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DESCRIPCION
Moléculas de acido nucleico de gripe y vacunas preparadas a partir de estas
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a vacunas virales de la gripe mejoradas, su uso en métodos mejorados para inducir
respuestas inmunitarias contra la gripe, métodos mejorados para diagnosticar huéspedes mamiferos de gripe
vacunados frente a infectados y para inmunizar profilactica y/o terapéuticamente individuos contra la gripe.

Antecedentes de la invencion

La influenza, denominada cominmente como gripe, es una enfermedad infecciosa causada por virus de ARN de la
familia Orthomyxoviridae. Los virus de la gripe infectan aves y mamiferos. Tres de los cinco géneros de
Orthomyxoviridae son virus de la gripe: Gripe A, Gripe B y Gripe C. De estas, la Gripe A es la mas comun.

La gripe se transmite normalmente por el aire en aerosoles producidos por toses o estornudos y por contacto directo
con liquidos corporales que contienen el virus o superficies contaminadas. Las epidemias estacionales de gripe se
producen en todo el mundo y provocan cientos de miles de muertes anualmente. Algunos afos, se producen
pandemias y causan millones de muertes. Ademas, el ganado, particularmente aviar y porcino, también es
susceptible a epidemias anuales y pandemias ocasionales que causan gran nimero de muertes animales y pérdidas
econdmicas.

Estructuralmente, los virus de la gripe son similares, teniendo particulas de virus generalmente esféricas o
filamentosas de aproximadamente 80-120 nm compuestas por un componente molecular similar. Un nucleo central
que comprende proteinas virales y ARN viral esta cubierto por una envuelta viral compuesta por dos glucoproteinas
diferentes y un revestimiento lipidico derivado de la célula en la que se produce la particula viral. Dos glucoproteinas
diferentes adicionales estan ancladas dentro de la envuelta viral e incluyen partes que se proyectan hacia fuera en la
superficie.

El genoma de ARN del virus de la gripe se dispone normalmente como ocho segmentos de ARN de sentido
negativo, monocatenarios diferentes que, juntos, componen los once genes virales del genoma que codifican las
once proteinas (HA, NA, NP, M1, M2, NS1, NEP, PA, PB1, PB1-F2, PB2). Los ocho segmentos de ARN son: 1) HA,
que codifica hemaglutinina (se necesitan aproximadamente 500 moléculas de hemaglutinina para formar un virién);
2) NA, que codifica neuraminidasa (se necesitan aproximadamente 100 moléculas de neuraminidasa para formar un
virién); 3) NP, que codifica nucleoproteina; 4) M, que codifica dos proteinas de la matriz (la M1 y la M2) usando
marcos de lectura diferentes del mismo segmento de ARN (se necesitan aproximadamente 3000 moléculas de
proteina de la matriz para formar un virién); 5) NS, que codifica dos proteinas no estructurales distintas (NS1 y NEP)
usando diferentes marcos de lectura del mismo segmento de ARN; 6) PA, que codifica una ARN polimerasa; 7) PB1,
que codifica una ARN polimerasa y la proteina PB1-F2 (induce apoptosis) usando diferentes marcos de lectura del
mismo segmento de ARN; y 8) PB2, que codifica una ARN polimerasa.

De estas once proteinas, hemaglutinina (HA) y neuraminidasa (NA) son dos grandes glucoproteinas ancladas en la
envuelta viral y presentes en la superficie externa de las particulas virales. Estas proteinas sirven como
inmunogenos para respuestas inmunitarias contra la gripe. La HA, que es una lectina que media en la unién del virus
a células diana y la entrada del genoma viral en la célula diana, se expresa como un unico producto génico, HAO, y a
continuaciéon es procesada por proteasas del huésped para producir dos subunidades, HA1 y HA2, que juntas
forman un complejo en la superficie de particulas virales de la gripe. La NA esta implicada en la liberacion de
particulas virales maduras recién producidas, producidas en células infectadas.

Existen dieciséis serotipos de HA conocidos y nueve serotipos de NA conocidos para virus de la gripe A. La
identidad de los diferentes serotipos presentes en una particula viral normalmente se usa para describir un virus. Por
ejemplo, H1N1 es un virus de la gripe con serotipo H1 de HA y serotipo N1 de NA; H5N1 es un virus de la gripe con
serotipo H5 de HA y serotipo N1 de NA. Solamente los serotipos H1, H2 y H3, y los serotipos N1 y N2 infectan
habitualmente a seres humanos.

Las cepas de gripe son generalmente especificas de especie o género; es decir una cepa de gripe que puede
infectar cerdos (un virus de la gripe porcina) normalmente no infecta seres humanos o aves; una cepa de gripe que
puede infectar aves (un virus de la gripe aviar) no infecta seres humanos o cerdos; y una cepa de gripe que puede
infectar seres humanos (un virus de la gripe humana) no infecta aves o cerdos. Las cepas de gripe, sin embargo,
pueden mutar y volverse infectivas de una especie a otra. Por ejemplo, una cepa que solamente infecta cerdos, una
gripe porcina, puede mutar o recombinarse para convertirse en una cepa que puede infectar seres humanos
solamente o tanto cerdos como seres humanos. Un virus de la gripe denominado cominmente “gripe porcina” es
una cepa del virus de la gripe, tal como una cepa H1N1, que puede infectar seres humanos y que se derivo de una
cepa que era previamente especifica para cerdos (es decir un virus de la gripe porcina es una gripe humana de
origen porcino o gripe humana derivada del cerdo). Un virus de la gripe denominado cominmente “gripe aviar’ es
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una cepa de virus de la gripe, tal como una cepa H5N1, que puede infectar seres humanos y que se derivo de una
cepa que era previamente especifica para aves (un virus de la gripe aviar es una gripe humana de origen aviar o
gripe humana derivada de aves).

Se proporcionan vacunaciones contra la gripe de forma estacional a muchos seres humanos en paises
desarrollados y algunas veces al ganado. Las vacunas usadas son de resultados protectores limitados, dado que las
respuestas inmunitarias inducidas por las vacunas son especificas para ciertos subtipos de virus. Diferentes vacunas
de la gripe se desarrollan y administran anualmente basandose en vigilancia internacional y estimaciones de los
cientificos de qué tipos y cepas de virus circularan en un afio dado. El virus cambia significativamente por mutacion,
recombinaciéon y reorganizacion de los segmentos. De este modo, las vacunas administradas un afio no se
consideran protectoras contra las cepas estacionales que son transmitidas ampliamente el afio siguiente.

La “vacuna antigripal” promovida comunmente por los Centros para el control y la prevencion de enfermedades en
los EE. UU., contiene habitualmente tres virus de la gripe destruidos/inactivados: un virus A (H3N2), un virus A
(H1N1), y un virus B. Por lo tanto, es evidente que las vacunaciones estan limitadas a predicciones de subtipos, y la
disponibilidad de una vacuna especifica para ese subtipo.

La administracion directa de secuencias de acido nucleico para vacunar contra enfermedades animales y humanas
se ha estudiado y se han centrado muchos esfuerzos en medios eficaces y eficientes de suministro de acido
nucleico con el fin de producir la expresidon necesaria de los antigenos deseados, dando como resultado una
respuesta inmundgena y, en Ultima instancia, el éxito de esta técnica.

Las vacunas de ADN presentan muchas ventajas conceptuales respecto a métodos de vacunacion mas
tradicionales, tales como virus atenuados vivos y vacunas basadas en proteinas recombinantes. Las vacunas de
ADN son seguras, estables, se producen faciimente, y son bien toleradas en seres humanos con ensayos
preclinicos que indican pocos indicios de integracion en plasmidos [Martin, T., et al., Plasmid DNA malaria vaccine:
the potential for genomic integration after intramuscular injection. Hum Gene Ther, 1999. 10(5): p. 759-68; Nichols,
W.W., et al., Potential DNA vaccine integration into host cell genome. Ann N Y Acad Sci, 1995. 772: p. 30-9].
Ademas, las vacunas de ADN son muy adecuadas para administracion repetida debido al hecho de que la eficacia
de la vacuna no esta influida por valores cuantitativos de anticuerpos pre-existentes para el vector [Chattergoon, M.,
J. Boyer, y D.B. Weiner, Genetic immunization: a new era in vaccines and immune therapeutics. FASEB J, 1997.
11(10): p. 753-63]. Sin embargo, un obstaculo fundamental para la adopcion clinica de vacunas de ADN ha sido una
disminucion de la inmunogenicidad de la plataforma cuando se muda a animales mas grandes [Liu, M.A. y J.B.
Ulmer, Human clinical trials of plasmid DNA vaccines. Adv Genet, 2005. 55: p. 25-40]. Recientes avances
tecnologicos en el disefio de inmundgeno de vacuna de ADN, tales como la optimizacion de codones, optimizacion
de ARN y la adicion de secuencias lider de inmunoglobulina han mejorado la expresion y la inmunogenicidad de las
vacunas de ADN [Andre, S., et al., Increased immune response elicited by DNA vaccination with a synthetic gp120
sequence with optimized codon usage. J Virol, 1998. 72(2): p. 1497-503; Deml, L., et al., Multiple effects of codon
usage optimization on expression and immunogenicity of DNA candidate vaccines encoding the human
immunodeficiency virus type 1 Gag protein. J Virol, 2001. 75(22): p. 10991-1001; Laddy, D.J., et al., Immunogenicity
of novel consensus-based DNA vaccines against avian influenza. Vaccine, 2007. 25(16): p. 2984-9; Frelin, L., et al.,
Codon optimization and mRNA amplification effectively enhances the immunogenicity of the hepatitis C virus
nonstructural 3/4A gene. Gene Ther, 2004. 11(6): p. 522-33], asi como, tecnologia desarrollada recientemente en
sistemas de suministro de plasmidos tal como electroporaciéon [Hirao, L.A., et al., Intradermal/subcutaneous
immunization by electroporation improves plasmid vaccine delivery and potency in pigs and rhesus macaques.
Vaccine, 2008. 26(3): p. 440-8; Luckay, A., et al., Effect of plasmid DNA vaccine design and in vivo electroporation
on the resulting vaccine-specific immune responses in rhesus macaques. J Virol, 2007. 81(10): p. 5257-69; Ahlen,
G., et al,, In vivo electroporation enhances the immunogenicity of hepatitis C virus nonstructural 3/4A DNA by
increased local DNA uptake, protein expression, inflammation, and infiltration of CD3+ T cells. J Immunol, 2007.
179(7): p. 4741-53]. Ademas, estudios han sugerido que el uso de inmundgenos consenso puede ser capaz de
incrementar la amplitud de la respuesta inmunitaria celular en comparacion con antigenos nativos en solitario [Yan,
J., et al., Enhanced cellular immune responses elicited by an engineered HIV-1 subtype B consensus-based
envelope DNA vaccine. Mol Ther, 2007. 15(2): p. 411-21; Rolland, M., et al., Reconstruction and function of ancestral
center-of-tree human immunodeficiency virus type 1 proteins. J Virol, 2007. 81(16): p. 8507-14].

Un método para suministrar secuencias de acido nucleico tales como ADN plasmidico es la técnica de
electroporacion (EP). La técnica ha sido usada en ensayos clinicos en seres humanos para suministrar farmacos
anti-cancer, tales como bleomicina, y en muchos estudios preclinicos en gran niumero de especies animales.

El documento W0O2009/026397 se refiere a vacunas de la gripe, antigenos, composiciones y métodos profilacticos y
terapéuticos.

Sigue existiendo una necesidad de una proteina hemaglutinina consenso de gripe inmundgena, de construcciones
de acido nucleico que codifican dicha proteina y de composiciones utiles para inducir respuestas inmunitarias contra
multiples cepas de gripe. Sigue existiendo una necesidad de vacunas eficaces contra la gripe que sean econémicas
y eficaces para numerosos subtipos de gripe para tratar individuos.
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Sumario de la invencion
El objeto para el que se busca proteccion es tal como se define en las reivindicaciones.

En particular, la presente invencion proporciona una molécula de acido nucleico aislada que comprende una o mas
secuencias de acido nucleico que codifican, cada una, un antigeno de hemaglutinina de gripe B (BHA) consenso
adecuado para inducir una respuesta inmunitaria contra multiples serotipos de gripe, en la que las una o mas
secuencias de acido nucleico se seleccionan entre el grupo que consiste en:

a) una secuencia de acido nucleico seleccionada entre el grupo que consiste en: la SEQ ID NO: 13, una
secuencia de acido nucleico que es al menos el 95 % idéntica, al menos el 98 % idéntica o al menos el 99 %
idéntica a la SEQ ID NO: 13; un fragmento de la SEQ ID NO: 13 que comprende al menos 60 nucleétidos, y una
secuencia de acido nucleico que es al menos el 95 % idéntica, al menos el 98 % idéntica o al menos el 99 %
idéntica a un fragmento de la SEQ ID NO: 13 que comprende al menos 60 nucleétidos; y

b) una secuencia de acido nucleico seleccionada entre el grupo que consiste en: la SEQ ID NO: 15, una
secuencia de acido nucleico que es al menos el 95 % idéntica, al menos el 98 % idéntica o al menos el 99 %
idéntica a la SEQ ID NO: 15; un fragmento de la SEQ ID NO: 15 que comprende al menos 60 nucleétidos, y una
secuencia de acido nucleico que es al menos el 95 % idéntica, al menos el 98 % idéntica o al menos el 99 %
idéntica a un fragmento de la SEQ ID NO: 15 que comprende al menos 60 nucledtidos.

La presente invencion también proporciona una composicién que comprende:

a) una pluralidad de una o mas moléculas de acido nucleico que comprenden una o mas secuencias de acido
nucleico que codifican, cada una, un antigeno de hemaglutinina de gripe B (BHA) consenso adecuado para
inducir una respuesta inmunitaria contra multiples serotipos de gripe, en la que las una o mas secuencias de
acido nucleico se seleccionan entre el grupo que consiste en:

i) una secuencia de acido nucleico seleccionada entre el grupo que consiste en: la SEQ ID NO: 13, una
secuencia de acido nucleico que es al menos el 95 % idéntica, al menos el 98 % idéntica o al menos el 99 %
idéntica a la SEQ ID NO: 13; un fragmento de la SEQ ID NO: 13 que comprende al menos 60 nucleétidos, y
una secuencia de acido nucleico que es al menos el 95 % idéntica, al menos el 98 % idéntica o al menos el
99 % idéntica a un fragmento de la SEQ ID NO: 13 que comprende al menos 60 nucleétidos; y

ii) una secuencia de acido nucleico seleccionada entre el grupo que consiste en: la SEQ ID NO: 15, una
secuencia de acido nucleico que es al menos el 95 % idéntica, al menos el 98 % idéntica o al menos el 99 %
idéntica a la SEQ ID NO: 15; un fragmento de la SEQ ID NO: 15 que comprende al menos 60 nucleétidos, y
una secuencia de acido nucleico que es al menos el 95 % idéntica, al menos el 98 % idéntica o al menos el
99 % idéntica a un fragmento de la SEQ ID NO: 15 que comprende al menos 60 nucledtidos;

y

b) una o mas secuencias de acido nucleico adicionales que codifican una o mas proteinas seleccionadas entre el
grupo que consiste en una o mas de: una hemaglutinina H1 de gripe A, una hemaglutinina H2 de gripe A, una
hemaglutinina H3 de gripe A, una hemaglutinina H4 de gripe A, una hemaglutinina H5 de gripe A, una
hemaglutinina H6 de gripe A, una hemaglutinina H7 de gripe A, una hemaglutinina H8 de gripe A, una
hemaglutinina H9 de gripe A, una hemaglutinina H10 de gripe A, una hemaglutinina H11 de gripe A, una
hemaglutinina H12 de gripe A, una hemaglutinina H13 de gripe A, una hemaglutinina H14 de gripe A, una
hemaglutinina H15 de gripe A, una hemaglutinina H16 de gripe A, una neuraminidasa N1 de gripe A, una
neuraminidasa N2 de gripe A, una neuraminidasa N3 de gripe A, una neuraminidasa N4 de gripe A, una
neuraminidasa N5 de gripe A, una neuraminidasa N6 de gripe A, una neuraminidasa N7 de gripe A, una
neuraminidasa N8 de gripe A, una neuraminidasa N9 de gripe A, una hemaglutinina de gripe B y una
neuraminidasa de gripe B.

La presente invencién proporciona ademas un vector de expresion que comprende una secuencia de acido nucleico
de la invencioén unido de forma operativa a elementos reguladores que son funcionales en una célula humana, o que
comprende una composicion de la invencién en la que las secuencias de acido nucleico estan, cada una, unidas de
forma operativa a elementos reguladores que son funcionales en una célula humana.

La presente invencion adn proporciona ademas una secuencia de acido nucleico o composicion de la invencién para
uso en la induccién de una respuesta inmunitaria y una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia
de acido nucleico de la invencidon para uso en la proteccion de un individuo contra infeccion por gripe,
preferentemente por una cepa de gripe A humana de origen porcino o para uso en el tratamiento de la gripe,
preferentemente infeccion por una cepa de gripe A humana de origen porcino.

La presente invencion proporciona ademas una composicion que comprende:

a) una primera secuencia de acido nucleico que codifica un antigeno de hemaglutinina de gripe B (BHA)
consenso adecuado para inducir una respuesta inmunitaria contra multiples serotipos de gripe, en la que las una
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0 mas secuencias de acido nucleico se seleccionan entre el grupo que consiste en:

i) una secuencia de acido nucleico seleccionada entre el grupo que consiste en: la SEQ ID NO: 13, una
secuencia de acido nucleico que es al menos el 95 % idéntica, al menos el 98 % idéntica o al menos el 99 %
idéntica a la SEQ ID NO: 13; un fragmento de la SEQ ID NO: 13 que comprende al menos 60 nucleétidos, y
una secuencia de acido nucleico que es al menos el 95 % idéntica, al menos el 98 % idéntica o al menos el
99 % idéntica a un fragmento de la SEQ ID NO: 13 que comprende al menos 60 nucleétidos; y

ii) una secuencia de acido nucleico seleccionada entre el grupo que consiste en: la SEQ ID NO: 15, una
secuencia de acido nucleico que es al menos el 95 % idéntica, al menos el 98 % idéntica o al menos el 99 %
idéntica a la SEQ ID NO: 15; un fragmento de la SEQ ID NO: 15 que comprende al menos 60 nucleétidos, y
una secuencia de acido nucleico que es al menos el 95 % idéntica, al menos el 98 % idéntica o al menos el
99 % idéntica a un fragmento de la SEQ ID NO: 15 que comprende al menos 60 nucleétidos; y

b) una o mas secuencias de acido nucleico adicionales que codifican una o mas proteinas seleccionadas entre el
grupo que consiste en una o mas de: una hemaglutinina H1 de gripe A, una hemaglutinina H2 de gripe A, una
hemaglutinina H3 de gripe A, una hemaglutinina H4 de gripe A, una hemaglutinina H5 de gripe A, una
hemaglutinina H6 de gripe A, una hemaglutinina H7 de gripe A, una hemaglutinina H8 de gripe A, una
hemaglutinina H9 de gripe A, una hemaglutinina H10 de gripe A, una hemaglutinina H11 de gripe A, una
hemaglutinina H12 de gripe A, una hemaglutinina H13 de gripe A, una hemaglutinina H14 de gripe A, una
hemaglutinina H15 de gripe A, una hemaglutinina H16 de gripe A, una neuraminidasa N1 de gripe A, una
neuraminidasa N2 de gripe A, una neuraminidasa N3 de gripe A, una neuraminidasa N4 de gripe A, una
neuraminidasa N5 de gripe A, una neuraminidasa N6 de gripe A, una neuraminidasa N7 de gripe A, una
neuraminidasa N8 de gripe A, una neuraminidasa N9 de gripe A, una hemaglutinina de gripe B y una
neuraminidasa de gripe B;

para uso en la proteccion de un individuo contra infecciéon por gripe, preferentemente por una cepa de gripe A
humana de origen porcino, o para uso en el tratamiento de la gripe, preferentemente infecciéon por gripe A
humana de origen porcino.

En el presente documento se proporcionan moléculas de acido nucleico aisladas que comprenden una secuencia de
acido nucleico seleccionada entre el grupo que consiste en: la SEQ ID NO: 1, una secuencia de acido nucleico que
es el 95 % homodloga a la SEQ ID NO: 1; un fragmento de la SEQ ID NO: 1; una secuencia de acido nucleico que es
el 95 % homologa a un fragmento de la SEQ ID NO: 1; la SEQ ID NO: 3; una secuencia de acido nucleico que es el
95 % homodloga a la SEQ ID NO: 3; un fragmento de la SEQ ID NO: 3; una secuencia de acido nucleico que es el 95
% homadloga a un fragmento de la SEQ ID NO: 3; la SEQ ID NO: 6; una secuencia de acido nucleico que es el 95 %
homologa a la SEQ ID NO: 6; un fragmento de la SEQ ID NO: 6; una secuencia de acido nucleico que es el 95 %
homologa a un fragmento de la SEQ ID NO: 6; la SEQ ID NO: 9,una secuencia de acido nucleico que es el 95 %
homologa a la SEQ ID NO: 9; un fragmento de la SEQ ID NO: 9; una secuencia de acido nucleico que es el 95 %
homadloga a un fragmento de la SEQ ID NO: 9; la SEQ ID NO: 11, una secuencia de acido nucleico que es el 95 %
homaloga a la SEQ ID NO: 11; un fragmento de la SEQ ID NO: 11; una secuencia de acido nucleico que es el 95 %
homologa a un fragmento de la SEQ ID NO: 11; la SEQ ID NO: 13; una secuencia de acido nucleico que es el 95 %
homdloga a la SEQ ID NO: 13; un fragmento de la SEQ ID NO: 13; una secuencia de acido nucleico que es el 95 %
homaloga a un fragmento de la SEQ ID NO: 13; y la SEQ ID NO: 15; una secuencia de acido nucleico que es el 95
% homdloga a la SEQ ID NO: 15; un fragmento de la SEQ ID NO: 15; una secuencia de acido nucleico que es el 95
% homologa a un fragmento de la SEQ ID NO: 15.

También se proporcionan composiciones que comprenden: a) una primera secuencia de acido nucleico
seleccionada entre el grupo que consiste en una o mas de: la SEQ ID NO: 1, una secuencia de acido nucleico que
es el 95 % homodloga a la SEQ ID NO: 1; un fragmento de la SEQ ID NO: 1; una secuencia de acido nucleico que es
el 95 % homologa a un fragmento de la SEQ ID NO: 1; la SEQ ID NO: 3; una secuencia de acido nucleico que es el
95 % homodloga a la SEQ ID NO: 3; un fragmento de la SEQ ID NO: 3; una secuencia de acido nucleico que es el 95
% homadloga a un fragmento de la SEQ ID NO: 3; la SEQ ID NO: 6; una secuencia de acido nucleico que es el 95 %
homologa a la SEQ ID NO: 6; un fragmento de la SEQ ID NO: 6; una secuencia de acido nucleico que es el 95 %
homodloga a un fragmento de la SEQ ID NO: 6; la SEQ ID NO: 9; una secuencia de acido nucleico que es el 95 %
homologa a la SEQ ID NO: 9; un fragmento de la SEQ ID NO: 9; una secuencia de acido nucleico que es el 95 %
homadloga a un fragmento de la SEQ ID NO: 9; la SEQ ID NO: 11; una secuencia de acido nucleico que es el 95 %
homologa a la SEQ ID NO: 11; un fragmento de la SEQ ID NO: 11; y una secuencia de acido nucleico que es el 95
% homadloga a un fragmento de la SEQ ID NO: 11; la SEQ ID NO: 13; una secuencia de acido nucleico que es el 95
% homdloga a la SEQ ID NO: 13; un fragmento de la SEQ ID NO: 13; una secuencia de acido nucleico que es el 95
% homadloga a un fragmento de la SEQ ID NO: 13; la SEQ ID NO: 15; una secuencia de acido nucleico que es el 95
% homologa a la SEQ ID NO: 15; un fragmento de la SEQ ID NO: 15; y una secuencia de acido nucleico que es el
95 % homologa a un fragmento de la SEQ ID NO: 15; y b) una segunda secuencia de acido nucleico que codifica
una proteina seleccionada entre el grupo que consiste en una o mas de: H1, H2, H3, H4, H5, H6, H7, H8, H9, H10,
H11, H12, H13, H14, H15, H16, N1, N2, N3, N4, N5, N6, N7, N8, N9 de gripe A, hemaglutinina, neuraminidasa de
gripe B y fragmentos de las mismas.
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Algunos aspectos de la invencién proporcionan moléculas y/o composiciones de acido nucleico de la invencién para
uso en método de induccién de una respuesta inmunitaria.

Aspectos adicionales de la invencion proporcionan moléculas y/o composiciones de acido nucleico de la invencion
para uso en métodos de proteccion de un individuo contra infecciéon. Los métodos comprenden la etapa de:
administrar a dicho individuo una cantidad profilacticamente eficaz de una molécula de acido nucleico que
comprende dichas secuencia o composiciones de acido nucleico; en la que la secuencia de acido nucleico se
expresa en células de dicho individuo y una respuesta inmunitaria protectora es inducida contra una proteina
codificada por dicha secuencia de acido nucleico. En algunas realizaciones, la respuesta inmunitaria es una
respuesta inmunitaria protectora contra gripe humana de origen porcino.

En algunos aspectos de la invencion, se proporcionan moléculas y/o composiciones de acido nucleico de la
invencion para uso en métodos para tratar a un individuo que ha sido infectado por la gripe. Los métodos
comprenden la etapa de: administrar a dicho individuo una cantidad terapéuticamente eficaz de dichas moléculas y/o
composicion de acido nucleico. En algunas realizaciones, la respuesta inmunitaria es una respuesta inmunitaria
terapéutica contra gripe humana de origen porcino.

Breve descripcion de las figuras

La figura 1 es un mapa del plasmido vector de estructura principal de 2999 pares de bases pVAX1 (Invitrogen,
Carlsbad CA). El promotor de CMV esta ubicado en las bases 137-724. El promotor/sitio de cebado de T7 esta
en las bases 664-683. Sitios de clonacion multiple estan en las bases 696-811. Una sefial de poliadenilacion GH
bovina esta en las bases 829-1053. El gen de resistencia a kanamicina esta en las bases 1226-2020. El origen
de pUC esta en las bases 2320-2993.

Basandose en la secuencia de pVAX1 disponible de Invitrogen, se descubrieron las siguientes mutaciones en la
secuencia de pVAX1 que se us6é como la estructura principal para pGX2009:

C>G 241 en el promotor de CMV

C>T estructura principal de 1942, cadena abajo de la sefial de poliadenilacion de la hormona del crecimiento
bovina (bGHpolyA)

A> - estructura principal de 2876, cadena abajo de el gen de kanamicina

C>T 3277 en la mutacion de elevado numero de copias del origen de replicacion (Ori) de pUC (véase Nucleic
Acid Research 1985)

G>C 3753 en el mismo extremo de Ori de pUC cadena arriba del sitio de ARNasa H

Los pares de bases 2, 3 y 4 se cambian de ACT a CTG en la estructura principal, cadena arriba del promotor
de CMV.

La figura 2 muestra dos mapas del plasmido pGX2009, que también se denomina pH1HAQ9. La secuencia de
acido nucleico del plasmido pGX2009 (SEQ ID NO: 5) incluye la secuencia codificante para la construccién de
proteina H1 consenso (aminoacidos de la SEQ ID NO: 4 codificada por la SEQ ID NO: 3) que incluye el lider de
IgE (aminoacidos de la SEQ ID NO: 17) unido al extremo N de la secuencia de aminoacidos de H1 consenso
(aminoacidos de la SEQ ID NO: 2 codificada por la SEQ ID NO: 1) que esta unida en su extremo C a la marca
HA (SEQ ID NO: 18). La proteina H1 consenso (aminoacidos de la SEQ ID NO: 4 codificada por la SEQ ID NO:
3) esta marcada SwiHum Con HA y H1HAQ9.

La figura 3 muestra un mapa del plasmido pGX2006. La secuencia de acido nucleico del plasmido pGX2006
(SEQ ID NO: 8) incluye la secuencia codificante para la proteina H2 consenso (aminoacidos de la SEQ ID NO: 7
codificada por la SEQ ID NO: 6) que esta marcada H2HA.

La figura 4 muestra datos de ensayos de inhibicion de la hemaglutinacion realizados con sueros de hurones
inmunizados.

La figura 5 muestra resultados de una provocacion de hurones inmunizados y sin inmunizar con una cepa de
H1N1 novedosa.

Descripcion detallada

Se proporcionan secuencias de aminoacidos consenso de cada H1 y H2 de la gripe A (denominadas en el presente
documento “H1 consenso” (SEQ ID NO: 2) y “H2 consenso” (SEQ ID NO: 7), respectivamente), asi como una
novedosa secuencia de aminoacidos de hemaglutinina H1 de gripe A consenso hibrida sintética (denominada en el
presente documento “U2 consenso” (SEQ ID NO: 10)) y una secuencia de aminoacidos de hemaglutinina de gripe B
consenso (denominada en el presente documento “BHA consenso” (SEQ ID NO: 13)), que pueden proporcionar
proteccion de mamiferos contra la gripe. Ademas, se proporcionan proteinas que comprenden la secuencia de
aminoacidos de H1 consenso, la secuencia de aminoacidos de H2 consenso, la secuencia de aminoacidos de U2
consenso y/o la secuencia de aminoacidos de BHA consenso. En algunos aspectos, se proporcionan secuencias de
acido nucleico que codifican proteinas que comprenden la secuencia de aminoacidos de H1 consenso (por ejemplo
(SEQ ID NO: 1) o (SEQ ID NO: 3)), la secuencia de aminoacidos de H2 consenso (por ejemplo (SEQ ID NO: 6)), la
secuencia de aminoacidos de U2 consenso (por ejemplo (SEQ ID NO: 9) o (SEQ ID NO: 11)), y/o la secuencia de
aminoacidos de BHA consenso(por ejemplo (SEQ ID NO: 13) o (SEQ ID NO: 15)).
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Sin desear quedar ligados a la teoria cientifica, una vacuna que puede usarse para desencadenar una respuesta
inmunitaria (humoral, celular, o ambas) de forma amplia contra multiples subtipos de gripe puede comprender una o
mas de las siguientes: 1) una secuencia de acido nucleico que codifica una proteina que comprende la secuencia de
aminoacidos de H1 consenso; 2) una proteina que comprende la secuencia de aminoacidos de H1 consenso; 3) una
secuencia de acido nucleico que codifica una proteina que comprende la secuencia de aminoacidos de H2
consenso; 4) una proteina que comprende la secuencia de aminoacidos de H2 consenso; 5) una secuencia de acido
nucleico que codifica una proteina que comprende la secuencia de aminoacidos de U2 consenso; 6) una proteina
que comprende la secuencia de aminoacidos de U2 consenso; 7) una secuencia de acido nucleico que codifica una
proteina que comprende la secuencia de aminoacidos de BHA consenso; y 8) una proteina que comprende la
secuencia de aminoacidos de BHA consenso.

Pueden realizarse métodos de inmunizacion y pueden prepararse vacunas que usan y/o combinan dos o mas de los
siguientes componentes: 1) una secuencia de acido nucleico que codifica una proteina que comprende la secuencia
de aminoacidos de H1 consenso; 2) una proteina que comprende la secuencia de aminoacidos de H1 consenso; 3)
una secuencia de acido nucleico que codifica una proteina que comprende la secuencia de aminoacidos de H2
consenso, 4) una proteina que comprende la secuencia de aminoacidos de H2 consenso; 5) una secuencia de acido
nucleico que codifica una proteina que comprende la secuencia de aminoacidos de U2 consenso, 6) una proteina
que comprende la secuencia de aminoacidos de U2 consenso, 7) una secuencia de acido nucleico que codifica una
proteina que comprende la secuencia de aminoacidos de BHA consenso, y 8) una proteina que comprende la
secuencia de aminoacidos de BHA consenso. Para tratamientos de mas amplia espectro contra la gripe, pueden
realizarse métodos de inmunizacion y pueden prepararse vacunas que usan y/o combinan una o mas proteinas de la
gripe diferentes tales como H1-H16 de gripe A, N1-N9 de gripe A, hemaglutinina de gripe B, neuraminidasa de gripe
B y/o genes que codifican estas proteinas junto con uno o mas de los siguientes componentes: 1) una secuencia de
acido nucleico que codifica una proteina que comprende la secuencia de aminoacidos de H1 consenso; 2) una
proteina que comprende la secuencia de aminoacidos de H1 consenso; 3) una secuencia de acido nucleico que
codifica una proteina que comprende la secuencia de aminoacidos de H2 consenso, 4) una proteina que comprende
la secuencia de aminoacidos de H2 consenso; 5) una secuencia de acido nucleico que codifica una proteina que
comprende la secuencia de aminoacidos de U2 consenso, 6) una proteina que comprende la secuencia de
aminoacidos de U2 consenso, 7) una secuencia de acido nucleico que codifica una proteina que comprende la
secuencia de aminoacidos de BHA consenso, y 8) una proteina que comprende la secuencia de aminoacidos de
BHA consenso.

