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DESCRIPCION
Ensayo de agentes extrafios
Campo de la invencion

La presente invencion pertenece al campo de la industria farmacéutica y se refiere a un método para ensayar
agentes extrafios en una composicion que comprende al menos un agente activo y a un proceso para producir una
composicion farmacéutica llevando a cabo dicho método. Ademas, la presente invenciéon también se refiere al uso
de una construccion de polinucleétido para ensayar la presencia o ausencia del agente activo o de cualquier agente
extrafio o infeccioso en una composicion que se va a ensayar. Ademas, se refiere a polinucleétidos, construcciones
de polinucléotido que comprenden polinucledtidos particulares y células huésped que comprenden estos
polinucleédtidos o construcciones de polinucleétido utiles para el campo de las preparaciones de antigenos de virus,
principalmente relacionadas con el virus de influenza. También se proporcionan organismos no humanos, animales
transgénicos o microorganismos que contienen dichos polinucleétidos y/o construcciones de polinucleétido. Ademas,
se refiere a un anticuerpo especifico para un polipéptido codificado por dicho polinucleétido y a un método para
producir dicho anticuerpo, asi como al uso de un anticuerpo producido frente a un producto de expresion de una
construccion de polinucleétido para la purificacion de un agente activo. La presente invencién también esta dirigida a
un kit de partes.

Descripcion de la técnica anterior

En el campo de la industria farmacéutica existe la demanda de producir composiciones que estén desprovistas de
contaminantes tales como agentes extrafios o adventicios, ya que éstos pueden resultar en efectos secundarios
indeseados. Esta demanda es un reto particularmente en el campo de las vacunas. La ausencia de agentes
extrafos o adventicios también puede ser un asunto normativo.

Para asegurar que las composiciones no contienen contaminaciones, las composiciones respectivas pueden
ensayarse para comprobar si contienen o no dichos contaminantes.

En general, dichos ensayos pueden basarse por ejemplo en la deteccion de un posible agente extrafio que esta
presente en una composicion, opcionalmente con una amplificacion anterior del agente extrafio.

A este respecto, WO 0172964 A2 describe un método de PCR cuantitativa para la deteccion y cuantificacion
simultanea de un agente adventicio viable en una muestra de materiales derivados biolégicamente. Este método
comprende medir la cantidad de un polinucleétido en una muestra usando la reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR) cuantitativa, incubar la muestra en condiciones que permitan la replicacion del agente, medir la cantidad del
polinucledtido en la muestra después de un periodo de incubacién usando una PCR cuantitativa y comparar la
cantidad del polinucleétido presente en la muestra antes y después del periodo de incubacién. Un incremento en la
cantidad de polinucleétido indica la presencia de un agente viable en la muestra.

WO 2007/100397 A2 se refiere a la identificacion o determinacién de la presencia o ausencia de un virus
contaminante adventicio en una muestra que comprende poner en contacto acidos nucleicos de la muestra con al
menos una pareja de cebadores, y determinar la masa molecular del producto de amplificacion por espectrometria
de masa.

Otra posibilidad es neutralizar el agente activo que esta presente en la composiciéon que se va a ensayar antes del
ensayo del agente adventicio. Después de la neutralizacion del agente activo, la composicion neutralizada se ahade
a una linea celular especifica o se ensaya en modelos animales. Si la linea celular presenta efectos patogénicos, la
composicion contiene agentes adventicios.

En este contexto, US 2004/0005546 A1 proporciona un método para la deteccion de agentes adventicios en una
composicion que comprende un reovirus mediante el uso de una ribozima que escinde especificamente el genoma
del reovirus, inactivando de esta manera el virus. Un plasmido que codifica esta ribozima se introduce en células que
son susceptibles a infeccién por reovirus. Las células transfectadas, mediante la expresion de la ribozima, son
capaces de inactivar el reovirus y asi no seran infectadas por el virus. Las células que expresan ribozima se
someten entonces a una composicion que contiene reovirus, y cualesquiera efectos patogénicos causados por la
preparacion de reovirus indicaran la presencia de un agente adventicio. WO 03072811 A2 se refiere esencialmente
al mismo principio.

La neutralizacion del agente activo en la composicion también puede conseguirse por el uso de un anticuerpo
especifico para el agente activo, como se describe, por ejemplo, en la Farmacopea Europea, capitulo 2.6.16. Por
ejemplo, si el agente activo es un antigeno de virus vacuna, este antigeno de virus vacuna puede neutralizarse por
antisuero que contiene anticuerpos que se unen especificamente al antigeno. Para preparar antisuero, se usa un
antigeno inmunizante producido en cultivo celular u otro sistema (por ejemplo, huevos de gallinas embrionados) de
una especie diferente a la usada para la produccion de la vacuna y que carece de agentes extrafios.
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EP 0 236 145 A se refiere a procesos para la produccion de glicoproteinas de HCMV, anticuerpos de éstas y
vacunas de HCMV, y vectores recombinantes de éstos.

EP 1 997 831 A1 se refiere a antigenos de vacuna quiméricos frente al virus de la influenza aviar (Al). Los antigenos
quiméricos descritos en EP 1 997 831 A1 comprenden las subunidades del virus del virus de la influenza aviar,
acopladas a moléculas co-estimuladoras que aumentan tanto el sistema inmune humoral como celular.

WO 2008/124331 A1 define nuevas secuencias disefiadas para proteger a un huésped frente a una cepa virulenta
de virus de influenza A H5N1 y describe secuencias con optimizacion de codones que codifican las proteinas virales
antigénicas hemaglutinina y neuraminidasa.

Sin embargo, a pesar de los métodos descritos anteriormente para llevar a cabo el ensayo de agentes extrafios,
todavia existe una necesidad de un método de ensayo mejorado, en particular de un método de ensayo no
especifico para la posible identificacion de contaminantes infecciosos no especificados y de herramientas utiles para
realizar ensayos adecuados, y consecuentemente de un sistema de produccidn mejorado para composiciones
farmacéuticas, en particular en el campo de las vacunas.

Resumen de la invencion
La presente invencién proporciona un contenido como se define en las reivindicaciones adjuntas.
La etapa de determinar la presencia o ausencia de agentes extrafios en la composicién puede comprender:

a) usar un animal no humano que se ha inoculado, preferiblemente inmunizado, con una construccion de
polinucleétido que comprende una secuencia que codifica al menos una parte del agente activo, e inocular dicho
animal con la composicion que se va a ensayar,

b) evaluar el porcentaje de animales vivos después de un determinado periodo de tiempo, en el que en el caso de
que al menos el 80% de los animales inoculados sobreviva y no muestre evidencia de infeccion durante dicho
periodo de tiempo se considera que la composicidon no contiene agentes extrafos, y en el caso en el que menos del
80% de los animales inoculados sobreviva y/o al menos un animal muestre evidencia de infeccion durante dicho
periodo de tiempo se considera que la composicién contiene agentes extrafios.

Ademas, la etapa de determinar la presencia o ausencia de agentes extrafios en la composicion puede comprender:

a) inocular un animal no humano con la composiciéon que se va a ensayar, que contiene agente activo neutralizado o
inactivado,

b) evaluar el porcentaje de animales vivos después de un determinado periodo de tiempo, en el que en el caso de
que al menos el 80% de los animales inoculados sobreviva y no muestre evidencia de infeccion durante dicho
periodo de tiempo se considera que la composicidon no contiene agentes extrafios, y en el caso en el que menos del
80% de los animales inoculados sobreviva y/o al menos un animal muestre evidencia de infeccion durante dicho
periodo de tiempo se considera que la composicién contiene agentes extrafios.

La etapa de determinar la presencia o ausencia de agentes extrafios en la composicién que se va a ensayar puede
llevarse a cabo por ejemplo de dos maneras: Una posibilidad en neutralizar el agente activo que esta presente en la
composicion que se va a ensayar antes de inocular un organismo de ensayo de un animal no humano, con la
composicion. Esta neutralizacion se lleva a cabo in vitro, es decir, no en el organismo de ensayo en si mismo. El
organismo de ensayo se inocula con la composicidon que se va a ensayar después de que la composicion se ha
neutralizado. La otra posibilidad es que la etapa de neutralizacion se lleve a cabo in situ, por ejemplo, en el
organismo de ensayo en si mismo. Esto se consigue por una inmunizacion activa del organismo de ensayo con la
construccion de polinucleétido que comprende una secuencia que codifica al menos una parte del agente activo.
Haciendo esto, el organismo de ensayo produce anticuerpos que estan dirigidos frente al menos una parte del
agente activo. Tan pronto como el organismo de ensayo se inocula con la composicion que se va a ensayar (y que
contiene agente activo todavia no neutralizado), estos anticuerpos, a su vez, son capaces de neutralizar el agente
activo. Por lo tanto, la determinacién de la presencia o ausencia de agentes extrafios en la composicion que se va a
ensayar puede llevarse a cabo en el mismo organismo de ensayo sin ninguna necesidad de una etapa de
neutralizacion in vitro del agente activo. Esto reduce significativamente el tiempo necesario para llevar a cabo el
método de ensayo, el nimero de organismos de ensayo necesarios e incrementa adicionalmente la robustez y
seguridad del ensayo.

Los animales no humanos pueden seleccionarse del grupo que consiste en ratones adultos, ratones lactantes, y
cobayas, y en el que el porcentaje de animales vivos y la aparicion de una evidencia de infeccion se evallia después
de un periodo de al menos 7 a 10 dias, opcionalmente después de un periodo de 21 dias después de la inoculacién
con la composicidon que se va a ensayar en el caso en el que el animal inoculado sea un raton adulto, después de un
periodo de 14 dias después de la inoculacién con la composiciéon que se va a ensayar en el caso en el que el animal
inoculado sea un ratén lactante, y después de un periodo de al menos 42 dias después de la inoculaciéon con la
composicion que se va a ensayar en el caso en el que el animal inoculado sea una cobaya.
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La inoculacion de la composicion que se va a ensayar puede llevarse a cabo intracerebralmente y/o
intraperitonealmente.

La etapa de determinar la presencia o ausencia de agentes extrafios en la composicion puede llevarse a cabo segun
requerimientos reguladores, preferiblemente segun los requerimientos de la Farmacopea Europea, 2005, capitulo
2.6.16.

La composicion que se va a ensayar puede ser una muestra de un cultivo celular a partir del cual se produce el
agente activo, o un producto derivado de dicho cultivo celular.

Ademas, alteARNtivamente es posible que la composicion que se va a ensayar sea un virus de siembra, o una
composicion que contiene un virus de siembra, respectivamente. Un virus de siembra en el significado de la
presente invencion es un virus que se pretende usar para la produccion de un antigeno o una vacuna. Por ejemplo,
un virus de siembra puede estar alterado genéticamente para convertirlo en seguro y capaz de crecer en cultivo
celular o en huevos.

La composicion puede ser una composicion farmacéutica, preferiblemente una preparacién de vacuna o un producto
intermedio de ésta.

El agente activo puede ser un antigeno, preferiblemente un virus inactivado o atenuado, mas preferiblemente un
antigeno viral tal como un antigeno de virus fragmentados, un antigeno de subunidad de virus, o un virosoma, o el
agente activo comprende al menos un componente de un virus o una particula de virus, preferiblemente el agente
activo es una particula de virus influenza.

El agente activo puede ser un antigeno codificado por una secuencia de polinucléotido.
El anticuerpo y el agente activo pueden no derivar del uso de la misma construccion de polinucleétido.

Las construcciones de polinucledtido pueden diferenciarse en al menos un elemento estructural y/o funcional,
preferiblemente se diferencian respecto al polipéptido que codifican.

El anticuerpo puede usarse para ensayar virus como agentes extrafios, por ejemplo virus seleccionados del grupo
que consiste en Pneumovirinae, tal como el género Pneumovirus, incluyendo el virus sincitial respiratorio (RSV);
Morbillivirus de la familia Paramyxoviridae, tal como virus del sarampién; Enterovirus de la familia PicoARNviridae,
tal como virus Coxsackie, por ejemplo coxsackie B5, virus echo, grupo de enterovirus A-D, y rinovirus; Reoviridae de
mamiferos, en particular ortoreovirus (por ejemplo, reovirus de mamiferos tales como reovirus 1, 2, y 3) y rotavirus;
miembros de Retroviridae, por ejemplo Orthoretrovirinae, tales como los retrovirus, Metapneumovirus de la familia
Paramyxoviridae, tales como metapneumovirus humano (HMPV), o virus parainfluenza tipo 1, 2, 3, y 4; Rubulavirus
de la familia Paramyxoviridae, tales como virus de las paperas; Togaviridae, tales como Rubellavirus; Coronaviridae,
tales como el coronavirus SARS y otros coronavirus humanos tales como coronavirus OC43, 229E, NL63, y HKU1;
Rinovirus de la familia PicoARNviridae, tales como cepas M de Rinovirus; virus de la Varicela Zéster (VZV), también
conocido como virus del herpes humano 2 (HHV3); Polyomaviridae, tales como el poliomavirus SV-40, el
poliomavirus BK y el poliomavirus JC; Circovirus porcinos; PicoARNvirus porcinos, tales como virus de la
enfermedad vesicular porcina (SVDV) y virus Teschen-Talfan; miembros de Parvoviridae, tales como parvovirus
canino (CPV), bocavirus o parvovirus porcinos; Virus de parainfluenza (PIV); miembros de Orthomyxoviridae,
incluyendo virus influenza tipo A y B; miembros de Paramyxoviridae paramyxovirinae, incluyendo PIV-1, PIV-2 y PIV-
3; Herpesviridae, tales como virus del herpes simple 1 y 2, virus del herpes simple humano tipo 6, 7 u 8,
citomegalovirus y virus de Epstein Barr; Adenoviridae, tales como los adenovirus, incluyendo adenovirus humano, de
simio y aviar, tales como adenovirus aviar 1; circovirus aviares; Reoviridae aviar, en particular ortoreovirus, tales
como reovirus aviares; miembros de Papillomaviridae, incluyendo virus del papiloma humano; miembros de
Flaviviridae, tales como el virus del Nilo Occidental; y BiARNviridae, tales como virus de la enfermedad bursal
infecciosa (también conocido como virus gumboro), y/o en el que el anticuerpo se usa para ensayar bacterias como
agentes extrafios, por ejemplo, bacterias Chlamydia, incluyendo C. trachomatis, C. pneumoniae y C. psittaci; y
Mycoplasma.

La construccion de polinucledtido puede comprender una secuencia codificadora de HA (hemaglutinina) y/o NA
(neuraminidasa).

En una realizaciéon preferida, la construccion de polinucleétido comprende cualquiera de estas secuencias
codificadoras de HA y/o NA, bien sola o en combinacion una con la otra. También es posible que la construccion de
polinucledtido contenga sélo partes de estas secuencias. Preferiblemente, la construccion de polinucleétido contiene
la secuencia completa o una parte de la secuencia que codifica H1, H2, H3, H5, H6, H7, N1, N2, N3 o N7, bien sola
0 en combinacion, preferiblemente H5 sola. En una realizacion preferida adicional, la construccion de polinucleétido
comprende secuencias o parte de las secuencias que codifican H1N1, H2N2, H3N2, H6N1, H7N3 o H7N7,
preferiblemente las secuencias o parte de las secuencias que codifican H5N1.
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La construccién de polinucleétido puede comprender la secuencia que codifica al menos una parte del agente activo
con optimizacién de codones, en particular con optimizacion de codones para el sujeto usado para inmunizaciéon con
la construccioén de polinucledétido.

El agente activo puede comprender un antigeno de influenza y la construccion de polinucleétido puede comprender
una secuencia que tiene al menos 90%, preferiblemente al menos 95%, y mas preferiblemente al menos 98% de
identidad de secuencia con el acido nucleico mostrado en SEQ ID NO: 1 6 2.

El agente activo puede comprender un antigeno de influenza y la construccion de polinucleétido comprende una
secuencia como se muestra en SEQ ID NO: 1 6 2.

Descripcion detallada de la invenciéon

La presente invencion se describe ahora con mas detalle por realizaciones y ejemplos preferidos, que se presentan
para propositos ilustrativos.

La presente invencion proporciona un método eficiente, rapido y fiable para la deteccion de contaminaciones en
composiciones mediante el uso de anticuerpos que se unen especificamente a los agentes activos que estan
presentes en la composicion, con la condicion de que dicho anticuerpo se haya producido frente a un producto de
expresion de una construccion de polinucleétido que comprende una secuencia que codifica al menos una parte del
agente activo. Se encontré que los anticuerpos, que se han preparado usando construcciones de polinucleétido
recombinantes para la inmunizacion, son particularmente ventajosos y Utiles para la neutralizacion o inactivacion de
agentes activos antes del ensayo de agentes extrafos o adventicios. Dichos anticuerpos son especialmente
adecuados en el ensayo de agentes extrafios en composiciones que contienen sustancias proteinaceas como
agentes activos. Como las construcciones de polinucledtido que se van a usar para preparar los anticuerpos se
preparan sintéticamente y comprenden un polinucleétido que codifica al menos una parte de una secuencia de
aminoacidos presente en el agente activo dado, las construcciones de polinucledtido codifican secuencias
homologas a la diana que se va a neutralizar o inactivar, pero no estan contaminadas con los agentes extrafios o
adventicios cuando se afaden los anticuerpos a la composicion durante el ensayo. Al contrario, otros ensayos
inmunoldgicos de agentes extrafios usando anticuerpos que se generarian por inmunizacion de los animales con un
agente activo dado en si mismo podrian dar lugar a la formacion de anticuerpos que son 0 para agentes extrafios
que estan presentes en la composicion, elevando de esta manera el riesgo de resultados falsos negativos. Esta
produccion no deseada de dichos anticuerpos en los animales podria inducirse por ejemplo por contaminantes que
resultan de un sistema de cultivo celular en el que se ha producido el agente activo. Sin embargo, como
consecuencia, a diferencia del uso de inmunizacién con construcciones de polinucleétido para la producciéon de
anticuerpos segun la presente invencion, los anticuerpos que son entonces especificos para los agentes extrafios
neutralizarian a los agentes extrafios durante el ensayo, dando lugar de esta manera a errores en el analisis. El
método segun la presente invencidon permite evitar o al menos reducir el riesgo de la formacion de anticuerpos
especificos para las contaminaciones. Asi, por ejemplo, pueden evitarse los resultados falsos negativos del ensayo
de los agentes extrafios. Ademas, se disminuye el riesgo de que se produzca reactividad cruzada. Ademas las
construcciones de polinucleétido pueden ensayarse directamente en sistemas de ensayo apropiados para mostrar la
ausencia de agentes extrafios contaminantes, por ejemplo, las construcciones pueden ensayarse directamente por
PCR para una amplia gama de contaminantes potenciales o aplicando los métodos como se describe en la
Farmacopea Europea, capitulo 2.6.16.

