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DESCRIPCION
Vectores de base adenovirica.
ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Los adenovirus han sido ampliamente estudiados como agentes infecciosos, como objeto de investigaciones
fundamentales, y por su uso potencial en terapias génicas y en vacunas. Se han identificado cuarenta y nueve
serotipos adenoviricos humanos y se han clasificado en seis subgéneros (del A al F) en base a comparaciones de
acidos nucleicos, caracteristicas de las proteinas fibrosas y propiedades bioldgicas. Por ejemplo, el grupo A incluye
los serotipos 12 y 31, el grupo B incluye los serotipos 3y 7, el grupo C incluye los serotipos 2 y 5, el grupo D incluye
los serotipos 8 y 30, el grupo E Incluye el serotipo 4, y el grupo F incluye los serotipos 40y 41.

En cuanto a la estructura general, todos los adenovirus examinados hasta la fecha son icosaedros regulares sin
envoltura de aproximadamente 80 nanémetros de diametro. Los adenovirus contienen ADN de doble cadena lineal
qgue forma un complejo con proteinas centrales y cubierto por la capside adenovirica. Los viriones individuales
contienen aproximadamente 11 proteinas diferentes designadas con nameros romanos (lI-XII) por orden de tamafio
decreciente en geles SDS.

La capside se compone de siete proteinas estructurales: Il (hexdn), Il (pentén), llla, IV (fibra), VI, VIl y IX. La capside
comprende 252 capsomeros, de los cuales 240 son capsémeros hexones y 12 son capsomeros pentones. Los
capsémeros hexones, los cuales son trimeros de la proteina hexdn, constituyen aproximadamente el 75 % de la
proteina de la capside. Los capsémeros pentones, los cuales son pentameros de la proteina penton, se ubican en
cada uno de los 12 vértices del virion. Cada capsémero pentdn esta ligado a seis capsémeros hexones adyacentes y
una fibra. La fibra, la cual es normalmente un trimero de la proteina fibrosa, se proyecta desde el capsdémero penton.
La proteina hexén y, en menor medida, la proteina fibrosa, componen los determinantes antigénicos principales de
un adenovirus y también determinan la especificidad serotipica.

Los investigadores han analizado y comparado la estructura de las proteinas de la capside en diferentes serotipos
adenoviricos, y en particular, en las proteinas hexdn, en un esfuerzo por definir las regiones de las proteinas contra
las que se producen por los anticuerpos neutralizantes. Las regiones predominantes en las proteinas hexén contra
las cuales se dirigen los anticuerpos neutralizantes parecen estar en los bucles 1y 2 (es decir, LI u 11 y LIl o0 12,
respectivamente), que se proyectan hacia afuera desde la base del capsémero hexdn. Un andlisis de los bucles 1y
2 en diferentes proteinas hexon de adenovirus ha revelado la presencia de siete regiones hipervariables discretas
(HVR1 a HVRY7) correspondientes a ubicaciones donde las proteinas hexdn difieren considerablemente de un
serotipo al otro.

El nicleo de un viridn adenovirico contiene genoma de ADN de doble cadena lineal y las proteinas asociadas V, VII,
X (mu), IVa2 y la proteina terminal (TP). Se conserva la organizacién genémica de los diferentes adenovirus y se ha
propuesto que tiene una funcién temporizadora, donde los extremos del genoma se transcriben primero (los genes
tempranos inmediatos E1 y E4 se ubican en los extremos opuestos del genoma lineal). La transcripcion temprana de
E1y E4 conduce a la apertura de la region central del genoma, permitiendo la transcripcion de la region central.

Los genomas adenoviricos comprenden tipicamente ocho unidades transcripcionales de ARN polimerasa lI: cinco
unidades tempranas, E1A, E1B, E2A-E2B, E3 y E4; dos unidades tempranas retardadas, IX e 1Va2; y la unidad
transcripcional tardia principal. La unidad transcripcional tardia principal se subdivide ademas en las regiones L1-L5
en base al uso de sitios de splicing alternativos. Con frecuencia, las unidades transcripcionales expresan proteinas
de funcion similar. Por ejemplo, la unidad E1A codifica dos proteinas responsables de la activacion de la
transcripcion y la induccion de la fase S ante la infeccion celular; la unidad de transcripcion E1B codifica dos
proteinas que inhiben la apoptosis celular; la unidad transcripcional E3 esta implicada en la evasién de la respuesta
inmunitaria; y la unidad transcripcional tardia principal codifica las proteinas estructurales necesarias para el
ensamblaje de la capside.