1. Definiciones.

La terminologia usada en el presente documento es con el fin de describir realizaciones particulares solamente y no
pretende ser limitante. Tal como se usan en la memoria descriptiva y las reivindicaciones adjuntas, las formas en
singular “un”, “una” y “el/la” incluyen referentes en plural a menos que el contexto dicte claramente lo contrario.

Para la enumeracion de intervalos numéricos en el presente documento, cada nimero intermedio entre ellos con el
mismo grado de precision esta contemplado explicitamente. Por ejemplo, para el intervalo de 6-9, los nimeros 7 y 8
estan contemplados ademas de 6 y 9, y para el intervalo 6,0-7,0, los numeros 6,0, 6,1, 6,2, 6,3, 6,4, 6,5, 6,6, 6,7,
6,8, 6,9 y 7,0 estan contemplados explicitamente.

a. Adyuvante

“Adyuvante”, tal como se usa en el presente documento, significa cualquier molécula afiadida a las vacunas de
plasmido de ADN descritas en el presente documento para mejorar la inmunogenicidad de los antigenos codificados
por los plasmidos de ADN vy las secuencias de acido nucleico codificantes descritas en lo sucesivo.

b. Anticuerpo

“Anticuerpo”, tal como se usa en el presente documento, significa un anticuerpo de clases IgG, IgM, IgA, IgD o IgE, o
fragmentos, fragmentos o derivados de los mismos, incluyendo Fab, F(ab')2, Fd, y anticuerpos monocatenarios,
diacuerpos, anticuerpos biespecificos, anticuerpos bifuncionales y derivados de los mismos. El anticuerpo puede ser
un anticuerpo aislado a partir de la muestra de suero de un mamifero, un anticuerpo policlonal, anticuerpo purificado
por afinidad, o mezclas de los mismos que muestra suficiente especificidad de unién a un epitopo deseado o una
secuencia derivada del mismo.

c. Secuencia codificante

“Secuencia codificante” o “acido nucleico codificante”, tal como se usa en el presente documento, significa los acidos
nucleicos (molécula de ARN o ADN) que comprenden una secuencia de nucleétidos que codifica una proteina. La
secuencia codificante puede incluir ademas sefiales de iniciacion y terminacion unidas de forma operativa a
elementos reguladores que incluyen un promotor y una sefal de poliadenilacion capaz de dirigir la expresion en las
células de un individuo o mamifero al que se administra el acido nucleico.
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d. Complemento

“Complemento” o “complementario”, tal como se usan en el presente documento, significan un acido nucleico, puede
significar apareamiento de bases de Watson-Crick (por ejemplo, A-T/U y C-G) o Hoogsteen entre nucleétidos o
analogos de nucledtidos de moléculas de acido nucleico.

e. Consenso 0 secuencia consenso

“Consenso” o “secuencia consenso”, tal como se usan en el presente documento, significan una secuencia
polipeptidica basada en el analisis de un alineamiento de multiples subtipos de un antigeno de la gripe particular.
Pueden prepararse secuencias de acido nucleico que codifican una secuencia polipeptidica consenso. Pueden
usarse vacunas que comprenden proteinas que comprenden secuencias consenso y/o moléculas de acido nucleico
que codifican dichas proteinas, para inducir inmunidad amplia contra multiples subtipos o serotipos de un antigeno
de la gripe particular. Los antigenos de la gripe consenso pueden incluir las secuencias de aminoacidos de
hemaglutinina consenso de gripe A, que incluyen por ejemplo secuencias de aminoacidos de hemaglutinina H1
consenso, H2 consenso, o consenso de gripe B.

f. Corriente constante

“Corriente constante”, tal como se usa en el presente documento, significa una corriente que es recibida o
experimentada por un tejido, o células que definen dicho tejido, durante la duracién de un pulso eléctrico
suministrado al mismo tejido. El pulso eléctrico es suministrado desde los dispositivos de electroporacion descritos
en el presente documento. Esta corriente permanece a un amperaje constante en dicho tejido durante la vida de un
pulso eléctrico, dado que el dispositivo de electroporacion proporcionado en el presente documento tiene un
elemento de retroalimentacién, que preferentemente tiene retroalimentacion instantanea. El elemento de
retroalimentacién puede medir la resistencia del tejido (o las células) durante toda la duracion del pulso y hacer que
el dispositivo de electroporacion altere su salida de energia eléctrica (por ejemplo, incremente la tensiéon) de modo
que la corriente en el mismo tejido permanezca constante durante todo el pulso eléctrico (del orden de
microsegundos), y de un pulso a otro. En algunas realizaciones, el elemento de retroalimentacion comprende un
controlador.

g. Retroalimentacion de corriente o retroalimentacion

“Retroalimentacion de corriente” o “retroalimentacion” pueden usarse indistintamente y significan la respuesta activa
de los dispositivos de electroporacion proporcionados, que comprende medir la corriente en el tejido entre electrodos
y alterar la salida de energia suministrada por el dispositivo de EP en consecuencia con el fin de mantener la
corriente a un nivel constante. Este nivel constante es preestablecido por un usuario antes del inicio de una
secuencia de pulsos o un tratamiento eléctrico. La retroalimentacion puede conseguirse mediante el componente de
electroporacion, por ejemplo, controlador, del dispositivo de electroporacion, dado que el circuito eléctrico en su
interior es capaz de monitorizar de forma continua la corriente en el tejido entre electrodos y comparar esa corriente
monitorizada (o corriente dentro del tejido) con una corriente preestablecida y realizar de forma continua ajustes de
salida de energia para mantener la corriente monitorizada a niveles preestablecidos. El bucle de retroalimentacion
puede ser instantaneo dado que es una retroalimentacion en bucle cerrado analdgica.

h. Corriente descentralizada

“Corriente descentralizada”, tal como se usa en el presente documento, significa el patrén de corrientes eléctricas
suministradas desde las diversas matrices de electrodo de aguja de los dispositivos de electroporacion descritos en
el presente documento, en la que los patrones minimizan, o preferentemente eliminan, la aparicion de estrés térmico
relacionado con la electroporacion en cualquier zona de tejido que esté siendo electroporada.

i. Electroporacion

“Electroporacion”, “electro-permeabilizacion”, o “potenciacion electro-cinética" (“EP”), tal como se usan de forma
indistinta en el presente documento, significan el uso de un pulso de campo eléctrico transmembrana para inducir
trayectorias microscopicas (poros) en una membrana bioldgica; su presencia permite que biomoléculas tales como
plasmidos, oligonucleotidos, ARNip, farmacos, iones, y agua pasen de un lado de la membrana celular al otro.

j. Mecanismo de retroalimentacion

“Mecanismo de retroalimentacion”, tal como se usa en el presente documento, significa un proceso realizado por
software o hardware (o firmware), proceso que recibe y compara la impedancia del tejido deseado (antes, durante,
y/o después del suministro del pulso de energia) con un valor preestablecido, preferentemente corriente, y ajustar el
pulso de energia suministrado para alcanzar el valor preestablecido. Un mecanismo de retroalimentacion puede ser
realizado por un circuito en bucle cerrado analdgico.
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k. Fragmento

“Fragmento”, tal como se usa en el presente documento, con respecto a secuencias de acido nucleico significa una
secuencia de acido nucleico o una parte de la misma, que codifica un polipéptido capaz de desencadenar una
respuesta inmunitaria en un mamifero que reacciona de forma cruzada con un antigeno de gripe de cepa de tipo
silvestre de longitud completa, incluyendo, por ejemplo, una hemaglutinina H1 de gripe A, una hemaglutinina H2 de
gripe A o una hemaglutinina de gripe B. Los fragmentos pueden ser fragmentos de ADN seleccionados entre al
menos una de las diversas secuencias de nucleétidos que codifican las secuencias de aminoacidos consenso y
construcciones que comprenden dichas secuencias, incluyendo las SEQ ID NO: 1, 3, 6, 9, 11 13 y 15. Los
fragmentos de ADN pueden comprender secuencias codificantes para el lider de inmunoglobulina tales como
secuencias de IgE o IgG. Los fragmentos de ADN pueden tener 30 o mas nucledtidos de longitud, 45 o mas, 60 o
mas, 75 o mas, 90 o mas, 120 o mas, 150 o mas, 180 o mas, 210 o mas, 240 o mas, 270 o mas, 300 o mas, 360 o
mas, 420 o mas, 480 o mas, 540 o mas, 600 o mas, 660 o mas, 720 o mas, 780 o mas, 840 o mas, 900 o mas, 960
o mas, 1020 o mas, 1080 o mas, 1140 o mas, 1200 o mas, 1260 o mas, 1320 o mas, 1380 o mas, 1440 o mas, 1500
o mas, 1560 o mas, 1620 o mas, 1680 o mas, 1740 o mas, 1800 o mas, 1860 o mas, 1820 o mas, 1880 o mas, 1940
o mas, 2000 o mas, 2600 o mas, 2700 o mas, 2800 o mas, 2900 o mas, 2910 o mas, 2920 o mas, 2930 o mas, 2931
0 mas, 2932 o mas, 2933 o mas, 2934 o mas, 2935 o mas, 2936 o mas, 2937 o mas, o 2938 o mas de longitud. Los
fragmentos de ADN pueden ser de menos de 10 nucleétidos, menos de 20, menos de 30, menos de 40, menos de
50, menos de 60, menos de 75, menos de 90, menos de 120, menos de 150, menos de 180, menos de 210, menos
de 240, menos de 270, menos de 300, menos de 360, menos de 420, menos de 480, menos de 540, menos de 600,
menos de 660, menos de 720, menos de 780, menos de 840, menos de 900, menos de 960, menos de 1020, menos
de 1080, menos de 1140, menos de 1200, menos de 1260, menos de 1320, menos de 1380, menos de 1440, menos
de 1500, menos de 1560, menos de 1620, menos de 1680, o menos de 1740 nucleétidos, menos de 1800, menos
de 1860, menos de 1820, menos de 1880, menos de 1940, menos de 2000, menos de 2600, menos de 2700, menos
de 2800, menos de 2900, menos de 2910, menos de 2920, menos de 2930, menos de 2931, menos de 2932, menos
de 2933, menos de 2934, menos de 2935, menos de 2936, menos de 2937, o menos de 2938.

“Fragmento”, con respecto a secuencias polipeptidicas, significa un polipéptido capaz de desencadenar una
respuesta inmunitaria en un mamifero que reacciona de forma cruzada con un antigeno de gripe de cepa de tipo
silvestre de longitud completa, incluyendo, por ejemplo, una hemaglutinina H1 de gripe A, una hemaglutinina H2 de
gripe A o una hemaglutinina de gripe B. El fragmento puede ser un fragmento polipeptidico seleccionado entre al
menos una de las diversas secuencias polipeptidicas de la presente invencion, incluyendo las SEQ ID NO: 2, 4, 7,
10, 12, 14 y 16. Los fragmentos polipeptidicos pueden analizarse para contactar con al menos un epitopo antigénico
segun lo proporcionado por una base de datos disponible al publico tal como la Base de datos de secuencias de Ha
del Los Alamos National Laboratory. Los fragmentos de HA polipeptidicos pueden comprender ademas secuencias
de aminoacidos para el lider de inmunoglobulina tales como IgE o I1gG. Los fragmentos polipeptidicos pueden tener
30 o mas aminoacidos de longitud, 45 o mas, 60 o mas, 75 o mas, 90 o mas, 120 o mas, 150 o mas, 180 o mas, 210
o mas, 240 o mas, 270 o mas, 300 o mas, 360 o mas, 420 o mas, 480 o mas, 540 o mas, 600 o mas, 660 o mas, o
710 aminoacidos o mas de longitud. Los fragmentos polipeptidicos pueden tener menos de 10 aminoacidos, menos
de 20, menos de 30, menos de 40, menos de 50, menos de 60, menos de 75, menos de 90, menos de 120, menos
de 150, menos de 180, menos de 210, menos de 240, menos de 270, menos de 300, menos de 360, menos de 420,
menos de 480, menos de 540, menos de 600, menos de 660, menos de 700, menos de 701, menos de 702, menos
de 703, menos de 704, menos de 705, menos de 706, menos de 707, menos de 708, menos de 709, o menos de
710 aminoacidos de longitud.

I. Construccién genética

Tal como se usa en el presente documento, la expresion “construccion genética” se refiere a las moléculas de ADN
o ARN que comprenden una secuencia de nucleétidos que codifica una proteina. La secuencia codificante incluye
sefiales de iniciacion y terminacion unidas de forma operativa a elementos reguladores que incluyen un promotor y
una sefal de poliadenilacion capaces de dirigir la expresion en las células del individuo al que se le administra la
molécula de acido nucleico. Tal como se usa en el presente documento, la expresion “forma expresable” se refiere a
construcciones génicas que contienen los elementos reguladores necesarios unidos de forma operativa a una
secuencia codificante que codifica una proteina de modo que, cuando esta presente en la célula del individuo, la
secuencia codificante se expresara.

m. ldéntico/a

“Idéntico/a” o “identidad”, tal como se usan en el presente documento, en el contexto de dos o mas acidos nucleicos
0 secuencias polipeptidicas, significan que las secuencias tienen un porcentaje de residuos especificados que son
iguales en una region especificada. El porcentaje puede calcularse alineando de forma 6ptima las dos secuencias,
comparando las dos secuencias en la regién especificada, determinando el numero de posiciones en las que el
residuo idéntico aparece en ambas secuencias para dar el nUmero de posiciones coincidentes, dividiendo el nimero
de posiciones coincidentes por el numero total de posiciones en la region especificada, y multiplicando el resultado
por 100 para dar el porcentaje de identidad de secuencia. En casos en los que las dos secuencias son de diferentes
longitudes o el alineamiento produce uno o mas extremos escalonados y la regidon especificada de comparacion
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incluye solamente una uUnica secuencia, los residuos de Unica secuencia estan incluidos en el denominador pero no
en el numerador del calculo. Cuando se compara ADN y ARN, timina (T) y uracilo (U) pueden considerarse
equivalentes. La identidad puede realizarse manualmente o usando un algoritmo de secuencias informatico tal como
BLAST o BLAST 2.0.

n. Impedancia

“Impedancia” puede usarse cuando se describe el mecanismo de retroalimentacién y puede convertirse en un valor
de corriente de acuerdo con la ley de Ohm, permitiendo de este modo comparaciones con la corriente
preestablecida.

0. Respuesta inmunitaria

“Respuesta inmunitaria”, tal como se usa en el presente documento, significa la activacion del sistema inmunitario de
un huésped, por ejemplo, el de un mamifero, en respuesta a la introduccion del antigeno tal como un antigeno
consenso de hemaglutinina de gripe. La respuesta inmunitaria puede estar en forma de una respuesta celular o
humoral, o ambas.

p. Acido nucleico

“Acido nucleico” u “oligonucledtido” o “polinucledétido”, tal como se usa en el presente documento, significa al menos
dos nucleétidos unidos covalentemente entre si. La representacién de una cadena sencilla también define la
secuencia de la cadena complementaria. Por lo tanto, un acido nucleico también abarca la cadena complementaria
de una cadena sencilla representada. Muchas variantes de un acido nucleico pueden usarse para el mismo fin que
un acido nucleico dado. Por lo tanto, un acido nucleico también abarca acidos nucleicos sustancialmente idénticos y
complementos de los mismos. Una cadena sencilla proporciona una sonda que puede hibridar con una secuencia
diana en condiciones de hibridacién rigurosas. Por lo tanto, un acido nucleico también abarca una sonda que hibrida
en condiciones de hibridacion rigurosas.

Los acidos nucleicos pueden ser monocatenarios o bicatenarios, o pueden contener partes de secuencia tanto
bicatenaria como monocatenaria. El acido nucleico puede ser ADN, tanto genémico como ADNc, ARN, o un hibrido,
donde el acido nucleico puede contener combinaciones de desoxirribo- y ribonucleétidos, y combinaciones de bases
que incluyen uracilo, adenina, timina, citosina, guanina, inosina, xantina hipoxantina, isocitosina e isoguanina. Los
acidos nucleicos pueden obtenerse mediante métodos de sintesis quimica o mediante métodos recombinantes.

g. Unido de forma operativa

“Unido de forma operativa”, tal como se usa en el presente documento, significa que la expresion de un gen esta
bajo el control de un promotor con el que esta espacialmente conectado. Un promotor puede estar situado 5'
(cadena arriba) o 3' (cadena abajo) de un gen bajo su control. La distancia entre el promotor y un gen puede ser
aproximadamente la misma que la distancia entre ese promotor y el gen que controla en el gen a partir del que se
deriva el promotor. Tal como se conoce en la técnica, la variacion de esta distancia puede adaptarse sin pérdida de
funcién del promotor.

r. Promotor

“Promotor”, tal como se usa en el presente documento, significa una molécula sintética o de origen natural que es
capaz de otorgar, activar o mejorar la expresion de un acido nucleico en una célula. Un promotor puede comprender
una o mas secuencias reguladoras transcripcionales especificas para mejorar adicionalmente la expresion y/o para
alterar la expresion espacial y/o la expresion temporal del mismo. Un promotor también puede comprender
elementos potenciadores o represores distales, que pueden estar ubicados hasta varios miles de pares de bases
desde el sitio de inicio de la transcripcion. Un promotor puede derivarse de fuentes que incluyen viral, bacteriana,
fungica, plantas, insectos y animales. Un promotor puede regular la expresion de un componente génicos de forma
constitutiva, o de forma diferencial con respecto a la célula, el tejido o el 6rgano en el que se produce la expresion o,
con respecto a la fase del desarrollo en la que se produce la expresién, o en respuesta a estimulos externos tales
como tensiones fisiologicas, patdgenos, iones metalicos, o agentes de induccion. Ejemplos representativos de
promotores incluyen el promotor del bacteridofago T7, el promotor del bacteriéfago T3, el promotor de SP6, el
promotor del operdn lac, el promotor tac, promotor tardio de SV40, promotor temprano de SV40, promotor de RSV-
LTR, promotor de CMV IE, promotor temprano de SV40 o promotor tardio de SV40 y el promotor IE de CMV.

s. Condiciones de hibridacion rigurosas
“Condiciones de hibridacion rigurosas”, tal como se usa en el presente documento, significa condiciones en las que
una primera secuencia de acido nucleico (por ejemplo, sonda) hibridara con una segunda secuencia de acido

nucleico (por ejemplo, diana), tal como en una mezcla compleja de acidos nucleicos. Condiciones rigurosas son
dependientes de secuencia y seran diferentes en diferentes circunstancias. Las condiciones rigurosas pueden
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seleccionarse para ser de aproximadamente 5-10 °C mas bajas que el punto de fusién térmico (Tm) para la
secuencia especifica a un pH de fuerza iénica definida. La T, puede ser la temperatura (a fuerza ionica, pH y
concentracion nucleica definidas) a la que el 50 % de las sondas complementarias a la diana hibridan con la
secuencia diana en equilibrio (dado que las secuencias diana estan presentes en exceso, a Tm, €l 50 % de las
sondas estan ocupadas en equilibrio). Condiciones rigurosas pueden ser aquellas en las que la concentracion de
sales es menor de aproximadamente ion sodio 1,0 M, tal como concentracion de ion sodio (u otras sales)
aproximadamente 0,01-1,0 M a pH de 7,0 a 8,3 y la temperatura es de al menos aproximadamente 30 °C para
sondas cortas (por ejemplo, de aproximadamente 10-50 nucleétidos) y al menos aproximadamente 60 °C para
sondas largas (por ejemplo, mayores de aproximadamente 50 nucledtidos). Las condiciones rigurosas también
pueden conseguirse con la adicién de agentes desestabilizantes tales como formamida. Para hibridacién selectiva o
especifica, una sefal positiva puede ser al menos de 2 a 10 veces la hibridacién de fondo. Condiciones de
hibridacién rigurosas ejemplares incluyen las siguientes: formamida al 50 %, 5x SSC, y SDS al 1 %, incubacion a 42
°C, 0, 5x SSC, SDS al 1 %, incubacioén a 65 °C, con lavado en 0,2x SSC, y SDS al 0,1 % SDS a 65 °C.

t. Sustancialmente complementaria

“Sustancialmente complementaria”, tal como se usa en el presente documento, significa que una primera secuencia
es al menos el 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 97 %, 98 % o 99 % idéntica al complemento de
una segunda secuencia en una region de 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 30, 35,
40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100, 180, 270, 360, 450, 540, 630, 720, 810, 900, 990, 1080, 1170,
1260, 1350, 1440, 1530, 1620, 1710, 1800, 1890, 1980, 2070 o mas nucledtidos o aminoacidos, o que las dos
secuencias hibridan en condiciones de hibridacion rigurosas.

u. Sustancialmente idéntica

“Sustancialmente idéntica”, tal como se usa en el presente documento, significa que una primera y segunda
secuencias son al menos el 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 97 %, 98 % o0 99 % idénticas en una
region de 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80,
85, 90, 95, 100, 180, 270, 360, 450, 540, 630, 720, 810, 900, 990, 1080, 1170, 1260, 1350, 1440, 1530, 1620, 1710,
1800, 1890, 1980, 2070 o mas nucledtidos o aminoacidos, o con respecto a acidos nucleicos, si la primera
secuencia es sustancialmente complementaria al complemento de la segunda secuencia.

v. Subtipo o serotipo

“Subtipo” o “serotipo”, tal como se usan en el presente documento, indistintamente, y en referencia a virus de la
gripe, significan variantes genéticas de un virus de la gripe, de modo que un subtipo sea reconocido por un sistema
inmunitario aparte de un subtipo diferente.

w. Variante

“Variante”, usada en el presente documento con respecto a un acido nucleico, significa (i) una parte o fragmento de
una secuencia de nucledtidos referenciada; (ii) el complemento de una secuencia de nucleétidos referenciada o una
parte de la misma; (iii) un acido nucleico que es sustancialmente idéntico a un acido nucleico referenciado o el
complemento del mismo; o (iv) un acido nucleico que hibrida en condiciones rigurosas con el acido nucleico
referenciado, el complemento del mismo, o una secuencia sustancialmente idéntica al mismo.

“Variante”, con respecto a un péptido o polipéptido que difiere en secuencia de aminoacidos mediante la insercién,
delecion, o sustitucion conservativa de aminoacidos, pero conserva al menos una actividad biolégica. Variante
también puede significar una proteina con una secuencia de aminoacidos que es sustancialmente idéntica a una
proteina referenciada con una secuencia de aminoacidos que conserva al menos una actividad biolégica. Una
sustituciéon conservativa de un aminoacido, es decir, que sustituye a un aminoacido con un aminoacido diferente de
propiedades similares (por ejemplo, hidrofilia, grado y distribucién de regiones cargadas) se reconoce en la técnica
que normalmente implica un cambio menor. Estos cambios menores pueden identificarse, en parte, considerando el
indice hidropatico de aminoacidos, tal como se entiende en la técnica. Kyte et al., J. Mol. Biol. 157: 105-132 (1982).
El indice hidropatico de un aminoacido se basa en una consideracion de su hidrofobia y carga. En la técnica se
conoce que aminoacidos de indices hidropaticos similares pueden sustituirse y seguir conservando la funcién de la
proteina. En un aspecto, se sustituyen aminoacidos que tienen indices hidropaticos de +2. La hidrofilia de los
aminoacidos también puede usarse para revelar sustituciones que darian como resultado proteinas que conservan
la funcion bioldgica. Una consideracion de la hidrofilia de aminoacidos en el contexto de un péptido permite el
calculo de la mayor hidrofilia promedio local de ese péptido, una medida util que se ha descrito que se correlaciona
bien con antigenicidad e inmunogenicidad. Patente de Estados Unidos N.° 4.554.101. La sustitucion de aminoacidos
que tienen valores de hidrofilia similares puede dar como resultado péptidos que conservan la actividad bioldgica,
por ejemplo inmunogenicidad, tal como se entiende en la técnica. Pueden realizarse sustituciones con aminoacidos
que tienen valores de hidrofilia dentro de +2 entre si. Tanto el indice de hidrofobia como el valor de hidrofilia de
aminoacidos estan influidos por la cadena lateral particular de ese aminoacido. Coherente con esa observacion, se
entiende que las sustituciones de aminoacidos que son compatibles con la funcion bioldgica dependen de la similitud
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relativa de los aminoacidos, y particularmente las cadenas laterales de esos aminoacidos, tal como se revela
mediante la hidrofobia, hidrofilia, carga, tamafio y otras propiedades.

X. Vector

“Vector”, tal como se usa en el presente documento, significa una secuencia de acido nucleico que contiene un
origen de replicacion. Un vector puede ser un vector, bacteriéfago, cromosoma artificial bacteriano o cromatografia
artificial de levadura. Un vector puede ser un vector de ADN o ARN. Un vector puede ser un vector
extracromosomico auto-replicante, y preferentemente, es un plasmido de ADN.

2. Antigeno de gripe

En el presente documento se proporcionan antigenos capaces de desencadenar una respuesta inmunitaria en un
mamifero contra uno o mas serotipos de gripe. El antigeno puede ser capaz de desencadenar una respuesta
inmunitaria en un mamifero contra uno o mas serotipos de gripe, incluyendo contra una o mas cepas pandémicas,
tal como gripe de origen porcino 2009 H1N1. El antigeno puede ser capaz de desencadenar una respuesta
inmunitaria en un mamifero contra uno o mas serotipos de gripe, incluyendo contra una o mas cepas de gripe
humana de origen porcino. El antigeno puede comprender epitopos que le hacen particularmente eficaz como
inmunogeno contra el que pueden inducirse respuestas inmunitarias anti-gripe.

El antigeno puede comprender el producto de traduccion de longitud completa HAO, subunidad HA1, subunidad
HA2, una variante del mismo, un fragmento del mismo o una combinacion de los mismos. El antigeno de
hemaglutinina de gripe puede ser una secuencia consenso derivada de multiples cepas de gripe A serotipo H1, una
secuencia consenso derivada de multiples cepas de gripe A serotipo H2, una secuencia hibrida que contiene partes
de dos secuencias consenso diferentes derivadas de diferentes conjuntos de mdltiples cepas de gripe A serotipo H1
0 una secuencia consenso derivada de multiples cepas de gripe B. El antigeno de hemaglutinina de gripe puede ser
de gripe B. El antigeno puede contener al menos un epitopo antigénico que puede ser eficaz contra inmunégenos de
gripe particulares contras los que puede inducirse una respuesta inmunitaria. El antigeno puede proporcionar un
completo repertorio de sitios inmundgenos y epitopos presentes en un virus de la gripe intacto. El antigeno puede
ser una secuencia de antigeno de hemaglutinina consenso que puede derivarse de secuencias de antigeno de
hemaglutinina de una pluralidad de cepas de virus de la gripe A de un serotipo tal como una pluralidad de cepas de
virus de la gripe A de serotipo H1 o de serotipo H2. El antigeno puede ser una secuencia de antigeno de
hemaglutinina consenso hibrida que puede derivarse de combinar dos secuencias de antigeno de hemaglutinina
consenso diferentes o partes de las mismas. Cada una de dos secuencias de antigeno de hemaglutinina consenso
diferentes puede derivarse de un conjunto diferente de una pluralidad de cepas de virus de la gripe A de un serotipo
tal como una pluralidad de cepas de virus de la gripe A de serotipo H1. El antigeno puede ser una secuencia de
antigeno de hemaglutinina consenso que puede derivarse de secuencias de antigeno de hemaglutinina de una
pluralidad de cepas de virus de la gripe B.

El antigeno de hemaglutinina consenso puede ser una proteina que comprende la SEQ ID NO: 2 (la secuencia de
aminoacidos de H1 consenso) en la que los aminoacidos 1-343 corresponden a la subunidad HA1 de la secuencia
de aminoacidos H1 consenso HAO precursora y los aminoacidos 344-566 corresponden a la subunidad HA2 de la
secuencia de aminoacidos H1 consenso HAO precursora. El antigeno de hemaglutinina consenso puede ser una
proteina que comprende la SEQ ID NO: 7 (la secuencia de aminoacidos de H2 consenso). El antigeno de
hemaglutinina consenso puede ser una secuencia H1 consenso hibrida sintética que comprende partes de dos
secuencias H1 consenso diferentes que se derivan, cada una, de un conjunto diferente de secuencias de la otra. Un
ejemplo de un antigeno HA consenso que es una proteina H1 consenso hibrida sintética es una proteina que
comprende la SEQ ID NO: 10 (la secuencia de aminoacidos de U2). El antigeno de hemaglutinina consenso puede
ser una proteina hemaglutinina consenso derivada de secuencias de hemaglutinina de cepas de gripe B, tal como
una proteina que comprende la SEQ ID NO: 14 (la secuencia de aminoacidos de BHA consenso).

El antigeno de hemaglutinina consenso puede comprender ademas uno o mas elementos de secuencia de
aminoacidos adicionales. El antigeno de hemaglutinina consenso puede comprender ademas en su extremo N una
secuencia de aminoacidos lider de IgE o IgG. La secuencia de aminoacidos lider de IgE puede ser la SEQ ID NO:
17. El antigeno de hemaglutinina consenso puede comprender ademas una marca inmunégena que es un epitopo
inmunogeno Unico que puede ser detectado por anticuerpos disponibles faciimente. Un ejemplo de dicha marca
inmunogena es la marca HA de gripe de 9 aminoacidos que puede estar unida en el extremo C de hemaglutinina
consenso. La secuencia de aminoacidos de la marca HA puede ser la SEQ ID NO: 18. En algunas realizaciones, el
antigeno de hemaglutinina consenso puede comprender ademas en su extremo N una secuencia de aminoacidos
lider de IgE 0 IgG y en su extremo C una marca HA.

El antigeno de hemaglutinina consenso puede ser una proteina hemaglutinina consenso que consiste en secuencias
de aminoacidos de gripe consenso o fragmentos y variantes de las mismas. El antigeno de hemaglutinina consenso
puede ser una proteina hemaglutinina consenso que comprende secuencias de proteinas no de gripe y secuencias
de proteinas de gripe o fragmentos y variantes de las mismas.
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Ejemplos de una proteina H1 consenso incluyen aquellas que pueden consistir en la secuencia de aminoacidos de
H1 consenso (SEQ ID NO: 2) o aquellas que comprenden ademas elementos adicionales tales como una secuencia
lider de IgE, o una marca HA o tanto una secuencia lider de IgE como una marca HA. Un ejemplo de la proteina H1
consenso que incluye tanto una secuencia lider de IgE como una marca HA es la SEQ ID NO: 4, que comprende la
secuencia codificante de aminoacidos de H1 consenso (SEQ ID NO: 2) unida a la secuencia de aminoacidos lider de
IgE (SEQ ID NO: 17) en su extremo N y unida a la marca HA (SEQ ID NO: 18) en su extremo C.

Ejemplos de proteinas H2 consenso incluyen aquellas que pueden consistir en la secuencia de aminoacidos de H2
consenso (SEQ ID NO: 7) o aquellas que comprenden ademas una secuencia lider de IgE, o una marca HA, o tanto
una secuencia lider de IgE como una marca HA.

Ejemplos de proteinas H1 consenso hibridas incluyen aquellas que pueden consistir en la secuencia de aminoacidos
de U2 consenso (SEQ ID NO: 10) o aquellas que comprenden ademas una secuencia lider de IgE, o una marca HA,
o tanto una secuencia lider de IgE como una marca HA. Un ejemplo de la proteina U2 consenso es la SEQ ID NO:
12, que comprende la secuencia de aminoacidos de U2 consenso (SEQ ID NO: 10) unida a la secuencia de
aminoacidos lider de IgE (SEQ ID NO: 17) en su extremo N y unida a la marca HA (SEQ ID NO: 18) en su extremo
C.