En particular, se ha encontrado que mediante la inmunizacién directa de un sujeto con una construccion de
polinucledtido que codifica, por ejemplo, un antigeno viral tal como un antigeno viral de influenza, es posible generar
rapidamente anticuerpos que se unen especificamente a este antigeno viral de influenza, con vista a que el ensayo
posterior no responde principalmente al virus influenza en si mismo. Por lo tanto, usando el método segun la
presente invencion, ya no es necesario generar los anticuerpos especificos, por ejemplo, inmunizando a un animal
con el virus de tipo salvaje o con una particula de virus en si misma obtenida durante el proceso de la preparacion
de vacunas, lo que reduce significativamente el tiempo necesario para la generacién de anticuerpos que se van a
usar para la etapa de ensayo posterior. Ademas, ya no es necesario depender de la identificacion y cultivo de una
cepa con reactividad cruzada, ya que las construcciones de polinucledtido pueden prepararse tan pronto como se ha
identificado una cepa de virus de influenza (potencial) pandémica o estacional. Esto es particularmente util en el
caso de un brote pandémico o estacional de influenza, ya que existe una necesidad de un lanzamiento rapido de
vacunas pandémicas o estacionales al mercado. Mediante la aplicacion del método segun la invencion, pueden
generarse rapidamente anticuerpos especificos dirigidos frente a estos antigenos de influenza y usarse para
propésitos de ensayo y tratamiento adicional opcional durante el proceso de las preparaciones de vacuna de
influenza. Por lo tanto, la presente invencién reduce los tiempos de preparacién para el lanzamiento de vacunas.
Como los anticuerpos generados también pueden usarse para ensayos de calidad a los que se someten las vacunas
o sus productos intermedios, tales como ensayos de agentes extrafos, la presente invencion también da lugar a una
calidad mejorada de las vacunas. Ademas, mediante la aplicacion de la ensefianza de la presente invencion, podria
ser posible usar adicionalmente un lote de produccién costoso después de que se hayan detectado los agentes
extrafios sometiendo este lote a un tratamiento especial para inactivar o eliminar el agente adventicio detectado.
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En definitiva, mediante la aplicacion del método segun la invencién, puede conseguirse una calidad y seguridad
mejoradas de las composiciones ensayadas y un gasto del ensayo del agente adventicio. Como consecuencia,
pueden reducirse los tiempos de preparacion para el lanzamiento de las composiciones ensayadas.

En el significado de la presente invencion, el término “agente extrafio” o “agente adventicio” se refiere a
contaminaciones que podrian estar presentes en la composicién que se va a ensayar. Un agente adventicio o
extrafio es un agente que no se pretende que esté incluido en una composicion y puede influir adversamente en las
propiedades de un producto que contiene las composiciones. Por ejemplo, si la composicion constituye una
preparacion farmacéutica o debe usarse como tal, un agente adventicio puede ser, por ejemplo, un agente
infeccioso (patégeno), concretamente un agente capaz de infectar a un ser humano o animal. Dicho agente
infeccioso puede ser un microorganismo, por ejemplo, bacterias, hongos, algas, un virus o partes de éstos. Los virus
también son capaces de crecer frecuentemente en sistemas tales como cultivos celulares que se usan para la
produccioén de bioldgicos. Ademas, la composicion también puede estar contaminada con ADN de la célula huésped.

Las lineas celulares usadas tipicamente en la produccion de biolégicos, en particular para producir particulas virales,
son lineas celulares de mamiferos incluyendo MDCK, CHO, BHK, Vero, MRC-5, PER.C6, WI-38 y semejantes. Los
ejemplos de virus y bacterias infecciosos que podrian infectar no deliberadamente dichas células, y representar asi
agentes extrafios o adventicios potenciales que se van a ensayar segun la invencion, incluyen, por ejemplo, virus
seleccionados del grupo que consiste en Pneumovirinae, tal como el género Pneumovirus, incluyendo el virus
sincitial respiratorio (RSV); Morbillivirus de la familia Paramyxoviridae, tal como virus del sarampioén; Enterovirus de
la familia PicoARNviridae, tal como virus Coxsackie, por ejemplo coxsackie B5, virus echo, grupo de enterovirus A-D,
y rinovirus; Reoviridae de mamiferos, en particular ortoreovirus (por ejemplo, reovirus de mamiferos tales como
reovirus 1, 2, y 3) y rotavirus; miembros de Retroviridae, por ejemplo Orthoretrovirinae, tales como los retrovirus,
Metapneumovirus de la familia Paramyxoviridae, tales como metapneumovirus humano (HMPV), o virus
parainfluenza tipo 1, 2, 3, y 4; Rubulavirus de la familia Paramyxoviridae, tales como virus de las paperas;
Togaviridae, tales como Rubellavirus; Coronaviridae, tales como el coronavirus SARS y otros coronavirus humanos
tales como coronavirus OC43, 229E, NL63, y HKU1; Rinovirus de la familia PicoARNVviridae, tales como cepas M de
Rinovirus; virus de la Varicela Zéster (VZV), también conocido como virus del herpes humano 2 (HHV3);
Polyomaviridae, tales como el poliomavirus SV-40, el poliomavirus BK y el poliomavirus JC; Circovirus porcinos;
PicoARNvirus porcinos, tales como virus de la enfermedad vesicular porcina (SVDV) y virus Teschen-Talfan;
miembros de Parvoviridae, tales como parvovirus canino (CPV), bocavirus o parvovirus porcinos; Virus de
parainfluenza (PIV); miembros de Orthomyxoviridae, incluyendo virus influenza tipo A y B; miembros de
Paramyxoviridae paramyxovirinae, incluyendo PIV-I, PIV-2 y PIV-3; Herpesviridae, tales como virus del herpes
simple 1y 2, virus del herpes simple humano tipo 6, 7 u 8, citomegalovirus y virus de Epstein Barr; Adenoviridae,
tales como los adenovirus, incluyendo adenovirus humano, de simio y aviar, tales como adenovirus aviar 1;
circovirus aviares; Reoviridae aviar, en particular ortoreovirus, tales como reovirus aviares; miembros de
Papillomaviridae, incluyendo virus del papiloma humano; miembros de Flaviviridae, tales como el virus del Nilo
Occidental; y BiARNviridae, tales como virus de la enfermedad bursal infecciosa (también conocido como virus
gumboro), y bacterias, tales como bacterias Chlamydia, incluyendo C. frachomatis, C. pneumoniae y C. psittaci; y
Mycoplasma.

Mediante la aplicacion del método segun la invenciéon, la presencia de agentes extrafios o adventicios,
respectivamente, en una composicion puede ensayarse de una manera eficiente, diligente, y fiable. Dicha
composicion que se va a ensayar puede ser cualquier composicion que debe cumplir determinados requerimientos
de calidad o cualesquiera muestras aguas arriba de éstas. Dichas composiciones pueden usarse en kits de ensayo,
por ejemplo, para detectar enfermedades o agentes infecciosos en cualesquiera liquidos o muestras corporales de
seres humanos o animales. El método segun la invencion también es adecuado para ensayar composiciones usadas
para cualquier uso de laboratorio tal como propdsitos analiticos o preparativos. Las composiciones adicionales que
se van a ensayar con el significado de la presente invencion pueden ser, por ejemplo, muestras de un cultivo celular,
a partir del cual se produce el agente activo, o productos de aislamiento o purificacion o cualquier producto
intermedio de éstos. Las muestras pueden tomarse en cualquier etapa el proceso. La composicion también puede
ser un producto derivado de este cultivo celular. De nuevo, este producto puede ser un producto que deriva del
cultivo celular en cualquier etapa, lo que significa que el producto puede ser bien un precursor del producto final o el
producto final en si mismo, o cualquier producto intermedio. Ademas, es posible alteARNtivamente que la
composicion que se va a ensayar sea un virus de siembra, o una composicién que contiene un virus de siembra,
respectivamente. Un virus de siembra en el significado de la presente invenciéon es un virus que se pretende usar
para la produccion de un antigeno o una vacuna.

Otras composiciones son composiciones farmacéuticas. Preferiblemente, la composicién es una composicion
farmacéutica. Una composiciéon farmacéutica puede usarse en, o sobre, el cuerpo para prevenir, diagnosticar, aliviar,
tratar o curar una enfermedad en seres humanos o animales. Preferiblemente, dicha composicion farmacéutica es
una preparacion de vacuna o un producto intermedio de ésta. En el caso de que la composicion farmacéutica sea
una preparacion de vacuna, también es posible ensayar determinadas muestras de los lotes de vacuna. Ofras
composiciones que se van a ensayar son, por ejemplo, cualquier muestra de una etapa de proceso que
eventualmente da lugar a un producto farmacéutico o de vacuna, por ejemplo, una muestra de cultivos celulares a
partir de los cuales deriva el agente activo, o cualquier producto intermedio.
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Como las contaminaciones con un agente adventicio pueden ocurrir, o pueden ensayarse adecuadamente, en
cualquier momento durante el proceso de fabricacion, el método segun la invencién puede realizarse en cualquier
etapa durante la fabricacion de dicha composicion.

La composicién que se va a ensayar comprende al menos un agente activo. Un agente activo en el significado de la
presente invencion indica cualquier material quimico o biolégico o compuesto que es el principio activo en la
composicion. En el caso de una composicion farmacéutica, el agente activo puede ser un compuesto farmaco, tal
como un farmaco biofarmacéutico, y especialmente un polipéptido expresado. Preferiblemente, el agente activo es
un antigeno, preferiblemente el antigeno es un virus inactivado o atenuado, y mas preferiblemente el antigeno es un
antigeno viral. Los ejemplos de estos antigenos virales son por ejemplo particulas de virus tales como particulas de
virus parcialmente fragmentados tales como antigenos de virus fragmentados, antigenos de cubierta purificados
tales como antigenos de subunidades de virus o virosomas. Un virosoma es una vesicula de fosfolipidos en bicapa
unilamelar con un diametro medio adecuado, por ejemplo en el intervalo de aproximadamente 70 nm a
aproximadamente 150 nm. Esencialmente, los virosomas representan cubiertas de virus vacias reconstituidas,
desprovistas de la nucleocapside incluyendo el material genético del virus fuente. Los virosomas no son capaces de
replicarse pero son vesiculas activas de fusion pura que contienen glicoproteinas de cubierta viral funcionales tales
como hemaglutinina (HA) y neuraminidasa (NA) del virus influenza intercaladas en la membrana de fosfolipidos en
bicapa. También se prefiere que el agente activo comprenda al menos un componente de un virus o una particula de
virus, preferiblemente el agente activo es una particula de virus influenza.

Como el método segun la presente invencion es especialmente util en el campo de la producciéon de vacunas
pandémicas, segun una realizacion preferida, el agente activo es un antigeno o componente de vacuna derivado de
una particula de virus influenza, que puede estar presente en vacunas de influenza. Estas vacunas de influenza
pueden estar basadas en cualquier cepa de influenza adecuada. Las vacunas de influenza incluyen tipicamente
antigenos de al menos una cepa de virus influenza A, B y C, preferiblemente de al menos una cepa de influenza A o
B. Las cepas recomendadas para vacunas pueden cambiar de estacion a estacion. También puede ser posible que
la vacuna se base en mas de una cepa de influenza adecuada. Por ejemplo, la vacuna de influenza puede incluir
dos cepas de influenza A y una cepa de influenza B. También puede ser posible ademas que la vacuna pueda ser
no sélo una mono vacuna sino también una vacuna bi, tri o multivalente, preferiblemente la vacuna es una vacuna
trivalente. Las vacunas de influenza que contienen el agente activo, preferiblemente el antigeno o el componente de
vacuna derivado de una particula de virus influenza, pueden fabricarse por cualquier técnica que es conocida para
un experto en la técnica. Por ejemplo, las vacunas pueden fabricarse usando construcciones de polinucledtido que
codifican el agente activo o parte del agente activo, o infectando huevos o células con preparaciones de virus vivos.
Preferiblemente, las vacunas se fabrican infectando huevos o células con preparaciones de virus vivos. En el caso
en el que la fabricacion de vacunas esté basada en células, se usan las células que son capaces de albergar virus
en crecimiento, por ejemplo, células de mamiferos tales como MDCK (células de rifién canino Madin-Darby), CHO
(células de ovario de hamster chino), BHK (células de rifion de cria de hamster), Vero (células derivadas de células
epiteliales de rifién del mono verde africano), MRC-5 (fibroblastos de pulmén humano secundarios), PER.C6 (células
derivadas de células retinales embrionarias humanas), WI-38 (células derivadas de tejido de pulmén fetal humano) y
semejantes. Habitualmente, el virus o la preparacion de virus vivos, respectivamente, se inyecta en las células en las
que se multiplica. Las paredes exteriores de las células se retiran, recogen, purifican, e inactivan. En una fabricacion
basada en huevos, habitualmente el virus o preparacion de virus vivos, respectivamente, se inyecta en el huevo y se
acumula en el fluido que rodea el embrién. El embrién se infecta de manera que el virus pueda multiplicarse.
Después de un determinado periodo de tiempo, el virus se recoge, purifica, e inactiva quimicamente. Este virus o
pares del virus se usan para producir la vacuna.

El término “polinucledtido” tal y como se usa en la presente memoria debe entenderse que significa una molécula de
acido nucleico bicatenaria o monocatenaria, por ejemplo, una molécula de ADN, ADNc, ADN gendémico, ARN y/o
ARNmM o semejantes. La molécula de acido nucleico puede estar presente bien como la cadena codificadora o como
la cadena complementaria. El polinucleétido puede ser de una fuente natural o producirse por tecnologia génica o
procesos quimicos y métodos de sintesis o puede haber derivado de éstos. Preferiblemente, la secuencia de
polinucleétido codifica un antigeno como el agente activo.

El anticuerpo generado en la etapa a), que se ha producido frente a un producto de expresion de una construccion
de polinucleétido que comprende una secuencia que codifica la menos una parte del agente activo, se pone en
contacto posteriormente con una composicién que comprende al menos un agente activo, en el que el anticuerpo se
une especificamente al agente activo, por ejemplo, formando un complejo antigeno-anticuerpo.

En lo que sigue, los anticuerpos usados en el método de la presente invencion se describen con detalle. Derivan de
una construccién de polinucleétido o vector. El término “construccion de polinucleétido” o “vector”, respectivamente,
indica una molécula que se usa para introducir polinucleétidos exdgenos (o insertos, respectivamente) en células
huésped u organismos huésped. La construccion de polinucleétido comprende un polinucleétido como se ha descrito
anteriormente, preferiblemente la construccion de polinucleétido o vector es una secuencia de ADN o ARN, y mas
preferiblemente una secuencia de ADN. La construccion de polinucleétido contiene una secuencia de polinucleétido,
0 un inserto, respectivamente, que codifica uno o mas (poli)péptidos o proteinas. Este polinucleétido, o inserto,
respectivamente, puede ser una molécula de acido nucleico bicatenaria o0 monocatenaria, por ejemplo, una molécula
de ADN, ADNc, ADN gendmico, ARN y/o ARNm o semejantes. La molécula de acido nucleico puede estar presente
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bien como la cadena codificadora o como la cadena complementaria. El polinucleétido puede ser de una fuente
natural o producirse por tecnologia génica o procesos quimicos y métodos de sintesis o puede haberse derivado de
éstos. Preferiblemente, la secuencia de polinucleétido codifica (poli)péptidos o proteinas que representan al menos
una parte del agente activo.

En el significado de la presente invencion, la expresion "anticuerpo que se ha producido frente a un producto de
expresion de una construccidon de polinucledtido” indica que el anticuerpo se obtiene por inmunizacion de
organismos adecuados con la construccion de polinucleétido o produciendo anticuerpos en células o sistemas
celulares. Los anticuerpos generados obtenidos de esta inmunizacién especifica, opcionalmente aislados, se unen
(opcionalmente especificamente) a (poli)péptidos, que estan codificados por una secuencia que esta comprendida
por la construccion de polinucleétido, en el que los (poli)péptidos representan al menos una parte de los agentes
activos.

Preferiblemente, la construccion de polinucledtido o vector, respectivamente, usados en el método segun la presente
invencion comprende a) una regién promotora, b) un polinucleétido o inserto, respectivamente, como se describe en
la presente memoria, que esta unido de manera operativa a la regiéon promotora, y c) opcionalmente, secuencias
reguladoras unidas de manera operativa a éstos, que pueden actuar como sefiales de transcripcion, terminacion y/o
poliadenilacién, secuencias potenciadoras y/o secuencias que codifican sefiales lider y/o secuencias que aseguran
una unién a ribosoma eficiente, por ejemplo, una secuencia consenso Kozak. Las secuencias promotoras y/o
reguladoras adecuadas son muy conocidas para un experto en la técnica de la biologia molecular. En cualquier
caso, el experto en la técnica puede encontrar secuencias promotoras y/o reguladoras adecuadas en la bibliografia,
por ejemplo, en revistas cientificas relevantes y bases de datos génicas, o pueden aislarlas de cualquier organismo
deseado usando métodos estandar tales como se describen en Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory
Manual, 3?2 edicion, Cold Spring Harbor Press, (2000).

Las secuencias de polinucleédtido o insertos, respectivamente, que son adecuadas para las construcciones de
polinucleétido usadas en el método segun la invencion pueden determinarse por un experto en la técnica tomando
como base la secuencia que codifica el polipéptido que forma al menos una parte del agente activo. En el caso de
antigenos virales como agentes activos, las secuencias de nucledtidos que codifican estos antigenos virales se
conocen habitualmente, por ejemplo, en el caso de virus o vacunas se preparan por una estrategia de "genética
inversa" (véase, por ejemplo, Neumann et al., "Reverse Genetics of Influenza Virus", Minireview, Virology 287, 243-
250, 2001, las referencia citadas en ella asi como técnicas de genética inversa posteriores). La secuencia de
polinucledtido completa o partes de ésta que codifican un polipéptido adecuado pueden elegirse por un experto en la
técnica e introducirse en la construccién de polinucleétido. Un polipéptido adecuado es un polipéptido que es capaz
de incitar una respuesta de anticuerpo efectiva en el sujeto inmunizado. Los polipéptidos adecuados pueden
encontrarse, por ejemplo, en bases de datos que son conocidas para los expertos en la técnica, tales como la base
de datos PubMed (por ejemplo, http://www.ncbi.nim.nih.gov/, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/FLU/FLU.html,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/1452844657ordinalpos=1&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Sequence.Sequence_
ResultsPanel.Sequence_RVDocSum y http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore). Preferiblemente, el polipéptido
comprende uno o mas determinantes antigénicos (epitopos). También es posible que la construccion de
polinucleétido contenga un polipéptido que no sélo codifica un agente activo o una parte de un agente activo, sino
que también codifica uno o mas agentes activos adicionales o partes de otros agentes activos. También es posible
que se usen diferentes construcciones de polinucleétido que contienen diferentes polinucleétidos o insertos,
respectivamente. Sin embargo, esto podria depender de la presencia y del nimero de diferentes agentes activos
que estan presentes en la composicion. Asi, si hay diferentes tipos de agentes activos presentes, se preparan
diferentes tipos de construcciones de polinucleétido, comprendiendo cada tipo una secuencia que codifica un
polipéptido que representa al menos una parte de un tipo de agente activo.