Para la terapia génica y la vacunacion, se han disefiado vectores adenoviricos recombinantes para codificar y
expresar genes y antigenos heterélogos. Los serotipos Ad2 y Ad5 se han utilizado extensamente en este contexto.
Se han insertado las secuencias heterélogas en los genomas adenoviricos, incluyendo en las unidades
transcripcionales tempranas y las regiones codificantes de varias proteinas estructurales, tales como hexén, penton
y fibra. En muchos casos, las eliminaciones en el genoma adenovirico (por ejemplo, en las regiones E1) se han
utilizado para crear vectores adenoviricos incapaces de replicarse, que se han considerado generalmente mas

2



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2603779 T3

seguros para su administracién a sujetos humanos. A pesar de tal investigacion y desarrollo exhaustivos, todavia
existe en la técnica la necesidad de nuevos vectores adenoviricos recombinantes adecuados, por ejemplo, como
vacunas contra enfermedades infecciosas.

RESUMEN DE LA INVENCION

La presente invenciéon se dirige a vectores adenoviricos recombinantes que encuentran su USO COMO vacunas
eficaces. La invencién se basa, en parte, en el desarrollo de vectores adenoviricos recombinantes novedosos que
expresan secuencias heter6logas a altos niveles. La invencién también se basa, en parte, en el desarrollo de
vectores adenoviricos recombinantes novedosos disefiados para mejorar la respuesta inmunitaria del huésped y
evadir los anticuerpos neutralizantes preexistentes. La invencion también se basa, en parte, en el desarrollo de
vectores adenoviricos recombinantes novedosos que se van a usar como vacunas especificas de antigeno y/o
contra la influenza universal.

Por consiguiente, en un aspecto, la invencién proporciona una vacuna que comprende un vector adenovirico, que
comprende una primera secuencia heteréloga, donde el vector adenovirico es capaz de replicarse y tiene una
eliminacion parcial de E3, y donde la primera secuencia heter6loga se integra en la eliminaciéon de E3 parcial y se
une operativamente a un aceptor de splicing de adenovirus nativo bajo el control del promotor tardio principal
endogeno.

En ciertas realizaciones, el vector adenovirico se obtiene a partir de un adenovirus Ad2, Ad3, Ad4, Ad5, Ad6, Ad7,
Ad11, Ad20, Ad21, Ad22, Ad23, Ad24, Ad25, Ad26, Ad28, Ad34, Ad35, Ad40, Ad41, Ad48, Ad49 o Ad50. En ciertas
realizaciones, la primera secuencia heterdloga se encuentra bajo el control de 0 se encuentra unida operativamente
a un promotor tardio principal (MLP) adenovirico y una secuencia lider tripartita (TLP) adenovirica, una secuencia
aceptora de splicing adenovirica, y/o una secuencia de sefial de poliadenilacién adenovirica. En ciertas
realizaciones, la primera secuencia heteréloga se modifica para aumentar la expresion. Por ejemplo, la primera
secuencia heterdloga puede ser optimizada mediante codones y/o modificada para incluir una secuencia de
consenso Kozak. En ciertas realizaciones, la primera secuencia heteréloga codifica un polipéptido inmunégeno de un
patégeno infeccioso, tal como el virus de la influenza, el virus del papiloma humano (VPH), el virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH), Bacillus, Shigella, Mycobacterium, Plasmodium, etc. En ciertas realizaciones, la
primera secuencia heteréloga codifica al menos dos polipéptidos separados y/o un multimero de epitopos
inmundgenos de un patégeno infeccioso.

La vacuna puede comprender una segunda secuencia heteréloga, donde la segunda secuencia heter6loga se
encuentra integrada en una region del hexén adenovirica. En ciertas realizaciones, la segunda secuencia heteréloga
se integra en una o mas regiones hipervariables de la region del exdén. Por ejemplo, la segunda secuencia
heterdloga puede integrarse en una secuencia HVR1, HVR2, HVR4, o HVR5 del hexdn, o una combinacién de las
mismas. En ciertas realizaciones, la segunda secuencia heteréloga codifica una porcién de la proteina de la
membrana del virus (por ejemplo, una proteina integral de membrana o una proteina periférica de membrana). Por
ejemplo, la segunda secuencia heter6loga puede codificar una porcion extracelular de una proteina de la membrana
del virus conservada. En ciertas realizaciones, la segunda secuencia heteréloga codifica una porcion de una proteina
M2 de la influenza, una proteina matriz de la influenza, una proteina NP de la influenza, o una region hipervariable
del hexon de un adenovirus que tenga un serotipo diferente. En ciertas realizaciones, la segunda secuencia
heterdloga codifica dos 0 mas copias de una proteina, tal como la proteina de la membrana del virus, o un fragmento
de la misma.