Ejemplos de proteinas hemaglutinina de gripe B consenso hibridas incluyen aquellas que pueden consistir en la
secuencia de aminoacidos de BHA consenso (SEQ ID NO: 14) o pueden comprender una secuencia lider de IgE, o
una marca HA, o tanto una secuencia lider de IgE como una marca HA. Un ejemplo de la proteina BHA consenso es
la SEQ ID NO: 16 que comprende la secuencia de aminoacidos de BHA consenso (SEQ ID NO: 14) unida a la
secuencia de aminodacidos lider de IgE (SEQ ID NO: 17) en su extremo N y unida a la marca HA (SEQ ID NO: 18) en
su extremo C.

La proteina hemaglutinina consenso puede estar codificada por un acido nucleico de hemaglutinina consenso, una
variante del mismo o un fragmento del mismo. A diferencia de la proteina hemaglutinina consenso que puede ser
una secuencia consenso derivada de una pluralidad de diferentes secuencias de hemaglutinina de diferentes cepas
y variantes, el acido nucleico de hemaglutinina consenso se refiere a una secuencia de acido nucleico que codifica
una secuencia de proteina consenso y las secuencias codificantes usadas pueden diferir de las usadas para
codificar las secuencias de aminoacidos particulares en la pluralidad de diferentes secuencias de hemaglutinina a
partir de las cuales la secuencia de proteina hemaglutinina consenso se deriva. La secuencia de acido nucleico
consenso puede estar optimizada en coddén y/u optimizada en ARN. La secuencia de acido nucleico de
hemaglutinina consenso puede comprender una secuencia de Kozak en la regién no traducida 5. La secuencia de
acido nucleico de hemaglutinina consenso puede comprender secuencias de acido nucleico que codifican una
secuencia lider. La secuencia codificante de una secuencia lider N terminal es 5' de la secuencia codificante de
hemaglutinina. El lider N-terminal puede facilitar la secrecion. El lider N-terminal puede ser un lider de IgE o un lider
de IgG. La secuencia de acido nucleico de hemaglutinina consenso puede comprender secuencias de acido nucleico
que codifican una marca inmundgena. La marca inmunégena puede estar en el extremo C de la proteina y la
secuencia que la codifica es 3' de la secuencia codificante de HA. La marca inmundgena proporciona un epitopo
Unico para el que hay facilmente disponibles anticuerpos, de modo que dichos anticuerpos puedan usarse en
ensayos para detectar y confirmar la expresion de la proteina. La marca inmundgena puede ser una marca H en el
extremo C de la proteina.

El acido nucleico de hemaglutinina consenso puede tener una secuencia de polinucleétidos que codifica una
proteina que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 10 0 SEQ ID
NO: 14. Un acido nucleico de hemaglutinina consenso que codifica la SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 10
o0 SEQ ID NO: 14 puede ser la SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 9 o SEQ ID NO: 13, respectivamente. El
acido nucleico de hemaglutinina consenso puede comprender ademas una secuencia de polinucleétidos que codifica
la secuencia de aminoacidos lider de IgE, o una secuencia de polinucleétidos que codifica una secuencia de
aminoacidos de la marca HA, o ambas. La SEQ ID NO: 17 es la secuencia polipeptidica de una lider de IgE. La SEQ
ID NO: 18 es la secuencia polipeptidica de una marca HA. Los ejemplos de acidos nucleicos consenso de
hemaglutinina que comprenden ademas secuencias de polinucleétidos que codifican una secuencia lider de IgE y
una marca HA incluyen moléculas de acido nucleico que codifican proteinas que comprenden la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 12 o SEQ ID NO: 16. Un acido nucleico de hemaglutinina consenso
que codifica la SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 12 o SEQ ID NO: 16 puede ser la SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 11 0 SEQ
ID NO: 15, respectivamente.

3. Construcciones genéticas y plasmidos

En el presente documento se proporcionan construcciones genéticas que pueden comprender una secuencia de
acido nucleico que codifica el antigeno de hemaglutinina. La construccion genética puede estar presente en la célula
como una molécula de funcionamiento extracromosémico que comprende el acido nucleico que codifica el antigeno
de hemaglutinina. La construccion genética que comprende el acido nucleico que codifica el antigeno de
hemaglutinina puede ser un minicromosoma lineal que incluye centrémero, teldmeros o plasmidos o cosmidos.
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La construccidon genética también puede ser parte de un genoma de un vector viral recombinante, que incluye
adenovirus recombinante, virus asociado a adenovirus recombinante y vaccinia recombinante. La construccion
genética puede ser parte del material genético en microorganismos vivos atenuados o vectores microbianos
recombinantes que viven en células.

Las construcciones genéticas pueden comprender elementos reguladores para la expresion génica del acido
nucleico de hemaglutinina. Los elementos reguladores pueden ser un promotor, un promotor, un coddn de iniciacion,
un coddn de terminacion, o una sefial de poliadenilacion.

Las composiciones pueden comprender una primera secuencia de acido nucleico que codifica el antigeno de
hemaglutinina consenso seleccionado entre el grupo que consiste en uno o mas de: antigeno H1 de hemaglutinina
consenso de gripe A, antigeno H2 de hemaglutinina consenso de gripe A, antigeno U2 de hemaglutinina consenso
de gripe A, y proteina hemaglutinina consenso BHA de gripe B, y puede comprender ademas una o mas secuencias
de acido nucleico adicionales que codifica una o mas proteinas seleccionadas entre el grupo que consiste en:
proteinas hemaglutinina de gripe A H1, H2, H3, H4, H5, H6, H7, H8, H9, H10, H11, H12, H13, H14, H15, H16,
neuraminidasa de gripe A N1, N2, N3, N4, N5, N6, N7, N8, N9, hemaglutinina de gripe B (BHA) y neuraminidasa de
gripe B (BNA). Las primera y adicionales secuencias de acido nucleico pueden estar presentes en la misma
molécula de acido nucleico o diferentes moléculas de acido nucleico. La primera y adicionales secuencias de acido
nucleico puede estar bajo el control de elementos reguladores que funcionan en una célula humana. La secuencia
codificante adicional puede codificar una o mas de H1, H2, H3, H4, H5, H6, H7, H8, H9, H10, H11, H12, H13, H14,
H15, H16, N1, N2, N3, N4, N5, N6, N7, N8, N9, BHA y BNA de una o mas cepas of influenza, o ser un consenso
derivado de una pluralidad de cepas que tienen el serotipo, o ser un hibrido que incluye secuencias de dos o mas
secuencias consenso.

Las secuencias de acido nucleico pueden componer una construccion genética que puede ser un vector. El vector
puede ser capaz de expresar un antigeno de hemaglutinina consenso en la célula de un mamifero en una cantidad
eficaz para desencadenar una respuesta inmunitaria en el mamifero. El vector puede ser recombinante. El vector
puede comprender un acido nucleico heterélogo que codifica el antigeno de hemaglutinina consenso. El vector
puede ser un plasmido. El vector puede ser util para transfectar células con un acido nucleico que codifica un
antigeno de hemaglutinina consenso, que la célula huésped transformada se cultive y se mantenga en condiciones
en las que la expresion del antigeno de hemaglutinina consenso tiene lugar.

El vector puede comprender un acido nucleico heterdlogo que codifica un antigeno de hemaglutinina consenso y
puede comprender ademas un codoén de iniciacion, que puede estar cadena arriba de la secuencia codificante de
hemaglutinina consenso, y un codén de terminacion, que puede estar cadena abajo de la secuencia codificante de
hemaglutinina consenso. El codén de iniciacion y terminacion pude estar en marco con la secuencia codificante de
hemaglutinina consenso. El vector también puede comprender un promotor que esta unido de forma operativa a la
secuencia codificante de hemaglutinina consenso. El promotor unido de forma operativa a la secuencia codificante
de hemaglutinina consenso puede ser un promotor de virus de simio 40 (SV40), un promotor de virus tumoral
mamario de raton (MMTV), un promotor del virus de inmunodeficiencia humana (HIV) tal como el promotor de
repeticion terminal larga del virus de inmunodeficiencia bovina (BIV), un promotor de virus de Moloney, un promotor
de virus de leucosis aviar (ALV), un promotor de citomegalovirus (CMV) tal como el promotor inmediato temprano de
CMV, promotor del virus Epstein Barr (EBV), o un promotor del virus del sarcoma de Rous (RSV). El promotor
también puede ser un promotor de un gen humano tal como actina humana, miosina humana, hemoglobina humana,
creatina del musculo humano, o metalotioneina humana. El promotor también puede ser un promotor especifico de
tejido, tal como un promotor especifico de musculo o e piel, natural o sintético. Los ejemplos de dichos promotores
se describen en la publicacion de solicitud de patente de Estados Unidos n.° US20040175727.

El vector también puede comprender una sefial de poliadenilacion, que puede estar cadena abajo de la secuencia
codificante de HA. La sefal de poliadenilacion puede ser una sefal de poliadenilacion de SV40, sefial de
poliadenilacion de LTR, sefal de poliadenilacion de hormona del crecimiento bovina (bGH), sefial de poliadenilacion
de hormona del crecimiento humana (hGH), o sefial de poliadenilacién de B-globina humana. La sefal de
poliadenilacion de SV40 puede ser una sefial de poliadenilacion de una vacuna pCEP4 (Invitrogen, San Diego, CA).

El vector también puede comprender un potenciador cadena arriba de la secuencia codificante de hemaglutinina
consenso. El potenciador puede ser necesario para la expresion de ADN. El potenciador puede ser actina humana,
miosina humana, hemoglobina humana, creatina del musculo humana o un potenciador viral tal como uno de CMV,
HA, RSV o EBV. Potenciadores de la funcién de polinucleétidos se describen en las Patentes de Estados Unidos N.°
5.593.972, 5.962.428 y W0O94/016737.

El vector también puede comprender un origen de replicacion de mamifero con el fin de mantener el vector de forma
extracromosomica y producir multiples copias del vector en una célula. El vector puede ser pVAX1 (figura 1), pCEP4
o pREP4 de Invitrogen (San Diego, CA), que puede comprender el origen de replicacion del virus Epstein Barr y
region codificante EBNA-1 del antigeno nuclear, que puede producir replicacion episdomica de copias elevadas sin
integracion. El vector puede ser pVAX1 con cambios tales como los descritos en el parrafo que se refiere a la figura
1 en la seccion de Breve descripcion de las figuras, anteriormente. La estructura principal del vector puede ser
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pAV0242. El vector puede ser un vector de adenovirus de tipo 5 (Ad5) defectuoso en replicacion.

El vector también puede comprender una secuencia reguladora, que puede ser muy adecuada para la expresion
génica en una célula de mamifero o humana en la que se administra el vector. La secuencia codificante de
hemaglutinina consenso puede comprender un codoén, que puede permitir una transcripcion mas eficiente de la
secuencia codificante en la célula huésped.

El vector puede ser pSE420 (Invitrogen, San Diego, Calif.), que puede usarse para la produccion de proteinas en
Escherichia coli (E. coli). El vector también puede ser pYES2 (Invitrogen, San Diego, Calif.), que puede usarse para
la produccion de proteinas en cepas de levadura Saccharomyces cerevisiae. El vector también puede ser del
sistema de expresion en baculovirus completo MAXBAC™ (Invitrogen, San Diego, Calif.), que puede usarse para la
produccion de proteinas en células de insecto. El vector también puede ser pcDNAI o pcDNAS3 (Invitrogen, San
Diego, Calif), que puede usarse para la produccion de proteinas en células de mamifero tales como células de
ovario de hamster chino (CHO). El vector puede ser vectores o sistemas de expresion para producir proteinas
mediante técnicas rutinarias y materiales de partida facilmente disponibles incluyendo Sambrook et al., Molecular
Cloning an Laboratory Manual, Segunda Ed., Cold Spring Harbor (1989), que se incorpora en su totalidad como
referencia.

El vector puede ser pGX2009 o pGX2006, que pueden usarse para expresar el antigeno de hemaglutinina
consenso. El vector pGX2009 (4739 pb, figura 2; SEQ ID NO: 5) es un plasmido pVAX1 modificado con una
secuencia de acido nucleico que codifica una proteina H1 consenso (aminoacidos SEQ ID NO: 4 codificada por la
SEQ ID NO: 3) que comprende una secuencia lider de IgE (aminoacidos SEQ ID NO: 12 codificada por la SEQ ID
NO: 11) unida a una secuencia de aminoacidos de H1 consenso (aminoacidos SEQ ID NO: 2 codificada por la SEQ
ID NO: 1). El vector pGX2006 (4628 pb; figura 3, SEQ ID NO: 8) es un plasmido pVAX1 con una secuencia de acido
nucleico que codifica una proteina H2 consenso (aminoacidos SEQ ID NO: 7 codificada por la SEQ ID NO: 6).

Las construcciones genéticas y los componentes desvelados en el presente documento que incluyen secuencias
codificantes de hemaglutinina consenso pueden usarse para expresar otras proteinas de gripe tales como H1, H2,
H3, H4, H5, H6, H7, H8, H9, H10, H11, H12, H13, H14, H15, H16, N1, N2, N3, N4, N5, N6, N7, N8, N9 de gripe A,
proteina hemaglutinina o neuraminidasa de gripe B con lo que secuencias codificantes para proteinas H1, H2, H3,
H4, H5, H6, H7, H8, H9, H10, H11, H12, H13, H14, H15, H16, N1, N2, N3, N4, N5, N6, N7, N8, N9 de gripe A,
proteina hemaglutinina o neuraminidasa de gripe B estan incluidas en lugar de la secuencias codificantes de
hemaglutinina consenso.

4. Composiciones farmacéuticas

En el presente documento se proporcionan composiciones farmacéuticas de acuerdo con la presente invencién que
comprenden de aproximadamente 1 nanogramo a aproximadamente 10 mg de ADN. En algunas realizaciones,
composiciones farmacéuticas de acuerdo con la presente invencion comprenden de entre: 1) al menos 10, 15, 20,
25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95 o 100 nanogramos, o al menos 1, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35,
40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95,100, 105, 110, 115, 120, 125, 130, 135, 140, 145, 150, 155, 160, 165,
170, 175, 180, 185, 190, 195, 200, 205, 210, 215, 220, 225, 230, 235, 240, 245, 250, 255, 260, 265, 270, 275, 280,
285, 290, 295, 300, 305, 310, 315, 320, 325, 330, 335, 340, 345, 350, 355, 360, 365, 370, 375, 380, 385, 390, 395,
400, 405, 410, 415, 420, 425, 430, 435, 440, 445, 450, 455, 460, 465, 470, 475, 480, 485, 490, 495, 500, 605, 610,
615, 620, 625, 630, 635, 640, 645, 650, 655, 660, 665, 670, 675, 680, 685, 690, 695, 700, 705, 710, 715, 720, 725,
730, 735, 740, 745, 750, 755, 760, 765, 770, 775, 780, 785, 790, 795, 800, 805, 810, 815, 820, 825, 830, 835, 840,
845, 850, 855, 860, 865, 870, 875, 880, 885, 890, 895. 900, 905, 910, 915, 920, 925, 930, 935, 940, 945, 950, 955,
960, 965, 970, 975, 980, 985, 990, 995 o 1000 microgramos, o al menos 1,5, 2, 2,5, 3, 3,5, 4, 4,5, 5, 5,5, 6, 6,5, 7,
7,5, 8,8,5,9, 9,50 10 mg o mas; y 2) hasta e incluyendo 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90,
95 o 100 nanogramos, o hasta e incluyendo 1, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90,
95,100, 105, 110, 115, 120, 125, 130, 135, 140, 145, 150, 155, 160, 165, 170, 175, 180, 185, 190, 195, 200, 205,
210, 215, 220, 225, 230, 235, 240, 245, 250, 255, 260, 265, 270, 275, 280, 285, 290, 295, 300, 305, 310, 315, 320,
325, 330, 335, 340, 345, 350, 355, 360, 365, 370, 375, 380, 385, 390, 395, 400, 405, 410, 415, 420, 425, 430, 435,
440, 445, 450, 455, 460, 465, 470, 475, 480, 485, 490, 495, 500, 605, 610, 615, 620, 625, 630, 635, 640, 645, 650,
655, 660, 665, 670, 675, 680, 685, 690, 695, 700, 705, 710, 715, 720, 725, 730, 735, 740, 745, 750, 755, 760, 765,
770, 775, 780, 785, 790, 795, 800, 805, 810, 815, 820, 825, 830, 835, 840, 845, 850, 855, 860, 865, 870, 875, 880,
885, 890, 895. 900, 905, 910, 915, 920, 925, 930, 935, 940, 945, 950, 955, 960, 965, 970, 975, 980, 985, 990, 995, o
1000 microgramos, o hasta e incluyendo 1,5, 2, 2,5, 3, 3,5, 4, 4,5, 5, 5,5,6,6,5,7,7,5, 8, 85,9, 95 0 10 mg. En
algunas realizaciones, composiciones farmacéuticas de acuerdo con la presente invencion comprenden
aproximadamente 5 nanogramos a aproximadamente 10 mg de ADN. En algunas realizaciones, composiciones
farmacéuticas de acuerdo con la presente invencion comprenden de aproximadamente 25 nanogramos a
aproximadamente 5 mg de ADN. En algunas realizaciones, las composiciones farmacéuticas contienen de
aproximadamente 50 nanogramos a aproximadamente 1 mg de ADN. En algunas realizaciones, las composiciones
farmacéuticas contienen de aproximadamente 0,1 a aproximadamente 500 microgramos de ADN. En algunas
realizaciones, las composiciones farmacéuticas contienen de aproximadamente 1 a aproximadamente 350
microgramos de ADN. En algunas realizaciones, las composiciones farmacéuticas contienen de aproximadamente 5
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a aproximadamente 250 microgramos de ADN. En algunas realizaciones, las composiciones farmacéuticas
contienen de aproximadamente 10 a aproximadamente 200 microgramos de ADN. En algunas realizaciones, las
composiciones farmacéuticas contienen de aproximadamente 15 a aproximadamente 150 microgramos de ADN. En
algunas realizaciones, las composiciones farmacéuticas contienen de aproximadamente 20 a aproximadamente 100
microgramos de ADN. En algunas realizaciones, las composiciones farmacéuticas contienen de aproximadamente
25 a aproximadamente 75 microgramos de ADN. En algunas realizaciones, las composiciones farmacéuticas
contienen de aproximadamente 30 a aproximadamente 50 microgramos de ADN. En algunas realizaciones, las
composiciones farmacéuticas contienen de aproximadamente 35 a aproximadamente 40 microgramos de ADN. En
algunas realizaciones, las composiciones farmacéuticas contienen de aproximadamente 100 a aproximadamente
200 microgramos de ADN. En algunas realizaciones, las composiciones farmacéuticas comprenden de
aproximadamente 10 microgramos a aproximadamente 100 microgramos de ADN. En algunas realizaciones, las
composiciones farmacéuticas comprenden de aproximadamente 20 microgramos a aproximadamente 80
microgramos de ADN. En algunas realizaciones, las composiciones farmacéuticas comprenden de
aproximadamente 25 microgramos a aproximadamente 60 microgramos de ADN. En algunas realizaciones, las
composiciones farmacéuticas comprenden de aproximadamente 30 nanogramos a aproximadamente 50
microgramos de ADN. En algunas realizaciones, las composiciones farmacéuticas comprenden de
aproximadamente 35 nanogramos a aproximadamente 45 microgramos de ADN. En algunas realizaciones
preferidas, las composiciones farmacéuticas contienen de aproximadamente 0,1 a aproximadamente 500
microgramos de ADN. En algunas realizaciones preferidas, las composiciones farmacéuticas contienen de
aproximadamente 1 a aproximadamente 350 microgramos de ADN. En algunas realizaciones preferidas, las
composiciones farmacéuticas contienen de aproximadamente 25 a aproximadamente 250 microgramos de ADN. En
algunas realizaciones preferidas, las composiciones farmacéuticas contienen de aproximadamente 100 a
aproximadamente 200 microgramos de ADN.

Las composiciones farmacéuticas de acuerdo con la presente invencién se formulan de acuerdo con la via de
administraciéon a usar. En casos en los que composiciones farmacéuticas son composiciones farmacéuticas
inyectables, estas son estériles, libres de pirogenos y libres de particulas. Una formulacion isoténica se usa
preferentemente. Generalmente, los aditivos para isotonicidad pueden incluir cloruro sédico, dextrosa, manitol,
sorbitol y lactosa. En algunos casos, se prefieren soluciones isotonicas tales como solucion salina tamponada con
fosfato. Los estabilizantes incluyen gelatina y albumina. En algunas realizaciones, se afiade un agente de
vasoconstriccion a la formulacion.

Preferentemente, la composicion farmacéutica es una vacuna, y mas preferentemente una vacuna de ADN.

En el presente documento se proporciona una vacuna capaz de generar en un mamifero una respuesta inmunitaria
contra uno o mas serotipos de gripe. La vacuna puede comprender la construccion genética tal como se ha descrito
anteriormente. La vacuna puede comprender una pluralidad de los vectores dirigidos, cada uno, a uno o mas
serotipos de gripe A tales como hemaglutinina de gripe B H1-H16 o combinaciones de las mismas. Las vacunas
pueden comprender una o mas secuencias de acido nucleico que codifican uno o mas antigenos de hemaglutinina
consenso. Cuando la vacuna comprende mas de una secuencia de acido nucleico de hemaglutinina consenso, todas
dichas secuencias pueden estar presentes en una Unica molécula de acido nucleico o cada una de dichas
secuencias pueden estar presentes en una molécula de acido nucleico diferente. Como alternativa, vacunas que
comprenden mas de una secuencia de acido nucleico de hemaglutinina consenso pueden comprender moléculas de
acido nucleico con una Unica secuencia de acido nucleico de hemaglutinina consenso y moléculas de acido nucleico
con mas de una secuencia de acido nucleico de hemaglutinina consenso. Ademas, las vacunas que comprenden
una o mas secuencias de acido nucleico de hemaglutinina consenso pueden comprender ademas secuencias
codificantes para una o mas proteinas seleccionadas entre el grupo que consiste en H1, H2, H3, H4, H5, H6, H7,
H8, H9, H10, H11, H12, H13, H14, H15, H16, N1, N2, N3, N4, N5, N6, N7, N8, N9 y neuraminidasa de gripe B.

En algunas realizaciones, las vacunas pueden comprender proteinas. Algunas vacunas pueden comprender uno o
mas antigenos de hemaglutinina consenso tales como H1, H2, U2 y BHA. Las vacunas pueden comprender una o
mas otras proteinas seleccionadas entre el grupo que consiste en H1, H2, H3, H4, H5, H6, H7, H8, H9, H10, H11,
H12, H13, H14, H15, H16, N1, N2, N3, N4, N5, N6, N7, N8, N9 y neuraminidasa de gripe B. Las vacunas pueden
comprender uno o mas antigenos de hemaglutinina consenso en combinacién con una o mas otras proteinas
seleccionadas entre el grupo que consiste en H1, H2, H3, H4, H5, H6, H7, H8, H9, H10, H11, H12, H13, H14, H15,
H16, N1, N2, N3, N4, N5, N6, N7, N8, N9, hemaglutinina y neuraminidasa de gripe B.

La vacuna puede ser una vacuna de ADN. La vacuna de ADN puede comprender una pluralidad de los mismos o
diferentes plasmidos que comprenden una o mas secuencias de acido nucleico de hemaglutinina consenso. La
vacuna de ADN puede comprender una o mas secuencias de acido nucleico que codifican uno o mas antigenos de
hemaglutinina consenso. Cuando la vacuna de ADN comprende mas de una secuencia de acido nucleico de
hemaglutinina consenso, todas dichas secuencias pueden estar presentes en un unico plasmido, o cada una de
dichas secuencias puede estar presente en un plasmido diferente, o algunos plasmidos pueden comprender una
Unica secuencia de acido nucleico de hemaglutinina consenso mientras que otros plasmidos tienen mas de una
secuencia de acido nucleico de hemaglutinina consenso. Ademas, las vacunas de ADN pueden comprender ademas
una o mas secuencias codificantes consenso para una o mas proteinas seleccionadas entre el grupo que consiste
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en H1, H2, H3, H4, H5, H6, H7, H8, H9, H10, H11, H12, H13, H14, H15, H16, N1, N2, N3, N4, N5, N6, N7, N8, N9
de gripe A, hemaglutinina y neuraminidasa de gripe B. Dichas secuencias codificantes adicionales pueden estar en
los mismos o diferentes plasmidos entre si y respecto a los plasmidos que comprenden una o mas secuencias de
acido nucleico de hemaglutinina consenso.

En algunas realizaciones, las vacunas pueden comprender secuencias de acido nucleico que codifican antigenos de
gripe en combinacion con antigenos de gripe. En algunas realizaciones, las secuencias de acido nucleico codifican
uno o mas antigenos de hemaglutinina consenso tales como H1, H2, U2 y BHA. En algunas realizaciones, las
secuencias de acido nucleico codifican una o mas otras proteinas seleccionadas entre el grupo que consiste en, H1,
H2, H3, H4, H5, H6, H7, H8, H9, H10, H11, H12, H13, H14, H15, H16, N1, N2, N3, N4, N5, N6, N7, N8, N9 de gripe
A, hemaglutinina y neuraminidasa de gripe B. En algunas realizaciones, las vacunas comprenden uno o mas
antigenos de hemaglutinina consenso tales como H1, H2, U2 y BHA. En algunas realizaciones, las vacunas
comprenden una o mas otras proteinas seleccionadas entre el grupo que consiste en H1, H2, H3, H4, H5, H6, H7,
H8, H9, H10, H11, H12, H13, H14, H15, H16, N1, N2, N3, N4, N5, N6, N7, N8, N9 de gripe A, hemaglutinina y
neuraminidasa de gripe B.

En algunas realizaciones, las vacunas comprenden una combinacién de tres o0 mas secuencias de acido nucleico de
hemaglutinina consenso que incluyen aquellas que codifican una o mas de H1, H2, U2 y BHA. En algunas
realizaciones, las vacunas comprenden una combinacidon de tres o mas secuencias de acido nucleico de
hemaglutinina que incluyen aquellas que codifican U2 consenso, BHA consenso y una hemaglutinina H3. En algunas
realizaciones, las vacunas comprenden una combinaciéon de tres o mas secuencias de acido nucleico de
hemaglutinina incluyendo aquellas que codifican BHA consenso, una hemaglutinina H1 y una hemaglutinina H3. En
algunas realizaciones, las vacunas comprenden una o mas secuencias de acido nucleico que codifican uno o mas
antigenos de gripe desvelados en la patente estadounidense N.° de serie 12/375.518 y/o la patente estadounidense
N.° de serie 12/269.824. En algunas realizaciones, las vacunas comprenden una secuencia de acido nucleico SEQ
ID NO: 19 que codifica la SEQ ID NO: 20 (que es una hemaglutinina H1 desvelada en la patente estadounidense N.°
de serie 12/375.518 como la SEQ ID NO: 36 y la SEQ ID NO: 37 respectivamente en su interior) y/o la secuencia de
acido nucleico SEQ ID NO: 21 que codifica la SEQ ID NO: 22 (que es una hemaglutinina H1 desvelada en
documento estadounidense N.° de serie 12/269.824 como la SEQ ID NO: 9y la SEQ ID NO: 10 respectivamente en
su interior). En algunas realizaciones, las vacunas comprenden una secuencia de acido nucleico SEQ ID NO: 23 que
codifica la SEQ ID NO: 24 (que es una hemaglutinina H3 desvelada en la patente estadounidense N.° de serie
12/269.824 como la SEQ ID NO: 11 y la SEQ ID NO: 12 respectivamente en su interior.

En algunas realizaciones, las vacunas comprenden una combinacién de tres o mas proteinas hemaglutinina
consenso que incluyen una o mas de H1, H2, U2 y BHA. En algunas realizaciones, las vacunas comprenden una
combinacion de tres o mas proteinas hemaglutinina que incluyen U2 consenso, BHA consenso y una hemaglutinina
H3. En algunas realizaciones, las vacunas comprenden una combinacion de tres o mas proteinas hemaglutininas
que incluyen BHA consenso, una hemaglutinina H1 y una hemaglutinina H3. En algunas realizaciones, las vacunas
comprenden uno o mas antigenos de la patente estadounidense N.° de serie 12/375.518 y/o la patente
estadounidense N.° de serie 12/269.824. En algunas realizaciones, las vacunas comprenden la SEQ ID NO: 20 y/o
la SEQ ID NO: 22 y/o la SEQ ID NO: 24.

En algunas realizaciones, las vacunas comprenden una combinacion de 1) la proteina U2 hemaglutinina consenso
y/o una secuencia de acido nucleicos que codifica la proteina U2 hemaglutinina consenso, 2) la proteina BHA
hemaglutinina consenso y/o una secuencia de acido nucleicos que codifica la proteina BHA hemaglutinina consenso,
y 3) una proteina H3 hemaglutinina desvelada en la SEQ ID NO: 24.

En algunas realizaciones, las vacunas comprenden una combinacion de 1) la proteina BHA hemaglutinina consenso
y/o una secuencia de acido nucleicos que codifica la proteina BHA hemaglutinina consenso, 2) una proteina H1
hemaglutinina que tiene la SEQ ID NO: 20 y/o SEQ ID NO: 22 y/o secuencias de acido nucleico de una proteina H1
hemaglutinina SEQ ID NO19 y/o SEQ ID NO: 21, y 3) una proteina H3 hemaglutinina que tiene la SEQ ID NO: 24 y/o
una secuencia de acido nucleico que codifica una proteina H3 hemaglutinina SEQ ID NO: 23 en su interior).

Las vacunas de ADN se desvelan en las patentes de Estados Unidos N.° 5.593.972, 5.739.118, 5.817.637,
5.830.876, 5.962.428, 5.981.505, 5.580.859, 5.703.055 y 5.676.594. La vacuna de ADN puede comprender ademas
elementos o reactivos que inhiben que se integre en el cromosoma. La vacuna puede ser un ARN del antigeno de
hemaglutinina. La vacuna de ARN puede introducirse en la célula.

La vacuna puede ser una vacuna recombinante que comprende la construccion genética o el antigeno descrito
anteriormente. La vacuna también puede comprender uno o mas antigenos de hemaglutinina consenso en forma de
una o mas subunidades de proteinas, una o mas particulas de gripe inactivadas que comprenden uno o mas
antigenos de hemaglutinina consenso, o una o mas particulas de gripe inactivadas que comprenden uno o mas
antigenos de hemaglutinina consenso. La vacuna atenuada pueden ser vacunas vivas atenuadas, vacunas
inactivadas y vacunas que usan vectores recombinantes para suministrar genes extrafios que codifican uno o mas
antigenos de hemaglutinina consenso, asi como vacunas de subunidad y glucoproteina. Ejemplos de vacunas vivas
atenuadas, aquellas que usan vectores recombinantes para suministrar antigenos extrafios, vacunas de subunidad y
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vacunas de glucoproteina se describen en las patentes de Estados Unidos N.%: 4.510.245; 4.797.368; 4.722.848;
4.790.987; 4.920.209; 5.017.487; 5.077.044; 5.110.587; 5.112.749; 5.174.993; 5.223.424; 5.225.336; 5.240.703;
5.242.829; 5.294.441; 5.294.548; 5.310.668; 5.387.744; 5.389.368; 5.424.065; 5.451.499; 5.453.3 64; 5.462.734;
5.470.734; 5.474.935; 5.482.713; 5.591.439; 5.643.579; 5.650.309; 5.698.202; 5.955.088; 6.034.298; 6.042.836;
6.156.319 y 6.589.529.

La vacuna puede comprender vectores y/o proteinas dirigidas a serotipos de gripe A de regiones particulares en el
mundo, por ejemplo, Asia. La vacuna también puede estar dirigida contra serotipos de gripe A de origen porcino que
ahora infectan a seres humanos. La vacuna puede comprender vectores y/o proteinas dirigidas a gripe B de
regiones particulares en el mundo. La vacuna también puede estar dirigida contra gripe B que infecta a seres
humanos. La vacuna puede comprender uno o mas vectores y/o una o mas proteinas dirigidas a una o mas cepas
de gripe A y/o B.