Preferiblemente, la construccion de polinucleétido o vector usado en el método de la presente invencion es un vector
de expresion. Un vector de expresion es un vector que es capaz de controlar la expresion (es decir, la transcripcion y
la traduccion) de los genes que contiene. Incluso mas preferiblemente, el vector es un vector de expresion
plasmidico de mamiferos, Un ejemplo para dicho vector es el plasmido (p) pCMV. Preferiblemente, un vector usado
en la presente invencion contiene las caracteristicas siguientes: a) un promotor de citomegalovirus (CMV), b) una
secuencia consenso Kozak que se pone delante del codon de inicio ATG para asegurar una unién a ribosoma
eficiente y por lo tanto el nivel maximo de traduccién de proteina, y c) una sefal de terminacién de la transcripcion,
una sefal poli (A), que se pone al final de la secuencia que codifica un (poli)péptido o proteina que representa al
menos una parte del agente activo para asegurar una parada apropiada de la transcripcion. La secuencia
codificadora (es decir, el polinucleétido) puede subclonarse en el vector en sitios de restriccion adecuados. El
plasmido resultante (construccion de polipéptido o vector, respectivamente, preferiblemente una construccion de
ADN o vector) puede usarse entonces para la transformacion de células huésped adecuadas tales como células
bacterianas, células de levadura, células fungicas, células de algas, células de plantas, o células de insectos,
preferiblemente células bacterianas tales como células de E. coli. Las células huésped transformadas se cultivan en
un medio adecuado y se recogen y lisan, y el plasmido se recupera. Los protocolos adecuados para los
procedimientos mencionados anteriormente pueden encontrarse, por ejemplo, en Sambrook, et al., Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, 32 edicion, Cold Spring Harbor Press, (2000), Davis, et al., Basic Methods in
Molecular Biology, Elsevier (1986), y Ausubel, et al., Current Protocols in Molecular Biology, Wiley Interscience
(1988).
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Con el fin de caracterizar el polinucleétido plasmidico producido, pueden usarse en general analisis de restriccion,
electroforesis en gel y métodos bioquimicos y de biologia molecular adicionales como método analitico. Estos
métodos asi como métodos usados para la generacion de la construccion de polinucleétido descrita anteriormente
son muy conocidos y se han publicado muchos tratados sobre métodos de polinucledtidos recombinantes,
incluyendo Sambrook, et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 32 edicion, Cold Spring Harbor Press, (2000),
Davis, et al., Basic Methods in Molecular Biology, Elsevier (1986), y Ausubel, et al., Current Protocols in Molecular
Biology, Wiley Interscience (1988).

La transformacion de las células huésped puede usarse para la amplificacion del vector de expresion. Este vector de
expresion amplificado puede usarse entonces, a su vez, por ejemplo, para inmunizar un sujeto como se describe
mas adelante.

Con el fin de generar anticuerpos o antisuero que se une especificamente al agente activo que esta presente en la
composicion que se va a ensayar, en una realizacion preferida de la invencion, se inmuniza un sujeto con la
construcciéon de polinucleétido que comprende un polinucleétido o inserto, respectivamente, que codifica al menos
una parte del agente activo. Esta inmunizacién directa de un sujeto adecuado con la construccion de polinucleétido
da lugar a una generacion mas rapida de anticuerpos dirigidos frente al producto de expresion, ya que, por ejemplo,
pueden evitarse etapas del proceso que podrian ser necesarias en el caso en el que la inmunizacion se lleve a cabo
con el agente activo, por ejemplo, el (poli)péptido, en si mismo. Dicha etapa del proceso requerida en otro caso
puede ser por ejemplo la purificacion laboriosa del (poli)péptido. EI método diligente que ahorra tiempo segun la
presente invencion es particularmente ventajoso en el caso en el que el agente activo sea un antigeno viral, una
particula de virus, un virosoma o cualesquiera partes de los mencionados anteriormente, ya que se puede
proporcionar mas rapidamente el ensayo de una vacuna segura, de alta calidad. Esto es ventajoso en particular en
el caso de un brote pandémico o estacional de influenza, ya que existe la necesidad de un lanzamiento rapido de
vacunas pandémicas o estacionales al mercado. Mediante la aplicacion del método segun la invencion, pueden
generarse rapidamente anticuerpos especificos dirigidos frente a, y que son homodlogos a, la presente cepa
pandémica o estacional de estos antigenos de influenza y usarse en la generacion de preparaciones de vacuna de
influenza. Pueden aplicarse situaciones similares a otras preparaciones de vacuna. Ademas, como la inmunizacion
puede llevarse a cabo con una construccion de polinucleétido sintética, el riesgo de inmunizar a un animal adecuado
con contaminaciones se reduce sustancialmente. Como consecuencia, el riesgo de generar anticuerpos dirigidos
frente a estas contaminaciones puede evitarse o al menos reducirse, evitando por lo tanto, por ejemplo, resultados
del ensayo del agente extrafio falsos negativos. Esto aumentara significativamente la seguridad y calidad de las
composiciones ensayadas.

El sujeto también puede inmunizarse con dos o mas tipos diferentes de construcciones de polinucleétido, portando
cada tipo un polinucleodtido diferente. El sujeto que se va a inmunizar es un sujeto no humano, tal como un animal
adecuado, por ejemplo, una oveja, una cabra, un conejo, una rata, un ratén, un perro, o una cobaya,
preferiblemente, un conejo, un ratén, una cobaya o una rata, y mas preferiblemente un conejo. La inmunizacion del
animal adecuado puede llevarse a cabo siguiendo procedimientos estandar muy conocidos. En general, la
construccion de polinucledtido opcionalmente purificada se introduce preferiblemente en tejido animal por varios
métodos de administracion, tales como inyeccion de la construccion de polinucledtido en disolucion salina, usando
una aguja hipodérmica estandar, administracién por pistola de genes o inyeccion neumatica. Ademas, la
administracion puede llevarse a cabo mediante aplicaciones topicas, o puede llevarse a cabo una administracion
mediada por citofectina. El animal inmunizado produce entonces anticuerpos que son especificos para al menos
partes de, o el total de, los (poli)péptidos o proteinas expresados. Los anticuerpos producidos estan presentes en la
sangre del sujeto inmunizado y pueden recuperarse por procedimientos estandar que son muy conocidos para los
expertos en la técnica. También es posible preparar muestras de suero a partir de la sangre recogida de los sujetos
inmunizados. Los anticuerpos pueden ser monoclonales o policlonales, dependiendo de la naturaleza del
(poli)péptido o proteina que se esta expresando. El término "anticuerpo monoclonal" en el significado de la presente
invencion indica anticuerpos que tienen la misma especificidad antigénica, es decir, anticuerpos que son todos
especificos para el mismo epitopo (determinante antigénico). Esto significa, si el (poli)péptido que se esta
expresando corresponde a un unico epitopo, entonces los anticuerpos son "anticuerpos monoclonales" en los
términos de la presente invencion. En el caso en el que el (poli)péptido o proteina que se esta expresando
comprenda mas de un epitopo, los anticuerpos especificos que se estan produciendo por el animal inmunizado son
"anticuerpos policlonales" en los términos de la presente invencion.

Después de un determinado periodo de tiempo, por ejemplo hasta 100 dias y habitualmente hasta 70 dias o hasta
50 dias, preferiblemente alrededor de 70 dias después de la inmunizacion, los anticuerpos especificos generados
por los animales inmunizados pueden obtenerse segin métodos muy conocidos para los expertos en la técnica.
Preferiblemente, los animales se exanguinan y se obtienen muestras de suero que contienen los anticuerpos. En
una realizacion preferida, el anticuerpo que se va a usar para la etapa a) esta representado simplemente por una
muestra de suero obtenida del animal inmunizado.

Antes de la etapa b), el agente activo se neutraliza o inactiva por union del anticuerpo. Preferiblemente la unién es
especifica.
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El término "union especifica” en el significado de la presente invenciéon indica que el anticuerpo segun la presente
invencion presenta especificidad para el agente activo que esta presente en la composicion que se va a ensayar, y,
por lo tanto, se une selectivamente a dicho agente activo pero no a los agentes extrafios que estan potencialmente
presentes en la composicion que se va a ensayar. En una realizacién preferida de la presente invencion, el
anticuerpo usado en el método segun la presente invencion se une exclusivamente a dicho agente activo y nada en
absoluto a los agentes extrafios que estan potencialmente presentes. En el caso en el que el agente activo sea un
antigeno como se ha descrito anteriormente, la union especifica del anticuerpo al agente activo también podria ser
una reaccion cruzada, lo que significa que el anticuerpo segun la presente invencion presenta reactividad cruzada.
El término "reactividad cruzada" en el significado de la presente invencion, indica la capacidad de un anticuerpo
particular de reaccionar con dos 0 méas antigenos que poseen un epitopo comun o altamente homélogo. Este podria
ser el caso, por ejemplo, en situaciones en las que dos o mas agentes activos, o dos o mas antigenos,
respectivamente, estén presentes en la composicion que se va a ensayar.

Un agente activo neutralizado en el significado de la presente invencion es un agente activo que interacciona con el
anticuerpo especifico, por ejemplo, que forma un complejo con el anticuerpo especifico, y que por lo tanto
esencialmente no es ya capaz de ser efectivo. En una realizacion preferida, el agente activo neutralizado es
completamente inefectivo. Un agente activo inefectivo en el significado de la presente invencién no es ya capaz por
ejemplo de llevar a cabo su funcion, tal como su funcién farmacoldgica. También podria ser que el agente activo
inefectivo no sea ya capaz de causar efectos patogénicos cuando se pone en contacto con lineas celulares
detectoras sensibles al agente activo o cuando se administra a animales de ensayo. Por cada una de las medidas
mencionadas anteriormente, se asegura que el ensayo del agente adventicio al menos principalmente no responde
al agente activo en si mismo.

En una realizacion preferida de la presente invencion, el anticuerpo especifico reacciona con el antigeno viral o la
particula de virus, o el al menos un componente del antigeno viral o la particula de virus, y, asi, destruye o inhibe su
patogenicidad, por ejemplo, su infectividad y/o virulencia. La potencia neutralizadora del anticuerpo especifico puede
ensayarse opcionalmente antes de llevar a cabo la etapa b). Pueden llevarse a cabo ensayos de neutralizacion que
son muy conocidos para los expertos en la técnica. Un ejemplo de dicho ensayo de neutralizacion es mezclar los
anticuerpos especificos obtenidos o el suero que contiene los anticuerpos especificos con una cepa de referencia
que reacciona de manera cruzada con los anticuerpos especificos. La cepa de referencia que ha reaccionado puede
inocularse en lineas celulares detectoras que son sensibles a infecciones con la cepa de referencia, tales como
lineas celulares Vero, MRC-5 o MDCK. Estas lineas celulares detectoras se observan durante un periodo de tiempo
adecuado, por ejemplo, durante aproximadamente 14 dias, y se evaluan para la presencia de efectos patogénicos.
Otra posibilidad de ensayar la potencia neutralizadora de un anticuerpo es ensayar la infectividad de la preparacion
neutralizada ensayando la infectividad en un modelo de huevo (este ensayo se describe por ejemplo en la
Farmacopea Europea, capitulo 2.6.16). Un efecto patogénico es un efecto adverso en el crecimiento o
mantenimiento de una célula, particularmente los efectos asociados con infecciones microbianas y/o virales. Los
efectos patogénicos incluyen, pero no estan limitados a, efectos citopaticos (CPE), ruptura celular, inhibicion del
crecimiento, inhibiciéon de la sintesis de proteinas, o apoptosis. Un CPE es un cambio observable en la estructura
celular que puede variar con los tipos celulares y causar la muerte, y puede determinarse segun el conocimiento
establecido en la técnica. Por ejemplo, algunos de los efectos mas comunes de la infeccion viral son cambios
morfolégicos tales como redondeado celular y desprendimiento del sustrato, lisis celular, formacién de sincitios y
formacion de cuerpos de inclusion. Una actividad neutralizadora se caracteriza por una reduccion de los CPE e
inhibiciéon de hemaglutinaciéon, o por una hemadsorcion reducida de las células sanguineas rojas a células
infectadas. La actividad neutralizadora también puede caracterizarse por un ensayo de hemaglutinacién en
sobrenadantes celulares.

Sin embargo, dichos ensayos de neutralizaciéon son ensayos de referencia. Esto significa que si la potencia
neutralizadora de un anticuerpo pudiera mostrarse una vez para un sistema desarrollado dado, este ensayo de
neutralizacion no tiene que llevarse a cabo consistentemente para este sistema.

Si se encuentra que el suero o anticuerpo ensayado, respectivamente, no tiene una actividad neutralizadora
suficiente, podria llevarse a cabo una optimizacion adicional respecto al disefio del vector, especie usada para la
inmunizacion, dosis y ruta de administracion de las construcciones de ADN o vectores, respectivamente, esquemas
de inmunizacion y recogida de sangre, y formato del ensayo de potencia neutralizadora. "Actividad neutralizadora
suficiente" en el significado de la presente invencion indica que el complejo anticuerpo/agente activo no es capaz de
causar efectos detectables cuando se realiza un ensayo de neutralizacién adecuado.

Segun el método inventivo, en la etapa b) se determina la presencia o ausencia del agente extrafio o adventicio,
respectivamente. Estos ensayos pueden llevarse a cabo en ratones adultos, ratones lactantes y cobayas segun
requerimientos farmacopeicos, por ejemplo segun los requerimientos de la Farmacopea Europea, 2005, capitulo
2.6.16. (lote de virus de siembra). Para los virus propagados en tejidos aviares, se lleva a cabo un ensayo de virus
aviares como se describe en la Farmacopea Europea, 2005, capitulo 2.6.16. (lote de virus de siembra y recogida de
virus).

Ademas, la construccion también puede usarse para la inmunizacion activa de los sistemas de ensayo animales
antes de la inoculacion con la composicion que se va a ensayar como se describe en el capitulo 2.6.16. de la
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Farmacopea Europea, 2005, capitulo (2.6.16.). Esto haria que la neutralizacion anterior del virus de siembra ya no
sea necesaria, sin alterar la capacidad del modelo de ensayo animal para responder a agentes contaminantes. Esto
incrementara adicionalmente la robustez del sistema de ensayo, reducira el nimero de animales usados en al marco
del ensayo segun 2.6.16., y reducira significativamente el tiempo necesario para mostrar conformidad con 2.6.16.

El anticuerpo y el agente activo pueden no obtenerse usando la misma construccion de polinucleétido,
preferiblemente ADN. Una construccion de polinucleétido puede someterse a diferentes propdsitos bien de generar
anticuerpos frente al agente activo para ensayo de agentes adventicios segun la presente invencion, o para producir
el agente activo en una escala preparativa, esto significa que la construccion de polinucleétido que se usa para la
produccion del agente activo, por ejemplo, el antigeno viral o la particula de virus, no se usa para la generacion de
los anticuerpos especificos que neutralizan o inactivan este agente activo.

La expresidon "no se obtiene usando la misma construcciéon de polinucleétido” indica que la construccion de
polinucledtido se diferencia en al menos un componente estructural y/o funcional, por ejemplo, respecto a
determinadas partes de la construccion completa o se ha preparado en un sistema diferente. Por ejemplo, un
experto en la técnica sabe que las construcciones de polinucleétido o vectores, respectivamente, pueden
diferenciarse respecto a los elementos funcionales que contienen, dependiendo de para qué se pretenda usarlas. Si
un vector se usa solo, por ejemplo, para multiplicar el polinucledtido o inserto, respectivamente, en una célula
huésped adecuada, debe contener al menos un origen de replicacion (ori) que permita la replicacion semi-
independiente del vector y el inserto comprendido en la célula huésped. Ademas, dichos vectores pueden contener
elementos funcionales adicionales, tales como un sitio de clonacién multiple (MCS) que incluye protuberancias de
nucledtidos para la insercion de un inserto, o multiples sitios consenso de enzimas de restriccidon que permiten la
insercion del polinucledtido. Si se desea la transcripcion del inserto, el vector debe contener ademas una secuencia
promotora. Sin embargo, estos vectores carecen tipicamente de secuencias funcionales que son necesarias para la
expresion del polinucledétido. En el caso en el que se desea la expresion del polinucleétido con el fin de provocar una
generacion aumentada de anticuerpos frente a polipéptido expresado, los vectores comprenden ademas una
secuencia de poliadenilacion que crea una cola de poliadenilacion al final del pre-ARNm transcrito que protege al
ARNm de exonucleasas y asegura la terminacion de la transcripcion y traduccion. Ademas, la cola de poliadenilacion
estabiliza la produccion de ARNm. Ademas, se favorece solo una longitud minima de la regién no traducida (UTR) o
ninguna UTR, ya que las UTR contienen caracteristicas especificas que pueden impedir la transcripcion o
traduccion. Ademas, estos vectores también deben comprender una secuencia Kozak en el ARNm, que ensambla el
ribosoma para la traduccion del ARNm.

En el caso en el que el agente activo que esta presente en una composicion que se va a ensayar sea un antigeno
viral o una particula de virus generada usando una construccion de polinucleétido, por lo tanto, el antigeno viral o
una particula de virus se genera usando una construccion de polinucleétido que es preferiblemente diferente de la
construccion de polinucleétido usada para la inmunizacién de un animal adecuado, es decir, usada para la
generacion de anticuerpos para la etapa a) que preferiblemente se unen especificamente al producto de expresion
de la secuencia de polinucleétido que estd comprendida por la construccion de polinucleétido usada para la
inmunizacioén. Por ejemplo, estas construcciones de polinucledtido pueden diferenciarse respecto a la presencia de
una secuencia de poliadenilacién, una region no traducida o una region promotora, y mas preferiblemente respecto a
la presencia de una secuencia de poliadenilacion.

Si de otra manera las construcciones de polinucleétido usadas para la produccion del agente activo no codificaran
sélo la secuencia de este agente activo sino también una secuencia que codifica una contaminacion, entonces,
después de la inmunizacion de un sujeto con esta construccion de polinucleétido, esta secuencia que codifica la
contaminacion ademas de la secuencia que codifica el agente activo se expresara en dicho sujeto. Como resultado,
el sujeto inmunizado generara anticuerpos que son especificos no solo para el agente activo, sino también para el
(poli)péptido contaminante. Como consecuencia, estos anticuerpos especificos de contaminacion podrian neutralizar
las contaminaciones, dando lugar de esta manera a resultados del ensayo falsos negativos.

Sin embargo, mediante el uso de diferentes construcciones de polinucleétido, los resultados del ensayo falsos
negativos se evitan en un ensayo de agentes extrafios ya que no se generaron anticuerpos frente a este polipéptido
contaminante. Como se ha descrito anteriormente, las construcciones de polinucleétido pueden diferenciarse en
elementos estructurales y/o funcionales, dependiendo de para qué se pretende usarlas: En el caso en el que la
construccion de polinucledtido se usa, segun la presente invencion, para la generaciéon de anticuerpos especificos,
se usa preferiblemente un vector de expresion, ya que se desea la expresion del polinucledtido que codifica al
menos una parte del agente activo en el sujeto inmunizado. AlteARNtivamente, también es posible que las
construcciones de polinucleétido se diferencien respecto al polinucleétido respectivo que codifican: Mediante la
aplicacién de la presente invencion no es necesario, por ejemplo, que el vector de expresidon usado para la
inmunizacion de un sujeto porte la secuencia de polinucleétido que codifica el agente activo completo. Para la
generacion de anticuerpos especificos en un sujeto inmunizado también podria ser adecuado que el vector de
expresion solo porte una secuencia de polinucleétido que codifica una parte del agente activo, tal como que codifica
una o mas regiones conservadas del agente activo.

