERPK
234 VRDQEGRINY YWTLLEPGDT IIFEARNGNLI APWYRFALSR GFGSGIITSH LPMDECDAEKC
294 QTPRGAINSS LPFQNVHPVT IGECPEYVRS AKLBMVTGLR MIPSIQSRGL FGAIAGEIEG
354 GWTGHMVDGWY GYHHQWEQGS GYARDQESTQ NAINGITHEYV NSVIEKMHTQ FTAVGHKEFNK
414 LEREMENLNEK KVDDGFLDIW TYMAELLVLL ENERTLDFHD SNVENLYEKV KSQLEKNNAKE
474 IGHNGCFEFYH KCNNECMESV ENGTYDYPKY SEESKLNREK IDGVELESMG ?YEEEEEEEE
527 HILPPEVHLE

SEQ ID NO:1%

-7 MAKNVAIFGL LFSLLVLVPS QIFADTICIG YHANNSTDTVDTVLEKNVTVTHSVNLLEDSHN
54 GKLCLLKGIA PLQLGNCSVA GWILGNPECE LLISKESWSY IVETPNPENG TCYPGYFRDY
114 EELREQLSSV SSFERFEIFP KESSWENHTV TGVSASCSHN GKSSFYRNLL WLTGKNGLYP
174 NLSKSYVNNKE EKEVLVLWGV HHPPNIGNQR ALYHTEMNAYV SVVSSHYSRR FTPEIRKRPK
234 VROQEGRINY YWTLLEPGDT IIPEANG&LI APWYAPALSR GFGSGIITSN APMDECDAKC
294 QTEQGAINSS LPFONVHPVT IGECPKYVRS AKLRMVTGLR NIPSIQSRGL FGAIAGFIEG
354 GWIGMVDGWY GYHHQNEQGS GYAADQKSTQ NAINGITNKV NSVIEKMNTQ FTAVGKEFNK
414 LERRMENLNK KVDDGFLDIW TYNAELLVLL ENERTLDFHD SNVENLYEKV KSQLENNAKE
474 IGNGCFEFYH KCNNECMESY KNGTYDYPKY SEESKLNREK IDGVKLESMG VYGGAGPEER
527 HEPEPVHEE, A SEKDEL*

SEQ

ID NO:1&

Fig. SH

48




Bl
121
181
241
301
3el
421
481
541
601
661
721
781
841
901
g6l
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1821

121
181

gggcocchATGE
CCTTCTCAGA
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CGAARRACGT
TCTTCGCTGA

ACTGTTGRCA
GRCAGTCRCR
TGCRGCGTTG
TCATGGTCCT
TTCGCCGACT
GBARTRTTCC
TGCTCCCATA
GGTTTGTACC
CTATGGGGETG
ARTGCTTATG
ARRAGRCCCH
CCTGGGGATA
GCACTGRAGTA
GATGCGAAGT
CACCCAGTCA
ACRAGGRCTRA
TTCATTGARG
GAGCRAGGAT
ACRAACAAGG
GAGTTCARCA
CTAGACRTTT
GATTTCCATG
AATGCCARAG
ATGGAGAGTG
ARCRAGGGAGA

cch

GGTACCTATG
GGAGTGARAT
AGTTCCCTGG
TCTTTGCAGT

CAGTACTTGR
ATGGARAACT
CCGGATGGAT
ACATTGTAGA
ATGAGGARACT
CCARRGARAG
ATGGGARAAG
CARRCCTGRG
TTCATCACCC
TCTCTGTAGT
AAGTARAGAGH
CARTARTATT
GAGGCTTTGG
GTCAARCACC
CAATAGGAGE
GGARCATCCC
GOGGGTGGAC
CTGGCTATGC
TCAATTCTGT
AATTGGAAAG
GGACATATRA
BCTCCAATGT
BAATAGGARRA
TGARARATGG

TGCGATTTTC
CACRATATGT
GRAGARTGTG
RTGTCTACTA
CTTARGGAARC
ARCACCARAT
GRGGGAGCAA
CTCATGGCCC
CAGTTTTTAC
CARGTCCTAT
GCCTARCATA
GTCTTCACAT
TCAGGRARGGR
TGAGGCAART
ATCAGGMRATC
TCAGGGAGCT
GTGTCCAARG
ATCCATTCAA
TGGAATGGTR
TGCAGATCARA
AATTGAGRAR
ARGGATGGAR
TGCAGRATTG
GRAGAATCTG
CGGGTGTTTT

GG _TACCTATGAC

BAATTGATGG

AGTGARATTG

SEQ ID MO:17

Fig. 6A

GGTTTATTGT
ATAGGCTACC
RCAGTGRCAC
ARPGGRATRG
CCAGRATGCG
CCTGAGAATG
TTGAGTTCAG
ARCCRCRCCG
AGARATTTGC
GTAARCARACH
GGGAACCARA
TATAGCRAGAA
AGRATCRACT
GGRARTCTAA
ATCRCCTCAR
ATARACAGCA
TATGTCAGGR
TCCAGAGGTT
GATGGGTGGET
ARRAGTACAC
ATGRACACTC
ARCTTAARTA
TTGGTTCTAC
TATGAGAARG
GRGTTCTATC
TATCCRARAT
GALTCAATGG