La vacuna proporcionada puede usarse para inducir respuestas inmunitarias que incluyen respuestas inmunitarias
terapéuticas o profilacticas. Pueden generarse anticuerpos y/o células T citotoxicas que estan dirigidos al antigeno
de hemaglutinina consenso, y también ampliamente entre multiples subtipos de virus de la gripe. Dichos anticuerpos
y células pueden aislarse.

La vacuna puede comprender ademas un excipiente farmacéuticamente aceptable. El excipiente farmacéuticamente
aceptable pueden ser moléculas funcionales como vehiculos, adyuvantes, portadores, o diluyentes. El excipiente
farmacéuticamente aceptable puede ser un agente que facilita la transfeccion, que puede incluir agentes
tensioactivos, tales como complejos inmunoestimuladores (ISCOMS), adyuvante incompleto de Freund, analogo de
LPS que incluye monofosforil lipido A, péptidos de muramilo, analogos de quinona, vesiculas tales como escualeno
y escualeno, acido hialurénico, lipidos, liposomas, iones de calcio, proteinas virales, polianiones, policationes, o
nanoparticulas, u otros agentes que facilitan la transfeccion conocidos.

El agente que facilita la transfeccion es un polianién, polication, incluyendo poli-L-glutamato (LGS), o lipido. El
agente que facilita la transfeccion es poli-L-glutamato, y mas preferentemente, el poli-L-glutamato esta presente en
la vacuna a una concentracion menor de 6 mg/ml. El agente que facilita la transfeccion también puede incluir
agentes tensioactivos tales como complejos inmunoestimuladores (ISCOMS), adyuvante incompleto de Freund,
analogo de LPS incluyendo monofosforil lipido A, péptidos de muramilo, analogos de quinona y vesiculas tales como
escualeno y escualeno, y acido hialurénico también pueden usarse administradas junto con la construccion genética.
En algunas realizaciones, las vacunas de vector de ADN también pueden incluir un agente que facilita la
transfeccion tal como lipidos, liposomas, incluyendo liposomas de lecitina u otros liposomas conocidos en la técnica,
como una mezcla de ADN-liposoma (véase por ejemplo el documento W09324640), iones de calcio, proteinas
virales, polianiones, policationes, o nanoparticulas, u otros agentes que facilitan la transfeccion conocidos.
Preferentemente, el agente que facilita la transfeccién es un polianién, polication, incluyendo poli-L-glutamato (LGS),
o lipido. La concentracion del agente de transfeccion en la vacuna es menor que 4 mg/ml, menor que 2 mg/ml,
menor que 1 mg/ml, menor que 0,750 mg/ml, menor que 0,500 mg/ml, menor que 0,250 mg/ml, menor que 0,100
mg/ml, menor que 0,050 mg/ml, o menor que 0,010 mg/ml.

El excipiente farmacéuticamente aceptable puede ser un adyuvante. El adyuvante puede ser otros genes que se
expresan en un plasmido alternativo o se suministran como proteinas en combinacién con el plasmido anterior en la
vacuna. El adyuvante puede seleccionarse entre el grupo que consiste en: interferén o (IFN-a), interferon B (IFN-B),
interferon vy, factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), TNFa, TNFB, GM-CSF, factor de crecimiento
epidérmico (EGF), quimioquina que atrae de células T cutaneas (CTACK), quimioquina expresada en el timo epitelial
(TECK), quimioquina epitelial asociada a las mucosas (MEC), IL-12, IL-15, MHC, CD80,CD86 incluyendo IL-15 que
tiene la secuencia sefial delecionada y que opcionalmente incluye el péptido sefial de IgE. El adyuvante puede ser
IL-12, IL-15, IL-28, CTACK, TECK, factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), TNFa, TNFB, GM-CSF,
factor de crecimiento epidérmico (EGF), IL-1, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-12, IL-18, o una combinacién de los
mismos.

Otros genes que pueden ser adyuvantes utiles incluyen aquellos que codifican: MCP-1, MIP-la, MIP-1p, IL-8,
RANTES, L-selectina, P-selectina, E-selectina, CD34, GlyCAM-1, MadCAM-1, LFA-1, VLA-1, Mac-1, pl50.95,
PECAM, ICAM-1, ICAM-2, ICAM-3, CD2, LFA-3, M-CSF, G-CSF, IL-4, formas mutantes de IL-18, CD40, CD40L,
factor de crecimiento vascular, factor de crecimiento de fibroblastos, IL-7, factor de crecimiento nervioso, factor de
crecimiento endotelial vascular, Fas, receptor de TNF, Flt, Apo-1, p55, WSL-1, DR3, TRAMP, Apo-3, AIR, LARD,
NGRF, DR4, DR5, KILLER, TRAIL-R2, TRICK2, DR6, Caspasa ICE, Fos, c-jun, Sp-1, Ap-1, Ap-2, p38, p65Rel,
MyD88, IRAK, TRAF®6, IkB, NIK inactiva, SAP K, SAP-1, JNK, genes de respuesta a interferon, NFkB, Bax, TRAIL,
TRAILrec, TRAILrecDRC5, TRAIL-R3, TRAIL-R4, RANK, LIGANDO DE RANK, 0x40, LIGANDO DE 0x40, NKG2D,
MICA, MICB, NKG2A, NKG2B, NKG2C, NKG2E, NKG2F, TAP1, TAP2 y fragmentos funcionales de los mismos.

La vacuna puede comprender ademas un agente facilitador de vacuna genética tal como se describe en la patente
estadounidense N.° de serie 021.579 presentada el 1 de abril de 1994.
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5. Métodos de suministro

En el presente documento se proporciona el uso de las formulaciones farmacéuticas, preferentemente vacunas, en
métodos de suministro para proporcionar construcciones genéticas y proteinas del antigeno de hemaglutinina que
comprenden epitopos que les hacen inmundgenos particularmente eficaces contra los que puede inducirse una
respuesta inmunitaria a infecciones viricas por gripe. El método de suministrar la vacuna, o vacunacion, puede
proporcionarse para inducir una respuesta inmunitaria terapéutica y/o profilactica. El proceso de vacunaciéon puede
generar en el mamifero una respuesta inmunitaria contra una pluralidad de subtipos de gripe, incluyendo un serotipo
H1N1, tal como el H1N1 de origen porcino 2009, u otras variedades estacionales y/o pandémicas. La vacuna puede
suministrarse a un individuo para modular la actividad del sistema inmunitario del mamifero y mejorar la respuesta
inmunitaria. El suministro de la vacuna puede ser la transfeccion del antigeno de HA como una molécula de acido
nucleico que se expresa en la célula y se suministra a la superficie de la célula en la que el sistema inmunitario la
reconoce e induce una respuesta celular, humoral, o celular y humoral. El suministro de la vacuna puede usarse
para inducir o desencadenar una respuesta inmunitaria en mamiferos contra una pluralidad de virus de la gripe
administrando a los mamiferos la vacuna tal como se describe en el presente documento.

En el momento del suministro de la vacuna al mamifero, e inmediatamente después, del vector en las células del
mamifero, las células transfectadas expresaran y secretaran la proteina de gripe correspondiente, incluyendo al
menos uno de los antigenos consenso, y preferentemente H1, H2, U2 y BHA. Estas proteinas secretadas, o
antigenos sintéticos, seran reconocidos como extrafios por el sistema inmunitario, que montara una respuesta
inmunitaria que puede incluir: anticuerpos preparados contra los antigenos, y una respuesta de células T
especificamente contra el antigeno. En algunos ejemplos, un mamifero vacunado con las vacunas descritas en el
presente documento tendra un sistema inmunitario sensibilizado y cuando es provocado con una cepa viral de gripe,
el sistema inmunitario sensibilizado permitira un rapido aclaramiento de posteriores virus de la gripe, ya sea por
medio humoral, celular o ambos. La vacuna puede suministrarse a un individuo para modular la actividad del sistema
inmunitario del individuo, mejorando de este modo la respuesta inmunitaria.

La vacuna puede suministrarse en forma de una vacuna de ADN y métodos de suministro de una vacuna de ADN se
describen en las patentes de Estados Unidos N.° 4.945.050 y 5.036.006.

La vacuna puede administrarse a un mamifero para desencadenar una respuesta inmunitaria en un mamifero. El
mamifero puede ser un ser humano, primate no humano, vaca, cerdo, oveja, cabra, antilope, bisonte, bufalo de
agua, boévidos, ciervo, puercoespines, elefantes, llama, alpaca, ratones, ratas, o pollo, y preferentemente ser
humano, vaca, cerdo o pollo.

a. Tratamientos de combinacién

Las composiciones farmacéuticas, preferentemente vacunas, pueden administrarse en combinacién con una o mas
otras proteinas de gripe o genes que codifican H1, H2, H3, H4, H5, H6, H7, H8, H9, H10, H11, H12, H13, H14, H15,
H16, N1, N2, N3, N4, N5, N6, N7, N8, N9 de gripe A, hemaglutinina y neuraminidasa de gripe B. La vacuna puede
administrarse en combinacion con proteinas o genes que codifican adyuvantes, que pueden incluir: interferén o
(IFN-a), interferon B (IFN-B), interferon vy, IL-12, IL-15, IL-28, CTACK, TECK, factor de crecimiento derivado de
plaquetas (PDGF), TNFa, TNFB, GM-CSF, factor de crecimiento epidérmico (EGF), IL-1, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10,
IL-12, IL-18, MCP-1, MIP-la, MIP-1p, IL-8, RANTES, L-selectina, P-selectina, E-selectina, CD34, GlyCAM-1,
MadCAM-1, LFA-1, VLA-1, Mac-1, pl50.95, PECAM, ICAM-1, ICAM-2, ICAM-3, CD2, LFA-3, M-CSF, G-CSF, IL-4,
formas mutantes de IL-18, CD40, CD40L, factor de crecimiento vascular, factor de crecimiento de fibroblastos, IL-7,
factor de crecimiento nervioso, factor de crecimiento endotelial vascular, Fas, receptor de TNF, Flt, Apo-1, p55, WSL-
1, DR3, TRAMP, Apo-3, AIR, LARD, NGRF, DR4, DR5, KILLER, TRAIL-R2, TRICK2, DR6, Caspasa ICE, Fos, c-jun,
Sp-1, Ap-1, Ap-2, p38, p65Rel, MyD88, IRAK, TRAF®6, kB, NIK inactiva, SAP K, SAP-1, JNK, genes de respuesta a
interferén, NFkB, Bax, TRAIL, TRAILrec, TRAILrecDRC5, TRAIL-R3, TRAIL-R4, RANK, LIGANDO DE RANK, 0x40,
LIGANDO DE 0x40, NKG2D, MICA, MICB, NKG2A, NKG2B, NKG2C, NKG2E, NKG2F, TAP1, o TAP2, o fragmentos
funcionales de los mismos.

b. Vias de administracion

La vacuna puede administrarse mediante diferentes vias incluyendo por via oral, por via parenteral, por via
sublingual, por via transdérmica, por via rectal, por via transmucosal, por via tdépica, por inhalacion, por
administracién bucal, por via intrapleural, intravenosa, intraarterial, intraperitoneal, subcutanea, intramuscular,
intranasal, intratecal e intraarticular o combinaciones de las mismas. Para uso veterinario, la composiciéon puede
administrarse como una formulacién aceptable adecuadamente de acuerdo con la practica veterinaria normal. El
veterinario puede determinar facilmente la pauta posolégica y la via de administracion que es la mas apropiada para
un animal particular. La vacuna puede administrarse mediante jeringas tradicionales, dispositivos de inyeccion sin
aguja, “pistolas de bombardeo de microproyectiles”, u otros métodos fisicos tales como electroporacion (“EP”),
“método hidrodinamico”, o ultrasonidos.

19



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 600 890 T3

El vector de la vacuna puede suministrarse al mamifero mediante varias tecnologias bien conocidas que incluyen
inyeccion de ADN (también denominada vacunacion con ADN) con y sin electroporacion in vivo, mediada por
liposomas, mediada por nanoparticulas, vectores recombinantes tales como adenovirus recombinante, virus
asociado a adenovirus recombinante y vaccinia recombinante. El antigeno de HA puede suministrarse mediante
inyeccion de ADN vy junto con electroporacion in vivo.

c. Electroporacion

La administracion de la vacuna mediante electroporacion de los plasmidos de la vacuna puede conseguirse usando
dispositivos de electroporacion que pueden estar configurados para suministro a un tejido deseado de un mamifero
un pulso de energia eficaz para hacer que se formen poros reversibles en membranas celulares, y preferentemente
el pulso de energia es una corriente constante similar a una corriente preestablecida introducida por un usuario. El
dispositivo de electroporacion puede comprender un componente de electroporacion y un conjunto de electrodos o
conjunto de mango. El componente de electroporacion puede incluir e incorporar uno o mas de los diversos
elementos de los dispositivos de electroporacion, incluyendo: controlador, generador de forma de onda de corriente,
testador de impedancia, registrador de forma de onda, elemento de entrada, elemento notificador de estado, puerto
de comunicacién, componente de memoria, fuente de alimentaciéon, y conmutador de alimentacion. La
electroporacion pueden conseguirse usando un dispositivo de electroporacion in vivo, por ejemplo sistema de EP
CELLECTRA® (VGX Pharmaceuticals, Blue Bell, PA) o electroporador Elgen (Genetronics, San Diego, CA) para
facilitar la transfeccion de células por el plasmido.

El componente de electroporacion puede funcionar como un elemento de los dispositivos de electroporacion, y los
otros elementos son elementos (o0 componentes) independientes en comunicacion con el componente de
electroporacioén. El componente de electroporacién puede funcionar como mas de un elemento de los dispositivos de
electroporacioén, que puede estar en comunicacion con otros elementos mas de los dispositivos de electroporacion
independientes del componente de electroporacion. Los elementos de los dispositivos de electroporacion que
existen como partes de un dispositivo electromecanico o mecanico pueden no estar limitados, dado que los
elementos pueden funcionar como un dispositivo o como elementos independientes en comunicacién entre si. El
componente de electroporacion puede ser capaz de suministrar el pulso de energia que produce la corriente
constante en el tejido deseado, e incluye un mecanismo de retroalimentacion. El conjunto de electrodos puede incluir
una matriz de electrodos que tiene una pluralidad de electrodos en una disposicion espacial, en la que el conjunto de
electrodos recibe el pulso de energia del componente de electroporacion y lo suministra al tejido deseado a través
de los electrodos. Al menos uno de la pluralidad de electrodos es neutro durante el suministro del pulso de energia y
mide la impedancia en el tejido deseado y comunica la impedancia al componente de electroporacion. El mecanismo
de retroalimentacion puede recibir la impedancia medida y puede ajustar el pulso de energia suministrado por el
componente de electroporacion para mantener la corriente constante.

Una pluralidad de electrodos puede suministrar el pulso de energia en un patrén descentralizado. La pluralidad de
electrodos puede suministrar el pulso de energia en el patron descentralizado a través del control de los electrodos
en una secuencia programada, y la secuencia programada es introducida por un usuario al componente de
electroporacion. La secuencia programada puede comprender una pluralidad de pulsos suministrados en secuencia,
en la que cada pulso de la pluralidad de pulsos es suministrada por al menos dos electrodos activos con un
electrodo neutro que mide la impedancia, y en la que un pulso posterior de la pluralidad de pulsos es suministrado
por uno diferente de al menos dos electrodos activos con un electrodo neutro que mide la impedancia.

El mecanismo de retroalimentaciéon puede realizarse mediante hardware o software. El mecanismo de
retroalimentacion puede realizarse mediante un circuito en bucle cerrado analégico. La retroalimentacion se produce
cada 50 ps, 20 ps, 10 us o 1 us, pero es preferentemente una retroalimentacion en tiempo real o instantanea (es
decir, sustancialmente instantanea segun lo determinado mediante técnicas disponibles para determinar el tiempo
de respuesta). El electrodo neutro pude medir la impedancia en el tejido deseado y comunica la impedancia al
mecanismo de retroalimentacion, y el mecanismo de retroalimentacién responde a la impedancia y ajusta el pulso de
energia para mantener la corriente constante a un valor similar a la corriente preestablecida. EI mecanismo de
retroalimentacion puede mantener la corriente constante continua e instantdneamente durante el suministro del
pulso de energia.

Los ejemplos de dispositivos de electroporacion y métodos de electroporacion que pueden facilitar el suministro de
las vacunas de ADN de la presente invencion, incluyen los descritos n la Patente de Estados Unidos N.° 7.245.963
de Draghia-Akli, et al., la publicacién de patente de Estados Unidos 2005/0052630 presentada por Smith, et al. Otros
dispositivos de electroporacion y métodos de electroporacion que pueden usarse para facilitar el suministro de las
vacunas de ADN incluyen aquellas proporcionadas en la solicitud de patente de Estados unidos pendiente de
tramitacion y de titularidad conjunta N.° de serie 11/874072, presentada el 17 de octubre de 2007, que reivindica el
beneficio segun 35 USC 119(e) de las solicitudes provisionales de Estados Unidos N.° de serie 60/852.149,
presentada el 17 de octubre de 2006, y 60/978.982, presentada el 10 de octubre de 2007.

La patente de Estados Unidos N.° 7.245.963 de Draghia-Akli, et al., describe sistemas de electrodos modulares y su
uso para facilitar la introduccién de una biomolécula en células de un tejido seleccionado en un cuerpo o planta. Los
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sistemas de electrodos modulares pueden comprender una pluralidad de electrodos de aguja; una aguja
hipodérmica; un conector eléctrico que proporciona una unién conductora desde un controlador de pulsos de
corriente constante programable a la pluralidad de electrodos de aguja; y una fuente de alimentacion. Un operador
puede agarrar la pluralidad de electrodos de aguja que estan montados sobre una estructura de soporte e insertarlos
firmemente en el tejido seleccionado en un cuerpo o planta. Las biomoléculas son suministradas a continuacion
mediante el agua hipodérmica al interior del tejido seleccionado. El controlador de pulsos de corriente constante
programable se activa y un pulso eléctrico de corriente constante se aplica a la pluralidad de electrodos de aguja. El
pulso eléctrico de corriente constante aplicado facilita la introduccién de la biomolécula en la célula entre la
pluralidad de electrodos.

La publicacion de patente de Estados Unidos 2005/0052630 presentada por Smith, et al., describe un dispositivo de
electroporacién que puede usarse para facilitar eficazmente la introduccién de una biomolécula en células de un
tejido seleccionado en un cuerpo o planta. El dispositivo de electroporacién comprende un dispositivo electrocinético
(“dispositivo EKD”) cuyo funcionamiento es especificado mediante software o firmware. El dispositivo EKD produce
una serie de patrones de pulso de corriente constante programables entre electrodos en una matriz basandose en
control y entrada por parte del usuario de los parametros del pulso, y permite el almacenamiento y la adquisicion de
datos de forma de onda de corriente. El dispositivo de electroporacion también comprende un disco de electrodo
sustituible que tiene una matriz de electrodos de aguja, un canal de inyeccion central para una aguja de inyeccion, y
un disco de guia amovible.

Las matrices de electrodos y los métodos descritos en la patente de Estados Unidos N.° 7.245.963 y la publicacion
de patente de Estados Unidos 2005/0052630 pueden adaptarse para penetracion profunda en no solamente tejidos
tales como musculos, sino también otros tejidos u 6rganos. Debido a la configuracién de la matriz de electrodos, la
aguja de inyeccion (para suministrar la biomolécula de eleccion) también es insertada completamente en el 6rgano
diana, y la inyeccion se administra perpendicular al tejido diana, en la zona que es pre-delineada por los electrodos.
Los electrodos descritos en la patente de Estados Unidos N.° 7.245.963 y la publicacién de patente de Estados
Unidos 2005/005263 son preferentemente de 20 mm de largo y de calibre 21.

Adicionalmente, contemplados en algunas realizaciones que incorporan dispositivos de electroporacion y usos de los
mismos, hay dispositivos de electroporacion que son los descritos en las siguientes patentes: patente de Estados
Unidos 5.273.525 presentada el 28 de diciembre de 1993, patentes de Estados Unidos 6.110.161 presentada el 29
de agosto de 2000, 6.261.281 presentada el 17 de julio de 2001, y 6,958,060 presentada el 25 de octubre de 2005, y
la patente de Estados Unidos 6.939.862 presentada el 6 de septiembre de 2005. Ademas, patentes que abarcan el
asunto proporcionado en la patente de Estados Unidos 6.697.669 presentada el 24 de febrero de 2004, que se
refiere al suministro de ADN usando cualquiera de diversos dispositivos, y la patente de Estados Unidos 7.328.064
presentada el 5 de febrero de 2008, concebida como un método de inyeccion de ADN, estan contemplados en el
presente documento.

d. Método de preparacion de una vacuna

En el presente documento se proporcionan métodos para preparar los plasmidos de ADN que comprenden las
vacunas de ADN descritas en el presente documento. Los plasmidos de ADN, después de la etapa de subclonacién
final en el plasmido de expresion en mamiferos, pueden usarse para inocular un cultivo celular en un tanque de
fermentacioén a gran escala, usando métodos conocidos en la técnica.

Los plasmidos de ADN para uso con los dispositivos de EP de la presente invencion pueden formularse o fabricarse
usando una combinacion de dispositivos y técnicas conocidas, pero preferentemente se fabrican usando una técnica
de fabricacion de plasmidos optimizada que se describe en una solicitud provisional de Estados Unidos N.° de serie
60/939.792 cedida, pendiente de tramitacion, que se presentd el 23 de mayo de 2007. En algunos ejemplos, los
plasmidos de ADN usados en estos estudios pueden formularse a concentraciones mayores que o iguales a 10
mg/ml. Las técnicas de fabricacion también incluyen o incorporan diversos dispositivos y protocolos que son
conocidos comunmente por los expertos en la materia, ademas de los descritos en la patente estadounidense N.° de
serie 60/939792, incluyendo los descritos en una patente cedida, la patente de Estados Unidos No. 7.238.522, que
se presento el 3 de julio de 2007.

Ejemplos

La presente invencion se ilustra adicionalmente en los siguientes ejemplos. Debe entenderse que estos ejemplos,
aunque indican realizaciones preferidas de la invencion, se dan a modo de ilustracién solamente. A partir de la
descripcion anterior y estos ejemplos, un experto en la materia puede valorar las caracteristicas esenciales de esta
invencion y, sin alejarse del alcance de la misma, puede realizar diversos cambios y modificaciones de la invencion
para adaptarla a diversos usos y condiciones. Por lo tanto, diversas modificaciones de la invencién ademas de las
mostradas y descritas en el presente documento seran evidentes para los expertos en la materia a partir de la
descripcion anterior. Dichas modificaciones también pretenden estar dentro del alcance de las reivindicaciones
adjuntas.
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Ejemplo 1
pGX2009 (pH1HAQ9) - Plasmido que codifica antigeno de hemaglutinina de gripe H1N1 2009 (gripe porcina)

La estructura principal de pGX2009 (H1HAQ9) es el vector de expresion modificado pVAX1 (Invitrogen, Carlsbad,
CA) bajo el control del promotor inmediato-temprano de citomegalovirus (CMV). El pVAX1 original se adquirié de
Invitrogen (Numero de catalogo V260-20) y se mantuvo a -20 °C. Tal como se ha indicado anteriormente, el analisis
de secuencias revel6 diferencias entre la secuencia de pVAX1 usada como la estructura principal de pGX2009 y la
secuencia de pVAX1 disponible de Invitrogen. Las diferencias se han mostrado anteriormente.

El plasmido pGX2009, también denominado pH1HAQ09, comprende una secuencia de acido nucleico que codifica
una molécula de hemaglutinina de gripe H1N1 2009 consenso (gripe porcina). Las 79 secuencias primarias usadas
para generar la secuencia consenso se seleccionaron de la base de datos The Influenza Sequence Database.

Los numeros de entrada para secuencias de nucledtidos que codifican la secuencia de aminoacidos para las
diversas proteinas H1 hemaglutinina de gripe A asi como las secuencias de aminoacidos codificadas por las
secuencias de nucledtidos son, en la base de datos GenBank, correspondientes a los siguientes numeros de
entrada. Los nimeros de entrada no entre paréntesis desvelan secuencias de nucleétidos y enumeran secuencias
de aminoacidos adicionales codificadas por ellas. Los nimeros de entrada entre paréntesis son para entradas de la
secuencia de aminoacidos correspondientes en la base de datos de proteinas GenBank. Los nimeros de entrada
son los siguientes: GQ323579.1 (ACS72657.1), GQ323564.1 (ACS72654.1), GQ323551.1 (ACS72652.1),
GQ323530.1 (ACS72651.1), GQ323520.1 (ACS72650.1), GQ323495.1 (ACS72648.1), GQ323489.1 (ACS72647.1),
GQ323486.1 (ACS72646.1), GQ323483.1 (ACS72645.1), GQ323455.1 (ACS72641.1), GQ323451.1 (ACS72640.1),
GQ323443.1 (ACS72638.1), GQ293077.1 (ACS68822.1), GQ288372.1 (ACS54301.1), GQ287625.1 (ACS54262.1),
GQ287627.1 (ACS54263.1), GQ287623.1 (ACS54261.1), GQ287621.1 (ACS54260.1), GQ286175.1 (ACS54258.1),
GQ283488.1 (ACS50088.1), GQ280797.1 (ACS45035.1), GQ280624.1 (ACS45017.1), GQ280121.1 (ACS45189.1),
GQ261277.1 (ACS34968.1), GQ253498.1 (ACS27787.1), GQ323470.1 (ACS72643.1), GQ253492.1 (ACS27780.1),
FJ981613.1 (ACQ55359.1), FJ971076.1 (ACP52565.1), FJ969540.1 (ACP44189.1), FJ969511.1 (ACP44150.1),
FJ969509.1 (ACP44147.1), GQ255900.1 (ACS27774.1),GQ255901.1 (ACS27775.1), FJ966974.1 (ACP41953.1),
GQ261275.1 (ACS34967.1), FJ966960.1 (ACP41935.1),FJ966952.1 (ACP41926.1), FJ966082.1
(ACP41105.1),GQ255897.1 (ACS27770.1), CY041645.1 (ACS27249.1), CY041637.1 (ACS27239.1),CY041629
(ACS27229.1), GQ323446.1 (ACS72639.1),CY041597.1 (ACS27189.1), CY041581.1 (ACS14726.1),CY040653.1
(ACS14666.1), CY041573.1 (ACS14716.1),CY041565.1 (ACS14706.1), CY041541.1 (ACS14676.1),GQ258462.1
(ACS34667.1), CY041557.1 (ACS14696.1), CY041549.1 (ACS14686.1), GQ283484.1 (ACS50084.1), GQ283493.1
(ACS50095.1), GQ303340.1 (ACS71656.1), GQ287619.1 (ACS54259.1), GQ267839.1 (ACS36632.1), GQ268003.1
(ACS36645.1), CY041621.1 (ACS27219.1), CY041613.1 (ACS27209.1), CY041605.1 (ACS27199.1), FJ966959.1
(ACP41934.1), FJ966982.1 (ACP41963.1), CY039527.2 (ACQ45338.1), FJ981612.1 (ACQ55358.1), FJ981615.1

),

),

),

— — — — — —

(ACQ55361.1), FJ982430.1 (ACQ59195.1), FJ998208.1 (ACQ73386.1), GQ259909.1 (ACS34705.1), GQ261272.1
(ACS34966.1), GQ287621.1 (ACS54260.1), GQ290059.1 (ACS66821.1), GQ323464.1 (ACS72642.1), GQ323473.1
(ACS72644.1), GQ323509.1 (ACS72649.1), GQ323560.1 (ACS72653.1), GQ323574.1 (ACS72655.1) y GQ323576.1
(ACS72656.1). Las secuencias de aminoacidos se descargaron de la base de datos NCBI Sequence Database, y
una secuencia de alineamiento y consenso se generd usando Clustal X. Una secuencia lider altamente eficiente, el
lider de IgE, se fusion6 en marco cadena arriba del coddn de iniciacion para facilitar la expresion. Con el fin de tener
un nivel mas elevado de expresion, el uso de codones de este gen de fusion se adaptd al sesgo de codones de
genes de Homo Sapiens. Ademas, también se realizé optimizacién de ARN: regiones de muy alto (>80 %) o muy
bajo (<30 %) contenido de GC y los motivos de secuencia que actian en cis tales como cajas TATA internas, sitios
chi y sitios de entrada ribosémicos se evitaron. Toda la secuencia se produjo de forma sintética en Geneart
(Regensburg, Alemania). EI gen H1HAQ09 genomanipulado sintético tenia 1818 pb de longitud (SEQ ID NO: 1) y fue
clonado en pVAX1 en sitios de BamHI y Xhol por Geneart (figura 2).

Ejemplo 2
Provocacion de hurones inmunizados con pGX2009 de gripe con A/Mexico/InDRE4487/2009

Se llevaron a cabo experimentos de provocacion usando hurones, un modelo preferido para gripe. Los hurones se
inmunizaron usando el plasmido pGX2009.

Animales: 4 grupos x 5 animales/grupo, mas un grupo de control con 4 animales = 24 hurones en total (macho)
Duracién: 18 semanas (incluyendo provocacion)
Dosis: 0,2 mg de plasmido

Resumen del protocolo: Se asignaron hurones aleatoriamente a grupos de vacuna de ADN. Los animales se
inmunizaron el dia 0, el dia 28 y el dia 56 del estudio. Los animales se anestesiaron con un coctel de
ketamina/midazolam, isoflurano o equivalente de acuerdo con protocolos de anestesia aprobados y se vacunaron IM
con combinaciones de vacunas de ADN para gripe. Los grupos 1y 2 fueron electroporados inmediatamente usando
el dispositivo de electroporacion (EP) a corriente constante CELLECTRA® a 0,5 Amp, pulsos de 52 milisegundos,
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0,2 s entre pulsos, 4 s de plazo de disparo, 3 pulsos totales. Los animales de control fueron controles sin tratamiento
previo (sin plasmido, sin EP). A los hurones se les permitié recuperarse de la anestesia en sus jaulas y fueron
monitorizados estrechamente durante 24 horas para garantizar una completa recuperacion.

Alimentos y agua estuvieron disponibles ad libitum durante toda la duracion del estudio. El dia 84, los animales
fueron provocados mediante infeccion intranasal con 1 ml de MX10 (A/Mexico/InDRE4487/2009; 5 x 105 UFP/ml).
Los animales fueron monitorizados a diario para signos clinicos (peso, temperatura, etc.), usando una ficha de
puntuacion establecida y aprobada. El 1, 3, 6, 9 y 15 dpi se recogieron lavados nasales y frotis rectales. Los
pulmones se recogieron a dia 15. Las muestras se almacenaron en RNAlater para carga viral mediante PCR en
tiempo real, medio para virus infeccioso (TCDI50) y formalina para histologia cuando era apropiado.