Ademas, en una realizacion preferida de la presente invencion, la secuencia de polinucleétido que codifica al menos
una parte del agente activo puede someterse a optimizacion de codones, en particular optimizacion de codones para
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el sujeto usado para la inmunizacion con la construccion de polinucleétido (véase mas adelante). Llevando a cabo
las modificaciones indicadas anteriormente - usando diferentes elementos estructurales y/o funcionales, expresando
una secuencia de polinucleétido que codifica, por ejemplo, sélo una parte del agente activo y optimizacion de
codones de la secuencia de polinucledtido - el riesgo de expresar ademas una secuencia que codifica
contaminaciones es casi inexistente. Esto es particularmente ventajoso si la composicion que se va a ensayar debe
cumplir requerimientos de alta calidad, por ejemplo, para usarse para composiciones farmacéuticas tales como
vacunas. Ademas, las modificaciones del polinucleétido mencionadas anteriormente podrian dar lugar ademas a una
proporcion de expresion significativamente mejorada, resultando de esta manera en una produccién de anticuerpo
aumentada y asi capacidad de neutralizacién aumentada.

En una realizacion preferida adicional, la construccion de polinucleétido que comprende la secuencia que codifica al
menos una parte del agente activo se somete a optimizacion de codones, en particular optimizaciéon de codones
para el sujeto usado para la inmunizacion con la construccion de polinucledtido. Como sabe un experto en la técnica,
cada aminoacido especifico esta codificado por un minimo de un codén y un maximo de seis codones. Las
investigaciones previas han mostrado que el uso de codones en genes que codifican los polipéptidos celulares esta
sesgado entre especies (Kanaya, S. Y. Yamada, Y. Kudo y T. lkemura (1999), "Studies of codon usage and tARN
genes at 18 unicellular organisms and quantification of Bacillus subtilis' tARNs: gene expression level and species-
specific diversity of codon usage based on multivariate analysis", Gene 238: 143-155). La degeneracion del codigo
genético ofrece a un experto en la técnica entre otras cosas la posibilidad de adaptar la secuencia de polinucleétido
a la preferencia de codones de la célula huésped diana, optimizando de esta manera la expresion del polipéptido de
union a antigeno deseado de la presente invencion. Un experto en la técnica sabe como adaptar la secuencia de
polinucledtido a la preferencia de codones de la célula huésped diana u organismo que se inmuniza con la
construccion de polinucleétido. Por ejemplo, si el organismo inmunizado es un animal adecuado tal como un conejo,
una oveja, una cabra, una rata o un raton, la secuencia de polinucleétido puede adaptarse a la preferencia de
codones del animal respectivo. Existen algunas herramientas de software (algoritmos) para optimizar cada disefio de
gen tanto para uso de codones especifico de organismo como para uso de parejas de codones especifico de
organismo, por ejemplo, "Protein Translation Engineering® technologies" por CODA genomics.

El anticuerpo se usa para neutralizar o inactivar el agente activo dado, con un ensayo posterior para virus y/o
bacterias como agentes extrafios. Estos virus y/o bacterias ensayados pueden seleccionarse por ejemplo del grupo
que consiste en Pneumovirinae, tal como el género Pneumovirus, incluyendo el virus sincitial respiratorio (RSV);
Morbillivirus de la familia Paramyxoviridae, tal como virus del sarampién; Enterovirus de la familia PicoARNuviridae,
tal como virus Coxsackie, por ejemplo coxsackie B5, virus echo, grupo de enterovirus A-D, y rinovirus; Reoviridae de
mamiferos, en particular ortoreovirus (por ejemplo, reovirus de mamiferos tales como reovirus 1, 2, y 3) y rotavirus;
miembros de Retroviridae, por ejemplo Orthoretrovirinae, tales como los retrovirus, Metapneumovirus de la familia
Paramyxoviridae, tales como metapneumovirus humano (HMPV), o virus parainfluenza tipo 1, 2, 3, y 4; Rubulavirus
de la familia Paramyxoviridae, tales como virus de las paperas; Togaviridae, tales como Rubellavirus; Coronaviridae,
tales como el coronavirus SARS y otros coronavirus humanos tales como coronavirus OC43, 229E, NL63, y HKU1;
Rinovirus de la familia PicoARNviridae, tales como cepas M de Rinovirus; virus de la Varicela Zéster (VZV), también
conocido como virus del herpes humano 2 (HHV3); Polyomaviridae, tales como el poliomavirus SV-40, el
poliomavirus BK y el poliomavirus JC; Circovirus porcinos; PicoARNvirus porcinos, tales como virus de la
enfermedad vesicular porcina (SVDV) y virus Teschen-Talfan; miembros de Parvoviridae, tales como parvovirus
canino (CPV), bocavirus o parvovirus porcinos; Virus de parainfluenza (PIV); miembros de Orthomyxoviridae,
incluyendo virus influenza tipo A y B; miembros de Paramyxoviridae paramyxovirinae, incluyendo PIV-I, PIV-2 y PIV-
3; Herpesviridae, tales como virus del herpes simple 1 y 2, virus del herpes simple humano tipo 6, 7 u 8,
citomegalovirus y virus de Epstein Barr; Adenoviridae, tales como los adenovirus, incluyendo adenovirus humano, de
simio y aviar, tales como adenovirus aviar 1; circovirus aviares; Reoviridae aviar, en particular ortoreovirus, tales
como reovirus aviares; miembros de Papillomaviridae, incluyendo virus del papiloma humano; miembros de
Flaviviridae, tales como el virus del Nilo Occidental; y BiARNviridae, tales como virus de la enfermedad bursal
infecciosa (también conocido como virus gumboro), bacterias Chlamydia, incluyendo C. frachomatis, C. pneumoniae
y C. psittaci; y Mycoplasma.

En una realizacion preferida adicional del método segun la invencioén, el polipéptido que esta contenido en la
construccion de polinucleétido comprende una secuencia codificadora de hemaglutinina (HA) y/o neuraminidasa
(NA). La hemaglutinina puede encontrarse por ejemplo en la superficie de los virus influenza. Es una glicoproteina
antigénica que es responsable de la unidn del virus a la célula que esta siendo infectada. Hasta la fecha, se conocen
al menos 16 antigenos HA de influenza diferentes. Estos subtipos se denominan H1 a H16. NA es una enzima que
escinde las uniones glicosidicas del acido neuraminico. Hasta la fecha, se conocen al menos nueve subtipos de
neuraminidasa de influenza. Estos subtipos pueden encontrarse, por ejemplo, en bases de datos que son conocidas
para los expertos en la técnica, tales como la base de datos PubMed (por ejemplo, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/FLU/FLU.html, http://www.ncbi.nIm.nih.gov/nuccore y
http://www.ncbi.nim.nih.gov.nuccore/145284465?ordinalpos=1&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Sequence.Sequence_

ResultsPanel.Sequence_RVDocSum). En una realizacién preferida, la construccion de polinucledtido comprende
cualquiera de estas secuencias codificadoras de HA y/o NA, bien solas o en combinacién unas con otras. También
es posible que la construccion de polinucledtido contenga solo partes de estas secuencias. Preferiblemente, la
construccion de polinucleétido contiene la secuencia completa o una parte de la secuencia que codifica H1, H2, H3,
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H5, H6, H7, N1, N2, N3 o N7, bien solas o en combinacién, preferiblemente H5. En una realizacién preferida
adicional, la construccion de polinucleétido comprende secuencias o parte de las secuencias que codifican H1N1,
H2N2, H3N2, H6N1, H7N3 o H7N7, preferiblemente las secuencias o parte de las secuencias que codifican H5N1.

En una realizacion preferida adicional del método segun la invencion, el agente activo comprende un antigeno de
influenza y la construccion de polinucleétido comprende una secuencia de polinucleétido que tiene, por ejemplo, al
menos 90%, preferiblemente, por ejemplo, al menos 95%, y lo mas preferiblemente, por ejemplo, 100% de identidad
de secuencia con el acido nucleico mostrado en SEQ ID NO: 1 6 2. Dichas secuencias de polinucleétido se someten
a optimizacion de codones para una expresion eficiente y asi el concepto de inmunizacion basada en vector de ADN
de antigeno de influenza en un sujeto mamifero, preferiblemente para una o ambas secuencias codificadoras de HA
y NA de influenza, mas particularmente aquellas relacionadas con H5 y N1, respectivamente. La construccion de
polinucleétido también puede comprender, por ejemplo, secuencias de polinucleétido que hibridan con una cadena
complementara de las secuencias de nucleétidos mencionadas anteriormente (acido nucleico mostrado en SEQ ID
NO: 1 6 2) o que son degeneradas de las secuencias de nucleétidos mencionadas anteriormente. Los términos
"hibridar" o "hibridacion" describen el proceso por el cual un polinucleétido monocatenario se empareja por bases
con una cadena de polinucleétido complementaria. En el contexto de la presente invencion, el término "hibridacion”
significa una hibridacion en condiciones de hibridacion convencionales, preferiblemente en condiciones astringentes,
por ejemplo como se describe en Sambrook et al. (2000), Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 32 edicion, Cold
Spring Harbour Laboratory Press, Cold Spring Harbour, NY. Las condiciones astringentes adecuadas incluyen
disoluciones de sal de aproximadamente 0,9 molar a temperaturas de 35 grados C a 65 grados C. Las condiciones
de hibridacioén astringente pueden comprender las condiciones siguientes:

Tampon de hibridacion: 7% SDS
250 mM NacCl
250 mM tampén K-fosfato pH 7,0

1 mM EDTA
Temperatura de hibridacion: 58 grados C a 60 grados C
Tiempo de hibridacion: toda la noche
Tampén de lavado: ()2 xSSC, 0,1% SDS

(I1y0,2 x SSC, 0,1% SDS
Temperatura y tiempo de lavado: cada uno 2 x 30 min a 55 grados C a 60 grados C.

Los polinucledtidos mencionados anteriormente que tienen, por ejemplo, al menos 90%, preferiblemente, por
ejemplo, al menos 95%, y lo mas preferiblemente, por ejemplo, 100% de identidad de secuencia con el acido
nucleico mostrado en SEQ ID NO: 1 6 2 también comprenden fragmentos, derivados, analogos o partes de las
secuencias de polinucledtido. Los fragmentos, derivados, analogos o partes también pueden ser variaciones o
mutaciones naturales, en los que estas mutaciones pueden haber ocurrido de forma natural o pueden haberse
introducido, por ejemplo, por mutagénesis dirigida. Ademas, las variaciones pueden comprender ademas secuencias
sintéticas.

El término "fragmentos" debe entenderse como partes de la secuencia de polinucleétido que son lo suficientemente
largos como para codificar uno de los polipéptidos descritos. El término "derivado" en este contexto significa que las
secuencias se diferencian de las secuencias de polinucleétido descritas anteriormente en una o varias posiciones,
pero tienen un alto grado de homologia con estas secuencias. La homologia aqui significa una identidad de
secuencia de al menos 40%, particularmente una identidad de al menos 60% 6 70%, preferiblemente de al menos
80%, 82%, 84%, 86% u 88%, y particularmente preferiblemente de al menos 90%, 92%, 94%, 96% 6 98%. Las
variaciones de las secuencias de nucleétidos descritas anteriormente pueden estar causadas, por ejemplo, por
delecion, sustitucion, insercion o recombinacion.

Con el fin de determinar el porcentaje de homologia (= identidad) entre dos secuencias de aminoacidos o
nucledtidos, las dos secuencias se alinean, y se comparan los aminoacidos o nucleétidos en cada posicion. Si una
posicion en las secuencias esta ocupada por el mismo aminoacido o el mismo nucleétido, entonces las moléculas en
esta posicién son homologas (= idénticas). El porcentaje de homologia entre las dos secuencias es una funcioén del
numero de posiciones comunes que son idénticas (es decir, homologia = ndmero de posiciones idénticas por
numero total de posiciones x 100).

La homologia se calcula sobre el area total de la secuencia de aminoacidos o nucleétidos. Con el fin de comparar
diferentes secuencias, estan disponibles para el experto en la técnica una variedad de programas basados en
diferentes algoritmos. Los algoritmos de Needleman y Wunsch o Smith y Waterman proporcionan resultados
especialmente fiables. Para los alineamientos de secuencia y comparaciones, pueden usarse los programas
"PileUp" (J. Mol. Evolution., 25, 351-360, 1987, Higgins et al., CABIOS, 5 1989: 151 153) o "Gap" y "BestFit"
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[Needleman y Wunsch (J. Mol. Biol. 48; 443-453 (1970) y Smith y Waterman (Adv. Appl. Math. 2; 482-489 (1981)],
que estan incluidos en el paquete de software GCG [Genetics Computer Group, 575 Science Drive, Madison,
Wisconsin, EEUU 53711 (1991)]. Los valores de homologia de secuencia mencionados anteriormente como
porcentajes pueden determinarse mediante el programa "Gap" sobre el area de secuencia total con los ajustes
siguientes: Peso de Hueco: 50, Peso de Longitud: 3, Concordancia Promedio: 10.000 y Falta de Concordancia
Promedio: 0,000. Estos ajustes pueden usarse como ajustes estandar para los analisis de homologia de secuencia.

El uso de las construcciones de polinucleétido segun la invencién permite proporcionar ensayos rapidos, eficientes y
fiables para composiciones que contienen agentes activos. Mediante el uso de anticuerpos que se proporcionan
inmunizando un sujeto con una construccion de polinucleétido, se evitan las contaminaciones que podrian ocurrir
cuando se inmuniza al sujeto con el agente activo en si mismo. Como consecuencia, el uso de las construcciones de
polinucleétido inventivas evita resultados del ensayo falsos negativos. Ademas, se acelera la generacion de los
anticuerpos usados en los ensayos respectivos. Como una consecuencia, el ensayo es mas rapido. Esto puede ser
particularmente ventajoso si el agente activo en la composicion que se va a ensayar esta constituido por, o deriva
de, una particula de virus, ya que los tiempos de preparacion para el lanzamiento de vacunas podrian reducirse
significativamente. Esto es particularmente importante para vacunas producidas en la base de tecnologia de cultivo
celular.

En general, mediante el uso de la construccion de polinucledtido que comprende una secuencia que codifica al
menos una parte de un agente activo para producir un anticuerpo especifico frente a dicho agente activo, la
ausencia de cualquier actividad de la composicion indica que el anticuerpo ha inactivado o neutralizado el agente
activo y que no estan presentes mas antigenos en la composicion que se va a ensayar.

La ausencia de cualquier actividad respondedora a un agente activo dado en la composicién que se va a ensayar
significa que el agente activo que esta presente en la composicion se ha neutralizado o inactivado por la unién
especifica del anticuerpo al agente activo. El agente activo neutralizado interacciona con el anticuerpo especifico,
por ejemplo, forma un complejo con el anticuerpo, y por lo tanto esencialmente no es capaz de ser efectivo mas,
preferiblemente el agente activo neutralizado es completamente inefectivo. Un agente activo inefectivo en el
significado de la presente invencion, por ejemplo, no es ya capaz de llevar a cabo su funcién, tal como su funcién
farmacoldgica o inmunolégica. También podria ser que el agente activo inefectivo no es ya capaz de causar efectos
patogénicos cuando se pone en contacto con lineas celulares detectoras sensibles al agente activo. La potencia
neutralizadora del anticuerpo puede ensayarse como se ha descrito anteriormente. Sin embargo, una composicion
que se ha encontrado que es activa todavia contiene agentes activos y, asi, es efectiva.

La construccion de polinucledtido, el agente activo, la composicion que se va a ensayar y el agente extrafio o
infeccioso se describen anteriormente, asi como la inmunizaciéon de un sujeto adecuado y la neutralizacion del
agente activo. Preferiblemente, el agente activo es un antigeno, mas preferiblemente un antigeno viral o una
particula de virus, o el agente activo comprende al menos un componente de un virus o una particula de virus,
preferiblemente el agente activo es una particula de virus influenza. Preferiblemente, la composicion que se va a
ensayar es una muestra de un cultivo celular a partir del cual se produce el agente activo o un producto derivado de
este cultivo celular, también se prefiere que la composicidén que se va a ensayar sea una composicion farmacéutica,
preferiblemente una preparacion de vacuna o un producto intermedio de ésta. También se prefiere que la
composicion que se va a ensayar sea un virus de siembra, o una composicién que contiene un virus de siembra,
respectivamente.

Se prefiere ademas que el agente extrafo o infeccioso sea un virus como se ha descrito anteriormente.

Mediante el uso de una construccién de polinucleétido que comprende una secuencia que codifica al menos una
parte de un agente activo para producir un anticuerpo especificamente frente a dicho agente activo, pueden llevarse
a cabo por ejemplo ensayos de control (negativo o positivo). En dicho ensayo control, una composicién debe
ensayarse particularmente respecto a si el agente activo (frente al cual esta dirigido el anticuerpo) esta presente o no
en la composicion. Para este propdsito, el anticuerpo que se proporciona por inmunizacion de un sujeto adecuado
con la construccion de polinucleétido se pone en contacto con la composicion que se va a ensayar. En el caso en el
que la composicién ensayada no muestre ninguna actividad después de la adiciéon del anticuerpo especifico, el
agente activo esta presente en la composicion. Opcionalmente, antes de poner en contacto la composicion que se
va a ensayar con el anticuerpo especifico, puede ensayarse la potencia neutralizadora del anticuerpo como se ha
descrito anteriormente.

Mediante el uso de una construccién de polinucleétido que comprende una secuencia que codifica al menos una
parte de un agente activo para producir un anticuerpo especificamente frente a dicho agente activo, puede llevarse a
cabo un ensayo de agentes extrafios. El ensayo de los agentes extrafios se lleva a cabo como se ha descrito
anteriormente.

La presente invencion también se refiere a un proceso para ensayar una composicion farmacéutica en cualquier
etapa de la produccion de ésta, en particular una vacuna, en el que en al menos un punto de tiempo del proceso de
produccion se lleva a cabo un método para ensayar agentes extrafios en la composicién como se ha descrito
anteriormente. El ensayo de los agentes extrafos puede llevarse a cabo en cualquier etapa del proceso de
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produccion o fabricacion, respectivamente, de la composicion farmacéutica. Preferiblemente, el ensayo puede
llevarse a cabo en los lotes de siembra o en las recogidas de virus, y mas preferiblemente el ensayo puede llevarse
a cabo en los lotes de siembra. Ademas, también puede llevarse a cabo una vez o repetidamente, por ejemplo, al
comienzo y/o al final del cultivo celular, o en medio. El ensayo de los agentes extrafios también puede llevarse a
cabo en la preparacion de vacuna ya preparada, incluyendo por ejemplo el ensayo de una o mas muestras de un
lote de produccion.

Opcionalmente, se lleva a cabo una etapa de tratamiento de la composicién farmacéutica, en particular la vacuna o
un producto intermedio de ésta, y/o un cultivo celular a partir del cual deriva la composicion farmacéutica o la
vacuna, mediante el cual el agente extrafio se elimina y/o inactiva. Los métodos adecuados para la eliminacion del
agente extrafio de la composicién o cultivo celular respectivo son conocidos para el experto en la técnica y
comprenden métodos de inactivacion o eliminacion quimica y/o fisica, por ejemplo, métodos de filtracién, métodos
de adsorcion, tratamientos quimicos, por ejemplo, por formaldehido o beta-propiolactona, tratamientos fisicos tales
como calentamiento y/o irradiacion electromagnética (por ejemplo, tratamiento con UV-C, o irradiacién con radiacion
gamma), o semejantes. Un beneficio adicional de los métodos utiles de la presente invencion reside en que, una vez
se ha demostrado la presencia de un agente extrafio, la etapa de eliminacion del agente extrafio puede adaptarse
especificamente para eliminar y/o inactivar dicho agente extrafio. Por ejemplo, si el agente extrafio que esta
presente en la composicién que se va a ensayar se identifica (opcionalmente), puede usarse un método especifico
de eliminacion y/o inactivacion, que se sabe que elimina y/o inactiva particularmente dicho agente extrafio. Mediante
la eliminacion y/o inactivacion de dicho agente extrafio, por ejemplo, podria evitarse el descarte del lote completo de
la composicion, ahorrando por lo tanto tiempo y dinero.