TTTCTCTTCT
ATGCCAACAR
ACTCTGTCARA
CCCCRACTRCA
ARTTACTGAT
GAACATGTTA
TATCTTCATT
TARCCGGAGT
TRATGGCTGAC
ARGAGRAIAGA
GGGCACTCTA
GATTCACCCC
ACTRCTGGAC
TRAGCGCCATG
ATGCACCAAT
GTCTTCCTTT
GTGCARALTT
TGTTTGGAGC
ATGGTTATCA
ARARTGCCAT
AATTCRCAGC
ARARADGTTGA
TGGAARARTGR
TAAADRGCCA
ACAAGTGTAA
ATTCOCGAAGR
GAGTATACta

TCTGTTGGTT
CTCAACCGAC
CCTRCTTGRG
ARTTGGGTRAT
TTCCAAGGAR
CCCAGGGTAT
TGAGRGATTC
ATCAGCATCH
GGGGAAGRAT
AGTCCTTGTA
TCATACAGAA
AGRAATAGCC
TCTGCTGGAR
GTRTGCTTTT
CGGATGRATGT
CCRGAATGTA
AMGGATGGTT
CATTGCCGGET
TCARTCAGAAT
TARCGGGATT
TGETGGECARR
TGATGGGTTT
ARAGGACTTTG
ATTRARGAAMT
CAATGAMLTGC
ATCARAGTTR

agagcteagqg

LCTATCCARA ATATTCCGAR GAATCARAAGT TARACAGGGA GARARTTGAT
TGGAATCAAT GGGAGTATRC CAGATTCTGSG CGATCTACTC AACTGTCGCC
TTCTTTTGGT CTCCCTGGGGE GCAATCAGCT TCTGGATGTG TTCCAATGGG
GTAGAATATG CATCtaagag ctecaggect

Fig. 6B
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SEQ ID NMO:18



6l
121

&l
121

6l
121
181

61
121
181

61

121
181
241
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GGTACCTATG ACTATCCARR ATATTCCGAR GARATCAAAGT TAARACAGGGA GRARATTGAT
GGAGTGARAT TGGAATCAAT GGGAGTATAC TCTGRGAARGS ATGARCTTta agagcteagg

cet

SEQ ID NO0:19

Fig. 6C

GGTACCTAT GACTATCCA ARATATTCC GAAGARTCA RAGTTARAC AGGGAGRAR
ATTGATGGA GTGRABTTG GAATCAATG GGRGTATAC CACGATGRA CTTtaagagc
SEQ 1D NO:20

teoaggoct

SETACCTATG
GGAGTGRAAT
ATCCTCTCGA
GAGTCRGCAG

GGTACCTATG
GGAGTGAART
ATCCTCTCGR
GAGTCAGCAG

GGTACCTATG
GGAGTGARAT
CCGCCTCCGG
CCAGTCCACC
CATCTGCCGC

GGTACCTATG
GGAGTGRAAT
CCGCCTCCGG
CCAGTCCACC

CATCTGCCGC

MCTATCCRAR
TGGARTCRAT
ARATCTACCA

CCtaagaqgct caggect

ACTATCCARR
TGGAATCAAT
ARATCTACCA
CCTCTGAGAR

RCTATCCAAR
TGGAARTCAAT
TGCATCTGCC
TGCCGCCTCC
CTCCATCRGC

ACTATCCAAMA
TGGAATCAAT
TGCATCTGCC
TGCCGCCTCC
CTCCATCAGC

SEQ ID NO:24

Fig. 6D

ATATTCCGAR GARATCARAGT
GGGAGTATAC CTCARACARR
CATCGRARAC GAGATTGCCA
SEQ ID

Fig. 6E

ATATTCCGAA GRAATCARAGT
GGGAGTATAC CTCAAACAAA
CATCGARRAC GRGATTGCCA
GGATGRACTT taagagcteca

TRARCAGGGE GARRATTGAT
TCGAAGACAA GATCGRAGAG
GGATCAAGAR GCTCATAGGC
HO:21

TAAACRGGGA GAMAATTGAT
TCGAAGACAA GATCGRAGAG
GGATCARGRRA GCTCATRAGGC
ggcct SEQ ID MO:22

Fig. 6F

ATATTCCGARA GRATCAARGT
GGGAGTATAC GGAGGCGCTG
ACCTCCGGTT CRCCTGCCAC
GGTCCACCTG CCACCGCCTG
AGCCtaagag cteaggcct

Fig. 6G

ATATTCCGAA GAATCAARAGT
GGGAGTATAC GGAGGCGCTG
ACCTCCGGTT CRCCTGCCAC
GGTCCACCTG CCRACCGCCTG
AGCCTCTGAG RAGGATGARC

Fig. 6H

50

TRAARCAGGGA GARAATTGAT
GCCCACCGCC AGTTCATCTA
CTCCGGTGCA TCTCCCACCG
TCCATGTGCC GCCACCGGTT
SEQ ID NO:23

TRAAACAGGGE GARARTTGAT
GCCCACCGCC AGTTCATCTA
CTCCGGTECRA TCTCCCRCCG
TCCATGTGCC GCCACCGGTT
TTtaagaget caggcct
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ADN-t izquierdo

Fig. 7
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N, benthamiana
ZAsid g

N. tabacum

Fig. 8

52



ES 2545607 T3

53



ES 2545607 T3

Fig. 10
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