La figura 4 muestra un ensayo de inhibicién de hemaglutinina realizado con sueros de hurones inmunizados (3
inmunizaciones). Un valor cuantitativo de >1:40 se considera “protector”. Una linea de puntos indica la marca 1:40.
Todos los animales estaban por encima de la marca 1:40 después de 3 inmunizaciones. La figura 5 muestra
resultados de una provocacion de hurones inmunizados y no inmunizados con una novedosa cepa de H1N1, MX10
(A/Mexico/InDRE4487/2009). Todos los hurones inmunizados sobrevivieron, mientras que el 75 % de los hurones
sin tratamiento previo murieron en el periodo de 15 dias.
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atgaaggcta
tgcatcgget
gtgaccgtga
ctgagaggeg
aaccccegagt
agcagegaca
cagctgagea
cccaaccacy
ttctacaaga
agctacatca
accagegeoy
teteggtaca
gaaggccgga
gocaceggea
ggcatcatca
ggcegocatea
cctaagtacg
atccagagca

atggtggacg

gacctgaagt
gagaagatga
atcgagaacc
gagctgectgg
aatctgtacg
tgottegagt
tacgactace
aagctggaaa
ctggtgctgg

cagtgccgga

tcctegtegt
accacgccaa
cccacagegt
tggeoeceoctet
gogagagocet
acggcacctg
gcgtgtecag
acagcaacaa
acctgatctg
acgacaaggy
accagcagadqg
gcaagaagtt
tgaactacta
atctggtggt
tcagcgacac
acaccageocet
tgaagtccac
gaggeccotgtt

ggtggtacgg

ccacacagaa
acacccagtt
tgaacaagaa
tgctgetgga
agaaagtgcg
totaccacaa
ccaagtacag
goaccoggat
tggtgtccect

tectge
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gctgetgtac
caacagcacc
gaacctgectg
gecacoctggge
gtctaceoget
ttaccocceogge
cttecgagegy
gggegtgace
gctggtcaag
caaagaggtce
cctgtaccag
caagcocoogag
ctggaccctg
gcccagatac
cecceghgeac
gecettocag
taagctcocaga
tggegecatt

ctaccaccac

cgccatcgac
caccgecogtyg
ggtggacgac
aaacgagcgy
gagecagetyg
gtgegacaac
cgaggaagoe
ctaccagatce

gggegecate

accttcgeeca
gacaccgtgg
gaagataagec
aagtgcaata
ageteoctggt
gactteoateg
ttcgagatet
gocegectgte
aagggcaaca
ctegteoctet
aacgoogacy
atcgecatea
gtggagcccg
gecettogeca
gactgcaaca
aacatcocacce
ctggecaceg
gocggettta

cagaatgage

gagatcacca
ggcaaagagt
ggcttcetgg
accctggact
aagaacaacg
acctgtatgg
aagctgaacc
ctggecatet

teccttttgga

24

ccgccaacgc
ataccgtget
acaacggcaa
tegeoeggetyg
cctacategt
actacgagga
tccccaagac
ctcacgctgg
gctacceccaa
ggggcatcoca
cctacgtgtt
gacccaaagt
gcgacaagat
tggaaagaaa
ccacctgteca
ccatcaccat
gectgagaaa
tegagggegy

agggcagegy

acaaagtgaa
tcaaccaccet
acatctggac
accacgactc
ccaaagagat
aaagegtgaa
gggaagagat
actcoctactgt

tgtgctccaa

cgataccctg
ggaaaagaac
gctgtgcaag
gattotggge
ggagacaage
actgegggag
cagctcctgg
cgccaagagc
gctgagcaag
ccaccctage
cgtgggetcea

gogggaccag

caccttcgag
cgcoggeagc
gacccccaag
cggcaagtge
cgtgeoecage
ctggaccgga

ctacgecgee

cagegtgatce
ggaaaagcgyg
ctacaacgece
caacgtgaag
cggcaacgge
gaacggeace
cgacggegty
ggccagetea

cggcagectg

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

1560

1620

1680

1635



10

<210> 2
<211> 566
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Secuencia de proteina H1 de gripe

<400> 2

Met

Ala

Val

Leun

Ala

65

Asn

val

Ile

Glu

Lys

Asp

Asp

Leu

50

Pro

Pro

Glu

Asp

Arg
130

Ala

Thr

Thr

35

Glu

Leu

Glu

Thr

Tyr

115

Phe

Ile

Leu

20

Val

Asp

His

Cys

Ser

100

Glu

Glu

Leu

Cys

Leu

Lys

Leu

Glu

85

Ser

Glu

Ile
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Val

Ile

Glu

His

Gly

Ser

Ser

Leu

Phe

Val

Gly

Lys

Asn

55

Lysg

Len

Asp

Arg

Pro
135

Leu

Tyr

Asn

40

Gly

Cys

Ser

Asn

Glu

120

Lys

25

Leu

His

25

Val

Lys

Asn

Thr

Gly

105

Gln

Thr

Tyr

10

Ala

Thr

Len

Ile

Ala

80

Thr

Leu

Ser

Thr

Asn

Val

Cys

Ala

75

Ser

Cys

Ser

Ser

Phe

Asn

Thr

Lys

60

Gly

Ser

Tyr

Ser

Trp
140

Ala

Ser

His

45

Leu

Trp

Trp

Pro

Val

125

Pro

Thr

Thr

30

Ser

Ile

Ser

Gly

110

Ser

Asn

Ala

15

Asp

Val

Gly

Leu

Tyr

95

Asp

Ser

His

Asn

Thr

Asn

Val

Gly

Ile

Phe

Phe

Asp



Ser

145

Phe

Lys

Leu

Tyr

Lys

225

Glu

Ile

Ala

Val

Thr

305

Pro

Agn

Phe

His

Thr
385

Asn

Tyr

Leu

Trp

Gln

210

Lys

Gly

Thr

Met

Hig

2390

Ser

Lys

Val

Ile

His

370

Gln

Lys

Lys

Ser

Gly

195

Asnh

Phe

Arg

Phe

Glu

275

Asp

Leu

Tyr

Pro

Glu

355

Gln

Agn

Gly

Asn

Lys

180

Ile

Ala

Lys

Met

Glu

260

Arg

Cys

Pro

Val

Ser

340

Gly

Asn

Ala

Val

Leu

165

Ser

His

Asp

Pro

Asn

245

Ala

Asn

Asgn

Phe

Lys

325

Tle

Gly

Glu

Tle
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Thr

150

Ile

Tyr

His

Ala

Glu

230

Tyr

Thr

Ala

Thr

Gln

310

Ser

Gln

Trp

Gln

Asp
330

Ala

Trp

Ile

Pro

Tyr

215

Ile

Tyr

Gly

Gly

Thr

295

Asn

Thr

Ser

Thr

Gly

375

Glu

Ala

Leu

Asn

Ser

200

val

Ala

Trp

Asn

Ser

280

Cys

Ile

Lys

Arg

Gly

360

Ser

Ile

Cys

Val

Asp

185

Thr

Fhe

Ile

Thr

Leu

265

Gly

Gln

His

Leu

Gly

345

Met

Gly

Thr

26

Pro

Lys

170

Lys

Ser

Val

Arg

Leu

250

Val

Ile

Thr

Pro

Arg

330

Leu

Val

Tyr

Asn

His

155

Lys

Gly

Ala

Gly

Pro

235

Val

Val

Ile

Pro

Ile

315

Leu

Phe

Asp

Ala

Lys
385

Ala

Gly

Lys

Asp

Ser

220

Lys

Glu

Pro

Ile

Lys

300

Thr

Ala

Gly

Gly

Ala

380

Val

Gly

Asn

Glu

Gln

205

Ser

Val

Pro

Arg

Ser

285

Gly

Ile

Thr

Ala

Trp
365

Asp

Agn

Ala

Ser

Val

190

Gln

Arg

Arg

Gly

Tyr

270

Asp

Ala

Gly

Gly

Tle

350

Tyr

Leu

Ser

Lys

Tyr

175

Leu

Ser

Tyr

Asp

Asp

255

Ala

Thr

Ile

Lys

Leu

335

Ala

Gly

Lys

Val

Ser

160

Pro

vVal

Leu

Ser

Gln

240

Lys

Phe

Pro

Agn

Cys

320

Arg

Gly

Tyr

Ser

Tle
400
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Glu

Len

Leu

Glu

Lys

465

Cys

Lys

Asn

Gln

Val

545

Gln

<210> 3

<211> 1818
<212> ADN

Lys

Glu

Asp

Arg

450

Val

Phe

Asn

Ile
530

Ser

Cys

Met

Lys

Ile

435

Thr

Arg

Glu

Gly

Glu

515

Leu

Leu

Arg

Asn

Arg

420

Trp

Leu

Ser

Phe

Thr

500

Glu

Ala

Gly

Ile

<213> Secuencia Artificial

<220>

Thr

405

Ile

Thr

Asp

Gln

Tyr

485

Tyr

Ile

Ile

Ala

Cys
565

Gln

Glu

Tyr

Tyr

Len

470

His

Asp

Asp

Tyr

Ile

550

Ile
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Phe

Asn

Asn

His

455

Lys

Lys

Tyr

Gly

Ser

535

Ser

Thr

Len

Ala

440

Asp

Asn

Cys

Pro

Val

520

Thr

Phe

<223> Secuencia de ADN de antigeno IgE-H1-HAT

<400> 3

Ala

Asn

425

Glu

Ser

Asn

Asp

Lys

505

Lys

Val

Trp

27

Val

410

Lys

Leu

Asn

Ala

Asn

490

Tyr

Len

Ala

Met

Gly

Lys

Leu

Val

Lys

475

Thr

Ser

Glu

Ser

Cys
555

Lys

Val

Val

Lys

460

Glu

Cys

Glu

Ser

Ser

540

Ser

Glu

Asp

Leu

445

Asn

Ile

Met

Glu

Thr

525

Leu

Asn

Phe

Asp

430

Leu

Leu

Gly

Glu

Ala

510

Arg

Val

Gly

Asn

415

Gly

Glu

Tyr

Asn

Ser

495

Lys

Ile

Leu

Ser

His

Phe

Asn

Glu

Gly

480

Val

Leu

Tyr

Val

Leu
560



ttaattaagg
ctagagtgca
acgoecgatac
tgcotggaaaa
gcaagctgtg
gcetggattet
tegtggagac
aggaactgcg
agaccagctc
ctggcgeccaa
ccaagetgag
tccaccacoe
tgttegtggg
aagtgecggga
agatcacctt
gaaacgcegyg
gtcagaccce
ccateoggeaa
gaaacgtgecce
gcggctggac
goggctacge
tgaacagcgt
acctggaaaa
ggacctacaa
actccaacgt
agatcggecaa
tgaagaacgyg
agatcgacgg
ctgtggeocag
ccaacggeag

gatgactcga

atccgccacc
cagcatgaag
cotgtgeate
gaacgtgacc
caagctgaga
gggoaacooco
aagcagcagc
ggagcagetg
ctggcccaac
gagcttctac
caagagctac
tagcaccagce
cteatetegg
ccaggaaggc
cgaggccace
cagcocggcatc
caagggogoo
gtgcecctaag
cagcatccag
cggaatggtyg
cgccgacctg
gatcgagaag
geggatcegag
cgoecgagetg
gaagaatctg
cggctgettc
cacctacgac
cgtgaagctg
ctecactggtyg
cotgeagtge

ggocgogoo
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atggactgga
gctatccteg
ggctaccacg

gtgacccaca

ggcgtggece

gagtgcgaga

gacaacggcoa
agcagegtgt
cacgacagca
aagaacctga
atcaacgaca
googacoage
tacagcaaga
cggatgaact
ggcaatctgg
atcatcagcg
atcaacacca
tacgtgaagt
agcagaggod
gacgggtggt
aagtccacac
atgaacaccc
aacctgaaca
ctggtgetge
tacgagaaag
gagttctace
taccccaagt
gaaagcaccc
ctggtggtgt

cggatctgea

cctggattet
tegtgetget
ccaacaacaq
gogtgaaccet
ctctgecacct

goctgtetac

cotgttaceeo
ccagcttcga
acaagggcgt
tctggetggt
agggcaaaga
agagecctgta
agttecaageco
actactggac
tggtgcccag
acacccccgt
goctgeoecott
ccactaaget
tgtttggege
acggctacca
agaacgccat
agttcaccge
agaaggtgga
tggaaaacga
tgeggageoca
acaagtgcga
acagcgagga
ggatctacca

coctgggege

totaceccocota

28

gttcectggtyg
gtacaccttc
cacogacaco
gctggaagat
gggcaagtge
cgetagetec
cggegactte
geggttegag
gaccgccgec
caagaagggc
ggtoctegte
ccagaacgoo
cgagategeco
cctggtggag
atacgccttc
gcacgactge
ccagaacatce
cagactggec
cattgoegge
ccaccagaat
cgacgagatc
cgtgggcaaa
cgacggcette
geggaccectyg
gctgaagaac
caacacctgt
agccaagctg
gatcectggec

catctoettt

cgacgtgeococ

gctgetgeca
gocacegeca
gtggataccg
aagcacaacy
aatatcgeccg

tggtcoctaca

atcgactacg
atcttceccea
tgtcctcacyg
aacagctace
ctotggggea
gacgcctacg
atcagaccca
ccocggegaca
gccatggaaa
aacaccacct
caccccatea
accggectga
tttategagg
gagcaggygca
accaacaaaqg
gagttcaacec
ctggacatct
gactaccacg
aacgcocaaag
atggaaagcyg
aaccgggaag
atctactcta
tggatgtget

gactacgect

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

1560

1620

1680

1740

1800

1818
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<210> 4

<211> 593

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia de aminoacidos de antigeno IgE-H1-HAT

<400> 4

Met Asp Trp Thr Trp Ile Leu Phe Leu Val Ala Ala Ala Thr Arg Val
1 5 10 15
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His

Ala

Asp

Vval

65

Gly

Leu

Tyr

Asp

Ser

145

His

Lys

Tyr

Leu

Ser

225

Tyr

Asp

Ser

Asn

Thr

50

Asn

val

Gly

Ile

Phe

130

Phe

Asp

Ser

Pro

vVal

210

Leu

Ser

Gln

Ala

35

val

Leu

Ala

Asn

Val

115

Ile

Glu

Sar

Phe

Lys

185

Leu

Tyr

Lys

Glu

Lys

20

Asp

Asp

Leu

Pro

Pro

100

Glu

Asp

Arg

Asn

Tyr

180

Leu

Trp

Gln

Lys

Gly
260

Ala

Thr

Thr

Glu

Leu

85

Glu

Thr

Tyr

Phe

Lys

165

Lys

Ser

Gly

Asn

Phe

245

Arg
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Ile

Leu

Val

Asp

70

His

Cys

Ser

Glu

Glu

150

Gly

Asn

Lys

Ile

Ala

230

Lys

Met

Leu

Cys

Leu

55

Lys

Leu

Glu

Sar

Glu

135

Ile

Val

Leu

Ser

His

215

Asp

Pro

Asn

val

Ile

40

Glu

His

Gly

Ser

Ser

120

Leu

Phe

Thr

Ile

Tyr

200

His

Ala

Glu

Tyr

Val

25

Gly

Lys

Asn

Lys

Leu

105

Asp

Arg

Pro

Ala

Trp

185

Ile

Pro

Tyr

Ile

Tyr
265

30

Leu

Tyr

Asn

Gly

Cys

90

Ser

Asn

Glu

Lys

Ala

170

Leu

Asn

Ser

Vval

Ala
250

Trp

Leu

His

Val

Lys

73

Asn

Thr

Gly

Gln

Thr

155

Cys

Val

Asp

Thr

Phe

235

Ile

Thr

Tyr

Ala

Thr

60

Leu

Ile

Ala

Thr

Leu

140

Ser

Pro

Lys

Lys

Ser

220

vVal

Arg

Leu

Thr

Asgsn

45

Val

Cys

Ala

Ser

Cys

125

Ser

Ser

His

Lys

Gly

205

Ala

Gly

Pro

val

Phe

30

Asn

Thr

Lys

Gly

Ser

110

Tyr

Ser

Trp

Ala

Gly

150

Lys

Asp

Ser

Lys

Glu
270

Ala

Ser

His

Leu

Trp

95

Trp

Pro

Val

Pro

Gly
175

Asn

Glu

Gln

Ser

val

255

Pro

Thr

Thr

Ser

Arg

80

Ile

Ser

Gly

Ser

Asn

160

Ala

Ser

Val

Gln

Arg

240

Arg

Gly



Asp

Ala

Thr

305

Ile

Lys

Leu

Ala

Gly

385

Lys

val

Azsn

Gly

Glu

465

Tyr

Agn

Ser

Lys

Lys

Phe

290

Pro

AsSn

Cys

Gly

370

Tyr

Ser

Ile

His

Phe

450

Asn

Glu

Gly

val

Leu

Ile

275

Ala

Vval

Thr

Pro

Asn

355

Phe

Hisg

Thr

Glu

Leu

435

Leu

Glu

Lys

Cyse

Lys

515

Agn

Thr

Met

His

Ser

Lys

340

val

Ile

His

Gln

Lys

420

Glu

Asp

Arg

val

Phe

500

Asn

Arg

Phe

Glu

Asp

Leu

325

Tyr

Pro

Glu

Gln

Asn

405

Met

Lys

Ile

Thr

Arg

485

Glu

Gly

Glu
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Glu

Arg

Cys

310

Pro

Vval

Ser

Gly

Agn

380

Ala

Asn

Arg

Trp

Leu

470

Ber

Phe

Thr

Glu

Ala

Azn

295

Asn

Phe

Lys

Tle

Gly

375

Glu

Tle

Thr

Tle

Thr

455

Asp

Gln

Tyr

Tyr

Ile

Thr

280

Ala

Thr

Gln

Ser

Gln

360

Trp

Gln

Asp

Gln

Glu

440

Tyr

TYyr

Len

Hisg

Asp

520

Asp

Gly

Gly

Thr

ASn

Thr

345

Ser

Thr

Gly

Glu

FPhe

425

Asn

Asn

His

Lys

Lyg

505

Tyr

Gly

31

ASn

Ser

Cys

Ile

330

Lys

Arg

Gly

Ser

Ile

410

Thr

Leu

Ala

AsSp

Asn

430

Cys

Pro

Val

Leu

Gly

Gln

315

His

Leu

Gly

Met

Gly

395

Thr

Ala

Asn

Glu

Ser

475

Asn

Asp

Lys

Lys

val

Ile

300

Thr

Pro

Arg

Leu

val

380

Tyr

Asn

val

Lys

Leu

460

Asn

Ala

Agn

Tyr

Leu

val

285

Ile

Pro

Ile

Len

Phe

365

Asp

Ala

Lys

Gly

Lys

445

Len

val

Lys

Thr

Ser

525

Glu

Pro

Ile

Lys

Thr

2Ala

350

Gly

Gly

Ala

val

Lys

430

val

val

Lys

Glu

Cyse

510

Glu

Ser

Arg

Ser

Gly

Ile

335

Thr

Ala

Trp

Asp

Asn

415

Glu

Asp

Leu

Asn

Ile

495

Met

Glu

Thr

Tyr

Asp

Ala

320

Gly

Gly

Ile

Tyr

Leu

400

Ser

Phe

Asp

Leu

Leu

480

Gly

Glu

Ala

Arg
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530 535 540

Ile Tyr Gln Ile Leu Ala Ile Tyr Ser Thr Val Ala Ser Ser Leu Val
545 550 555 560

Leu Val Val Ser Leu Gly Ala Ile Ser Phe Trp Met Cys Ser Asn Gly
565 570 575

Ser Leu Gln Cys Arg Ile Cys Ile Tyr Pro Tyr Asp Val Pro Asp Tyr
580 585 580

Ala

<210>5

<211> 4739

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> pGX2009

<400> 5

32



gctgettege
atagtaatca
acttacggta
aatgacgtat
gtatttacgg
ccctattgac
atgggacttt
geggttttgg
tctccaccce
aaaatgtegt
ggtctatata
aattaatacg
accgagctceg
actagagtge
aacgcegata
gtgetggaaa
ggcaagcetgt
ggctggatte

atcgtggaga

gatgtacggg
attacggggt
aatggcccge
gttececcatag
taaactgeocec
gtcaatgacg
cctacttgge
cagtacatca
attgacgtca
aacaactcoceg
agcagagcetce
actcactata
gatcecgecac
acagcatgaa
ccctgtgeat
agaacgtgac
gcaagcetgag
tgggcaaccc

caagcagcag
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ccagatatac
cattagttca
ctggctgace
taacgccaat
acttggcagt
gtaaatggece
agtacatcta
atgggegtgy
atgggagttt
ccocattgac
tetggetaac
gggagacccoa
catggactgg
ggctatccte
cggctaccac
cgtgacccac
aggcegtggece
cgagtgcegag

cgacaacggca

gogttgacat
tagcccatat
gocccaacgac
agggacttte
acatcaagtg
cgectggeat
cgtattagtc
atageggttt
gttttggcac
gcaaatggge
tagagaaccc
agetggetag
acctggattc
gtegtgetge
goccaacaaca
agegtgaacce
cototgeace
agcctgteta

acctgttace

33

tgattattga
atggagttcc
ccccgeccat
cattgacgte
tatcatatge
tatgccoccagt
atcgctatta
gactcacggg
caaaatcaac
ggtaggegtyg
actgettact
cgtttaaact
tgttectggt
tgtacacctt
gcaccgacac
tgctggaaga
tgggcaagtyg
ccagetagete

coggegactt

ctagttatta
gcgttacata
tgacgtcaat
aatgggtyga
caagtacgece
acatgacctt
ccatggtgat
gatttccaag
gggactttce
tacggtggga
ggcttatega
taagcttggt
ggctgectgee
cgccaccgec
cgtggatace
taagcacaac
caatatecgee
ctggtectac

catcgactac

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140



gaggaactgo
aagaccagct
gctggegoeca
cccaagatga
atccaccacc
gtgttegtgg
aaagtgcggg
aagatcacct
agaaacgccg
tgtcagacce
accateggea
agaaacgtgc
ggcggetgga
agcggetacg
gtgaacageg
cacctggaaa
tggacctaca
gactccaacg
gagatcggeca
gtgaagaacg
gagatcgacg
actgtggcca
tccaacggca
tgatgacteg
agttgeccage
actcccactg
cattectattc
agcaggceatg
caagcgaacc
taaactggat
aagagacagg

cggecgettyg

gggagcaget
coctggeccaa
agagcttecta
geaagagota
ctagcaccag
gctcatecteg
accaggaagg
tegaggecac
gcagcggeat
ccaagggoge
agtgecectaa
ccagcatceca
ccggaatggt
cocgoegaccet
tgatcgagaa
agcggatcga
acgocoegaget
tgaagaatct
acggctgett
gcacctacga
gegtgaaget
gctcactggt
gectgeagtg
agtctagagg
catctgttgt
tectttecta
tggggggtgg
ctggggatgce
ggaattgeca
ggctttettg
atgaggatcg

ggtggagagg
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gagcagegtyg
ccacgacagc
caagaacctg
catcaacgac
cgccgaccag
gtacagcaag
ccggatgaac
cggcaatetg
catcatcagc
catcaacacc
gtacgtgaag
gagcagaggc
ggacgggtagg
gaagtcecaca
gatgaacacc
gaacctgaac
gectggtgetg
gtacgagaaa
cgagttctac
ctaccccaag
ggaaagcacc
gctggtggtg
ccggatctge
gececcgtttaa
ttgccectee
ataaaatgag
ggtggggeag
ggtgggetet
gctggggege
ccgocaagga
tttcgecatga

ctattegget

tocagetteg
aacaagggcg
atctggetgg
aagggcaaaqg
cagagcectgt
aagttcaagc
tactactgga
gtggtgecca
gacaccecccg
agoctgeoect
teccactaage
ctgtttggeg
tacggctacc
cagaacgcca
cagttecaceg
aagaaggtgg
ctggaaaacg
gtgcggagec
cacaagtgcg
tacagcgagg
cggatctace
tcecctgggeg
atctaccect
acccgetgat
ccegtgectt
gaaattgecat
gacagcaagg
atggctteta
cctectggtaa
tetgatggeg
ttgaacaaga

atgactgggce

34

agoeggttoga
tgaccgeege
tcaagaaggg
aggtcctagt
accagaacgc
ccgagatege
ccctggtgga
gatacgecett
tgcacgactg
tccagaacat
tecagactgge
ccattgcegg
accaccagaa
tegacgagat
cocgtgggecaa
acgacggett
agcggaccct
agctgaagaa
acaacacctg
aagccaaget
agatecctgge
ccatctcoett
acgacgtgce
cagecctegac
ccttgaccct
cgcattgtet
gggaggattg
ctgggoggtt
ggttgggaag
caggggatca
tggattgecac

dCaacagaca

gatcttoeooo
ctgtecectecac
caacagctac
cctotgggge
cgacgectac
catcagacce
goocggcgac
cgccatggaa
caacaccacc
ccaccocate
cacecggoctg
ctttatcgag
tgagcaggge
caccaacaaa
agagttcaac
cctggacatce
ggactaccac
caacgccaaa
tatggaaagc
gaaccgggaa
catctactet
ttggatgtgce
cgactacgec
tgtgecettet
ggaaggtgec
gagtaggtgt
ggaagacaat
ttatggacag
ccctgcaaag
agctctgate

gcaggttecte

atcggectget

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1520

15880

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060



ctgatgeege
acctgteoegg
cgacgggegt
tgctattggyg
aagtatccat
cattecgacca
ttgteogatea
ccaggetcaa
gcttgcoccgaa
tgggtgtgge
ttggcggega
agcocgeatege
tectgatgeg
actttteoggg
atgtatcege
cttcattttt
atcccttaac
tetteottgag
ctaccagegg
ggcttcagea
cacttcaaga
gctgetgeca
gataaggcge
acgacctaca
gaagggagaa
agggagctte
tgacttgage

agcaacgcgyg

<210>6
<211>1719
<212> ADN

cgtgttecgg
tgeccetgaat
tecettgegea
cgaagtgceg
catggctgat
ccaagcgaaa
ggatgatctg
ggcgagcatg
tatcatggtg
ggaccgctat
atgggctgac
ctteotatege
gtattttete
gaaatgtgeg
tcatgagaca
aatttaaaag
gtgagttttc
atcotttttt
tggtttgttt
gagcgcagat
actctgtage
gtggcgataa
agcggteggg
cogaactgag
aggcggacaq
cagggggaaa
gtegattttt

cctttttacg

<213> Secuencia Artificial
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ctgtecagege
gaactgcaag
goctgtgeteg
gggeaggatc
gcaatgecgge
catcgeateg
gacgaagage
coogacggeyg
gaaaatggce
caggacatag
cgettecteg
cttettgacg
cttacgeate
cggaaccect
ataaccctga
gatctaggtg
gttccactga
tetgogegta
gecoggatcaa
accaaatact
accgectaca
gtcgtgtett
ctgaacgggy
atacctacag
gtatcoceggta
cgoctggtat
gtgatgctecg

gttcctggee

aggggogoco
acgaggcage
acgttgtcac
tcctgtcatc
ggctgcatac
agogageacy
atcagggget
aggatctegt
gettttetgg
cgttggctac
tgectttacgg
agttetteotg
tgtgeggtat
atttgtttat
taaatgettc
aagatccttt
gogtcagacc
atctgetget
gagctaccaa
gttettetag
tacctecgetc
accgggttag
ggttcgtgeca
cgtgagetat
ageggoaggy
ctttatagte
tcagggggge

ttttgectgge

35

ggttettttt
geggetateg
tgaagcggga
tcacecttget
gcttgatceg
tacteggatyg
cgogecaged
cgtgaccecat
attcatcgac
cogtgatatt
tatcgeceget
aattattaac
ttcacacecge
ttttetaaat
aataatagca
ttgataatect
ccgtagaaaa
tgcaaacaaa
ctettttteco
tgtagecegta
tgctaateet
actcaagacg
cacagcccag
gagaaagoge
teggaacagyg
ctgtegggtt
ggagectatg

cttttgctca

gtcaagaccg
tggetggeca
agggactgge
cctgeoegaga
gctacctgee
gaagcocggte
gaactgtteg
ggogatgect
tgtggcegge
gctgaagage
ceccogattege
gcttacaatt
atcaggtgge
acattcaaat
cgtgctaaaa
catgaccaaa
gatcaaagga
aaaaccaceog
gaaggtaact
gttaggcocac
gttaccagtg
atagttaccg
cttggagega
cacgecttece
agagcgeacy
tegecaccte
gaaaaacgce

catgttectt

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

33800

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4739



<220>
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<223> Secuencia de ADN de antigeno H2 de gripe

<400> 6

ggtaccaage
ggcgaccaga
ctggaacgga
aagctgtgea
tggctgetgg
atggaaaaag
gaactgaagce
gaccggtgga
cccagettet
aagggeaget
cccaacgacy
ggcaccagea
ggeetgggea
ttcgagagca
agcagcggca
ccecbgggeg
gagtgcococcoca
ccocagatog
cagggcatgg
gcocgoagaca
gtgatcgaga
cggcggcetgg
aacgoogage
gtgaagaacc
aacggetget
ggcacctacg
ggcgtgaage
ggcagcctga

agcctgeagt

ttgeocaccat
tectgecatogg
acgtgaccgt
agctgaacgg
goaaccocoga
agaacococyg
acctgotgte
cccagcacac
tceggaacat
acaacaacac
agacagagca
coctgaacaa
geeggatgga
ccggcaacct
tcatgaaaac
ccatcaacac
agtacgtgaa
agagcaggygyg
tggacgggtg
aagagagcac
agatgaacac
aaaacctgaa
tgetggtget
tgtacgacaa
togagttota
actaccctaa
tgtccagecat
goctggetat

gocggatetyg

ggcocatcate
ctaccacgece
gacccacgce
catccececece
gtgcgacegg
ggacggocetg
cagegtgaag
caccaccgge
ggtgtggetyg
ctcoceggagaa
goggacoetyg
goggagoacae
attcagetgg
gatcgcceee
cgagggcace
caccchgece
gagcgagaag
acctgttogge
gtacggctac
ccagaaggce
ccagticgag
caagaaaatg
gatggaaaac
agtgceggatg
ccacaagtge
gtacgaggaa
gggegtgtac
tatgatggct

catctgatga

tacctgatce
aacaacagca
aaggacatcc
ctggaactgyg
ctgetgtocg
tgetaccoeg
cactteocgaga
ggcagcagag
accaagaagg
cagatgctga
taccagaacqg
cocgagateg
accctgetgg
gagtacggct
ctggaaaact
ttccacaacg
ctggtgetgy
gocattgocg
caccacagca
tteogacggca
gcegtgggea
gaagatggct
gagaggacod
cagetgeggyg
gacgacgagt
gagtccaagc
cagatcctgyg
ggcatcagect

ctegagete

36

tgetgtteac
cogagaaggt
tggaaaagac
gogactgeag
tgcocegagtyg
geagetteoaa
aggtgaaaat
cctgtgecgt
gcagcaacta
tecatetgggyg
tgggcaccta
coaccogged
acatgtggga
tcaagatcag
gcgagacaaa
tgcacceect
coacceggect
gattcatega
acgaccagygyg
tcaccaacaa
aagagttcag
teoctggacgt
tggactteoea
acaacgtgaa
geatgaacte
tgaaccggaa
ccatctacge

tttggatgtyg

cgcegtgegy
ggacaccatc
ccacaacggc
cattgecgge
gagctacatce
cgactacgag
cctgoccaag
gageggcaac
ccceghtggee
cgtgoaccac
cgtgagegty
caaggtgaac
caccatcaac
caagcggggc
gtgccagacc
gaccatcggc
geggaacgty
gggeggetgy
cagoggetac
ggtgaacagc
caacctggaa
gtggacctac
cgacagcaac
agagotggge
cgtgaagaac
cgagatcaag
caccgtggee

cagcaacggc

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

1560

1620

1680

1719
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<210>7

<211> 562

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia de aminoacidos de H2 de gripe