Ademas, también se describe el uso de un anticuerpo que se ha producido frente a un producto de expresion de una
construccion de polinucleétido que comprende una secuencia que codifica al menos una parte del agente activo, en
el que el anticuerpo se une especificamente al agente activo, para la purificacion de dicho agente activo, y en el que
el anticuerpo y el agente activo no se obtienen usando la misma construccion de polinucleétido. Los términos
"anticuerpos que se han producido frente a un producto de expresion de una construccion de polinucleétido” y "el
anticuerpo y el agente activo no se obtienen usando la misma construccion de polinucleétido” se describen
anteriormente. El término "purificacion" tal y como se usa en la presente memoria incluye, pero no esta limitado a,
purificacién por afinidad, que se usa para purificar proteinas reteniéndolas en una columna a través de su afinidad
para otras proteinas tales como anticuerpos (que se han producido como se describe en la presente memoria) que
se han inmovilizado en un soporte soélido, por ejemplo, una columna, y separacion, por ejemplo, la separacion de
diferentes antigenos. Preferiblemente, el agente activo es un antigeno de virus, en particular un antigeno de
influenza. El uso del anticuerpo segun la presente invencion permite la purificacion rapida y altamente especifica de
las particulas de virus que se originan a partir de o representan la cepa de virus cuya purificacion se desea, ya que
los anticuerpos usados para la purificacién se producen especificamente frente a un producto de expresion de esta
cepa de virus.

Preferiblemente, el anticuerpo que se usa para la purificacion de un agente activo es un anticuerpo como se ha
definido anteriormente. Se prefiere ademas que el anticuerpo que se usa para propdsitos de purificacion comprenda
ademas una etiqueta de afinidad para unién a una fase sélida.

Ademas, se describe un polinucledtido que comprende una secuencia que tiene, por ejemplo, al menos 90%, y
preferiblemente, por ejemplo, al menos 95% de identidad de secuencia con el acido nucleico mostrado en SEQ ID
NO: 1 6 2. Lo mas preferiblemente, el polinucleétido tiene un acido nucleico mostrado en SEQ ID NO: 1 6 2. Con
respecto a dicho polinucleétido, se hace referencia a la descripcion anterior.

También se describe una construccién de polinucleétido que comprende un polinucleétido que comprende una
secuencia que tiene, por ejemplo, al menos 90%, y preferiblemente, por ejemplo, al menos 95% de identidad de
secuencia con el acido nucleico mostrado en SEQ ID NO: 1 6 2. Lo mas preferido, la construccién de polinucleétido
comprende un polinucleétido que tiene una secuencia como se representa en SEQ ID NO: 1 6 2. Con respecto a
dicho polipéptido, se hace referencia a la descripcion anterior. La construccion de polinucleétido también se describe
anteriormente.

También se describen células huésped procariotas o eucariotas que comprenden los polinucleétidos como se ha
descrito anteriormente o una construcciéon de polinucleétido que comprende dicho polinucleétido. Preferiblemente,
las células huésped se transforman de forma estable o transitoria con las construcciones de polinucleétido descritas
anteriormente. Respecto al procedimiento de transformacion se indica que la transformacién puede llevarse a cabo
segun protocolos estandar, Sin embargo, se hace referencia a Sambrook et al. (2000), Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, 32 edicion, Cold Spring Harbour Laboratory Press, Cold Spring Harbour, NY. Otro aspecto mas
de la presente invencion es proporcionar organismos no humanos, animales transgénicos asi como
microorganismos transgénicos que contienen los polinucledtidos descritos anteriormente o los vectores o
construcciones de polinucleétido descritos anteriormente, respectivamente.

Preferiblemente, las células huésped o los animales o microorganismos expresan y sintetizan el polipéptido de union
a antigeno.
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Estas células huésped pueden ser cualesquiera células procariotas o eucariotas, preferiblemente células de
microorganismos, mas preferiblemente células bacterianas, de levadura, hongo y alga. Entre las células de
microorganismos particularmente preferidas estan las células de Escherichia coli, células de Streptomyces, células
de Pichia pastoris o células de Schizosaccharomyces, y las mas preferidas son células de Escherichia coli.

La construccion de polinucleétido asi como la inmunizacion del sujeto adecuado se describe anteriormente. Los
anticuerpos pueden recuperarse por cualquier procedimiento estandar que es conocido para los expertos en la
técnica. Los anticuerpos pueden usarse, por ejemplo, para neutralizar o purificar el antigeno especifico.

La construccion de polinucleétido que comprende la secuencia que codifica al menos una parte de un agente activo
puede tener al menos 90%, preferiblemente al menos 95%, mas preferiblemente al menos 98% de identidad de
secuencia con el acido nucleico mostrado en SEQ ID NO: 1 6 2, o la construccién de polinucleétido que comprende
una secuencia como se muestra en SEQ ID NO: 1 6 2, y se usa para la transformacion de células huésped
adecuadas tales como células bacterianas, células de levadura, células de hongos, células de algas, células de
plantas, o células de insectos, preferiblemente células bacterianas tales como células de E. coli. Las células
huésped transformadas se cultivan en un medio adecuado y se recogen y lisan, y se recupera la construccion de
polinucleétido. La construccién de polinucleétido amplificada puede usarse entonces para la inmunizacién de un
sujeto como se ha descrito anteriormente. Este sujeto inmunizado genera, a su vez, anticuerpos dirigidos frente al
producto de expresion de la construccion de polinucleétido, por ejemplo, en este caso frente a la proteina que es al
menos una parte de un agente activo. Estos anticuerpos pueden usarse entonces para ensayar agentes extrafios en
una composicion que comprende al menos un agente activo, en el que el agente activo esta codificado al menos
parcialmente por la secuencia que tiene al menos 90%, preferiblemente al menos 95%, mas preferiblemente al
menos 98% de identidad de secuencia con el acido nucleico mostrado en SEQ ID NO: 1 6 2, o en el que el agente
activo esta codificado al menos parcialmente por la secuencia como se muestra en SEQ ID NO: 1 6 2.

Respecto al método de ensayo para dichos agentes extrafios en una composicidon, se hace referencia a la
descripcién anterior.

Los dibujos y ejemplos siguientes, que ilustran la presente invencion con mas detalle, se presentan para propositos
ilustrativos.

Descripcion breve de los dibujos

La Fig. 1 muestra la secuencia de nucleétidos del antigeno hemaglutinina con optimizacion de codones (HA; SEQ ID
NO: 1). El primero y los Ultimos tres nucleétidos (subrayados) representan el codon de inicio y de parada,
respectivamente.

La Fig. 2 muestra la secuencia de nucleétidos del antigeno neuraminidasa con optimizacion de codones (NA; SEQ
ID NO: 2). El primero y los ultimos tres nucledtidos (subrayados) representan el coddén de inicio y de parada,
respectivamente.

La Fig. 3 muestra el mapa de la construccion de ADN pCMV-HA, que comprende la secuencia con optimizacion de
codones que codifica HA.

La Fig. 4 muestra el mapa de la construccion de ADN pCMV-NA, que comprende la secuencia con optimizacion de
codones que codifica NA.

La Fig. 5 muestra las secuencias de ADN plasmidico totales de pCMV-HA. Las enzimas de restriccion para la
construccion de plasmido estan subrayadas, y la secuencia del gen HA optimizada por el algoritmo CODA esta en
negrita.

La Fig. 6 muestra las secuencias de ADN plasmidico totales de pCMV-NA. Las enzimas de restriccion para la
construccion de plasmido estan subrayadas, y la secuencia del gen NA optimizada por el algoritmo CODA esta en
negrita.

Ejemplos
1. Preparacion del polipéptido que codifica HA y NA y la construccion de ADN

Los vectores de ADN se han preparado a partir de las secuencias conocidas de las proteinas hemaglutinina (HA) y
neuraminidasa (NA) del virus influenza A/Viet Nam/1194/2004 (H5N1) (las secuencias que codifican la HA y la NA,
respectivamente, se describen en la base de datos PubMed, véase http://www.ncbi.nlm.nih.gov/,
http://www.ncbi.nIm.nih.gov/nuccore/145284463?ordinalpos=1&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Sequence.Sequence_
ResultsPanel.Sequence  RVDocSum y
http://www.ncbi.nIm.nih.gov/nuccore/145284406?ordinalpos=1&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Sequence.Sequence_
ResultsPanel.Sequence_RVDocSum).

Las secuencias codificadoras de HA y NA se optimizaron por ordenador, por ejemplo, como se describe en Roth,
D.A. et al,, "Translational Engineering and Synthetic Biology", Landes Bioscience, 2007. Especificamente, el uso de
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codones y uso de pares de codones de las secuencias codificadoras de HA y NA se optimizaron segun Oryctfolagus
cuniculus. En un intervalo de variacién de homologia razonable descrito en la descripcion anterior, la optimizacion de
codones podria llevarse a cabo asimismo para ofros sujetos que se van a inmunizar por las secuencias
codificadoras de HA y NA proporcionadas. Las regiones no traducidas en 5' aguas arriba también se optimizaron
para evitar estructuras de ARN secundarias no deseadas que podrian dificultar el inicio de la traduccion. Los genes
de HA y NA optimizados por el algoritmo CODA se ensamblaron y clonaron en vectores pCMV, que estan
disponibles comercialmente en una gama completa de proveedores, tales como Clontech Laboratories, Inc. Ambas
construcciones de pCMV contenian las caracteristicas siguientes:

- Un vector de expresion de mamiferos dirigido por un promotor de citomegalovirus (CMV), que se usé para producir
un alto nivel de transcritos de ARN,

- Una secuencia consenso Kozak situada delante del codén de inicio ATG para asegurar una union a ribosoma
eficiente y por lo tanto el nivel maximo de traduccion de proteina,

- Una sefial de terminacién de la transcripcion, la sefial poli (A), se situ6 al final del gen para asegurar una parada
apropiada de la transcripcion.

Los genes de HA y NA optimizados por el algoritmo CODA se sub-clonaron en el vector dirigido por el promotor
CMV usando enzimas de restriccion (Nhe | y Xba |) y se denominaron pCMV-HA y pCMV-NA, respectivamente. Las
secuencias correctas se confirmaron por digestion con enzima de restriccion y por secuenciacion de ADN. Los
mapas de vectores y las secuencias de ADN se listan en las Figuras 3-6.

Las construcciones de ADN se transfectaron separadamente en células de E. coli, a partir de las cuales se prepard
un Banco de Células Primario ("Master Cell Bank", MCB). EIl MCB se ensay6 para esterilidad, bacteriéfagos,
retencion de marcador plasmidico, e identificacion del plasmido segin métodos estandar conocidos para los
expertos en la técnica.

2. Produccion de plasmidos

La produccioén de plasmidos a granel se realizé a partir de un cultivo de E. coli, seguido del aislamiento, purificacion
y caracterizacion de plasmido posterior. El plasmido a granel purificado se ensayd para integridad del ADN,
proporcion DO 260/280, analisis en gel de agarosa, andlisis de restriccion, secuencia de ADN, proteinas
contaminantes, y endotoxinas segin métodos estandar conocidos para los expertos en la técnica.

3. Inmunizacion de los animales y generacion del antisuero

Posteriormente, se generd antisuero inmunizando 2 grupos de 6 conejos cada uno. Cada conejo se inoculé con 0,5
ml de material de ADN (es decir, el plasmido) el dia de estudio 0, 28, y 56. Cada dosis consistio en 1,0 mg del ADN
total. Un grupo de conejos se inmunizé con ADN de HA monovalente y el otro grupo de conejos se inmuniz6 con una
mezcla bivalente 1:1 de ADN de HA y NA. Se recogieron muestran de sangre pre y post-inmunizacion de todos los
animales en el dia 0, 28, 35, 42 y 56. Todos los animales se sacrificaron por exanguinacion el dia de estudio 70.
Todos los conejos eran sanos, activos y desprovistos de cualquier signo clinico sugerente de problemas
relacionados con la dosificacion o articulo de ensayo a lo largo del periodo de observacion. Todos los conejos eran
sanos y sobrevivieron a lo largo del periodo de estudio y no mostraron ninguna reaccién adversa al antigeno.

La sangre obtenida que contiene los anticuerpos generados puede procesarse, por ejemplo, para obtener muestras
de suero que contienen anticuerpos neutralizadores especificos, o para obtener anticuerpo aislado especifico para el
producto de expresion del plasmido/vector.

4. Ensayo de neutralizacion

Las muestras de suero pueden prepararse a partir de la sangre recogida y puede llevarse a cabo el ensayo de la
potencia neutralizadora frente a Virus de Siembra de Trabajo (WSV) de la cepa de referencia pandémica NIBRG-14.
NIBRG-14 es una cepa semejante a A/Viet Nam/1194/2004 reasociada usada para la fabricacion de vacunas; esta
cepa puede obtenerse de NIBSC (véase http://www.nibsc.ac.uk/ y http://www.nibsc.ac.uk/flu_site/pandemic.html).
Estos ensayos de neutralizacion de suero pueden realizarse como sigue:

Puede mezclarse WSV diluido dos veces con una serie de cuatro diluciones de 3 veces de los 12 sangrados de
conejo finales. Estas diluciones de suero pueden prepararse en un matraz separado, y la homogeneizacion y
recubrimiento de los bordes puede realizarse girando la disolucion ligeramente a lo largo del matraz. EI WSV puede
pipetearse directamente en la dilucion de suero, y la dilucién resultante puede homogeneizarse suavemente.
Después, la dilucién puede transferirse a un nuevo matraz limpio e incubarse durante 2 horas a 37°C girando
suavemente en una placa de giro.

Un dia antes de la inoculacion de las células, pueden prepararse matraces de 75 cm? de cada linea celular: 6
matraces para WSV neutralizado, uno para controles positivos e inhibicion, y uno para control negativo.

Controles positivos
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Los controles positivos correspondieron a la inoculacion de aproximadamente 1.000 TCID50 ("Dosis Infectiva de
Cultivo Tisular", cantidad de un agente patogénico que producira cambio patoldgico en el 50% de los cultivos
celulares) de virus de Parainfluenza Humano 3. Un control positivo puede inocularse en el dia 0 y usarse como
control positivo para los ensayos de hemadsorcion y/o hemaglutinacion en el dia 14.

Controles de inhibicion

Las células diana pueden inocularse con la muestra que se va a ensayar a la que previamente se han adicionado
aproximadamente 1.000 TCID50 de virus de Parainfluenza Humano 3.

Control negativo

Para el control negativo, el medio de dilucion especifico para cada linea celular puede inocularse por matraz. Este
control puede tratarse en las mismas condiciones que la muestra que se va a ensayar.

Inoculacion

La disolucién de WSV que ha reaccionado, es decir, potencialmente neutralizada, puede inocularse entonces en tres
lineas celulares detectoras (células Vero (obtenidas de la American Type Culture Collection (ATTC) CCL-81;
Yasumunra Y. et al., 1962), células MRC-5 (obtenidas de ATCC CCL-171; Jacobs J.P. et al., 1970) y células MDCK
(ECACC 84121903; S.H. Darby, 1958)). Pueden inocularse 3 ml de cada disolucién (medio de dilucidon, muestra que
se va a ensayar) en cada matraz para el WSV potencialmente neutralizado y controles. Después de 70 minutos +/-
10 minutos a 37°C +/- 2°C, el in6culo puede retirarse. El medio de supervivencia puede afadirse entonces para
obtener un volumen final de 20 ml. Los matraces de cultivo pueden ponerse a 37°C +/- 2°C en presencia de 5+/-
0,5% CO..

Las células inoculadas pueden observarse regularmente durante 14 dias bajo microscopio invertido y evaluarse para
la presencia de efecto citopatico (CPE) y actividad hemaglutinante. La potencia neutralizadora puede detectarse por
observacion del CPE, por ensayos de hemadsorcion y por ensayos de hemaglutinacion.

4.1 Observacion del CPE
Las células pueden observarse regularmente durante el periodo de ensayo bajo microscopio invertido.
4.2 Ensayos de hemadsorcion

Los ensayos de hemadsorcion pueden llevarse a cabo al final del periodo de ensayo (dia 14). Las células en
monocapa pueden lavarse una vez o dos veces con tampén PBS. Después, puede afhadirse en cada pocillo una
disolucion que contiene 0,4% de tres tipos de eritrocitos (humano, de cobaya Hartley y gallo) preparados en PBS. La
hemadsorcion es especifica de una infeccidn viral y positiva cuando un tipo de eritrocitos se fija en las células.
Después de incubacion a 5°C +/- 3°C durante aproximadamente 30 minutos, las células pueden someterse a un
examen por microscopia. Las placas se incuban a 37°C +/- 2°C durante aproximadamente 30 minutos adicionales
antes de una segunda observacion.

4.3 Ensayos de hemaglutinacion

Los ensayos de hemaglutinacién pueden llevarse a cabo en los sobrenadantes de cultivos celulares de matraces
usados para los ensayos de hemadsorcion en el dia 14. El sobrenadante puede recuperarse y aclararse con una
centrifugacion a baja velocidad. El sobrenadante aclarado puede ponerse entonces en placas de 6 pocillos.
Después, puede afadirse en cada pocillo una disolucién que contiene 0,25% de los tres tipos de eritrocitos (humano,
de cobaya Hartley y gallo) preparados en PBS. Después de aproximadamente 30 minutos a 5°C +/- 3°C, los
sobrenadantes pueden someterse a un examen por microscopia. Las placas de 6 pocillos pueden incubarse
entonces a 37°C +/- 2°C durante aproximadamente 30 minutos adicionales antes de una segunda observacion.

La muestra ensayada se considera desprovista de contaminantes virales usando lineas celulares especificas, por
observacion de la ausencia de CPE viral y ausencia de actividad de hemadsorcion y/o de hemaglutinacion
especifica.

Adicionalmente, los 48 sangrados interinos pueden ensayarse segun el mismo procedimiento, excepto que soélo se
usa una linea celular (MDCK). Los resultados pueden compararse con los obtenidos usando suero preparado
después de inocular conejos con un virus semejante a A/Viet Nam/1203/2004 reasociado inactivado, una cepa que
se sabe que induce anticuerpos con reactividad cruzada en hurones frente a A/Viet Nam/1194/2004.

4.4 Huevos embrionados de gallina

Segun la Farmacopea Europea 62 Edicion, capitulo 2.6.16, los ensayos hemaglutinantes pueden llevarse a cabo
usando huevos embrionados de gallina.

Brevemente, pueden usarse huevos SPF (desprovistos de patégeno especifico) (origen de los huevos: Couvoir de
Cerveloup, 400, domaine de Cerveloup 38210 Vourey, Francia) que se mantuvieron a 12°C +/- 3°C después de la
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recepcion hasta que pudieron incubarse. La incubacion puede tener lugar a 37°C +/- 2°C en una atmdsfera a 70% de
humedad.

Preparacion de las muestras

Los WSV pueden neutralizarse con antisuero de conejo u oveja. Puede afadirse 1% de antibidticos en disolucién
acuosa para evitar contaminaciones bacterianas de los huevos. Después, las muestras pueden inyectarse en los
huevos con agujas de jeringa adecuadas.