En ciertas realizaciones, el vector adenovirico comprende una o mas secuencias heterélogas adicionales, donde
cada secuencia heteréloga adicional se encuentra integrada en una region del hexén y es diferente de la segunda
secuencia heterdloga. Por ejemplo, las secuencias heter6logas adicionales pueden ser todas de las regiones
hipervariables de un adenovirus que tenga un serotipo diferente.

La presente invencion también se refiere a una unidad de dosificacion de la vacuna de la invencién donde una dosis
individual comprende aproximadamente 10° - 10" particulas adenoviricas.

La presente invencion también se refiere a la vacuna de la invencion para su uso en un método para inducir una
repuesta inmunitaria a un patoégeno infeccioso en un sujeto, comprendiendo dicho método administrar la vacuna al
sujeto. En ciertas realizaciones, la vacuna es para la influenza, virus del papiloma humano (VPH), virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH), Bacillus, Shigella, Mycobacterium o Plasmodium.
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BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La figura 1 es un diagrama de varias etapas de clonacién implicadas en la produccion del vector adenovirico
recombinante pPV-Ad4vax.

La figura 2 es un diagrama de la region E3 de Ad4 que ilustra la ubicacién de varios marcos abiertos de lectura, los
criterios de valoraciéon de eliminaciones de E3 parciales y totales ejemplares, y las ubicaciones representativas de
donde pueden ser insertadas las secuencias heterélogas en la region.

La figura 3 es un diagrama que muestra la ubicacién de varias unidades de transcripcion en el genoma adenovirico.
Figura 4. Deteccion de la expresién de hemaglutinina mediante Western blot en células A549 infectadas con 4 virus
Ad4 H5-HA diferentes. Se infectaron células A549, (confluencia del 50 %-70 % en una placa de 6 pocillos) con 2,5 x
10’ vp/ml de cada virus y se incubaron a 37 °C en una incubadora de CO2. Después de 24 0 48 horas se prepararon
lisados celulares completos. Se separaron las proteinas mediante SDS-PAGE, se transfirieron a nitrocelulosa y las
transferencias se sondaron con anticuerpos para detectar HA, B-actina y a-tubulina como se indic6. También se
identificaron filas y controles marcadores tanto no infectados como virus recombinantes no relevantes. Todos los
virus recombinantes expresan HA de manera vigorosa, salvo el virus CMV no optimizado, PXVX0113, que expresé
un nivel sustancialmente mas bajo de HA.

La figura 5 demuestra la expresion de una proteina HA de la influenza de dos vectores adenoviricos diferentes de la
invencion segun se detectd mediante andlisis de Western blot. El vector PXVX0101 contiene una eliminacion parcial
de E3 y una secuencia heteréloga que codifica HA, donde la secuencia heterdloga se inserta en la eliminacion
parcial de E3 y bajo el control del MLP enddgeno. El vector PXVX0111 contiene una eliminacion total de E3 y una
secuencia heterdloga que codifica HA, donde la secuencia heteréloga se inserta cerca de la eliminacion parcial de
E3 y comprende un promotor de CMV.

La figura 6 muestra una expresion de ARNm por analisis de PCR en tiempo real para el antigeno H3 HA y las
proteinas adenoviricas de las células A549 infectadas con PXVX0101.

La figura 7 demuestra la expresion superficial de HA en un ensayo FACS donde las células A549 se infectaron con
PXVX0101 y PXVX0111.

Las figuras 8A y 8B muestran un diagrama de flujo que describe un ensayo de crecimiento en una etapa que puede
ser utilizado para ensayar la produccion de vectores adenoviricos de la invencion y los resultados del ensayo para
PXVX0101 y PXVX0111 en tres lineas celulares diferentes.

Las figuras 9A y 9B muestran la aglutinaciéon de glébulos rojos en células A549 infectadas con el virus de la
influenza (A) o PVYXV0101 (B).