<400> 7

37



Met

Gln

Thr

Glu

Len

65

Glu

Lys

Tyr

Val

Gly

145

Met

Ser

His

Gly

Pro
225

Ala

Ile

Ile

Lys

50

Glu

Cys

Glu

Glu

Lys

130

Ser

Val

Tyr

His

Thr

210

Glu

Ile

Cys

Len

35

Thr

Len

Asp

Asn

Glu

115

Ile

Arg

Trp

Asn

Pro

195

Tyr

Ile

Ile

Ile

20

Glu

His

Gly

Arg

Pro

100

Len

Len

Ala

Len

Asn

180

Asn

Val

Ala

Tyr

Gly

Arg

Asn

Asp

Len

85

Arg

Lys

Pro

Cys

Thr

165

Thr

Asp

Ser

Thr
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Leu

Tyr

Asn

Gly

Cys

70

Len

Asp

His

Lys

Ala

150

Lys

Ser

Glu

Val

Arg
230

Ile

His

Val

Lys

55

Ser

Ser

Gly

Len

Asp

135

Val

Lys

Gly

Thr

Gly

215

Pro

Leu

Ala

Thr

40

Leu

Ile

Val

Leu

Len

120

Arg

Ser

Gly

Glu

Glu

200

Thr

Lys

Leu

Asn

25

Val

Cys

Ala

Pro

Cys

105

Ser

Trp

Gly

Ser

Gln

185

Gln

Ser

Val

38

Phe

10

Asn

Thr

Lys

Gly

Glu

90

Tyr

Ser

Thr

Asn

Asn

170

Met

Arg

Thr

Asn

Thr

Ser

His

Leu

Trp

75

Trp

Pro

Val

Gln

Pro

155

Tyr

Len

Thr

Len

Gly
235

Ala

Thr

Ala

Asn

60

Len

Ser

Gly

Lys

His

140

Ser

Pro

Ile

Leu

Asn

220

Len

Val

Glu

Lys

45

Gly

Len

Tyr

Ser

His

125

Thr

Phe

Val

Ile

Tyr

205

Lys

Gly

Arg

Lys

30

Asp

Ile

Gly

Ile

Phe

110

Phe

Thr

Phe

Ala

Trp

150

Gln

Arg

Ser

Gly

Val

Ile

Pro

Asn

Met

95

Asn

Glu

Thr

Arg

Lys

175

Gly

Asn

Ser

Asp

Asp

Len

Pro

Pro

80

Glu

Asp

Lys

Gly

Asn

160

Gly

Val

Val

Thr

Met
240



Glu

Ser

Glu

Phe

305

Lys

Ile

Gly

Asp

Phe

385

Thr

Leu

Thr

Asp

Gln

465

Tyr

Tyr

Phe

Thr

Gly

Thr

2390

His

Ser

Glu

Trp

Gln

370

Asp

Gln

Glu

Tyr

Phe

450

Leu

His

Asp

Ser

Gly

Ser

275

Lys

Asn

Glu

Ser

Gln

355

Gly

Gly

Phe

Asn

Asn

435

His

Arg

Lys

Tyr

Trp

Asn

260

Ser

Cys

val

Lys

Arg

340

Gly

Ser

Ile

Glu

Leu

420

Ala

Asp

Asp

Cys

Ero

Thr

245

Leu

Gly

Gln

His

Leu

325

Gly

Met

Gly

Thr

Ala

405

Asgn

Glu

Ser

Agn

AsSp

485

Lysg
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Leu

Ile

Ile

Thr

Pro

310

Val

Leu

Val

Tyr

Asn

3530

Val

Lys

Leu

Asgn

val

470

AsSp

Tyr

Len

Ala

Pro

295

Len

Len

Phe

Asp

Ala

375

Lys

Gly

Lys

Leu

Val

455

Lys

Glu

Glu

Asp

Pro

Lys

280

Len

Thr

Ala

Gly

Gly

360

Ala

val

Lys

Met

val

440

Lys

Glu

Cys

Glu

Met

Glu

265

Thr

Gly

Ile

Thr

Ala

345

Trp

Asp

Asn

Glu

Glu

425

Leu

Asn

Leu

Met

Glu

39

Trp

250

Tyr

Glu

Ala

Gly

Gly

330

Ile

Tyr

Lys

Sar

Phe

410

Asp

Met

Leu

Gly

Asn

430

Ser

Asp

Gly

Gly

Ile

Glu

315

Leu

Ala

Gly

Glu

val

395

Ser

Gly

Glu

Tyr

Asn

475

Ser

Lys

Thr

Phe

Thr

ASn

300

Cys

Arg

Gly

Tyr

Ser

380

Ile

Asn

Phe

Asn

Asp

4560

Gly

val

Leu

Ile

Lys

Len

285

Thr

Pro

Asn

Phe

His

365

Thr

Glu

Len

Len

Glu

445

Lys

Cys

Lys

Agn

ASn

Ile

270

Glu

Thr

Lys

val

Ile

350

Hisg

Gln

Lys

Glu

Asp

430

Arg

val

Phe

Asn

Arg

Fhe

255

Ser

Asn

Leu

Tyr

Fro

335

Glu

Ser

Lys

Meat

Arg

415

val

Thr

Arg

Glu

Gly

4395

Asn

Glu

Lys

Cys

Pro

val

320

Gln

Gly

Asn

Ala

Asn

400

Arg

Trp

Leu

Met

Phe

480

Thr

Glu
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500 505 510

Ile Lys Gly Val Lys Leu Ser Ser Met Gly Val Tyr Gln Ile Leu Ala
515 520 525

Ile Tyr Ala Thr Val 2la Gly Ser Leu Ser Leu aAla Ile Met Met Ala
530 535 540

Gly Ile Ser Phe Trp Met Cys Ser Asn Gly Ser Leu Gln Cys Arg Ile
545 550 555 560

Cys Ile

<210> 8

<211> 4628

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia de ADN de pGX2006

<400> 8

40



gactcttcge
atagtaatca
acttacggta
aatgacgtat
gtatttacgg
ccctattgac
atgggacttt
geggttttgg
tctccaccce
aaaatgtegt
ggtctatata
aattaatacg
accatggecca
atcggctace
accgtgacce
aacggcatcce
ccogagtgeg
coccgggacy

ctgtccageg

gatgtacggg
attacggggt
aatggcccge
gttececcatag
taaactgeocec
gtcaatgacg
cctacttgge
cagtacatca
attgacgtca
aacaactcoceg
agcagagcetce
actcactata
tcatctacct
acgccaacaa
acgccaagga
coccectgga
accggotget

goctgtgeta

tgaagcactt
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ccagatatac
cattagttca
ctggctgace
taacgccaat
acttggcagt
gtaaatggece
agtacatcta
atgggegtgy
atgggagttt
ccocattgac
tetggetaac
gggagacccoa
gatcctgetg
cagcaccgag
catcctggaa
actgggegac
gtoegtgece
coccggeoage

cgagaaggtyg

gogttgacat
tagcccatat
gocccaacgac
agggacttte
acatcaagtg
cgectggeat
cgtattagtc
atagcggttt
gttttggecac
gcaaatggge
tagagaaccc
agetggetag
ttcaccgeeg
aaggtggaca
aagacccaca
tgecageoattyg
gagtggaget
ttcaacgact

aaaatcctge

41

tgattattga
atggagttcc
ccccgeccat
cattgacgte
tatcatatge
tatgccoccagt
atcgctatta
gactcacggg
caaaatcaac
ggtaggegtyg
actgettact
cgtttaaact
tgeggggega
ccatcctgga
acggcaagct
caggetgget
acatcatgga
acgaggaact

ccaaggaccg

ctagttatta
gcgttacata
tgacgtcaat
aatgggtyga
caagtacgece
acatgacctt
ccatggtgat
gatttccaag
gggactttce
tacggtggga
ggcttatega
taagcttgee
ccagatctge
acggaacgtg
gtgcaagctg
getgggeoaac
aaaagagaac
gaagcacctg

gtggacccag

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140



cacaccacca
aacatggtgt
aacacctccg
gagcagegga
aacaagcgga
atggaattca
aacctgateg
aaaaccgagg
aacaccaccc
gtgaagagcg
aggggeetgt
gggtggtacg
agcacccaga
aacacccagt
ctgaacaaga
gtgctgatgg
gacaaagtgc
ttetaccaca
cctaagtacg
agcatgggeg
gctattatga
atctgecatct
gtgocctteta
gaaggtgecca
agtaggtgtc
gaagacaata
tatggacagc
cctgecaaagt
gctctgatca
caggttectec
tcggetgete

tcaagaccga

coggeggoag
ggctgaccaa
gagaacagat
ccctgtacca
gcaccocega
gctggacect
cccccgagta
gecaccctgga
tgccctteca
agaagetggt
teggegecat
gctaccacca
aggccttega
tegaggeegt
aaatggaaga
aaaacgagag
ggatgecaget
agtgecgacga
aggaagagtc
tgtaccagat
tggoctggeat
gatgactcga
gttgcecageeo
ctcececactgt
attctattct
gecaggcatgeo
aagcgaaceg
aaactggatg
agagacagga
ggccgettgg
tgatgecegeeo

cctgtecggt
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cagagcctgt
gaagggcagc
gctgatecate
gaacgtgggc
gatcgeoecace
gctggacatg
cggetteaag
aaactgcgag
caacgtgcac
getggecacc
tgecggatte
cagcaacgac
cggecatcacc
gggcaaagag
tggcttectg
gaccctggac
gcgggacaac
cgagtgeatg
caagctgaac
cotggecate
cagcttttgg
gtctagaggg
atctgttgtt
cctttectaa
ggggggtggg
tggggatgeg
gaattgeoceoag
gekttettge
tgaggategt
gtggagaggc
gtgttccgge

gccctgaatg

googtgageg
aactacceceg
tggggcgtge
acctacgtga
cggcocaagg
tgggacacca
atcagcaagce
acaaagtgec
cccctgacca
ggeoctgegga
atcgagggeg
cagggcageg
aacaaggtga
ttcagcaacc
gacgtgtgga
ttccacgaca
gtgaaagagc
aactcecgtga
cggaacgaga
tacgoccaceg
atgtgecageca
cccgtttaaa
tgcceoctece
taaaatgagg
gtggggcagg
gtgggeteta

ctggggegec

cgccaaggat
ttecgecatgat
tatteggeta
tgtcagegea

aactgcaaga

42

geaacaocag
tggccaaggg
accaccccaa
gogtgggeac
tgaacggect
tcaacttega
ggggcagceag
agacececccct
tcggcgagtg
acgtgccaca
gctggeaggg
gctacgcege
acagcgtgat
tggaacggeg
cctacaacge
gcaacgtgaa
tgggcaacgg
agaacggcac
tcaagggegt
tggccggeag
acggecagect
ccegetgate
cocgtgectte
aaattgecate
acagcaaggg
tggcttetac
ctetggtaag
ctgatggege
tgaacaagat
tgactgggea
ggggcgceecg

cgagygcageg

cttottecgg
cagctacaac
cgacgagaca
cagcacactyg
gggcagccgg
gagcaccggce
cggeatcatg
gggcgeeate
ccccaagtac
gatcgagage
catggtggac
cgacaaagag
cgagaagatg
gctggaaaac
cgagctgetg
gaacctgtac
ctgcttogag
ctacgactac
gaagctgtece
cctgagoctg
gcagtgcegg
agcctcgact
cttgaccectg
gcattgtetg
ggaggattgg
tgggcggttt
gttgggaage
aggggatcaa
ggattgcacg
caacagacaa
gttctttttg

cggctatcegt

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1520

15880

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060



ggctggeccac
gggactggct
ctgeccgagaa
ctacctgece
aagcooggteot
aactgttege
gcgatgectg
gtggcegget
ctgaagaget
ccegattegea
cttacaattt
tcaggtggca
cattcaaata
gtgctaaaac
atgaccaaaa
atcaaaggat
aaaccacoge
aaggtaactg
ttaggccace
ttaccagtgg
tagttacegg
ttggagcgaa
acgetteoceg
gagcgcacga
cgecacctet
aaaaacgcca

atgttett

<210>9
<211> 1695
<212> ADN

gacgggegtt
gctattggge
agtatccate
attecgacecac
tgteogateag
caggctcaag
cttgccgaat
gggtgtggeg
tggeggegaa
gogeategec
cotgatgoegg
cttttocgggg
tgtatcecget
ttcattttta
tocccttaacyg
cttettgaga
taccageggt
gcttcagecag
acttcaagaa
ctgctgceccag
ataaggegca
cgacctacac
aagggagaaa
gggagcttcc
gacttgagecg

gcaacgcgge

<213> Secuencia Artificial

<220>

ES 2 600 890 T3

ccttgegeag
gaagtgcegg
atggectgatg
caagocgaaac
gatgatectgg
gcgagecatge
atcatggtgg
gaccgctate
tgggotgace
tteotategee
tattttotee
aaatgtgege
catgagacaa
atttaaaagg
tgagtttteg
tecottttttt
ggtttgtttg
agcgcagata
ctctgtageca
tggcgataag
geggteggge
cgaactgaga
ggcggacagg
agggggaaac
tcgatttttg

ctttttacgg

<223> Secuencia de ADN de U2 de gripe

ctgtgctcga
ggcaggatcet
caatgoggeg
atcgeatega
acgaagagca
ccgacggega
aaaatggceg
aggacatage
gottectegt
ttettgacga
ttacgeoatcet
ggaacceccta
taaccctgat
atctaggtga
ttecactgag
ctgeogeogtaa
coggatcaag
ccaaatactg
ccgoctacat
tegtgtetta

tgaacggggyg

tacctacage
tatceggtaa
goctggtate
tgatgctegt

ttecctggeet

43

cgttgtcact
cctgtecatet
gctgecatacyg
gegagcacgt
teocaggggete
ggatctegtc
cttttctgga
gttggctacc
getttacggt
gttottetga
gtgoggtatt
tttgtttatt
aaatgctteca
agatcctttt
cgtcagaccoc
tetgetgett
agctaccaac
ttettectagt
acctegetet
ccgggttgga
gttegtgeac
gtgagectatg
goggeagyggt
tttatagtec
cagygygyggycyg

tttgetggec

gaagcggydgaa
caccttgete
cttgateoegg
actceggatgg
gogeodagooyg
gtgacccatg
ttcatcgact
cgtgatattg
atcgeegete
attattaacg
tecacaccogea
tttctaaata
ataatagcac
tgataatcte
cgtagaaaag
gcaaacaaaa
tetttttecg
gtagccgtag
gctaatcectg
ctcaagacga
acageccocage
agaaagcgece
cggaacagga
tgtegggttt
gagcctatgg

ttttgectcac

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4300

4560

4620

4628



<400> 9

aaggccaagce
atcggetace
accgtgacce
aagggaatcyg
ceccgagtgeg
agcgagaacy
ctgagecageg
aaccacgacy
tacaagaacc
tacatcaaca
atcgcegace
cactacagece
ggcoeggatea
aacggcaace
atcatcatca
gccatcaaca
aaatacgtge
cagagcagag
gtggacgggt
cagaagtcca
aagatgaaca
gaaaacctga
ctgctegtge
ctgtacgaga
ttegagttet
gactacccca
ctggaatcca
gtgetgetgg

tgcecggatct
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tgctggtget goctgtgcacce

acgccaacaa
acagcgtgaa
cccccctgea
agagcctgag
gocacctgtta
tgteocagett
tgaccaaggg
tgectgtgget
acaaagaaaa
agcagagecct
ggaagttcac
actactactg
tgategecocec
gcaacgcccce
gcagcctgec
ggagcaccaa
goctgttogg
ggtacggcta
cccagaacge
cccagttcac
acaagaaggt
tgctggaaaa
aagtgaagtc
accacaagtg
agtacagcga
tgggegtgta
tgtccctggg

gcate

cagcaccgac
cctgetggaa
gctgggcaag
cagcaagagc
coccggegac
cgagagatte
cgtgaccget
gaccaagaag
agaggtgcty
gtaccagaac
ccocgagate
gaccotgetg
cagatacgece
catgcacgac
cttccagaac
gctgcggatg
cgocattgee
ccaccaccag
catcgacgge
cgcegtggge
ggacgacggc
cgagcoggacc
ccagetgaag
caacaacgag
ggaaagcaag
ccagatcctg

cgecatctee

ttcgeocegeca ccaacgoega

accgtggata
gataagcaca
tgcaatateg
agctggtcct
ttegecgact
gagatctteco
agetgtageco
aacggcagct
gtcoctectggg
gagaacgcct
gocaagegyge
gaaceogged
ttegecetga
tgcgacacca
atccacecceg
goccaccggec
ggctteateg
aatgagcagg
atcaccaaca
aaagagttca
ttcctggaca
ctggacttcc
aacaacgoca
tgecatggaaa
ctgaaceggg
gccatctaca

ttttggatgt

44

cagtgetgga
acggcaagct
coggetggat
acatcgtgga
acgaggaact
ccaagaccaq
acgcaggoge
accccaagcet
gcgtecaceca
acgtgtcegt
ccaaagtgeqg
acaccatcat
gcagaggett
agtgccagac
tgaccatcgg
tgecggaacat
agggceggety
gcagcggeta
aagtgaacaqg
acaagctgga
tctggaccta
acgacagcaa
aagagatcgg
gegtgaagaa
aagagatcga
gcacegtgge

gctcoccaacgg

caccatctge
aaagaacgtg
gtgcaagctg
tctgggcaac
aacccccaac
gcgcgageayg
cagetggece
cagcagctte
gagcaagagc
ccccagcaca
gggcagcage
ggaccaggaa
cttegaggee
cggcagegge
cecctcaggge
cgagtgeece
ccccageate
gaccggaatg
cgoogecgac
cgtgatecgag
aaagcggatg
caacgccgaa
cgtgaagaac
caacggetge
cggaacctac
cggegtgaag
tagcagecctg

cagcctgeag

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

1560

1620

1680

1695
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<210> 10

<211> 565

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia de aminoacidos de U2 de gripe

<400> 10

45



Lys

Asp

Asp

Leu

Pro

65

Pro

Glu

Asp

Thr
145

Tyr

Leu

Trp

Gln

Lys

225

Gly

Ala

Thr

Thr

Glu

50

Len

Glu

Thr

Tyr

Phe

130

Lys

Lys

Ser

Gly

Asn

210

Phe

Arg

Lys

Ile

Val

35

Asp

Gln

Cys

Pro

Glu

115

Glu

Gly

Asn

Lys

Val

195

Glu

Thr

Ile

Leu

Cys

20

Leu

Lys

Leu

Glu

Asn

100

Glu

Ile

Val

Leun

Ser

180

His

Asn

Pro

Asn

Leu

Ila

Glu

His

Gly

Ser

85

Ser

Leu

Phe

Thr

Leu

165

Tyr

His

Ala

Glu

Tyr
245

ES 2 600 890 T3

Val

Gly

Lys

Asn

Lys

70

Leu

Glu

Arg

Pro

Ala
1540

Trp

Ile

Pro

Tyr

Ile

230

Tyr

Leu

Tyr

Asn

Gly

35

Cys

Sar

Asn

Glu

Lys

135

Sar

Lau

Asn

Sar

Val

215

Ala

Trp

Leu

His

vVal

40

Lys

Asn

Ser

Gly

Gln

120

Thr

Cys

Thr

Asn

Thr

200

Ser

Lys

Thr

Cys

Ala

25

Thr

Leu

Ile

Lys

Thr

105

Leu

Ser

Ser

Lys

Lys

185

Ile

Val

Arg

Leu

46

Thr

10

Asn

Val

Cys

Ala

Ser

90

Cys

Ser

Ser

His

Lys

170

Glu

Ala

Gly

Pro

Leu
250

Phe

Asn

Thr

Lys

Gly

75

Ser

Tyr

Ser

Trp

Ala

153

Asn

Lys

Asp

Ser

Lys

235

Glu

Ala

Ser

His

Leu

60

Trp

Trp

Pro

Val

Pro

140

Gly

Gly

Glu

Gln

Ser

220

Val

Pro

Ala

Thr

Ser

45

Lys

Ile

Eer

Gly

Ser

125

Asn

Ala

Ser

Val

Gln

205

His

Arg

Gly

Thr

Asp

30

Val

Gly

Leu

Tyr

Asp

110

Ser

His

Ser

Tyr

Leu

190

Ser

Tyr

Asp

Asp

Asn

15

Thr

Asn

Ile

Gly

Ile

95

Phe

Phe

Asp

Ser

Pro

175

Val

Leu

Ser

Gln

Thr
255

Ala

Val

Leu

Ala

Asn

80

vVal

Ala

Glu

Val

Phe

160

Lys

Leu

Tyr

Arg

Glu

240

Ile



Ile

Leu

His

Ser

305

Lys

Ile

Ile

His

Gln

385

Lys

Glu

Asp

val
465

Phe

Asn

Phe

Ser

Asp

250

Leu

Tyr

Pro

Glu

Gln

370

Asn

Met

Lys

Ile

Thr

450

Ly=s

Glu

Gly

Glu

Arg

275

Cys

Pro

Val

Ser

Gly

355

Ash

Ala

Asn

Arg

Trp

435

Leu

Ser

Phe

Thr

Ala

260

Gly

Asp

Phe

Arg

Ile

340

Gly

Glu

Ile

Thr

Met

420

Thr

Aszp

Gln

Tyr

Tyr
500

Asn

Phe

Thr

Gln

Ser

325

Gln

Trp

Gln

Asp

Gln

405

Glu

Tyr

Phe

Leu

His

485

Asp
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Gly

Gly

Lys

Asn

310

Thr

Ser

Thr

Gly

Gly

330

Phe

Asn

Asn

Hig

Lys

4740

Lys

Tyr

Asn

Ser

Cys

295

Ile

Lys

Arg

Gly

Sar

375

Ile

Thr

Leu

Ala

Asp

455

Asn

Cys

Pro

Leu

Gly

280

Gln

His

Leu

Gly

Met

360

Gly

Thr

Ala

Asn

Glu

440

Ser

Aszsn

Asn

Lys

Ile

265

Ile

Thr

Pro

Arg

Len

345

Val

Tyr

Asn

Val

Lys

425

Len

Asn

Ala

Asn

Tyr
505

47

Ala

Ile

Pro

val

Met

330

Phe

Asp

Ala

Lys

Gly

410

Lys

Leu

Val

Lys

Glu

490

Ser

Pro

Ile

Gln

Thr

315

Ala

Gly

Gly

Ala

Val

385

Lys

Val

Val

Ly=s

Glu

475

Cys

Gl

Ary

Ser

Gly

300

Ile

Thr

Ala

Trp

Asp

80

Asn

Glu

Asp

Leu

Asn

460

Ile

Met

Glu

Tyr

Asn

285

2la

Gly

Gly

Ile

Tyr

365

Gln

Ser

Phe

Asp

Len

445

Leu

Gly

Glu

Ser

Ala

270

Ala

Ile

Glu

Leu

Ala

350

Gly

Lys

Val

Asn

Gly

430

Glu

Tyr

Asn

Ser

Lys
510

Phe

Pro

Asn

Cys

Arg

335

Gly

Tyr

Ser

Ile

Lys

415

Phe

Asn

Glu

Gly

val

495

Leu

Ala

Met

Ser

Pro

320

Asn

Phe

Hisg

Thr

Glu

400

Leu

Leu

Glu

Lys

Cys

480

Lys

Agn



ES 2 600 890 T3

48

Arg Glu Glu Ile Asp Gly Val Lys Leu Glu Ser Met Gly Val Tyr Gln
515 520 525
Ile Leu Ala Ile Tyr Ser Thr Val Ala Ser Ser Leu Val Leu Leu Val
530 535 540
Ser Leu Gly Ala Ile Ser Phe Trp Met Cys Ser Asn Gly Ser Leu Gln
545 550 555 560
Cys Arg Ile Cys Ile
565
<210> 11
<211> 1809
<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Secuencia de ADN de antigeno IgE-U2-HAT
<400> 11
ggtaccggat ccgecaccat ggactggace tggattctgt tectggbege cgetgetace 60
agggtgoact ctaaggccaa getgetggtg ctgetgtgea cottegecge caccaacgoc 120
gacaccatot goateggota ccacgecaac aacagoaceg acaccgtgga tacegtgetg 180
gaaaagaacyg tgaccegtgac ccacagegtg aacctgetgg aagataagea caacggoaag 240
ctgtgcaage tgaagggaat cgceccccetg cagotgggeca aghbgeaatat cgoocggetgg 300
attctgggea acccegagtg cgagagoetg agcagcaaga gcagetggtc ctacatcgtg 360
gaaaccccca acagcgagaa cggcacchgt taccecggeg acttegecga ctacgaggaa 420
ctgegegage agetgageag cgtgtcecage ttegagagat tcogagatett cecccaagacce 480
agcagetgge ccaaccacga cgtgaccaag ggegtgaceg ctagetgtag ccacgeagge 540
gecageaget tetacaagaa cetgetgtgg ctgaccaaga agaacggoag ctaccoccaag 600
ctgagcaaga gctacatcaa caacaaagaa aaagaggtge tggbtcoctetg gggegtcecac 660
caccccagea caategecga ccagcocagage ctgtaccaga acgagaacge ctacgtgtece 720
gtgggcagca gecactacag coggaaghte acccecgaga togecaageg goccaaagtg 780
agggaccagg aaggecggat caactactac tggacoctge tggaaccogg cgacaccatce 840
atcocttegagg cocaacggoaa cctgatogoe cocagatacg cottoegeoct gageagagge 900
tteggeageg geatcatcat cageaacgee cocatgeacg actgegacac caagtgocag 960
acccctcagg gegecatcaa cageageetg cocttccaga acatccacec cgtgaccatce 1020
ggcgagbgee ccaaatacgt goggagcace aagchtgegga tggeocaccgg cotgocggaac 1080
atccccagea tccagagcag aggoctgtte ggogecattg ceggettcat cgagggogge 1140
tggaccggaa tggtggacgg gtggtacgge taccaccacce agaatgagea gggcagoeggce 1200
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tacgcogecy accagaagtc cacccagaac gecatcgacg goatcaccaa caaagtgaac 1260
agcgtgatceg agaagatgaa cacccagtte acegecgtgg goaaagagtt caacaagetg 1320
gaaaagoegga tggaaaaccet gaacaagaag gtggacgacqg gottcctgga catctggace 1380
tacaacgcoog aactgoetegt getgotggaa aacgagegga coctggactt ccacgacage 1440
aacgtgaaga acctgtacga gaaagtgaag tcccagectga agaacaacgc caaagagatc 1500
ggcaacggct gecttegagtt ctaccacaag tgcaacaacg agtgcatgga aagegtgaag 1560
aacggaacct acgactaccc caagtacage gaggaaagcea agctgaaccg ggaagagate 1620
gacggegtga agetggaatc catgggegtg taccagatcec tggecatcta cagecaccgtg 1680
gectageagee tggtgetget ggtgtcoccetyg ggegeocatet cettttggat gtgetcocaac 1740
ggcagectge agtgecggat ctgeatctac cectacgacg tgeccgacta cgectgatga 1800
ctogagote 1809

<210>12

<211> 592

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia de aminoacidos de antigeno IgE-U2-HAT

<400> 12

49



Met

His

Asn

Thr

Asn

65

Ile

Gly

Ile

Asp

Ser

Ala

Val

50

Leu

Ala

Asn

Val

Trp

Lys

Asp

35

Asp

Leu

Pro

Pro

Glu
115

Thr

Ala

20

Thr

Thr

Glu

Leu

Glu

100

Thr

Trp

Lys

Ile

Val

Asp

Gln

85

Cys

Pro

ES 2 600 890 T3

Ile

Leu

Cys

Leu

Lys

70

Leu

Glu

Asn

Leu

Leu

Ile

Glu

55

His

Gly

Ser

Ser

Phe

Val

Gly

40

Lys

Asn

Lys

Len

Glu
120

Leu

Leu

25

Tyr

Asn

Gly

Cys

Ser

105

Asn

50

Val

10

Leu

His

Val

Lys

Asn

90

Ser

Gly

Ala

Cys

Ala

Thr

Leu

75

Ile

Lys

Thr

Ala

Thr

Asn

Val

60

Cys

Ala

Ser

Cys

Ala

Phe

Asn

45

Thr

Lys

Gly

Ser

Tyr
125

Thr

Ala

30

Ser

His

Leu

Trp

Trp

110

Pro

Arg

15

Ala

Thr

Ser

Lys

Ile

95

Ser

Gly

Val

Thr

Asp

Val

Gly

Leu

Tyr

Asp



Phe

Phe

145

Asp

Ser

Pro

val

Leu

225

Ser

Gln

Thr

Phe

Pro

305

Asn

Cys

Gly

Ala

130

Glu

Val

Phe

Lys

Leu

210

Tyr

Arg

Glu

Ile

Ala

220

Met

Ser

Pro

Asn

Phe
370

Asp

Arg

Thr

Tyr

Leu
185

Trp

Gln

Lys

Gly

Ile

275

Leu

His

Ser

Lys

Ile

355

Ile

Tyr

Phe

Lys

Lys

180

Ser

Gly

Asn

Phe

Arg

260

Phe

Ser

Asp

Leu

Tyr

340

Pro

Glu

Glu

Glu

Gly

165

Asn

Lys

val

Glu

Thr

245

Ile

Glu

Arg

Cys

Pro

325

Val

Ser

Gly

ES 2 600 890 T3

Glu

Ile

150

Val

Leu

Ser

His

Asn

230

Pro

Asgn

Ala

Gly

Asp

310

Phe

Arg

Ile

Gly

Leu

135

Phe

Thr

Leu

Tyr

His

215

Ala

Glu

Tyr

Asn

Phe

285

Thr

Gln

Ser

Gln

Trp
375

Arg

Pro

Ala

Trp

Ile

200

Pro

Tyr

Ile

Tyr

Gly

2380

Gly

Lys

Asn

Thr

Ser

360

Thr

Glu

Lys

Ser

Leu

185

Asn

Ser

Val

Ala

Trp

265

Asn

Ser

Cys

Ile

Lys

345

Arg

Gly

51

Gln

Thr

Cys

170

Thr

Asn

Thr

Ser

Lys

250

Thr

Leu

Gly

Gln

His

330

Leu

Gly

Met

Leu

Ser

155

Ser

Lys

Lys

Ile

Val

235

Arg

Leu

Ile

Ile

Thr

315

Pro

Arg

Leu

Val

Ser

140

Ser

Hisg

Lys

Glu

Ala

220

Gly

Pro

Leu

Ala

Ile

300

Pro

Val

Met

Phe

Asp
380

Ser

Trp

Ala

Asn

Lys

205

Asp

Eer

Lys

Glu

Pro

285

Ile

Gln

Thr

aAla

Gly

365

Gly

Val

Pro

Gly

Gly

130

Glu

Gln

Ser

val

Pro

270

Arg

Ser

Gly

Ile

Thr

350

Ala

Trp

Ser

Agn

Ala

175

Ser

val

Gln

His

Arg

255

Gly

Tyr

Asn

Ala

Gly

335

Gly

Ile

Tyr

Ser

His

160

Ser

Tyr

Leu

Ser

Tyr

240

Asp

Asp

Ala

Ala

Ile

320

Glu

Leu

Ala

Gly



10

Tyr

385

Ser

Ile

Lys

Phe

Asn

465

Glu

Gly

Val

Len

Tyr

545

Leu

Len

<210> 13
<211> 1749
<212> ADN

His

Thr

Glu

Len

Leu

450

Glu

Lys

Cys

Lys

Asn

530

Gln

Val

Gln

His

Gln

Lys

Glu

435

Asp

Arg

Val

Phe

Asn

515

Arg

Ile

Ser

Cys

Gln

Asn

Met

420

Lys

Ile

Thr

Lys

Glu

500

Gly

Glu

Leu

Leu

Arg
580

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

Asn

Ala

405

Asn

Arg

Trp

Leu

Ser

485

Phe

Thr

Glu

Ala

Gly

565

Ile

<223> Secuencia de ADN de BHA

<400> 13

ES 2 600 890 T3

Glu

350

Ile

Thr

Met

Thr

Asp

470

Gln

Tyr

Tyr

Ile

Ile

550

Ala

Cys

Gln

Asp

Gln

Glu

Tyr

455

Phe

Len

His

Asp

Asp

535

Tyr

Ile

Ile

Gly

Gly

Phe

Asn

440

Asn

His

Lys

Lys

Tyr

520

Gly

Ser

Ser

Tyr

Ser

Ile

Thr

425

Len

Ala

Asp

Asn

Cys

505

Pro

Val

Thr

Phe

Pro
585

52

Gly

Thr

410

Ala

Asn

Glu

Ser

Asn

430

Asn

Lys

Lys

Val

Trp

570

Tyr

Tyr

385

Asn

Val

Lys

Leu

Asn

475

Ala

Asn

Tyr

Len

Ala

555

Met

Asp

Ala

Lys

Gly

Lys

Leu

460

Val

Lys

Glu

Ser

Glu

540

Ser

Cys

Val

Ala

Val

Lys

Val

445

Val

Lys

Glu

Cys

Glu

525

Ser

Ser

Ser

Pro

Asp

Asn

Glu

430

Asp

Leu

Asn

Ile

Met

510

Glu

Met

Leu

Asn

Asp
550

Gln

Ser

415

Phe

Asp

Leu

Leu

Gly

495

Glu

Ser

Gly

Val

Gly

575

Tyr

Lys

400

Val

Asn

Gly

Glu

Tyr

480

Asn

Ser

Lys

Val

Leu

560

Ser

Ala



aaggccatca
atcaccagca
accggegtga
accaagaccce
ctgggcagac
gtgeggeeeg
ctcceccaace
gcocgagaagyg
accagcaaga
accgecacca
atcacegtgt
agcaaccccc
atcggegget
gtggactaca
ctgetgeecee
cctetgateg
ccctactaca
cccoctgaage
ggcttetteg
tggcacgget
acccaggaag
aagaatctge
gacgagaagy
ctgectgteca
aagctgaaga
aagcacaagt
gagttcagee
ggcctggaca
accctgatga