Pre-incubacion de los huevos

En el momento de la recepcion y antes de la pre-incubacion, los huevos pueden observarse por encima, y los
huevos dafiados pueden desecharse. Después, los huevos pueden pre-incubarse a 37°C durante 9-11 dias. Al final
del periodo de pre-incubacion, los huevos pueden observarse bajo luz fria con el fin de evitar calentamiento y se
desecharon los huevos no fertilizados o los huevos sin embrién vivo.

Inoculacion

Para el analisis de la muestra que se va a ensayar (WSV potencialmente neutralizado), pueden inocularse 30
huevos después de 9-11 dias de incubacion a través de la ruta alantoica, y para ensayar los controles, pueden
inocularse 25 huevos:

Como control negativo, los huevos pueden inocularse con PBS suplementado con antibidticos (por ejemplo, 10
huevos), con antisuero de conejo no diluido solo (por ejemplo, 5 huevos), y con dos tipos de antisuero de oveja solo
(por ejemplo, 5 huevos por tipo).

Como control positivo para el ensayo de hemaglutinacién, puede usarse el virus Sendai (no diluido).
La inoculacion puede llevarse a cabo como sigue:

Después de la desinfeccion de las cascaras de los huevos, puede hacerse un agujero en la cascara y pueden
inocularse 0,5 ml de las muestras que se van a ensayar en 55 huevos a través de la ruta alantoica. Loa agujeros en
las cascaras de los huevos pueden llenarse, y los huevos pueden incubarse a 37°C +/- 2°C durante 7 dias.

Al final del periodo de incubacion, los fluidos alantoicos de los embriones vivos pueden recogerse después de
observacién. En el caso se que se observen embriones muertos, el fluido de los embriones respectivos puede
almacenarse a < -70°C y 5°C+/- 3°C (en el caso de contaminacion bacteriana) para investigaciones adicionales.

Ensayos de hemaglutinacion
Al final del periodo de incubacion, los ensayos de hemaglutinacion pueden llevarse a cabo como sigue:

Los fluidos pueden aclararse por centrifugacion (2.500 g, 10 minutos), y 200 pl de los fluidos pueden distribuirse en
cuatro placas de 96 pocillos (50 pl por pocillo) con el fin de realizar ensayos de hemaglutinacion. Brevemente, en los
pocillos de dos placas de 96 pocillos, pueden anadirse 50 pl de una disoluciéon que contiene 0,5% de los eritrocitos
(cobayas, adquiridos en Charles River Laboratory, Francia); y en las otras dos placas de 96 pocillos, pueden
afadirse 50 pl de una disolucion que contiene 0,5% de los eritrocitos (gallina). La mitad de las placas puede
incubarse a 5°C +/- 3°C, la otra mitad a temperatura ambiente. Después de dos horas de incubacion, las placas
pueden evaluarse para actividades de hemaglutinacion.

Las muestras que se van a ensayar se consideran desprovistas de contaminaciones virales, en el caso en el que no
pueda observarse actividad de hemaglutinacién especifica en los fluidos recogidos de huevos inoculados.

5. Ensayo para agentes adventicios/extraios

El suero neutralizador puede usarse entonces para ensayo de agentes adventicios. Estos ensayos pueden llevarse a
cabo segun los requerimientos farmacopeicos (Farmacopea Europea capitulo 2.6.16). Estos ensayos pueden
llevarse a cabo en ratones adultos, ratones lactantes y cobayas segun requerimientos farmacopeicos, por ejemplo
segun los requerimientos de la Farmacopea Europea, 2005, capitulo 2.6.16. (lote de virus de siembra). Respecto al
ensayo que puede llevarse a cabo en ratones lactantes, se indica que los ratones lactantes también pueden
inocularse con la composicién que se va a ensayar al 1-2 dia(s) de edad. Para los virus propagados en tejidos
aviares, puede llevarse a cabo un ensayo de virus aviares como se describe en la Farmacopea Europea, 2005,
capitulo 2.6.16. (lote de virus de siembra y recogida de virus).

5.1 Ratones adultos: ratones CD1

Pueden aclimatarse tres grupos de, por ejemplo, 10 ratones adultos CD1 (15-20 g, por ejemplo, adquiridos en
Charles River Laboratory) durante al menos 48 horas. Un grupo puede recibir el suero neutralizado (30 pl inyectados
intracerebralmente (ic), 500 ul inyectados intraperitonealmente (IP)), un grupo puede mantenerse en el caso de
aparicion de muerte en el periodo de observacion y un grupo puede usarse como control negativo.
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Los ratones pueden observarse regularmente durante el periodo de ensayo (una o dos veces al dia).

No hay virus presentes en la muestra que se va a ensayar, si el 80% de los ratones adultos del grupo que recibié la
muestra neutralizada sobrevivio al final del periodo de observacion (21 dias).

5.2 Ratones lactantes CD1

Pueden inocularse 30 ratones a la edad de 1-2 dia(s) (adquiridos, por ejemplo, en Charles River Laboratory) con el
suero neutralizado, 10 ratones pueden usarse como control negativo. Cada ratén lactante recibe 10 pl Ic. y 100 pl IP
del suero que se va a ensayar. Los ratones pueden observarse regularmente durante el periodo de ensayo (una o
dos veces al dia).

No hay virus presentes en la muestra que se va a ensayar, si el 80% de los ratones adultos del grupo que recibi6 la
muestra neutralizada sobrevivio al final del periodo de observacion (14 dias).

5.3 Cobayas Hartley

De nueve cobayas (350-450 g, adquiridas, por ejemplo, en Charles River Laboratory, Francia), se pueden inyectar IP
a un grupo de cinco animales 5.000 pl de la muestra que se va a ensayar. Cuatro animales pueden observarse
durante el periodo de ensayo de 42 dias como controles negativos.

No hay virus presentes en la muestra que se va a ensayar, si no se detecta signo de infeccion viral (es decir, muerte
o lesion macroscopica) durante el periodo de ensayo.
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LISTA DE SECUENCIAS

<223> antigeno del coddén optimizado que codifica hemaglutinina (HA)

<400> 1
atggagaaaa

ateggcetatce
accgtgaccee
gacggegtga
cctatgtgeg
cccegtcaacyg
ctctecegga
cacgaagcct
cgcaacgtcg
aacaacacca
getgageaga
ctgaaccage
cgcatggagt
ggcaacttca
atgaagtceeg
atcaactect
tacgtcaagt
cgcaggcgca
cagggcatgg
gcecgecgaca
atcatcgaca

cgeecgeateyg

ttgtgctgcet
acgccaacaa
atgcacaaga
agccectgat
acgagttcat
acctgtgtta
tcaaccactt
cecteggegt
tgtggctgat
accaggaaga
ccaagctgta
geectegtgee
tcttctggac
tcgectocecga
agttggagta
ccatgecectt
ccaacegget
aaaagagagg
tggatgggtg
aggagtecac
agatgaacac

agaacctgaa

gttcgeccatt
ctccaccgag
catcctggaa
cctgegegac
caatgtgeccce
ccecggtgac
cgagaaaate
gtecteceget
caaaaagaac
cctgetggtg
ccagaaccct
cegeattgee
aatcctgaag
gtatgcctac
cggcaactge
ccacaacatc
ggtcctgget
cectgttcgga
gtacggctac
ccagaaggec
ccagttegag

caaaaagatg

gtgtcectgg
caggtcgaca
aagacccaca
tgctcecegtag
gagtggtcct
ttcaacgact
cagatcatcc
tgtecctace
teccacctacce
ctgtggggea
accacctaca
accecgecagca
cccaacgacg
aagatcgtta
aacaccaagt
catccecectga
accggcctae
gccatagctg
catcactcca
attgacggceg
getgttggee

gaggacggct
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tgaagtccga
ccattatgga
acggcaaact
ctgggtgget
acatcgttga
acgaggagct
ccaaatccte
agggcaagtce
ccaccattaa
teccaccatcee
tctecgtegg
aggtgaatgg
ctatcaactt
aaaagggcga
gecagacace
ccattggega
gcaactcecce
ggttcattga
acgagcaggg
tgaccaacaa

gggagttcaa

tcectggatgt

ccagatetge
aaagaatgtg
gtgcgacctg
getgggaaac
gaaagccaac
caagcacctg
ctggtecage
ctecttette
gcggtcectac
caacgacgece
gacatccaca
gcagtecegge
cgagtccaac
ctccacaate
catgggeget
gtgccecaag
tcaaagggaa
gggagggtgg
ctcegggtat
ggtgaacage
caacttggag

gtggacctac

60

120

180

2490

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

92960

1020

1080

1140

1200

1260

1320
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aacgctgagce
gtcaagaace
aatggetget
ggecacctacg
ggggtgaagt
tcctceocteg

teectgeaat

<210> 2
<211> 1350
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

tectggtget
tgtacgacaa
tegagttcta
actatcceca
tggagtccat
ccctegecat

gtcgcetaa

gateggagaac
agtgegeete
ccacaagtge
gtactccgaa
tggcatctac

tatggtggct
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gageggaccc
cagctgeggg
gacaacgagt
gaggeccegee
cagatcetga

ggcctgtece

tggactteea
acaacgeccaa
gtatggagte
tgaagcgoga
geatctacte

tgtggatgtg

<223> antigeno del coddn optimizado que codifica neuraminidasa (NA)

<400> 2
atgaacccca

agcetgatge
ggcaaccagc
gectcegtga
tecaaggaca
tteatcteet
aacgacaagc
tgeecegteg
gect.ctgect
ggagcagtagg
aacaacatcc
gtgatgacecg
ggcaaggtag
tgttacectg
aggccettggyg
gtgttcgggy
aacggcygcag
cgcaccaagt
accgagacag
gggtacageg
tgcttttggg
tccageatct
gctgaactgce

<210>3
<211> 5687

accagaagat catcacecatt ggcagcatcet

tgcagatcgg
accagtccga
agctggctgg
actccatteg
gtagccacct
acteccaacgg
gcgaagecac
gtcatgatgg
ctgtgetgaa
tccgcaceca
atgggecaag
tgaagtceegt
acgetgggga
tetecttcaa
ataatcccag
gcggggtcaa
ccacaaacte
acagcteett
geagettegt
tggaactgat
cettetgegg

ccttcaccat

caacatgatc
gcccatctece
caactectce
catecggecage
cgaatgcegg
cacegtgaag
tagecectac
gaceteottgg
gtacaacggc
ggagtcegag
caatggacaa
cgagttggac
gatcacctgt
ccagaacttg
gectaacgat
gggcttcteyg
ceggtecgge
cteegtcaag
geagcacece
ccggggacgyg
cgtgaactce

tgacaagtaa

agcatctggg
aacaccaacc
ctgtgtecta

aaaggggatg

acecttettec
gaeegetcte
aacteceeggt
ctgaccattqg
atcatcacceg
tgtgcetgtg
gcctececaca
geccctaatt
gtgtgcaggg
gagtaccaga
ggcaccgggt
ttcaaatatyg
ttegagatga
caggacattg
gagctcacag

cctaaggaga

gacacagtgg

gecatggtgac
tgtecceacag
tgctgaccga
tecaatgggtg
tcttegtgat
tgacacaagg
cocacegeac
tcgagtocgt
gcateteeqy
ataccattaa
tcaatggcte
agatctteaa
accactacga
acaactggea
teggctacat
cctgtggeec
gcaatggegt
tetgggacee
tggctatcac
gectcgactg

gcacaatctg

ggtggtectg
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cgactcecaac
ggagcteggg
cgtgcgcaat
agagatctec
cacegtgget

ctccaacgge

cgggatagtt
cateccatacc
gaaagctgtc
ggctgtgtac
cegegagect
agcectgetg
cctgatgtee
egectggage
ccctgataat
gtectggege
gtgctttace
gatggaaaaqg
ggagtgcage
cgggageaac
ctgttecggg
tgtgagctcee
gtggatcggy
caatggatgyg
cgactggagce
catteggeece
gaccteegge

gcctgacgga

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1698

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1350



<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> secuencias de ADN de todo el plasmido de pCMV-HA

<400> 3
t.caatattgg

ttggccattg
aatatgaceqg
gtcattagtt
gcctggetga
agtaacgcca
ccacttggca
cggtaaatgg
gecagtacate
caatgggegt
caatgggagt
cgcececegttg
tcgtttagtg
tgctaacgea
gtgaggcact
actgggettg
tgacatecac
aggctagagt
getgttegee
caactcecace
agacatcctg
gatcctgcoge
catcaatgtg
ttacecceggt

cttecgagaaa

ccattagceca
catacgttgt
ccatgttgge
catagcccat
cageccaacqg
atagggactt
gtacatcaag
ceegectgge
tacgtattag
ggatageggt
ttgttttage
acgcaaatgg
aaccgtcaga
gteagtgett
gggcaggtaa
tegagacaga
tttgeettte
acttaatacg
attgtgtece
gagcaggteg
gaaaagaccc
gactgetceqg
ccecgagtggt
gacttcaacg

atccagatca

tattattcat
atctatateca
attgattatt
atatggagtt
acccecgecc
tccattgacg
tgtatcatat
attatgecea
tecategetat
ttgactcacg
accaaaatca
gcggtaggeg
tcactagaag
ctgacacaac
gtatcaaggt
gaagactett
tctecacagyg
actcactata
tggtgaagte
acaccattat
acaacggcaa
tggctgggtg
cctacategt
actacgagga

tccecaaatce
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tggttatata
taatatgtac
gactagttat
cegegttaca
attgacgteca
tcaatgggtyg
gccaagtceg
gtacatgace
taccatggtg
gggatttceca
acgggacttt
tgtacggtgg
ctttattgeg
agtctcgaac
tacaagacag
gegtttetga
tgtecactee
ggctagegece
cgaccagatce
ggaaaagaat
actgtgegac
gctgetggga
tgagaaagce
getcaageac

cteoctggtece

23

gcataaatca
atttatattg
taatagtaat
taacttacgg
ataatgacgt
gagtatttac
cccectattg
ttacgggact
atgeggtttt
agtectccace
ccaaaatgtc
gaggtectata
gtagtttatc
ttaagctgea
gtttaaggag
taggecaccta
cagttcaatt
accatggaga
tgeategget
gtgaccgtga
ctggacggeyg
aaccctatgt
aacccegtca
ctgetcteee

agccacgaag

atattggcta
getecatgtee
caattacggg
taaatggcee
atgttccecat
ggtaaactgce
acgtcaatga
ttectacttg
ggcagtacac
ccattgacgt
gtaataacce
taagcagage
acagttaaat
gaagttggtc
accaatagaa
ttggtettac
acagctctta
aaattgtgcet
atcacgccaa
ccecatgeaca
tgaagcecet
gegacgagtt
acgaccectgtyg
ggatcaacca

cctecetegg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500



egtgtectec
gatcaaaaaqg
agacctgcetg
gtaccagaac
gceccgeatt
gacaatcctg
cgagtatgce
gtacggcaac
ctteecacaac
getggtectg
aggcctgtte
gtggtacgge
cacccagaag
cacccagtte
gaacaaaaag
gctgatggag
caaagtgcgce
ctaccacaag
ccagtactece
cattggeatc
cattatggtyg
atctagagte
ggacaaacca
attgetttat
cattttatgt
tacaaatgtg
gatcgecett
cattaagcge
tagcgecocege
gtcaagctet
accccaaaaa
tttttegece

gaacaacact

gettgtecoct
aactccacct
gtgctgtggg
cctaccacct
gccaccegca
aagcecaacqy
tacaagatcg
tgcaacacca
atccatecece
gctaceggee
ggagecatag
taccatcact
gecattgacg
gaggctgttg
atggaggacg
aacgagcgga
ctccagctge
tgcgacaacg
gaagaggece
taccagatec
getggeetat
gacetgggey
caactagaat
ttgtaaccat
ttcaggttca
gtaaaatcga
cecaacagtt
ggcgggtgtyg
tccttteget
aaatcggggy
acttgattag
tttgacgttg

caacccetate

accagggcaa
accccaccat
gcatecacca
acatctecgt
gcaaggtgaa
acgctatcaa
ttaaaaaggg
agtgcecagac
tgaccattgg
teogeaacte
ctgggttcat
ccaacgagea
gegtgaceaa
gcocgggagtt
gettectgga
ccctggactt
gggacaacgce
agtgtatgga
gcectgaageg
tgagcateta
ceetgtggat
geagettaga
gcagtgaaaa
tataagctgce
gggggagatg
taagtatceg
gaegcagectg
gtggttacge
ttcttecctt
ctecctttag
ggtgatggtt
gagteccacgt

teggtetatt
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gtecteettce
taageggtee
teocaacgac
cgggacatce
tgggcagtcce
cttcgagtece
cgactceaca
acccatggge
cgagtgeccee
cactcaaagg
tgagggaggyg
gggctceggg
caaggtgaac
caacaacttg
tgtgtggace
ccacgactec
caaggagctce
gtecgtgege
cgaagagata
ctecacegtyg
gtgetecaac
geagacatga
aaatgettta
aataaacaag
tgggaggttt
ggetggegta
aatggcgaat
gcagegtgac
cctttetege
ggttcegatt
cacgtagtgg
tetttaatag

ettttgattt

24

ttccgcaacg
tacaacaaca
gccgetgage
acactgaacc
ggecgeatgg
aacggcaact
atcatgaagt
gctateaact
aagtacgtca
gaacgecagge
tggcagggca
tatgecgeeyg
agcatcatcg
gagcgcegca
tacaacgectg
aacgtcaaga
gggaatggct
aatggeacct
tceggggtga
gettectees
ggetecetge
taagatacat
tttgtgaaat
ttaacaacaa
tttaaageaa
atagcgaaga
ggacgcgeec
cgctacactt
cacgttegec
tagtgcttta
gecategege
tggactettg

ataagggatt

tcgtgtgget
ccaaccagga
agaccaagcet
agegoctogt
agttcttctg
tcatogetee
ccgagttgga
cctecatgee
agtccaaccyg
gcaaaaagag
tggtggatgg
acaaggagtc
acaagatgaa
tcgagaacct
agctectggt
acctgtacga
gcttegagtt
acgactatcee
agttggagte
tegeectege
aatgtegeta
tgatgagttt
ttgtgatgct
caattgecatt
gtaaaaccte
ggecegeoace
tgtagcggeyg
gccagcgecco
ggetttecee
cggeacceteg
tgatagacgg
ttecaaactg

ttgcegattt

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480



cggectattyg
tattaacgcet
acaccgcata
ccgacaceeq
ttacagacaa
accgaaacgc
gataataatg
tatttgttta
ataaatgett
cettattece
gaaagtaaaa
caacagcggt
ttttaaagtt
cggtcgeege
geatcttacyg
taacactgcg
tttgcacaac
agccatacca
caaactatta
ggaggcggat
tgctgataaa
agatggtaag
tgaacgaaat
agaccaagtt
gatctaggtg
gttcocactga
tctgegegta
geeggateaa
accaaatact
accgectaca
gtegtgtett

ctgaacgggyg

gttaaaaaat
tacaatttec
tggtgcacte
ccaacacceqg
getgtgaceg
gcgagacgaa
gtttcttaga
tttttctaaa
caataatatt
ttttttgegg
gatgctgaag
aagatcettg
ctgctatgtg
atacactatt
gatggcatga
gccaacttac
at.gggggate
aacgacgage
actggegaac
aaagttgcag
tectggageceg
ccecteocecegta
agacagateqg
tactcatata
aagatccttit
gegtecagace
atctgctget
gagctaccaa
gttettctag
tacctegecte
acegggttgg