atctgectyg

tegtgetget
geaacageoe
toceoecotgac
ggggaaaget
ctatgtgegt
tgaccagcgg
tgctgcgggg
cocctggegyg
goggettttt
acccccotgac
ggggcttcca
agaagttcac
tceccegaceca
tggtgcagaa
agaaagtgtg
gogaggecga
cocggegagea
tggccaacygg
gogectatcoge
acacatcteca
ccatcaacaa
ageggetgag
tggacgacct
acgagggecat
agatgctggg
gcaaccagac
tgeceocacett
accacaccat

tcgeccatett

ES 2 600 890 T3

gatggtggtc

ccacgtggte

caccaccoce
gtgecoccaag
gggcaccace
ctgecttcececee
ctacgagaac
ccottacaga
cgocacaatg
cgtggaagty
cagcgataac
cagctecgee
gacagaggat
geocggoaayg
gtgegecage
ttgecoctgeac
cgccaaagcc
caccaagtac
cggetttetg
cggegeteat
gatcaccaag
cggegecatg
gegggccgac
catcaacagc
cectagegee
ctgectggac
cgacageocetg
cctgetgtac

catecgtgtac

acaagcaacyg
aaaaccgeca
accaagagoed
tgectgaact
cctagocgeeca
atcatgcacg
atccggectga
ctgggeacaa
gectgggecy
coctacatet
aagacccaga
aacggcgtga
ggcggectge
aceggoacea
ggecggtoca
gagaagtacg
atcggcaact
cggccteoceg
gaaggcggcet
ggegtggecy
aacctgaaca
gacgagcetge
accatctcca
gaggacgagc
gtggacatcg
cggategetg
aacatcaceqg
tacagcacceqg

atggtgtctc

53

ccgaccggat
cccagggega
acttegecaa
gcaccgaccet
aggccagecat
accggaccaa
gcacccagaa
geggetettyg
tgcoccaagga
gcaccgagygyg
tgaagaacct
ccacccacta
cccagagegg
tegtgtacceca
aagtgatcaa
geggectgaa
gececcecatctg
ccaagctget
gggagggcat
tggeoegetga
gectgagega
acaacgagat
gccagatcga
atctgectgge
gcaacggctyg
caggeacett
cageocageoct
cagcctecag

gggacaacgt

ctgcaccggce
agtgaacgtg
cctgaaggge
ggacgtggoce
cctgcacgaa
gatccggcag
cgtgatcaac
coccaacgee
caacaacaag
cgaggaccag
gtacggcgac
cgtgtcccag
cagaatcgtg
gceggggeate
gggeagecty
caagagcaag
ggtcaaaacc
gaaagagoegy
gatcgcocgge
tetgaagtee
gcetggaagty
cctggaactg
gctggecgtyg
cctggaacgyg
cttecgagaca
caacgocgge
gaacgacgac
cctggecgtyg

gtcctgecage

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

1560

1620

1680

1740

1749
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<210> 14

<211> 583

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia de aminoacidos de BHA

<400> 14

54



Lys

Ile

Ala

Thr

Gly

Leu

Ile

His

Glu

Pro

145

Thr

Asp

Ile

Asp

Lys

225

Ile

Ala

Cys

Thr

Pro

50

Lys

Gly

Len

Asp

Asn

130

Gly

Ser

Asn

Cys

Asn

210

Phe

Gly

Ile

Thr

Gln

35

Thr

Leu

Arg

Hig

Arg

115

Ile

Gly

Lys

Asn

Thr

195

Lys

Thr

Gly

Ile

Gly

20

Gly

Lys

Cys

Pro

Gln

100

Thr

Arg

Pro

Ser

Lys

180

Gln

Thr

Ser

Phe

Val

Ila

Glu

Ser

Pro

Met

85

vVal

Lys

Leu

Tyr

Gly

165

Thr

Gly

Gln

Ser

Pro
245
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Leu

Thr

Val

His

Lys

70

Cys

Arg

Ile

Ser

Arg

150

Phe

Ala

Glu

Met

Ala

230

Asp

Lau

Ser

Asn

Phe

35

Cys

Val

Pro

Arg

Thr

135

Leu

Phe

Thr

Asp

Lys

215

Asn

Gln

Met

Ser

vVal

40

Ala

Leu

Gly

val

Gln

120

Gln

Gly

aAla

Asn

Gln

200

Asn

Gly

Thr

Val

Asn

25

Thr

Asn

Asn

Thr

Thr

105

Leu

Asn

Thr

Thr

Pro

185

Tle

Leu

vVal

Gln

55

Val

10

Ser

Gly

Leu

Cys

Thr

90

Ser

Pro

Val

Ser

Met

170

Leu

Thr

Tyr

Thr

Asp
250

Thr

Pro

Val

Lys

Thr

75

Pro

Gly

Asn

Ile

Gly

153

Ala

Thr

Val

Gly

Thr

235

Gly

Ser

His

Ile

Gly

60

Asp

Ser

Cys

Leu

Asn

140

Ser

Trp

Val

Trp

Asp

220

His

Gly

Asn

Val

Pro

45

Thr

Leu

Ala

Fhe

Leu

125

Ala

Cys

Ala

Glu

Gly

205

Ser

Tyr

Leu

Ala

Val

30

Leu

Lys

Asp

Lys

Pro

110

Arg

Glu

Pro

Val

Val

190

Phe

Asn

Val

Pro

Asp

15

Lys

Thr

Thr

Val

Ala

95

Ile

Gly

Lys

Agn

Pro

175

Pro

His

Pro

Ser

Gln
255

Arg

Thr

Thr

Arg

Ala

80

Ser

Met

Tyr

Ala

Ala

160

Lys

Tyr

Ser

Gln

Gln

240

Ser



Gly

Thr

Ala

Glu

305

Pro

Trp

Pro

Phe

Thr

385

Thr

Glu

Leu

Ala

Glu

465

Lys

Cys

Arg

Ile

Ser

250

Ala

Tyr

Val

Ala

Leu

370

Ser

Gln

Leu

His

Asp

450

Gly

Leu

Phe

Ile

Val

275

Gly

Asp

Tyr

Lys

Lys

355

Glu

His

Glu

Glu

Asn

435

Thr

Ile

Lys

Glu

Val

260

Tyr

Arg

Cys

Thr

Thr

340

Leu

Gly

Gly

Ala

Val

420

Glu

Ile

Ile

Lys

Thr
500

Val

Gln

Ser

Leu

Gly

325

Pro

Leu

Gly

Ala

Ila

405

Lys

Ile

Ser

Asn

Met

485

Lys
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Asp

Arg

Lysg

His

310

Glu

Leu

Lys

Trp

His

390

Asn

Asn

Leu

Ser

Ser

470

Leu

His

Tyr

Gly

Val

285

Glu

His

Lys

Glu

Glu

375

Gly

Lys

Leu

Glu

Gln

455

Glu

Gly

Lys

Ile

280

Ile

Lys

Ala

Leu

Arg

360

Gly

val

Ile

Gln

Leu

440

Ile

Asp

Pro

Cys

56

Val

265

Leu

Lys

Tyr

Lys

Ala

345

Gly

Met

Ala

Thr

Arg

425

Asp

Glu

Glu

Ser

Asn
505

Gln

Leu

Gly

Gly

Ala

330

Asn

Phe

Ile

Val

Lys

410

Leu

Glu

Leu

His

Ala

490

Gln

Lys

Pro

Ser

Gly

315

Ile

Gly

Phe

Ala

Ala

385

Asn

Ser

Lys

Ala

Leu

475

val

Thr

Bro

Gln

Leu

300

Leu

Gly

Thr

Gly

Gly

380

Ala

Leu

Gly

val

Val

460

Leu

Asp

Cys

Gly

Lys

285

Fro

Asn

Asgn

Lys

Ala
365

Trp

Asp

Asn

Ala

Asp

445

Leu

Ala

Ile

Leu

Lys

270

val

Leu

Lys

Cys

Tyr

350

Ile

His

Leu

Ser

Met

430

Asp

Leu

Leu

Gly

Asp
510

Thr

Trp

Ile

Ser

Pro

335

Arg

Ala

Gly

Lys

Leu

415

Asp

Leu

Ser

Glu

Agn

495

Arg

Gly

Cys

Gly

Lys

320

Ile

Pro

Gly

Tyr

Ser

400

Ser

Glu

Arg

Asn

Arg

480

Gly

Ile
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Ala

Ser

His

545

Thr

Val

<210> 15

<211> 1865

<212> ADN

Ala

Leu

530

Thr

Len

Ser

Gly

515

Asn

Ile

Met

Cys

Thr

Ile

Leu

Ile

Ser
580

<213> Secuencia Artificial

<220>

Phe

Thr

Leu

Ala

565

Ile

ES 2 600 890 T3

Asn

Ala

Tyr

550

Ile

Cys

Ala Gly Glu Phe Ser Leu
520

Ala Ser Leu Asn Asp Asp
535 540

Tyr Ser Thr Ala Ala Ser
555

Phe Ile Val Tyr Met Val
570

Leu

<223> Secuencia de ADN de antigeno IgE-BHA-HAT

<400> 15

57

Pro

525

Gly

Ser

Ser

Thr Phe Asp

Leu Asp Asn

Leu Ala Val
560

Arg Asp Asn
575



ggtacoggat
cgggtgcaca
atctgeoaceg
gaagtgaacg
aacctgaagy
ctggacgtygg
atcoctgeacyg
aagatcegge
aacgtgatca
tgccccaacg
gacaacaaca
ggcgaggacc
ctgtacggeg
tacgtgtececco
ggcagaatcg
cagcggggca

aagggoageco

aacaagagca

cogeocaccat
gocaaggccat
gcatcaccag
tgaceggegt
goaccaagac
coctgggeag
aagtgoggec
agctccccaa
acgocogagaa
ccaccagcaa
agaccgccac
agatcaccgt
acagcaaccc
agatcggegg
tggtggacta
tcctgetgee
tgecteotgat

agccctacta
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ggactggacce
categtgetg
cagcaacagce
gatcceceoetg
cocggggadag
acctatgtge
cgtgaccage
cctgetgegy
ggccectgge
gageggettt
caaccccetg
gtggggctte
ccagaagtte
cttocecgac
catggtgcag
ccagaaagtg
eggegagged

caccggcgag

tggattetgt
ctgatggtgg
cooccacgtgg
accaccacoe
ctgtgoeocca
gtgggcacca
ggotgettee
ggctacgaga
ggoccttaca
ttcgoccacaa
accgtggaag
cacagcgata
accagctccyg
cagacagagg
aagcccoggea
tggtgcgeca
gattgcectge

cacgccaaaqg

58

tectggtgge
tcacaagcaa
tcaaaacegce
ccaccaagaqg
agtgoctgaa
ccoctagege
ccatcatgea
acatcegget
gactgggeac
tggectggge
tgccctacat
acaagaccca
ccaacggegt
atggeoggect
agaccggcac
gecggeeggte
acgagaagta

ccatcggcaa

cgotgocaca
cgocgacegy
caccocagggce
ccacttegeco
ctgoacogac
caaggocage
cgacoggace
gagcacccag
aageggetet
cgtgeoccaag
ctgcaccgag
gatgaagaac
gaccacccac
gcocccagagcoe
catecgtgtac
caaagtgatc
cggeggectyg

ctgecccecate

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080
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tgggtcaaaa
ctgaaagagce
atgategecg
gatctgaagt
gagcetggaag
atcctggaac
gagctggcocyg
goccctggaac
tgottegaga
ttcaacgccyg
ctgaacgacyg
agcocctggecg
gtgteoctgea

toote

<210> 16
<211>610
<212> PRT

cceccectgaa
ggggcttett
getggeacgy
coacecagga
tgaagaatct
tggacgagaa
tgetgetgtce
ggaagctgaa
caaagcacaa
gogagttcag
acggcctgga
tgacceotgat

goatetgeocet

<213> Secuencia Artificial

<220>

ES 2 600 890 T3

gctggccaac
cggegetate
ctacacatcet
agccatcaac
gcageggety
ggtggacgac
caacgagggc
gaagatgctg
gtgcaaccag
cctgeccace
caaccacacc
gategeccate

gtaccccotac

ggcaccaagt
gocggetttc
cacggegete
aagatcacca
agoggogeca
ctgecgggceg
atcatcaaca
ggccctageg
acctgoctgg
ttecgacagec
atcctgetgt

ttecategtgt

gacgtgecoceg

<223> Secuencia de aminoacidos de antigeno IgE-BHA-HAT

<400> 16

59

accggoctec
tggaaggcgg
atggegtgge
agaacctgaa
tggacgaget
acaccatctc
gogaggacga
cogtggacat
accggatoge
tgaacatcac
actacagcac
acatggtgte

actacgectga

cgccaagetyg
ctgggaggge
cgtggecget
cagcctgage
geacaacgag
cagccagatc
gcatctgetg
cggcaacggc
tgooggoace
cgcogecage
cgecagectce
tegggacaac

tgactegage

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1865



Met

His

Asp

Lys

Thr

65

Thr

Val

Asp

Ser

Thr

50

Thr

Arg

Ala

Trp

Lys

Ile

35

Ala

Thr

Gly

Leu

Thr

Ala

20

Cys

Thr

Pro

Lys

Gly
100

Trp

Ile

Thr

Gln

Thr

Len

85

Arg

ES 2 600 890 T3

Ile

Ile

Gly

Gly

Lys

70

Cys

Pro

Leu

Val

Ile

Glu

55

Ser

Pro

Met

Phe

Leu

Thr

40

Val

His

Lys

Cys

Leu

Leu

25

Ser

Asn

Phe

Cys

Val
105

60

Val

10

Met

Ser

Val

Ala

Len

90

Gly

Ala

Val

Asn

Thr

Asn

75

Asn

Thr

Ala

Val

Ser

Gly

60

Leu

Cys

Thr

Ala

Thr

Pro

45

Val

Lys

Thr

Pro

Thr

Ser

30

His

Ile

Gly

Asp

Ser
110

Arg

15

Asn

Val

Pro

Thr

Len
95

Ala

Val

Ala

Val

Leu

Lys

80

Asp

Lys



Ala

Ile

Gly

145

Lys

Ash

Pro

Pro

His

225

Pro

Ser

Gln

Thr

Trp

305

Ile

Ser

Pro

Ser

Met

130

Tyr

Ala

Ala

Lys

Tyr

210

Ser

Gln

Gln

Ser

Gly

230

Cys

Gly

Lys

Tle

Ile

115

His

Glu

Pro

Thr

Asp

195

Ile

Asp

Lys

Ile

Gly

275

Thr

Ala

Glu

Pro

Trp
355

Leun

Asp

Asn

Gly

Ser

180

Asn

Cys

Asn

Phe

Gly

260

Arg

Ile

Ser

Ala

Tyr

340

Val

His

Ile

Gly

165

Lys

Asn

Thr

Lys

Thr

245

Gly

Ile

Val

Gly

Asp

325

Tyr

Lys

ES 2 600 890 T3

Glu

Thr

Arg

150

Pro

Ser

Lys

Glu

Thr

230

Ser

Phe

vVal

Tyr

Arg

310

Cys

Thr

Thr

Val

Lys

135

Leu

Tyr

Gly

Thr

Gly

215

Gln

Ser

Pro

Val

Gln

295

Ser

Leu

Gly

Pro

Arg

120

Ile

Ser

Arg

Phe

Ala

200

Glu

Met

Ala

Asp

Asp

280

Lys

His

Glu

Leu
360

61

Pro

Arg

Thr

Leu

Phe

185

Thr

Asp

Lys

Asn

Gln

265

Tyr

Gly

Val

Glu

His

345

Lys

Val

Gln

Gln

Gly

170

Ala

Asn

Gln

Asnh

Gly

250

Thr

Met

Ile

Ile

Lys

330

Ala

Leu

Thr

Leu

Asn

153

Thr

Thr

Pro

Ile

Leun

235

Val

Glu

Val

Leu

Lys

315

Tyr

Lys

Ala

Ser

Pro

140

Val

Ser

Met

Leu

Thr

220

Tyr

Thr

Asp

Gln

Leu

300

Gly

Gly

Ala

Agn

Gly

125

Asn

Ile

Gly

Ala

Thr

205

Val

Gly

Thr

Gly

Lys

285

Pro

Ser

Gly

Ile

Gly
365

Cys

Leu

Asn

Ser

Trp

130

Val

Trp

Asp

His

Gly

270

Pro

Gln

Leu

Leu

Gly

350

Thr

Phe

Leu

Ala

Cys

175

Ala

Glu

Gly

Ser

Tyr

255

Leu

Gly

Lys

Pro

Agn

335

Asn

Lysg

Pro

Arg

Glu

160

Pro

Val

Val

Phe

AsSn

240

Val

Pro

Lys

Val

Lenu

320

Lys

Cys

Tyr



Ala

385

Gly

Lys

Leu

Asp

Leu

465

Ser

Glu

Asn

Phe

545

Asp

Ala

Asp

Tyr

Pro

370

Gly

Tyr

Ser

Ser

Glu

450

Arg

Asn

Arg

Gly

Ile

530

Asp

Asn

Val

Asn

Ala
610

Fro

Phe

Thr

Thr

Glu

435

Leu

Ala

Glu

Lys

Cys

315

Ala

Ser

His

Thr

Val
585

Ala

Leu

Ser

Gln

420

Leu

His

Asp

Gly

Leu

500

Phe

Ala

Leu

Thr

Leu

580

Ser

Lys

Glu

Hig

405

Glu

Glu

Asn

Thr

Ile

485

Lys

Glu

Gly

Asn

Ile

565

Met

Cys

ES 2 600 890 T3

Leu

Gly

390

Gly

Ala

val

Glu

Ile

470

Ile

Lys

Thr

Thr

Ile

550

Leu

Ile

Ser

Leu

375

Gly

Ala

Ile

Lys

Ile

455

Sar

Asn

Met

Lys

Phe

535

Thr

Leu

Ala

Ile

Lys

Trp

His

Aszn

Asn

440

Leu

Ser

Ser

Leu

His

520

Azn

Ala

Tyr

Ile

Cys
600

Glu

Glu

Gly

Lys

425

Leu

Glu

Gln

Glu

Gly

505

Lys

Ala

Ala

Tyr

Phe

585

Leu

62

Gly

Val

410

Ile

Gln

Leu

Ile

Asp

490

Pro

Cys

Gly

Ser

Ser

570

Ile

Tyr

Gly

Met

385

Ala

Thr

Arg

Asp

Glu

475

Glu

Ser

Asn

Glu

Leu

555

Thr

Val

Pro

FPhe

380

Ile

Val

Lys

Leu

Glu

460

Leu

His

Ala

Gln

FPhe

540

Asn

Ala

Tyr

Tyr

Fhe

Ala

Ala

Asn

Ser

445

Lys

Ala

Len

Val

Thr

525

Ser

Asp

Ala

Met

Asp
605

Gly

Gly

Ala

Leu

430

Gly

val

Val

Leu

Asp

510

Cys

Leu

Asp

Ser

Val

530

val

Ala

Trp

Asp

415

Asn

Ala

Asp

Leu

Ala

495

Ile

Leu

Pro

Gly

Ser

375

Ser

Pro

Ile

His

400

Lenu

Ser

Met

Asp

Leu

480

Lenu

Gly

Asp

Thr

Lenu

560

Leu

Arg

Asp



10

15

20

25

30

ES 2 600 890 T3

<210> 17

<211> 18

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia de aminoacidos de lider de IgE

<400> 17

Met Asp Trp Thr Trp Ile Leu Phe Leu Val Ala Ala Ala Thr Arg Val

1 5

His Ser

<210> 18

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Secuencia de aminoacidos de marcador de HA

<400> 18

Tyr Pro Tyr Asp Val Pro Asp Tyr Ala

1

<210> 19

<211> 1707

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia de ADN de H1 de gripe

<400> 19

5

63

10

15



atggaaaaga
atcggctacc
accgtgaccce
gacggcgtga
cccatgtgeg
ceccogtgaacy
ctgtececegga
cacgaggeca
cggaacgtgy
aacaacacca
gocgagcaga
ctgaaccage

cggatggaat

ggcaacttea
atgaagagcyg
atcaacagca
tacgtgaaga
cggogggocy
cagggcatgg
geogocgaca
atcatcgaca
cggcggateyg
aacgcocgagc
gtgaagaacc
aacggctget
ggcacctacg
ggcgtgaaac
agcagectgg

agcocctgeoagt

tegtgetget
acgccaacaa
acgccocagga
agccectgat
acgagttcat
acctgtgcta
tcaaccactt
geetgggogt
tgtggetgat
accaggaaga
ccaagctgta
ggctggtgec
tottetggac

togeoecceccoga
agctggaata
gcatgeocecett
gcaacaggct
cocgoeocgggy
tggacgggty
aagagagcac
agatgaacac
agaacctgaa
tgectggtget
tgtacgacaa
tecgagttcta
actaccccca
tggaaagcat
coctggecat

gocggatotg

ES 2 600 890 T3

gttcgeccate
cagcaccgag
catcctggaa
cctgogggac
caacgtgecce
ccocoggegac
cgagaagatce
gagcagogee
caagaagaac
tctgetggte
ccagaacccc
ceggatcegee

catcctgaag

gtacgecctac
cggcaactge
ccacaacatc
ggtgctggce
ccetgttegge
gtacggctac
ccagaaggece
ccagttcgag
caagaaaatg
gatggaaaac
agtgeggety
ccacaagtge
gtacagcgag
cggcatctac
catggtggece

catctag

gtgagcctgg
caggtggaca
aagacccaca
tgcagegtygg
gagtggagct
ttcaacgact
cagatcatcc
tgecccatace
agcacctace
ctgtggggea
accacctaca
acccggtcca
cocaacgatg
aagatcgtga
aacaccaagt
caccccctga
accggcctge
gocategoeg
caccacagea
atcgacggeqg
gcegtgggec
gaagatggect
gagcggaccc
cagetgeggg
gacaacgagt
gaagcceggce
cagatcectga

ggcctgagec

64

tgaagagcga
ccatcatgga
acggcaaget
coggetgget
acatcgtgga
acgaggaact
ccaagageaq
agggcaagtc
ccaccatcaa
tccaccacce
tecagegtggg
aggtgaacgg
ccatcaactt
agaagggcga
gocagaccec
ccatcggoga
ggaacagccc
gcttcatega
atgagcaggy
tcaccaacaa
gggagttcaa
tcectggacgt
tggacttceca
acaacgccaa
gcatggaaag
tgaagcggga
gcatctacag

tgtggatgtyg

ccagatctge
adaaaacgtg
gtgegacctg
gctgggcaac
gaaggccaac
gaagcacctg
ctggtcocage
cagcettette
gcggagcotac
caacgacgcc
caccagcacc
ccagagcggc
cgagagcaac
cagcaccate
catgggocgee
gtgccccaag
cecagcgggay
gggeggetgy
cagceggetac
ggtgaacage
caacctggaa
gtggacctac
cgacagcaac
agagctggge
cgtgeoggaac
ggaaatcage
caccgtggece

cagcaacggc

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

1560

1620

1680

1707



10

<210> 20
<211> 568
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

ES 2 600 890 T3

<223> Secuencia de proteina H1 de gripe

<400> 20

Met
1

Asp

Asp

Len

Pro

65

Pro

Glu

Gln

Thr

Glu

50

Leu

Met

Lys

Ile

Ile

35

Lys

Ile

Cys

Ile

Cys

20

Met

Thr

Leu

Asp

Val

Ile

Glu

His

Arg

Glu

Len

Gly

Lys

Asn

Asp

Phe

Len

Tyr

Asn

Gly

55

Cys

Ile

Phe

His

Val

40

Lys

Ser

Asn

Ala

Ala

25

Thr

Len

Val

Val

65

Ile

10

Asn

Val

Cys

Ala

Pro

Val

Asn

Thr

Asp

Gly

Glu

Ser

Ser

His

Len

60

Trp

Trp

Len

Thr

Ala

45

Asp

Leu

Ser

Val

Glu

30

Gln

Gly

Leu

Tyr

Lys

15

Gln

Asp

Val

Gly

Ile

Ser

Val

Ile

Lys

Asn

80

Val



Glu

Asp

Lys

Leu

145

Lys

Gly

Asn

Leu

225

Phe

val

Asn

Met

305

Tyr

Pro

Lys

Tyr

Ile

130

Gly

Asn

Arg

Ile

Pro

210

val

Mat

Glu

Lys

Cys

290

Pro

val

Gln

Ala

Glu

115

Gln

val

val

Ser

Hig

185

Thr

Pro

Glu

Ser

Lys

275

Asn

Phe

Lys

Arg

ABD

100

Glu

Ile

Ser

val

Tyr

180

Hisg

Thr

Arg

Phe

ASn

260

Gly

Thr

His

Ser

Glu
340

85

Pro

Leu

Ile

Ser

Trp

165

Asn

Pro

Tyr

Ile

Phe

245

Gly

Asp

Lys

ABD

Asn

325

Arg

ES 2 600 890 T3

val

Lys

Pro

Ala

150

Leu

Asn

Asn

Ile

Ala
230

Trp

ASn

Ser

Cys

Ile

310

Arg

Arg

ABD

His

Lys

135

Cys

Ile

Thr

Asp

Ser

215

Thr

Thr

Phe

Thr

Gln

285

His

Leu

Ala

Asp

Leu

120

Ser

Pro

Lys

Asn

Ala

200

Val

Arg

Ile

Ile

Ile

280

Thr

Pro

Val

Ala

Leu

105

Lean

Ser

Tyr

Lys

Gln

185

Ala

Gly

Ser

Leu

Ala

265

Met

Fro

Leu

Leu

Ala
345

66

80

Cys

Ser

Trp

Gln

Asn

170

Glu

Glu

Thr

Lys

Lys

250

Pro

Lys

Thr

Ala
330

Arg

Tyr

Arg

Ser

Gly

155

Ser

Asp

Gln

Ser

Val

235

Pro

Glu

Ser

Gly

Lle

315

Thr

Gly

Pro

Ile

Ser

1440

Lys

Thr

Leu

Thr

Thr

220

Asn

Asn

Tyr

Glu

2Ala

300

Gly

Gly

Leu

Gly

Asn

125

His

Ser

TYyr

Leu

Lysg

205

Leu

Gly

Asp

Ala

Leu

285

Ile

Glu

Leu

Fhe

Asp

110

His

Glu

Ser

Pro

Val

150

Leu

Asn

Gln

Ala

Tyr

270

Glu

Asn

Cys

Arg

Gly
350

95

Phe

Phe

Ala

Phe

Thr

175

Leu

Tyr

Gln

Ser

Ile

255

Lys

Tyr

Ser

Pro

Asn

335

Ala

ABn

Glu

Ser

Phe

160

Ile

Trp

Gln

Arg

Gly

240

Asn

Ile

Gly

Ser

Lys

320

Ser

Ile



Ala Gly Phe Ile
355

Gly Tyr His His
370

Glu Ser Thr Gln
385

Ile Tle Asp Lys=

Asn Asn Leu Glu
420

Gly Phe Leu Asp
435

Glu Asn Glu Arg
450

Tyr Asp Lys Val
465

Asn Gly Cysz Phe

Ser Val Arg Asn
500

Arg Leu Lys Arg
515

Ile Tyr Gln Ile
530

Leu Ala Ile Met
545

Ser Leu Gln Cys

<210> 21

<211> 1728

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

Glu

Ser

Lys

Met

405

Arg

Val

Thr

Arg

Glu

485

Gly

Glu

Leu

Val

Arg
565

ES 2 600 890 T3

Gly

Asn

Ala

390

Asn

Arg

Trp

Leu

Len

470

Phe

Thr

Glu

Ser

Ala

550

Ile

Gly

Glu

375

Ile

Thr

Ile

Thr

Asp

455

Gln

Tyr

Tyr

Ile

Ile

535

Gly

Cys

Trp

360

Gln

Asp

Gln

Glu

Tyr

440

Phe

Len

His

Asp

Ser

520

Tyr

Leu

Ile

Gln

Gly

Gly

Phe

Asn

425

Asn

His

Arg

Lys

Tyr

505

Gly

Ser

Ser

67

Gly

Ser

Val

Glu

410

Len

Ala

Asp

Asp

Cys

490

Pro

Val

Thr

Leu

Met

Gly

Thr

395

Ala

Asn

Glu

Ser

Asn

475

Asp

Gln

Lys

Val

Trp
555

Val

Tyr

380

Asn

Val

Lys

Leu

Asn

460

Ala

Asn

Tyr

Len

Ala

540

Met

Asp

365

Ala

Lys

Gly

Lys

Leu

445

Val

Lys

Glu

Ser

Glu

525

Ser

Cys

Gly

Ala

Val

Arg

Met

430

Val

Lys

Glu

Cys

Glu

510

Ser

Ser

Ser

Trp

Asp

Asn

Glu

415

Glu

Leu

Asn

Len

Met

495

Glu

Ile

Leu

Asn

Tyr

Lys

Ser

400

Phe

Asp

Met

Leu

Gly

480

Glu

Ala

Gly

Ala

Gly
560



<220>

ES 2 600 890 T3

<223> Secuencia de ADN de H1 de gripe

<400> 21

ggtaccaage
acctacgeeg
accgtgetgg
aacggcaage
gcecggetgga
tacategtgg
tacgaggaac
cccaaagaga
aatggcaaga
cccaacctga
gtgcaccace
gtgagegtgy
aaagtgcggy
accatcateot
cgggygctteg
tgocagaccoe
accatcggoy
cggaacatce
ggcggcetgga
ageggctacg
gtgaacageg
aagctggaac
tggacctaca
gacagcaacy
gagatcggeca
gtgaagaatg
aagatcgacyg
accgtegett

agcaacggca

ttgeccaccat
acaccatctg
aaaagaacgt
tgtgectget
tcctgggecaa
agacccccaa
tgcgggagca
gecagcetggeco
gcagctteta
gcaagagcta
ccecccaacat
tgtccagececa
accaggaagg
togaggcocaa
goageggeat
ctocagggage
agtgeccccaa
ccagecatcca
coggeatggt
cogoogacea
tgatcgagaa
ggcggatgga
acgcegaget
tgaagaacct
acggetgett
goacctacga
gogtgaaget
coagectogt

goctgecagtyg

gaaggtgaaa
catcggotac
gaccgtgace
gaaaggcate
ccccgagtge
cccegagaac
gctgtcocage
caaccacace
coggaacetyg
cgccaataac
cggcgaccag
ctacagccgy
ccggatcaac
cggcaaccty
catcaccage
tattaacage
gtacgtgegy
gagcaggggc
ggacgggtgy
gaagagcoace
gatgaacacce
aaacctgaac
gctggtgetg
gtacgagaag
cgagttctac
ctaccccaag
ggaaagcatyg

cctgotegtyg

coggatctge

ctgctggtge
cacgocaaca
cacagcgtga
[« {alalalalalal ol (o]
gagchgctga
ggcacctget
gtgagcagcet
gtgaccggeyg
ctgtggetga
aaagaaaagqg
cgggecctgt
cggttcaccc
tactactgga
atcgcoococa
aacgoccoca
agcotgeceoct
agcgccaage
ctgttcggeg
tacggctace
cagaacgoca
cagttcaceg
aagaaggtyg
ctggaaaacg
gtgaaaagcc
cacaagtgca
tacagocgagg
ggcgtgtace
tecotgggeg

atctgatgac

68

tgctgtgecac
acagcaccga
acctgoctgga
agctgggeaa
tttccaaaga
accceggeta
tcgageggtt
tgagcgecaqg
coggcaagaa
aagtgctggt
accacaccga
ccgagatcge
ccectgetgga
gatacgecott
tggacgagty
toccagaacgt
tgcggatggt
ccatcgoccygg
accaccagaa
tcaacggeoat
cogtgggeoaa
acgacggett
ageggaccet
agctgaagaa
acgacgagtg
aaagcaagct
agatcotgge
ccatctectt

tcgagete

cttcaccgee
caccgtggat
agatagccac
ctgcagegtg
aagctggtce
cttegecgac
cgagatctte
ctgetecocac
cggectgtac
getgtgggge
gaacgcctac
caagcggccc
accecggogac
cgocctgage
cgacgecaag
goacocogty
gaccggecty
cttcatcgag
cgagcagggc
caccaacaag
agagttcaac
cotggacate
ggacttccac
caacgccaaa
catggaaage
gaaccgggag
catctacage

ttggatgtge

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

%00

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1728
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Met

Ala

Val

Len

Ala

65

Asn

Val

Ala

Glu

Val

145

Tyr

Leu

Trp

His

Arg
225

Lys

Asp

Asp

Len

50

Pro

Pro

Glu

Asp

Arg

130

Thr

Arg

Ser

Gly

Thr

210

Phe

Val

Thr

Thr

35

Glu

Leu

Glu

Thr

Tyr

115

Phe

Gly

Asn

Lys

Val

195

Glu

Thr

Lys

Ile

20

Val

Asp

Gln

Cys

Pro

100

Glu

Glu

Val

Leu

Ser

180

His

Asn

Pro

Len

Cys

Leu

Ser

Leu

Glu

85

Asn

Glu

Ile

Ser

Leu

165

Tyr

His

Ala

Glu
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Len

Ile

Glu

His

Gly

70

Leu

Pro

Leu

Phe

Ala

150

Trp

Ala

Pro

Tyr

Ile
230

Val

Gly

Lys

Asn

55

Asn

Leu

Glu

Arg

Pro

135

Ser

Leu

Asn

Pro

Val

215

Ala

Len

Tyr

Asn

40

Gly

Cys

Ile

Asn

Glu

120

Lys

Cys

Thr

Asn

Asn

200

Ser

Lys

Len

His

25

Val

Lys

Ser

Ser

Gly

105

Gln

Glu

Ser

Gly

Lys

185

Ile

Val

Arg

70

Cys

10

Ala

Thr

Len

Val

Lys

90

Thr

Leu

Ser

His

Lys

170

Glu

Gly

Val

Pro

Thr

Asn

Val

Cys

Ala

75

Glu

Cys

Ser

Ser

Asn

155

Asn

Lys

Asp

Ser

Lys
235

Phe

Asn

Thr

Len

60

Gly

Ser

Tyr

Ser

Trp

140

Gly

Gly

Glu

Gln

Ser

220

Val

Thr

Ser

His

45

Len

Trp

Trp

Pro

Val

125

Pro

Lys

Leu

Val

Arg

205

His

Arg

Ala

Thr

30

Ser

Lys

Ile

Ser

Gly

110

Ser

Asn

Ser

Tyr

Leu

150

Ala

Tyr

Asp

Thr

15

Asp

Val

Gly

Leu

Tyr

95

Tyr

Ser

His

Ser

Pro

175

Val

Leu

Ser

Gln

Tyr

Thr

Asn

Ile

Gly

80

Ile

Phe

Phe

Thr

Phe

160

Asn

Leu

Tyr

Arg

Glu
240



Gly

Ile

Leu

Asp

Ser

305

Lys

Ile

Ile

His

Gln

385

Lys

Glu

Asp

val
465

Phe

Arg

Phe

Ser

Glu

2390

Leu

Tyr

Pro

Glu

Gln

370

Asn

Met

Arg

Ile

Thr

450

Lys

Glu

Ile

Glu

Arg

275

Cys

Pro

Val

Ser

Gly

355

Asn

Ala

Asn

Arg

Trp

435

Leu

Ser

Phe

Asn

Ala

260

Gly

Asp

Phe

Arg

Ile

340

Gly

Glu

Ile

Thr

Met

420

Thr

Asp

Gln

Tyr

Tyr

245

Asn

Phe

Ala

Gln

Ser

325

Gln

Trp

Gln

Asn

Gln

405

Glu

Tyr

Phe

Leu

His
485
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Tyr

Gly

Lys

Agn

310

Ala

Ser

Thr

Gly

Gly

380

Phe

Asgn

Asn

His

Lys

470

Lys

Trp

Asn

Ser

Cys

235

val

Lys

Arg

Gly

Ser

375

Ile

Thr

Leu

Ala

Asp

455

Asn

Cys

Thr

Leu

Gly

280

Gln

His

Leu

Gly

Met

360

Gly

Thr

Ala

Asgsn

Glu

440

Ser

Agsn

Asn

Leu

Ile

265

Tle

Thr

Pro

Arg

Leu

345

Val

Tyr

Asn

Val

Lys

425

Leu

Asn

Ala

Asp

71

Leu

250

Ala

Ile

Pro

Val

Met

330

Phe

Asp

Ala

Lys

Gly

410

Lys

Leu

Vval

Lys

Glu
490

Glu

Pro

Thr

Gln

Thr

315

Val

Gly

Gly

Ala

Val

385

Lys

Val

Val

Lys

Glu

475

Cys

Bro

Arg

Ser

Gly

300

Ile

Thr

Ala

Trp

Asp

380

Asn

Glu

Asp

Leu

Asn

460

Ile

Met

Gly

Tyr

Agn

285

aAla

Gly

Gly

Ile

Tyr

365

Gln

Eer

Phe

Asp

Leu

445

Leu

Gly

Glu

Asp

Ala

270

Ala

Ile

Glu

Leu

Ala

350

Gly

Lys

Val

Asn

Gly

430

Glu

Tyr

Asn

Ser

Thr

255

Phe

Pro

Asn

Cys

Arg

335

Gly

Tyr

Ser

Ile

Lys

415

Phe

Asn

Glu

Gly

val
495

Ile

Ala

Met

Ser

Pro

320

Asn

Phe

His

Thr

Glu

400

Leu

Leu

Glu

Lys

Cys

480

Lys
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Leu

530
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Arg

Thr

Lys
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Ile
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ggtaccaage

tteogoccaga
gocgtgecca
gocaccgage
ctggacggey
ttocagaaca
ccctacgacyg
gaattcaaca
tgcaagcgge
ttcaagtace
atctggggey
agoggecgga
agooggeoca
cooggegaca
aagatcagaa
agegagtgea
cggatcacct
ggcatgegga
atcgagaacyg
gagggcatecg
ggcaagctga
ttcagcgagyg
gacctgtgga
ctgaccgaca
geogaggaca
ggcagcatece
cggttccaga
agcttegeca

tgccagaagg

ttgeocaceat
agetgecogg
acggcaccat
tggtgcagag
agaactgcac
aaaagtggga
tgecegacta
acgagagcett
ggagcaacaa
ccgecectgaa
tgcaccaccc
tcacegtgag
gagtgagaga
toectgeotgat
geggcaagayg
tcacccccaa
acggcgcectg
acgtgcccoga
gctgggaggyg
gocaggeoge
accggctgat
tggagggeeg
gctacaacgc
gogagatgaa
tgggcaacgy
ggaacggoac
tcaagggegt
tcagctgett

gcaacatcecg
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gaaaaccate
caacgacaac
cgtgaaaaca
cagcagcacc
cctgatcgac
ccetgttegtg
cgocagectg
caactggace
cagcttecttt
cgtgaccatg
cggcaccgac
caccaagegy
catccccage
caacteccace
cagcatcatg
tggcagcatce
ccccagatac
gaagcagace
catggtggac
cgacctgaag
cggcaagacc
gatccaggac
cgagetgetg
caagctgtte
ctgetttaag
ctacgaccac
ggagctgaag
tctgetgtge

ctgcaacate

600 890 T3

ategecetga
ageacogeoca
atcaccaacg
ggcggcatct
goccctgetgg
gagcggagea
cggagectgy
ggegtgaceco
tccagactga
cccaacaatg
aatgaccaga
agecageaga
cggatcagca
ggcaacctga
cggagcgacy
cccaacgaca
gtgaagcaga
cggggeatet
gggtggtacyg
ageacccagy
aacgagaagt
ctggaaaagt
gtegccectgg
gagcggacea
atctaccaca
gacgtgtace
agcggctaca
gtggccctge

tgcatctgat
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gctacateoet
ccctgtgtet
accagatcga
gogacagcec
gcgaccctea
aggcctacag
tggocageag
agaacggoac
actggctgac
agaagttcga
tcagcctgta
ccogtgateocec
tectactggac
tegoccecag
cccccatcgg
agecccttececa
acaccctgaa
teggegecat
gcttecggea
caogecatcaa
tccaccagat
acgtggagga
aaaaccagca
agaagcagcet
agtgegacaa
gggacgagge
aggactggat
tgggattcat

gactecgaget

gtgectggty
gggccaccac
ggtgaccaac
ccaccagate
gtgcgacgge
caactgctac
cggcacccetg
cagcagegee
ccacctgaag
caagctgtac
cgcccaggec
caacatecgge
aatcgtgaag
gggctactte
caagtgcaac
gaacgtgaac
gctggcocace
cgocggette
ccagaactce
ccagatcaac
cgaaaaagaa
caccaagate
caccatcgac
gcgggagaac
cgoctgeate
cctgaacaac
cctgtggate

catgtgggee

c

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

1560

1620

1680

1731
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Met

1

Gln

His

Gln

Gly

65

Thr

Asn

Cys

Lys

Lys

His

Ile

50

Gly

Len

Lys

Tyr

Thr

Leu

Ala

35

Glu

Ile

Ile

Lys

Pro
115

Ile

Pro

20

Val

Val

Cys

Asp

Trp

100

Tyr

Ile

Gly

Pro

Thr

Asp

Ala

85

Asp

Asp

Ala

Asn

Asn

Asn

Ser

70

Len

Leu

Val

Leu

Asp

Gly

Ala

55

Pro

Len

Phe

Pro

Ser

Asn

Thr

40

Thr

His

Gly

Val

Asp
120

Tyr

Ser

25

Ile

Glu

Gln

Asp

Glu

105

Tyr

74

Ile

10

Thr

Val

Leu

Ile

Pro

90

Arg

Ala

Leu

Ala

Lys

Val

Leu

75

Gln

Ser

Ser

Cys

Thr

Thr

Gln

60

Asp

Cys

Lys

Leu

Leu

Leu

Ile

45

Ser

Gly

Asp

Ala

Arg
125

Val

Cys

30

Thr

Ser

Glu

Gly

Tyr

110

Ser

Phe

15

Leu

Asn

Ser

Asn

Phe

95

Ser

Leu

Ala

Gly

Asp

Thr

Cys

80

Gln

Asn

Val



Ala

Gly

145

Asn

Tyr

Leu

Ser

Ser

225

Asp

Asp

Tyr

Bro

Pro

305

Cys

Gly

Phe

Ser

Ser

130

Yal

Ser

Pro

Tyr

Leu

210

Gln

Tle

Tle

Phe

Tle

290

Asn

Pro

Asn

Phe

Arg

370

Thr

Ser

Thr

Phe

Ala

Ile

195

Tyr

Gln

Pro

Leu

Lys

275

Gly

Asp

Arg

val

Ile

355

His

Gln

Gln

Phe

Leu
180

Trp

Ala

Thr

Ser

Leu

260

Ile

Lys

Lys

Tyr

Fro

340

Glu

Gln

Ala

Thr

Asn

Ser

165

Asn

Gly

Gln

val

Arg

245

Ile

Arg

Cys=

FPro

val

325

Glu

Agn

Asn

Ala
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Leu

Gly

130

Arg

val

Vval

Ala

Ile

230

Ile

Agn

Ser

Agn

Phe

310

Lys

Lys

Gly

Ser

Ile

Glu

135

Thr

Len

Thr

His

Ser

215

Pro

Ser

Ser

Gly

Ser

295

Gln

Gln

Gln

Trp

Glu

375

Agn

Phe

Ser

Asn

Met

Hisg

200

Gly

Asn

Ile

Thr

Lys

280

Glu

Asn

Asn

Thr

Glu

360

Gly

Gln

ASn

Ser

Trp

Fro

185

Pro

Arg

Ile

Tyr

Gly

265

Ser

Cys

val

Thr

Arg

345

Gly

Ile

Ile

75

ASn

Ala

Leu

170

ASn

Gly

Ile

Gly

250

Asn

Sar

Ile

Asn

Leu

330

Gly

Met

Gly

Asgn

Glu

Cys

155

Thr

AsSn

Thr

Thr

Ser

235

Thr

Leu

Ila

Thr

Arg

315

Lys

Ile

Val

Gln

Gly

Ser

140

Lys

His

Glu

Asp

Val

220

Arg

Ile

Ile

Met

Bro

300

Ile

Leu

Phe

Asp

Ala

380

Lys

Phe

Aryg

Len

Lys

Asn

205

Ser

Pro

Val

Ala

Arg

285

Asn

Thr

Ala

Gly

Gly

365

Ala

Leu

ASn

Arg

Lys

Phe

150

Asp

Thr

Arg

Lys

Pro

270

Ser

Gly

Tyr

Thr

Ala
350

Trp

Asp

Agn

Trp

Ser

Phe

175

Asp

Gln

Lys

val

Fro

255

Arg

Asp

Ser

Gly

Gly

335

Ile

Tyr

Leu

Arg

Thr

Asn

160

Lys

Lys

Ile

Arg

Arg

240

Gly

Gly

Ala

Ile

Ala

320

Met

Ala

Gly

Lys

Leu
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Ile

Glu

Lys

Asn

Glu

465

Gly

Ile

Asn

Asp

Val
545

Gly

Val

Ile

Gln

450

Arg

Cys

Arg

Asn

Trp

530

Ala

Cys

Lys

Glu

Asp

435

His

Thr

Phe

Asn

Arg

515

Ile

Leu

Asn

Thr

Gly

420

Len

Thr

Lys

Lys

Gly

500

Phe

Len

Leu

Ile

Asn

405

Arg

Trp

Ile

Lys

Ile

485

Thr

Gln

Trp

Gly

Cys
565
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350

Glu

Ile

Ser

Asp

Gln

470

Tyr

Tyr

Ile

Ile

Phe

550

Ile

Lys

Gln

Tyr

Leu

455

Leu

His

Asp

Lys

Ser

535

Ile

Phe

Asp

Asn

440

Thr

Arg

Lys

His

Gly

520

Phe

Met

His

Leu

425

Ala

Asp

Glu

Cys

Asp

505

Val

Ala

Trp

76

Gln

410

Glu

Glu

Ser

Asn

Asp

430

Val

Glu

Ile

Ala

385

Ile

Lys

Len

Glu

Ala

475

Asn

Tyr

Leu

Ser

Cys
555

Glu

Tyr

Len

Met

460

Glu

Ala

Arg

Lys

Cys

540

Gln

Lys

Val

Val

445

Asn

Asp

Cys

Asp

Ser

525

Phe

Lys

Glu

Glu

430

Ala

Lys

Met

Ile

Glu

510

Gly

Len

Gly

Phe

415

Asp

Len

Leu

Gly

Gly

495

Ala

Tyr

Len

Asn

400

Ser

Thr

Glu

Phe

Asn

480

Ser

Leu

Lys

Cys

Ile
560
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REIVINDICACIONES

1. Una molécula de acido nucleico aislada que comprende una o mas secuencias de acido nucleico que codifican,
cada una, un antigeno de hemaglutinina de gripe B (BHA) consenso adecuado para inducir una respuesta
inmunitaria contra multiples serotipos de gripe, en la que las una o mas secuencias de acido nucleico se seleccionan
entre el grupo que consiste en:

a) una secuencia de acido nucleico seleccionada entre el grupo que consiste en: la SEQ ID NO: 13, una
secuencia de acido nucleico que es al menos el 95 % idéntica, al menos el 98 % idéntica o al menos el 99 %
idéntica a la SEQ ID NO: 13; un fragmento de la SEQ ID NO: 13 que comprende al menos 60 nucledtidos, y una
secuencia de acido nucleico que es al menos el 95 % idéntica, al menos el 98 % idéntica o al menos el 99 %
idéntica a un fragmento de la SEQ ID NO: 13 que comprende al menos 60 nucleétidos; y

b) una secuencia de acido nucleico seleccionada entre el grupo que consiste en: la SEQ ID NO: 15, una
secuencia de acido nucleico que es al menos el 95 % idéntica, al menos el 98 % idéntica o al menos el 99 %
idéntica a la SEQ ID NO: 15; un fragmento de la SEQ ID NO: 15 que comprende al menos 60 nucleétidos, y una
secuencia de acido nucleico que es al menos el 95 % idéntica, al menos el 98 % idéntica o al menos el 99 %
idéntica a un fragmento de la SEQ ID NO: 15 que comprende al menos 60 nucledtidos.

2. La molécula de acido nucleico aislada de la reivindicacion 1, que comprende ademas una o mas secuencias de
acido nucleico que codifican, cada una, un antigeno de hemaglutinina de gripe B (BHA) consenso adecuado para
inducir una respuesta inmunitaria contra multiples serotipos de gripe, en la que las una o mas secuencias de acido
nucleico se seleccionan entre el grupo que consiste en:

c) una secuencia de acido nucleico seleccionada entre el grupo que consiste en: la SEQ ID NO: 1, una secuencia
de acido nucleico que es al menos el 95 % idéntica, al menos el 98 % idéntica o al menos el 99 % idéntica a la
SEQ ID NO: 1; un fragmento de la SEQ ID NO: 1 que comprende al menos 60 nucledtidos, y una secuencia de
acido nucleico que es al menos el 95 % idéntica, al menos el 98 % idéntica o al menos el 99 % idéntica a un
fragmento de la SEQ ID NO: 1 que comprende al menos 60 nucledtidos;

d) una secuencia de acido nucleico seleccionada entre el grupo que consiste en: la SEQ ID NO: 3, una secuencia
de acido nucleico que es al menos el 95 % idéntica, al menos el 98 % idéntica o al menos el 99 % idéntica a la
SEQ ID NO: 3; un fragmento de la SEQ ID NO: 3 que comprende al menos 60 nucledtidos, y una secuencia de
acido nucleico que es al menos el 95 % idéntica, al menos el 98 % idéntica o al menos el 99 % idéntica a un
fragmento de la SEQ ID NO: 3 que comprende al menos 60 nucledtidos;

€) una secuencia de acido nucleico seleccionada entre el grupo que consiste en: la SEQ ID NO: 6, una secuencia
de acido nucleico que es al menos el 95 % idéntica, al menos el 98 % idéntica o al menos el 99 % idéntica a la
SEQ ID NO: 6; un fragmento de la SEQ ID NO: 6 que comprende al menos 60 nucledtidos, y una secuencia de
acido nucleico que es al menos el 95 % idéntica, al menos el 98 % idéntica o al menos el 99 % idéntica a un
fragmento de la SEQ ID NO: 6 que comprende al menos 60 nucledtidos;

f) una secuencia de acido nucleico seleccionada entre el grupo que consiste en: la SEQ ID NO: 9, una secuencia
de acido nucleico que es al menos el 95 % idéntica, al menos el 98 % idéntica o al menos el 99 % idéntica a la
SEQ ID NO: 9; un fragmento de la SEQ ID NO: 9 que comprende al menos 60 nucledtidos, y una secuencia de
acido nucleico que es al menos el 95 % idéntica, al menos el 98 % idéntica o al menos el 99 % idéntica a un
fragmento de la SEQ ID NO: 9 que comprende al menos 60 nucleoétidos; y

g) una secuencia de acido nucleico seleccionada entre el grupo que consiste en: la SEQ ID NO: 11, una
secuencia de acido nucleico que es al menos el 95 % idéntica, al menos el 98 % idéntica o al menos el 99 %
idéntica a la SEQ ID NO: 11; un fragmento de la SEQ ID NO: 11 que comprende al menos 60 nucleétidos, y una
secuencia de acido nucleico que es al menos el 95 % idéntica, al menos el 98 % idéntica o al menos el 99 %
idéntica a un fragmento de la SEQ ID NO: 11 que comprende al menos 60 nucledtidos.

3. La molécula de acido nucleico aislada de la reivindicacién 1, que comprende una secuencia de acido nucleico
seleccionada entre el grupo que consiste en: la SEQ ID NO: 13 y la SEQ ID NO: 15.

4. La molécula de acido nucleico aislada de la reivindicacion 1, que comprende una secuencia de acido nucleico
seleccionada entre el grupo que consiste en: la SEQ ID NO: 13 y la SEQ ID NO: 15, y una secuencia de acido
nucleico que codifica una secuencia lider de IgE.

5. Una composicién que comprende

a) una pluralidad de una o mas moléculas de acido nucleico que comprenden una o mas secuencias de acido
nucleico que codifican, cada una, un antigeno de hemaglutinina de gripe B (BHA) consenso adecuado para
inducir una respuesta inmunitaria contra multiples serotipos de gripe, en la que las una o mas secuencias de
acido nucleico se seleccionan entre el grupo que consiste en:

i) una secuencia de acido nucleico seleccionada entre el grupo que consiste en: la SEQ ID NO: 13, una

secuencia de acido nucleico que es al menos el 95 % idéntica, al menos el 98 % idéntica o al menos el 99 %
idéntica a la SEQ ID NO: 13; un fragmento de la SEQ ID NO: 13 que comprende al menos 60 nucleétidos, y
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una secuencia de acido nucleico que es al menos el 95 % idéntica, al menos el 98 % idéntica o al menos el
99 % idéntica a un fragmento de la SEQ ID NO: 13 que comprende al menos 60 nucleétidos; y

ii) una secuencia de acido nucleico seleccionada entre el grupo que consiste en: la SEQ ID NO: 15, una
secuencia de acido nucleico que es al menos el 95 % idéntica, al menos el 98 % idéntica o al menos el 99 %
idéntica a la SEQ ID NO: 15; un fragmento de la SEQ ID NO: 15 que comprende al menos 60 nucleétidos, y
una secuencia de acido nucleico que es al menos el 95 % idéntica, al menos el 98 % idéntica o al menos el
99 % idéntica a un fragmento de la SEQ ID NO: 15 que comprende al menos 60 nucledtidos;

y

b) una o mas secuencias de acido nucleico adicionales que codifican una o mas proteinas seleccionadas entre el
grupo que consiste en una o mas de: una hemaglutinina H1 de gripe A, una hemaglutinina H2 de gripe A, una
hemaglutinina H3 de gripe A, una hemaglutinina H4 de gripe A, una hemaglutinina H5 de gripe A, una
hemaglutinina H6 de gripe A, una hemaglutinina H7 de gripe A, una hemaglutinina H8 de gripe A, una
hemaglutinina H9 de gripe A, una hemaglutinina H10 de gripe A, una hemaglutinina H11 de gripe A, una
hemaglutinina H12 de gripe A, una hemaglutinina H13 de gripe A, una hemaglutinina H14 de gripe A, una
hemaglutinina H15 de gripe A, una hemaglutinina H16 de gripe A, una neuraminidasa N1 de gripe A, una
neuraminidasa N2 de gripe A, una neuraminidasa N3 de gripe A, una neuraminidasa N4 de gripe A, una
neuraminidasa N5 de gripe A, una neuraminidasa N6 de gripe A, una neuraminidasa N7 de gripe A, una
neuraminidasa N8 de gripe A, una neuraminidasa N9 de gripe A, una hemaglutinina de gripe B y una
neuraminidasa de gripe B.

6. La composicién de la reivindicacién 5, en la que la pluralidad de una o mas moléculas de acido nucleico
comprenden ademas una o mas secuencias de acido nucleico que codifican, cada una, un antigeno de
hemaglutinina de gripe B (BHA) consenso adecuado para inducir una respuesta inmunitaria contra multiples
serotipos de gripe, en la que las una o mas secuencias de acido nucleico se seleccionan entre el grupo que consiste
en:

iii) una secuencia de acido nucleico seleccionada entre el grupo que consiste en: la SEQ ID NO: 1, una
secuencia de acido nucleico que es al menos el 95 % idéntica, al menos el 98 % idéntica o al menos el 99 %
idéntica a la SEQ ID NO: 1; un fragmento de la SEQ ID NO: 1 que comprende al menos 60 nucledtidos, y una
secuencia de acido nucleico que es al menos el 95 % idéntica, al menos el 98 % idéntica o al menos el 99 %
idéntica a un fragmento de la SEQ ID NO: 1 que comprende al menos 60 nucledtidos;

iv) una secuencia de acido nucleico seleccionada entre el grupo que consiste en: la SEQ ID NO: 3, una
secuencia de acido nucleico que es al menos el 95 % idéntica, al menos el 98 % idéntica o al menos el 99 %
idéntica a la SEQ ID NO: 3; un fragmento de la SEQ ID NO: 3 que comprende al menos 60 nucledtidos, y una
secuencia de acido nucleico que es al menos el 95 % idéntica, al menos el 98 % idéntica o al menos el 99 %
idéntica a un fragmento de la SEQ ID NO: 3 que comprende al menos 60 nucledtidos;

v) una secuencia de acido nucleico seleccionada entre el grupo que consiste en: la SEQ ID NO: 6, una secuencia
de acido nucleico que es al menos el 95 % idéntica, al menos el 98 % idéntica o al menos el 99 % idéntica a la
SEQ ID NO: 6; un fragmento de la SEQ ID NO: 6 que comprende al menos 60 nucledtidos, y una secuencia de
acido nucleico que es al menos el 95 % idéntica, al menos el 98 % idéntica o al menos el 99 % idéntica a un
fragmento de la SEQ ID NO: 6 que comprende al menos 60 nucledtidos;

vi) una secuencia de acido nucleico seleccionada entre el grupo que consiste en: la SEQ ID NO: 9, una
secuencia de acido nucleico que es al menos el 95 % idéntica, al menos el 98 % idéntica o al menos el 99 %
idéntica a la SEQ ID NO: 9; un fragmento de la SEQ ID NO: 9 que comprende al menos 60 nucledtidos, y una
secuencia de acido nucleico que es al menos el 95 % idéntica, al menos el 98 % idéntica o al menos el 99 %
idéntica a un fragmento de la SEQ ID NO: 9 que comprende al menos 60 nucleétidos; y

vii) una secuencia de acido nucleico seleccionada entre el grupo que consiste en: la SEQ ID NO: 11, una
secuencia de acido nucleico que es al menos el 95 % idéntica, al menos el 98 % idéntica o al menos el 99 %
idéntica a la SEQ ID NO: 11; un fragmento de la SEQ ID NO: 11 que comprende al menos 60 nucleétidos, y una
secuencia de acido nucleico que es al menos el 95 % idéntica, al menos el 98 % idéntica o al menos el 99 %
idéntica a un fragmento de la SEQ ID NO: 11 que comprende al menos 60 nucledtidos.

7. La composicion de la reivindicacion 5, en la que dichas una o mas secuencias de acido nucleico adicionales estan
en una pluralidad de una o mas moléculas de acido nucleico diferentes, de la pluralidad de moléculas de acido
nucleico presentadas en la seccion a).

8. La composicion de la reivindicacion 5, en la que la pluralidad de moléculas de acido nucleico presentadas en la
seccion a) comprende una o mas secuencias de acido nucleico seleccionadas entre el grupo que consiste en: la
SEQ ID NO: 13y la SEQ ID NO: 15.

9. Un vector de expresion que comprende una secuencia de acido nucleico de la reivindicaciéon 1, unida de forma
operativa a elementos reguladores que son funcionales en una célula humana, o la composicion de la reivindicacion
5, en la que las secuencias de acido nucleico presentadas en a) y b) estan, cada una, unidas de forma operativa a
elementos reguladores que son funcionales en una célula humana.
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10. La composicién de la reivindicacion 5, en la que las secuencias de acido nucleico presentadas en a) y b) son
parte de uno o mas vectores de expresion.

11. La composicién de la reivindicacién 10, en la que los uno o mas vectores de expresion son plasmidos, o el vector
de expresién de la reivindicacion 9, en el que dicho vector de expresién es un plasmido.

12. El vector de expresion de la reivindicacion 11, en el que dicho vector de expresiéon es pGX2009, o la composicion
de la reivindicacion 5 que comprende pGX2009 y/o pGX2006.

13. La composicién de la reivindicacion 5, que comprende una secuencia de acido nucleico que comprende la SEQ
ID NO: 13 y opcionalmente una o mas de:

una secuencia de acido nucleico que comprende la SEQ ID NO: 1;

una secuencia de acido nucleico que comprende la SEQ ID NO: 6;

una secuencia de acido nucleico que comprende la SEQ ID NO: 9;

una secuencia de acido nucleico que codifica una hemaglutinina H1 de gripe A; y

una secuencia de acido nucleico que codifica una hemaglutinina H3 de gripe A, opcionalmente

en la que la secuencia de acido nucleico que codifica una hemaglutinina H1 de gripe A comprende la SEQ ID NO: 21
y la secuencia de acido nucleico que codifica una hemaglutinina H3 de gripe A comprende la SEQ ID NO: 23.

14. La composicioén de la reivindicacion 13, que comprende:

una molécula de acido nucleico que comprende la SEQ ID NO: 9;

una molécula de acido nucleico que comprende la SEQ ID NO: 13;y

una molécula de acido nucleico que comprende la SEQ ID NO: 23, opcionalmente en la que las moléculas de
acido nucleico que comprenden la SEQ ID NO: 9, la SEQ ID NO: 13 y la SEQ ID NO: 23 son plasmidos.

15. Una secuencia de acido nucleico de la reivindicaciéon 1, una composicién de la reivindicacién 5 o una
composicion de la reivindicacion 14 para uso en la induccién de una respuesta inmunitaria.

16. Una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia de acido nucleico tal como se define en la
reivindicacion 1, para uso en la proteccion de un individuo contra infeccién por gripe, preferentemente por una cepa
de gripe A humana de origen porcino o para uso en el tratamiento de la gripe, preferentemente infeccién por una
cepa de gripe A humana de origen porcino.

17. Una composicién que comprende

a) una primera secuencia de acido nucleico tal como se define en la reivindicacion 1;

b) una o mas secuencias de acido nucleico adicionales que codifican una o mas proteinas seleccionadas entre el
grupo que consiste en una o mas de: una hemaglutinina H1 de gripe A, una hemaglutinina H2 de gripe A, una
hemaglutinina H3 de gripe A, una hemaglutinina H4 de gripe A, una hemaglutinina H5 de gripe A, una
hemaglutinina H6 de gripe A, una hemaglutinina H7 de gripe A, una hemaglutinina H8 de gripe A, una
hemaglutinina H9 de gripe A, una hemaglutinina H10 de gripe A, una hemaglutinina H11 de gripe A, una
hemaglutinina H12 de gripe A, una hemaglutinina H13 de gripe A, una hemaglutinina H14 de gripe A, una
hemaglutinina H15 de gripe A, una hemaglutinina H16 de gripe A, una neuraminidasa N1 de gripe A, una
neuraminidasa N2 de gripe A, una neuraminidasa N3 de gripe A, una neuraminidasa N4 de gripe A, una
neuraminidasa N5 de gripe A, una neuraminidasa N6 de gripe A, una neuraminidasa N7 de gripe A, una
neuraminidasa N8 de gripe A, una neuraminidasa N9 de gripe A, una hemaglutinina de gripe B y una
neuraminidasa de gripe B;

para uso en la proteccion de un individuo contra infeccion por gripe, preferentemente por una cepa de gripe A
humana de origen porcino o para uso en el tratamiento de la gripe, preferentemente infeccion por gripe A humana de
origen porcino.

18. La composicion para uso de acuerdo con la reivindicaciéon 17, en la que la composicién comprende una o mas
de:

una secuencia de acido nucleico que comprende la SEQ ID NO: 1;

una secuencia de acido nucleico que comprende la SEQ ID NO: 9;

una secuencia de acido nucleico que comprende la SEQ ID NO: 13;

una secuencia de acido nucleico que codifica una hemaglutinina H1 de gripe A; y

una secuencia de acido nucleico que codifica una hemaglutinina H3 de gripe A, opcionalmente

en la que la secuencia de acido nucleico que codifica una hemaglutinina H1 de gripe A comprende la SEQ ID NO: 21
y la secuencia de acido nucleico que codifica una hemaglutinina H3 de gripe A comprende la SEQ ID NO: 23.
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19. La composicion para uso de acuerdo con la reivindicaciéon 17, en la que la composicién comprende una o mas
de:

una molécula de acido nucleico que comprende la SEQ ID NO: 9;

una molécula de acido nucleico que comprende la SEQ ID NO: 13;y

una molécula de acido nucleico que comprende la SEQ ID NO: 23, opcionalmente en la que las moléculas de
acido nucleico que comprenden la SEQ ID NO: 9, la SEQ ID NO: 13; y la SEQ ID NO: 23 son plasmidos.
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FIGURA 2
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FIGURA 3
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FIGURA 4

Valor cuantitativo de HAI reciproco
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FIGURA 5
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