ggttegtgea

gagctgattt
tgatgeggta
tcagtacaat
ctgacgegec
tcteocogggag
agggcctegt

cgteaggtgg

tacattcaaa
gaaaaaggaa
cattttgect
atcagttggg
agagtttteg
gegeggtatt
ctcagaatga
cagtaagaga
ttetgacaac
atgtaacteg
gtgacaccac
tacttactet
gaccacttct
gtgagcgtgg
tegtagttat
ctgagatagg
tactttagat
ttgataatct
cegtagaaaa
tgcaaacaaa
ctetttttee
tgtagccgta
tgctaatect
actcaagacg

cacageccecag
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aacaaaaatt
ttttctectt
ctgetotgat
ctgacggget
ctgcatgtgt
gatacgecta
cacttttegg
tatgtateceg
gagtatgagt
tectgttitt
tgcacgagtg
cceccgaagaa
atccegtatt
cttggttgag
attatgcagt
gatcggagga
cct.tgategt
gat.goctgta
agettecegg
gecgeteggec
gtctegeggt
ctacacgqacy
tgccteactg
tgatttaaaa
catgaccaaa
gatcaaagga
aaaaccaccyg
gaaggtaact
gttaggccac
gttaccagtg
atagttaceg

cttggagega

25

taacgcgaat
acgcatctgt
gcogeatagt
tgtetgetec
cagaggtttt
tttttatagg
ggaaatgtgc
ctecatgagac
attecaacatt
gctecacccag
ggttacatcg
cgttttocaa
gacgccoggge
tactcaccag
gcetgecataa
ccgaaggagce
tgggaaccgg
gcaatggcaa
caacaattaa
cttecggetyg
atcattgcaqg
gggagtcagg
attaagcatt
cttecattttt
atcccttaac
tecttettgag
ctaccagegg
ggettecagea
cacttcaaga
getgectgeca
gataaggeoge

acgaectaca

tttaacaaaa
gcggtattte
taagccagee
cggcatecege
cacegteate
ttaatgtcat
gcoggaaccec
aataaccctg
tecgtgtege
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ccatgagtga
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ttggececatty
aatatgaccg
gtcattagtt
gectggetga
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caatgggagt
cgcceocegttyg
tegtttagtyg
tgctaacgea
gtgaggecact
actgggettg
tgacatccac
aggctagagt
gatcatcgace
cggcaacatyg
cgagcecate
tggecaactee
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cgtgagctat
agcggcaggyg
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gtacatcaag
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cttttgectca
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cacgectteece
agagegeacqy
tegecaccte
gaaaaacgcece

catggctcga

gaagggagaa aggcggacag
agggagctte cagggggaaa
tgacttgage gtcgattttt

agcaacgcegg cctttttacg

cagatct

todo el plasmido de pCMV-NA

tattattcat
atcetatatea
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atatggagtt
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gatccgegag
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gecataaatea
atttatattg
taatagtaat
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cctecgaatge
eggeaccgtg
ccctagecae
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tcacacegea
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teectgacaca
ctceoccaceg
ggttegagte
ttggcatcte
ccgataccat
gtgtcaatgg
acaagatett
attaccacta
gggacaactyg
agatcggeta
ggtcectgtgg
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tgatctggga
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gttaagccag
ceceggeatee
ttcaccgteca
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cctatttgtt
tgataaatgc
gececttatte
gtgaaagtaa
ctcaacagecg
acttttaaag
cteggtegee
aagecatcotta
gataacactg
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cgctgacgeg
cgteteeggg
aaagggccte
gacgtcaggt
aatacattea
ttgaaaaagqg
ggcattttge
agatcagttg
tgagagtttt
tggegeggta
ttctecagaat
gacagtaaga
acttctgaca
tecatgtaact
gegtgacace
actacttact
aggaccactt
cggtgagegt
tatcgtagtt
cgctgagata
tatactttag
ttttgataat
cceecgtagaa
cttgcaaaca
aactcttttt
agtgtagceg
tectgetaatc
ggactcaaga
cacacagece
atgagaaagce
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cectgacgqgg
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gtgatacgee
ggcactttte
aatatgtate
aagagtatga
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ggtgcacgag
cgeccccgaag
ttatcecegta
gacttggttg
gaattatgca
acgatcggag
cgecttgate
acgatgectg
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atctacacga
ggtgcctcac
attgatttaa
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aagatcaaag
aaaaaaccac
ccgaaggtaa
tagttaggee
ctgttaccag
cgatagttac
agcttggage
gecacgette
ggagagegea
tttegecace

tggaaaaacg

cacatggcte

28

cttgtctget
gtcagaggtt
tatttttata
ggggaaatgt
cgctcatgag
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REIVINDICACIONES

1. Un método para ensayar agentes extrafios en una composicion que comprende al menos un agente activo,
comprendiendo el método:

a) inmunizar a un sujeto no humano con una construccion de polinucleétido que comprende una secuencia
que codifica un polipéptido que forma al menos una parte del agente activo, con el fin de generar un
anticuerpo producido frente al producto de expresion de dicha construccién de polinucleétido, poner en
contacto el anticuerpo asi generado con la composicidon que comprende al menos un agente activo, en el
que el anticuerpo se une especificamente al agente activo, y

b) determinar la presencia o ausencia de agentes extrafios en la composicion posteriormente a la etapa a)
en un modelo animal,

en el que el agente activo se neutraliza o inactiva por unién del anticuerpo antes de la etapa b).

2. El método segun la reivindicacion 1, en el que la etapa de determinar la presencia o ausencia de agentes extrafios
en la composicién comprende:

a) usar un animal no humano que se ha inoculado con dicha construccion de polinucledétido, e inocular dicho
animal no humano con la composicion que se va a ensayar,

b) evaluar el porcentaje de animales vivos después de un determinado periodo de tiempo, en el que en el
caso de que al menos el 80% de los animales inoculados sobreviva y no muestre evidencia de infeccion
durante dicho periodo de tiempo se considera que la composicion no contiene agentes extrafios, y en el
caso en el que menos del 80% de los animales inoculados sobreviva y/o al menos un animal muestre
evidencia de infeccion durante dicho periodo de tiempo se considera que la composicion contiene agentes
extrafos.

3. El método segun la reivindicacion 1, en el que la etapa de determinar la presencia o ausencia de agentes extrafios
en la composicién comprende:

a) inocular un animal no humano con la composiciéon que se va a ensayar que contiene agente activo
neutralizado o inactivado,

b) evaluar el porcentaje de animales vivos después de un determinado periodo de tiempo, en el que en el
caso de que al menos el 80% de los animales inoculados sobreviva y no muestre evidencia de infeccion
durante dicho periodo de tiempo se considera que la composicidn no contiene agentes extrafios, y en el
caso en el que menos del 80% de los animales inoculados sobreviva y/o al menos un animal muestre
evidencia de infeccion durante dicho periodo de tiempo se considera que la composicidon contiene agentes
extrafios.

4. El método segun la reivindicacion 2 6 3, en el que los animales no humanos se seleccionan del grupo que
consiste en ratones adultos, ratones lactantes, y cobayas, y en el que el porcentaje de animales vivos y la aparicion
de una evidencia de infeccién se evalia después de un periodo de al menos 7 a 10 dias, opcionalmente después de
un periodo de 21 dias después de la inoculaciéon con la composicion que se va a ensayar en el caso en el que el
animal inoculado sea un ratén adulto, después de un periodo de 14 dias después de la inoculaciéon con la
composicion que se va a ensayar en el caso en el que el animal inoculado sea un ratén lactantes, y después de un
periodo de al menos 42 dias después de la inoculacion con la composicion que se va a ensayar en el caso en el que
el animal inoculado sea una cobaya.

5. El método segun cualquiera de las reivindicaciones 2 a 4, en el que la inoculacién de la composicidon que se va a
ensayar se lleva a cabo intracerebralmente y/o intraperitonealmente.

6. El método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la composicidon que se va a ensayar es
una muestra de un cultivo celular a partir del cual se produce el agente activo, o un producto derivado de dicho
cultivo celular, o un virus de siembra o0 una composiciéon que contiene un virus de siembra, respectivamente.

7. El método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la composiciéon es una composicion
farmacéutica, preferiblemente una preparacion de vacuna o un producto intermedio de la preparacién de vacuna.

8. El método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el agente activo es un antigeno,
preferiblemente un antigeno viral, o en el que el agente activo comprende al menos un componente de una particula
de virus, preferiblemente el agente activo es una particula de virus influenza.

9. El método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el anticuerpo se usa para ensayar virus
como agentes extrafios.
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10. El método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la construccién de polinucleétido
comprende una secuencia codificadora de HA (hemaglutinina) y/o NA (neuraminidasa).

11. El método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la construcciéon de polinucleétido que
comprende la secuencia que codifica al menos una parte del agente activo se somete a optimizacién de codones, en
particular optimizacién de codones para un sujeto usado para la inmunizacién con la construccion de polinucleoétido.

12. El método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la construccién de polinucleétido
comprende un polinucleétido que comprende una secuencia que tiene al menos 90%, preferiblemente al menos
95%, mas preferiblemente al menos 98% de identidad de secuencia con el acido nucleico mostrado en SEQ ID NO:
16 2, o la construccion de polinucleétido comprende un polinucleétido que tiene una secuencia como se muestra en
SEQID NO: 16 2.

13. El método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la construcciéon de polinucleétido esta
contenida en un organismo no humano, un animal no humano transgénico o un microorganismo.

14. El método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el anticuerpo es especifico para un
polipéptido codificado por un polinucleétido como se define en la reivindicacion 12.

15. El método segun la reivindicacion 14, en el que el anticuerpo se produce por un método que comprende:
a) proporcionar una construccion de polinucleétido como se define en la reivindicacion 12, e
b) inmunizar un sujeto adecuado con dicha construccién de polinucledétido.

16. El método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el agente activo comprende un antigeno
de influenza y la construccién de polinucleétido comprende una secuencia que tiene al menos 90%, preferiblemente
al menos 95%, y mas preferiblemente al menos 98% de identidad de secuencia con el acido nucleico mostrado en
SEQ ID NO: 1 6 2, incluso mas preferiblemente el agente activo comprende un antigeno de influenza y la
construccién de polinucledtido comprende una secuencia como se muestra en SEQ ID NO: 1 6 2.

17. Un proceso para ensayar una composicion farmacéutica en cualquier etapa de la produccién de ésta, en
particular una vacuna, incluyendo, en al menos un punto de tiempo del proceso de produccion de ésta, llevando a
cabo un método seguin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 16; y, opcionalmente, una etapa de tratamiento de
la composicion farmacéutica, en particular la vacuna, o un producto intermedio del proceso de produccion, y/o
tratamiento de un cultivo celular a partir del cual deriva la composicién farmacéutica o la vacuna, por un tratamiento
capaz de eliminar y/ inactivar un agente extrafio.
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Fig. 1

ATGGAGAARATTGTGCTGCTGTTCGCCATTGTGTCCCTGGTGAAGTCCGACCAGATCTGCATCGGLTA
TCACGCCAACAACTCCACCGAGCAGGTCGACACCATTATGGAARAGRATGTGACCGTGACCCATGCAC
AAGACATCCTGGAARAGACCCACARCGGCARAACTGTGCGACCTGGACGGCGTGAAGCCCCTGATCCTG
CGCGACTGCTCCGTGGCTGGGTGGCTGCTGGGARACCCTATGTGCGACGAGTTCATCARTGTGCCCGA
GTGGTCCTACATCGTTGAGAARGCCAACCCCGTCAACGACCTGTGTTACCCCGGTGACTTCARCGACT
ACGAGGAGCTCAAGCACCTGCTCTCCCGGATCAACCACTTCGAGAARATCCAGATCATCCCCAAATCC
TCCTGGTCCAGCCACGAAGCCTCCCTCGGCGTGTCCTCCGCTTGTCCCTACCAGGGCAAGTCCTCCTT
CTTCCGCAACGTCGTGTGGCTGATCARRAAGAACTCCACCTACCCCACCATTAAGCGGTCCTACARACA
ACACCAACCAGGAAGACCTGCTGGTGCTGTGGGGCATCCACCATCCCAACGACGCCGCTGAGCAGACC
ARGCTGTACCAGAACCCTACCACCTACATCTCCGTCGGGACATCCACACTGARCCAGCGCCTCGTGCC
CCGCATTGCCACCCGCAGCAAGGTGAATGGGCAGTCCGGCCGCATGGAGTTCTTCTGGACAATCCTGA
AGCCCAACGACGCTATCARCTTCGAGTCCARCGGCAACTTCATCGCTCCCGAGTATGCCTACAAGATC
GTTAARRAGGGCGACTCCACAATCATGAAGTCCGAGTTGGAGTACGGCAACTGCAACACCARAGTGCCA
GACACCCATGGGCGCTATCARCTCCTCCATGCCCTTCCACAACATCCATCCCCTGACCATTGGCGAGT
GCCCCAAGTACGTCAAGTCCAACCGGCTGGTCCTGGCTACCGGCCTCCGCARCTCCCCTCARAGGGAR
CGCAGGCGCAAARAGAGAGGCCTGTTCGGAGCCATAGCTGGGTTCATTGAGGGAGGGTGGCAGGGCAT
GGTGGATGGGTGGTACGGCTACCATCACTCCAACGAGCAGGGCTCCGGGTATGCCGCCGACARGGAGT
CCACCCAGARGGCCATTGACGGCGTGACCAACAAGGTGAACAGCATCATCGACAAGATGAACACCCAG
TTCGAGGCTGTTGGCCGGGAGTTCARCARCTTGGAGCGCCGCATCGAGAACCTGAACARARAAGATGGA
GGACGGCTTCCTGGATGTGTGGACCTACAACGCTGAGCTCCTGGTGCTGATGGAGAACGAGCGGALCCT
TGGACTTCCACGACTCCAACCTCAAGAACCTGTACGACRAAGTGCGCCTCCAGCTGCGGGACARACGCT
AAGGAGCTCGGGAATGGCTGCTTCGAGTTCTACCACRAGTGCGACARACGAGTGTATGGAGTCCGTGCG
CRATGGCACCTACGACTATCCCCAGTACTCCGAAGAGGCCCGCCTGARGCGCGRAGAGATCTCCGGGE
TGARGTTGGAGTCCATTGGCATCTACCAGATCCTGAGCATCTACTCCACCGTGGCTTCCTCCCTCGCC
CTCGCCATTATGGTGGCTGGCCTGTCCCTGTGGATGTGCTCCARCGGCTCCCTGCAATGTCGCTAA
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Fig. 2

ATGAACCCCAACCAGAAGATCATCACCATTGGCAGCATCTGCATGGTGACCGGGATCGTTAGCCTGAT
GCTGCAGATCGGCAACATGATCAGCATCTGGGTGTCCCACAGCATCCATACCGGCARCCAGCACCAGT
CCGAGCCCATCTCCAACACCAACCTGCTGACCGAGAARGCTGTCGCCTCCGTGAAGCTGGCTGGCAAC
TCCTCCCTGTGTCCTATCAATGGGTGGGCTGTGTACTCCAAGGACAACTCCATTCGCATCGGCAGCAR
AGGGGATGTCTTCGTGATCCGCGAGCCTTTCATCTCCTGTAGCCACCTCGAATGCCGGACCTTCTTCC
TGACACAAGGAGCCCTGCTGAACGACAAGCACTCCAACGGCACCGTGARAGGACCGCTCTCCCCACCGT
ACCCTGATGTCCTGCCCCGTCGGCGAAGCCCCTAGCCCCTACAACTCCCGGTTCGAGTCCGTCGCCTG
GAGCGCCTCTGCCTGTCATGATGGGACCTCTTGGCTGACCATTGGCATCTCCGGCCCTGATAATGGAG
CAGTGGCTGTGCTGAAGTACAACGGCATCATCACCGATACCATTAAGTCCTGGCGCAACAACATCCTC
CGCACCCAGGAGTCCGAGTGTGCCTGTGTCAATGGCTCGTGCTTTACCGTGATGACCGATGGGCCARG
CAATGGACARGCCTCCCACAAGATCTTCAAGATGGAARAGGGCAAGGTGGTGRAGTCCGTCGAGTTGG
ACGCCCCTARATTACCACTACGAGGAGTGCAGCTGTTACCCTGACGCTGGGGAGATCACCTGTGTGTGC
AGGGACAACTGGCACGGGAGCAACAGGCCTTGGGTCTCCTTCAACCAGRRACTTGGAGTACCAGATCGG
CTACATCTGTTCCGGGGTGTTCGGGGATAATCCCAGGCCTAACGATGGCACCGGGETCCTGTGGCCCTG
TGAGCTCCRACGGCGCAGGCGGGGTCAAGGGCTTCTCGTTCAAATATGGCAATCGGCGTGTGGATCGGE
CGCACCARGTCCACARACTCCCGGTCCGGCTTCGAGATGATCTGGGACCCCAATGGATGGACCGAGAC
AGACAGCTCCTTCTCCGTCAAGCAGGACATTGTGGCTATCACCGACTGGAGCGGGTACAGCGGCAGCT
TCGTGCAGCACCCCGAGCTCACAGGCCTCGACTGCATTCGGCCCTGCTTT TGGGTGGAACTGATCCGG
GGACGGCCTAAGGAGAGCACAATCTGGACCTCCGGCTCCAGCATCTCCTTCTGCGGCGTGRAACTCCGA
CACAGTGGGGTGGTCCTGGCCTGACGGAGCTGARCTGCCCTTCACCATTGACAAGTAR
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FIG.3
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FIG. 4
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Fig. 5

TCAATATTGGCCATTAGCCATATTATTCATTGGTTATATAGCATAAATCAATATTGGCTATTGGCCAT
TGCATACGTTGTATCTATATCATAATATGTACATTTATATTGGCTCATGTCCAATATGACCGCCATGT
TGGCATTGATTAT TGACTAGT TATTAATAGTAARTCAATTACGGGGTCATTAGTTCATAGCCCATATAT
GGAGTTCCGCGTTACATRAACTTACGGTARATGGCCCGCCTGGCTGACCGCCCARCGACCCCCGCCCAT
TGACGTCAATAATGACGTATGTTCCCATAGTARACGCCAATAGGGACTTTCCATTGACGTCAATGGGETG
GAGTATTTACGGTAAACTGCCCACTTGGCAGTACATCAAGTGTATCATATGCCAAGTCCGCCCCCTAT
TGACGTCRATGACGGTAAATGGCCCGCCTGGCATTATGCCCAGTACATGACCTTACGGGACTTTCCTA
CTTGGCAGTACATCTACGTATTAGTCATCGCTATTACCATGGTGATGCGGTTTTGGCAGTACACCAAT
GGGCGTGGATAGCGGTTTGACTCACGGGGATTTCCAAGTCTCCACCCCATTGACGTCARATGGGAGTTT
GTTTTGGCACCARAATCARACGGGACTTTCCAARATGTCGTAATAACCCCGCCCCGTTGACGCARATGE
GCGGTAGGCGTGTACGGTGGGAGGTCTATATARGCAGAGCTCGTTTAGTGAACCGTCAGATCACTAGR
AGCTTTATTGCGGTAGTTTATCACRAGTTRAAATTGCTARCGCAGTCAGTGCTTCTGACACAACAGTCTC
GAACTTARGCTGCAGRAGTTGGTCGTGAGGCACTGGGCAGGTAAGTATCAAGGTTACAAGACAGGTTT
BAAGGAGACCAATAGARACTGGGCTTGTCGAGACAGAGAAGACTCTTGCGTTTCTGATAGGCACCTATT
GGTCTTACTGACATCCACTTTGCCTTTCTCTCCACAGGTGTCCACTCCCAGTTCAATTACAGCTCTTA
AGGCTAGAGTACTTAATACGACTCACTATAGGCTAGCGCCACCATGGAGAARATTGTGCTGCTGTTCG
CCATTGTGTCCCTGGTGAAGTCCGACCAGATCTGCATCGGCTATCACGCCAACAACTCCACCGAGCAG
GTCGACACCATTATGGAARAGAATGTGACCGTGACCCATGCACAAGACATCCTGGARARAGACCCACAR
CGGCAAACTGTGCGACCTGGACGGCGTGAAGCCCCTGATCCTGCGCGACTGCTCCGTGGCTGEGTGGT
TGCTGGGAARACCCTATGTGCGACGAGTTCATCAATGTGCCCGAGTGGTCCTACATCGTTGAGAAAGCC
AACCCCGTCAACGACCTGTGTTACCCCGGTGACTTCAACGACTACGAGGAGCTCAAGCACCTGCTCTC
CCGGATCAACCACTTCGAGAAAATCCAGATCATCCCCAAATCCTCCTGGTCCAGCCACGAAGCCTCCC
TCGGCGTGTCCTCCGCTTGTCCCTACCAGGGCAAGTCCTCCTTCTTCCGCAACGTCGTGTGGCTGATC
ARRARAGARACTCCACCTACCCCACCATTAAGCGGTCCTACAACAACACCAACCAGGAAGACCTGCTGGT
GCTGTGGGGCATCCACCATCCCAACGACGCCGCTGAGCAGACCARAGCTGTACCAGAACCCTACCACCT
ACATCTCCGTCGGGACATCCACACTGAACCAGCGCCTCGTGCCCCGCATTGCCACCCGCAGCAAGGTG
AATGGGCAGTCCGGCCGCATGGAGT TCTTCTGGACAATCCTGAAGCCCAACGACGCTATCAACTTCGA
GTCCAACGGCAACTTCATCGCTCCCGAGTATGCCTACAAGATCGTTAARAAGGGCGACTCCACAATCA
TGAAGTCCGAGTTGGAGTACGGCAACTGCAACACCAAGTGCCAGACACCCATGGGCGCTATCAACTCC
TCCATGCCCTTCCACAACATCCATCCCCTGACCATTGGCGAGTGCCCCAAGTACGTCAAGTCCAACCG
GCTGGTCCTGGCTACCGGCCTCCGCAACTCCCCTCAAAGGGAACGCAGGCGCAAAAMAGAGAGGCCTGT
TCGGAGCCATAGC TGGGTTCATTGAGGGAGGGTGGLCAGGGCATGGTGGATGGGTGGTACGGCTACCAT
CACTCCAACGAGCAGGGCTCCGGGTATGCCGCCGACAAGGAGTCCACCCAGAAGGCCATTGACGGCGT
GACCAACAAGGTGAACAGCATCATCGACAAGATGAACACCCAGTTCGAGGCTGTTGGCCGGGAGTTCA
ACAACTTGGAGCGCCGCATCGAGAACCTGARACAARAAGATGGAGGACGGCTTCCTGGATGTGTGGACC
TACAACGCTGAGCTCCTGGTGCTGATGGAGAACGAGCGGACCCTGGACTTCCACGACTCCAACGTCAR
GAACCTGTACGACAAAGTGCGCCTCCAGCTGCGEGGACAACGCCAAGGAGCTCGGGAATGGCTGCTTCG
AGTTCTACCACAAGTGCGACAACGAGTGTATGGAGTCCGTGCGCAATGGCACCTACGACTATCCCCAG
TACTCCGAAGAGGCCCGCCTGAAGCGCGAAGAGATC TCCGGGGTGARAGTTGGAGTCCAT TGGCATCTA
CCAGATCCTGAGCATCTACTCCACCGTGGL T TCCTCCCTCGCCCTCGCCATTATGETGGCTGGCCTGT
CCCTGTGGATGTGCTCCAACGGCTCCCTGCAATGTCGCTAATC TAGAGTCGACCTGGGCGGCCGCTTC
GAGCAGACATGATAAGATACATTGATGAGTTTGGACARACCACAACTAGAATGCAGTGAAAARARATGC
TTTATTTGTGAAATTTGTGATGCTATTGCTTTATTTGTARCCATTATAAGCTGCAATAAACAAGTTAL
CARCARACAATTGCATTCATTTTATGTTTCAGGTTCAGGGGGAGATGTGGGAGGTTTTTTAAAGCAAGT
AAAACCTCTACARATGTGGTARAAATCGATAAGTATCCGGGCTGGCGTAATAGCGAAGAGGCCCGCACC
GATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGRAATGGCGAATGGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGT
GCGGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGCTCCTTT
CGCTTTCTTCCCTTCCTTTCTCGCCACGTTCGCCGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTARATCGGGGGCTCC
CTTTAGGGTTCCGATTTAGTGCTTTACGGCACCTCGACCCCAAARARCTTGATTAGGGTGATGGTTCA
CGTAGTGGGCCATCGCCCTGATAGACGGTTTTTCGCCCTTTGACGTTGGAGTCCACGTTCTTTAATAG
TGGACTCTTGTTCCAAACTGGAACAACARCTCARCCCTATCTCGGTCTATTCTTTTGATT TATARGGGA
TTTTGCCGATTTCGGCCTATTGGTTARAARATGAGCTGATTTARCAARRAATTTAACGCGAATTTTAAC
AARRTATTAACGCTTACAATTTCCTGATGCGGTATTTTCTCCTTACGCATCTGTGCGGTATTTCACAC
CGCATATGGTGCACTCTCAGTACAATCTGCTCTGATGCCGCATAGTTAAGCCAGCCCCGACACCCGCC
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ARCACCCGCTGACGCGCCCTGACGGGCTTGTCTGCTCCCGGCATCCGCTTACAGACAAGCTGTGACCG
TCTCCGGGAGCTGCATGTGTCAGAGGTTTTCACCGTCATCACCGARACGCGCGAGACGARAGGGCCTC
GTGATACGCCTATTTTTATAGGT TAATGTCATGATAATARTGGTTTCTTAGACGTCAGGTGGCACTTT
TCGGGGARATGTGCGCGGAACCCCTATTTGTTTATTTTTCTARATACATTCARATATGTATCCGCTCA
TGAGACARTRAACCCTGATARATGCTTCAATAATATTGAAAARGGAAGAGTATGAGTATTCAACATTTC
CGTGTCGCCCTTATTCCCTTTTTTGCGGCATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGRARCGCTGGT
GRAAGTARAAGATGCTGAAGATCAGT TGGGTGCACGAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTCAACAGCG
GTARAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCARTGATGAGCACTTTTAARGTTCTGCTA
TGTGGCGCGGTATTATCCCGTATTGACGCCGGGCARGAGCARCTCGGTCGCCGCATRACACTATTCTCA
GRATGACTTGGTTGAGTACTCACCAGTCACAGAARAGCATCTTACGGATGGCATGACAGTARGAGAAT
TATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAACACTGCGGCCAACTTACTTCTGACARACGATCGGAGGA
CCGRAGGAGCTARACCGCTTTTTTGCACAMCATGGGGGATCATGTAACTCGCCTTGATCGTTGGGAACC
GGAGCTGAATGAAGCCATACCARACGACGAGCGTGACACCACGATGCCTGTAGCAATGGCARCAACGT
TGCGCAARCTATTAACTGGCGARCTACTTACTCTAGCTTCCCGGCAACAATTARTAGACTGGATGGAG
GCGGATARAGTTGCAGGACCACTTCTGCGCTCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGATARATC
TGGAGCCGGTGAGCGTGEGTCTCGCGGTATCATTGCAGCACTGGGGCCAGATGGTAAGCCCTCCCGTA
TCGTAGTTATCTACACGACGGGGAGTCAGGCAACTATGGATGRAACGAARTRGACAGATCGCTGAGATA
GGTGCCTCACTGATTAAGCATTGGTAACTGTCAGACCAAGTTTACTCATATATACTTTAGATTGATTT
ARRACTTCATTTTTAATT TARAARGGATCTAGGTGRAGATCCTTTTTGATAATCTCATGACCARAATCC
CTTARCGTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAALGATCARAGGATCTTCTTGAGAT
CCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCARACAARAAARCCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTT
GCCGGATCAAGAGCTACCARCTCTTTTTCCGAAGGTARCTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCARATA
CTGTTCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGRACTCTGTAGCACCGCCTACATACCTC
GCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGC TGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTC
AARGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGGCTGAACGGGGGGTTCGTGCACACAGCCCAGCT
TGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGAARGCGCCACGCTTCCC
GAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCT
TCCAGGGGGARACGCCTGEGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGAT
TTTTGTGATGCTCGT CAGGGGGGCGGAGCCTATGGAARAACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTC
CTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGGCTCGACAGATCT
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Fig. 6

TCAATATTGGCCATTAGCCATATTATTCATTGGT TATATAGCATAAATCAATATTGGCTATTGGCCAT
TGCATACGTTGTATCTATATCATAATATGTACATTTATATTGGCTCATGTCCAATATGACCGCCATGT
TGGCATTGATTATTGACTAGTTATTAATAGTAATCAATTACGGGGTCATTAGTTCATAGCCCATATAT
GGAGTTCCGCGTTACATAACTTACGGTAAATGGCCCGCCTGGCTGACCGCCCAACGACCCCCGCCCAT
TGACGTCAATAATGACGTATGTTCCCATAGTAACGCCAATAGGGACTTTCCATTGACGTCAATGGGTG
GAGTATTTACGGTAAACTGCCCACTTGGCAGTACATCAAGTGTATCATATGCCAAGTCCGCCCCCTAT
TGACGTCAATGACGGTARATGGCCCGCCTGGCATTATGCCCAGTACATGACCTTACGGGACTTTCCTA
CTTGGCAGTACATCTACGTATTAGTCATCGCTATTACCATGGTGATGCGGTTTTGGCAGTACACCAAT
GGGCGTGGATAGCGGTTTGACTCACGGGGATTTCCAAGTCTCCACCCCATTGACGTCAATGGGAGTTT
GTTTTGGCACCAAAATCAACGGGACTTTCCARAATGTCGTAATAACCCCGCCCCGTTGACGCAAATGG
GCGGTAGGCGTGTACGGTGGGAGGTCTATATAAGCAGAGCTCGTTTAGTGAACCGTCAGRATCACTAGR
AGCTTTATTGCGGTAGTTTATCACAGTTAAATTGCTAACGCAGTCAGTGCTTCTGACACARCAGTCTC
GAACTTAAGCTGCAGAAGTTGGTCGTGAGGCACTGGGCAGGTARGTATCARAGGTTACARGACAGGTTT
BAGGAGACCAATAGAAACTGGGCTTGTCGAGACAGAGAAGACTCTTGCGTTTCTGATAGGCACCTATT
GGTCTTACTGACATCCACTTTGCCTTTCTCTCCACAGGTGTCCACTCCCAGTTCAATTACAGCTCTTA
AGGCTAGAGTACTTAATACGACTCACTATAGGCTAGCGCCACCATGARCCCCAACCAGAAGATCATCA
CCATTGGCAGCATCTGCATGGTGACCGGGATCGT TAGCCTGATGCTGCAGATCGGCAACATGATCAGC
ATCTGGGTGTCCCACAGCATCCATACCGGCAACCAGCACCAGTCCGAGCCCATCTCCAACACCARCCT
GCTGACCGAGAAAGCTGTCGCCTCCGTGAAGCTGEGCTGEGCAACTCCTCCCTGTGTCCTATCARTGGGT
GGGCTGTGTACTCCAAGGACAACTCCATTCGCATCGGCAGCAAAGGGGATGTCTTCGTGATCCGCGAG
CCTTTCATCTCCTGTAGCCACCTCGAATGCCGGACCTTCTTCCTGACACAAGGAGCCCTGCTGAACGA
CAAGCACTCCAACGGCACCGTGAAGGACCGCTCTCCCCACCGCACCCTGATGTCCTGCCCCGTCGGLG
AAGCCCCTAGCCCCTACAACTCCCGGTTCGAGTCCGTCGCCTGGAGCGCCTCTGCCTGTCATGATGEE
ACCTCTTGGCTGACCATTGGCATCTCCGGCCCTGATAATGGAGCAGTGCGCTGTGC TGAAGTACAACGG
CATCATCACCGATACCATTAAGTCCTGGCGCAACARCATCCTCCGCACCCAGGAGTCCGAGTGTGCCT
GTGTCAATGGCTCGTGCTTTACCGTGATGACCGATGGGCCAAGCAATGGACAAGCCTCCCACAAGATC
TTCAAGATGGAAAAGGGCAAGGTGGTGAAGTCCGTCGAGTTGGACGCCCCTAATTACCACTACGAGGA
GTGCAGCTGTTACCCTGACGCTGGGGAGATCACCTGTGTGTGCAGGGACAACTGGCACGGGAGCAACA
GGCCTTGGGTCTCCTTCARCCAGAACTTGGAGTACCAGATCGGCTACATCTGTTCCGGGGTGTTCGGE
GATAATCCCAGGCCTAACGATGGCACCGGGTCCTGTGGCCCTGTGAGCTCCARCGGCGCAGGCGGGET
CAAGGGCTTCTCGTTCAAATATGGCAATGGCGTGTGCGATCGGGCGCACCAAGTCCACARACTCCCGGT
CCGGCTTCGAGATGATCTGGGACCCCAATGGATGGACCGAGACAGACAGCTCCTTCTCCGTCARGCAG
GACATTGTGGCTATCACCGACTGGAGCGGGTACAGCGGCAGC TTCGTGCAGCACCCCGAGCTCACAGG
CCTCGACTGCATTCGGCCCTGCTTTTGECTGGAACTGATCCGGGGACGGCCTAAGGAGAGCACAATCT
GGACCTCCGGCTCCAGCATCTCCTTCTGCGGCGTGAACTCCGACACAGTGGLGGTGGTCCTGGCCTGAC
GGAGCTGARCTGCCCTTCACCATTGACAAGTAATCTAGAGTCGACCTGGGCGGCCGCTTCGAGCAGAC
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ATGATAARGATACATTGATGAGTTTGGACARACCACARCTAGAATGCAGTGAAARARATGCTTTATTTG
TGRARATTTGTGATGCTATTGCTTTATTTGTARCCATTATARGCTGCAATARACAAGTTAACARCARCA
ATTGCATTCATTTTATGTTTCAGGTTCAGGGGGAGATGTGGGAGGTTTTTTAARGCARGTAARACCTC
TACARATGTGGTAARATCGATRAAGTATCCGGGCTGGCGTAATAGCGARGAGGCCCGCACCGATCGCCC
TTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCGGG
TGTGGTGETTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCT
TCCCTTCCTTTCTCGCCACGTTCGCCGGCT TTCCCCGTCAAGCTCTRAATCGGGGGCTCCCTTTAGGG
TTCCGATTTAGTGCTTTACGGCACCTCGACCCCARRARACTTGATTAGGGTGATGGTTCACGTAGTGG
GCCATCGCCCTGATAGACGGTTTTTCGCCCTTTGACGTTGGAGTCCACGTTCTTTAATAGTGGACTCT
TGTTCCAAACTGGRACAACACTCAACCCTATCTCGGTCTATTCTTTTGATTTATARGGGATTTTGCCG
ATTTCGGCCTATTGGTTARARAARATGAGCTGATTTAACAARAAATTTAACGCGAATTTITAACARAATATT
AARCGCTTACAATTTCCTGATGCGGTATTTTCTCCTTACGCATCTGTGUGGTATTTCACACCGCATATG
GTGCACTCTCAGTACAATCTGCTCTGATGCCGCATAGTTARGCCAGCCCCGACACCCGCCARCACCCG
CTGACGCGCCCTGACGGGCTTGTCTGCTCCCGGCATCCGCTTACAGACAAGCTGTGACCGTCTCCGGG
AGCTGCATGTGTCAGAGGTTTTCACCGTCATCACCGARACGCGCGAGACGAAAGGGCCTCGTGATACG
CCTATTTTTATAGGTTAATGTCATGATAATAATGGTTTCTTAGACGTCAGGTGGCACTTITTCGGGGAA
ATGTGCGCGGAACCCCTATTTGTTTATTTTTCTARATACATTCARAATATGTATCCGCTCATGRAGACRAR
TAACCCTGATAARTGCTTCAATAATATTGAARAAAGGAAGAGTATGAGTATTCARCATTTCCGTGTCGC
CCTTATTCCCTTTTTTGCGGCATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGRAAACGCTGGTGARAGTAA
AAGATGCTGAAGATCAGTTGGGTGCACGAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTCARCAGCGGTRAGATC
CTTGAGAGTTTTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTTAAAGTTCTGCTATGTGGCGT
GGTATTATCCCGTATTGRACGCCGGGCAAGAGCARCTCGGTCGCCGCATACACTATTCTCAGRATGACT
TGGTTGAGTACTCACCAGT CACAGAAAAGCATCTTACGGATGGCATGACAGTARAGAGRRTTATGCAGT
GCTGCCATARCCATGAGTGATAACACTGCGGCCAACTTACTTICTGACAACGATCGGAGGACCGAAGGA
GCTAACCGCTTTTTTGCACAACATGGGGGATCATGTAACTCGCCTTGATCGTTGGGARCCGGAGCTGA
ATGAARGCCATACCARACGACGAGCGTGACACCACGATGCCTGTAGCAATGGCARACAACGTTGCGCAAA
CTATTAARCTGGCGAACTACTTACTCTAGCTTCCCGGCARCAATTARTAGACTGGATGGAGGCGGATAA
AGTTGCAGGACCACTTCTGCGCTCGGCCCTTCCGGUTGGCTGGTTTATTGCTGATAAATCTGGAGCCG
GTGAGCGTGGGTCTCGCGGTATCATTGCAGCACTGGGGCCAGATGGTAAGCCCTCCCGTATCGTAGTT
ATCTACACGACGGGGAGTCAGGCARCTATGGATGAACGAAATAGACAGATCGCTGAGATAGGTGCCTC
ACTGATTARGCATTGGTAACTGTCAGACCAAGTTTACTCATATATACTTTAGATTGATTTARARACTTC
ATTTTTAATTTARAAAGGATCTAGGTGRAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGACCARAATCCCTTAACGT
GAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGARAAGATCAARGGATCTTCTTGAGATCCTTTTTT
TCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACARRARARACCACCGCTACCAGCGGTGGTTIGTTTGCCGGATC
AAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAAGGTARCTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTTCTT
CTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTACATACCTCGCTCTGCT
AATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGAT
AGTTACCGGATARGGCGCAGCGGTCGGGCTGAACGGGGGGETTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGA
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ACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGARRAGCGCCACGCTTCCCGARGGGAG
AARGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCEGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGG
GAAARCGCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGA
TGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAARMMCGCCAGCARCGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGCCTT
TTGCTGGCCTTTTGCTCACATGGCTCGACAGATCT
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