La figura 10 es un diagrama de varias etapas de clonacion implicadas en la creacién de una secuencia de hexén
gue puede ser utilizada para generar secuencias de codificacion de hexones quiméricas.

La figura 11 es un diagrama de la ubicacién de las regiones 1 a 6 del hexén HVR en un fragmento de la secuencia
de codificacion del hexén que se esté utilizando para construir secuencias quiméricas.

La figura 12 representa varias secuencias de epitopos de la influenza que pueden ser utilizadas para reemplazar las
secuencias HVR del hexdon. H5 M2e (SEQ ID NOs: 339-341), H7 M2e (SEQ ID NOs: 342-343); H9 M2e (SEQ ID
NOs: 344-345); Human M2e (SEQ ID NOs: 346-347); NP (SEQ ID NOs: 348-349); CTL matriz 58-66 (SEQ ID NOs:
350-351).

La figura 13 representa una serie de construcciones del hexén de Ad4 quiméricas e indica qué HVR puede
reemplazarse con secuencias de M2 de la influenza, matrices, y/o NP, u otras secuencias HVR del hexén de Ad7.

La figura 14 representa las respuestas de anticuerpos especificas para HA en ratones inducidas por los adenovirus
recombinantes PXVX0103 y PXVX0116.

Figura 15. Representacién esquematica del disefio del vector Ad4-H5-Vitn (PXVX0103). La secuencia
codificante nativa de H5 HA, sin el dominio polibasico, se derivé del virus de la influenza A/VietNam/1194/2004 y se
insertd en la regién génica E3 del virus Ad4. Los genes E3 24,8 K, E3 6,8 Ky E3 29,7 K del virus Ad4 se eliminaron
para colocar el transgen HA y se retuvo el sitio aceptor de splicing de E3 24,8 K para dirigir la expresion del transgen
HA. La secuencia de sefial de poliadenilacion de E3A, derivada de Ad5, se puso aguas abajo con respecto a la
secuencia codificante de HA.

Figura 16. (A) Caracterizacion de PXVX0103 que demuestra la expresion en la superficie celular de H5 HA. Se
confirmo la expresién superficial de HA (H5-Vin) mediante la infeccion de 1 x 10° células A549 con niveles diferentes
de PXVX0103 (como se indicd) durante 48 horas antes de la tincion superficial con un anticuerpo monoclonal H5
anti-aviar de ratén (clon 19C11, Advanced ImmunoChemical). La deteccidon se realiz6 mediante un anticuerpo
secundario IgG-PE de cabra anti-raton. Se utiliz6 Ad4 de tipo silvestre como control (area sombreada) para la
comparacion con las (lineas de) células infectadas con Ad4-H5-Vin. Con cantidades crecientes de Ad4-H5-Vin, un
desplazamiento significativo a la derecha indica que las células estan expresando niveles fuertes de la proteina H5
en la superficie celular. (B) Analisis Western de las mismas muestras usadas para la citometria de flujo en (A).
Figura 17. La HA recombinante (Vtn) expresada de PXVX0103 es funcional como se demuestra por la
formacién de rosetas de glébulos rojos de las células A549 infectadas por virus. Imagenes representativas de
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células A549 infectadas con (A) PXVX0103 o (B) Ad4-wt durante 24 horas, lavadas y después incubadas en
presencia de glébulos rojos (RBC) de un donante humano. Las rosetas se indican con flechas blancas como signo
de la interaccién entre la HA expresada por el virus en la superficie de las células A549 (células mas grandes) y el
acido N-acetilneuraminico (el acido sidlico predominante en las células) encontrado en la superficie de los RBC
(células mas pequefas). Esto ocurrird Unicamente si la HA esta correctamente plegada.

Figura 18. El crecimiento del virus Ad4-H5-Vtn (PXVX0103) se atenla en varias lineas celulares humanas
frente al virus Ad4 de tipo silvestre. Se comparo6 el crecimiento del virus Ad4-H5-Vin con el crecimiento del virus
Ad4 WT en varias lineas celulares humanas; A549 (carcinoma de pulmén; A), H1299 (carcinoma de pulmén; B),
HepG2 (carcinoma hepatocelular; C), HuTu 80 (adenocarcinoma de duodeno; D) y MRC-5 (fibroblasto de pulmon
embrionario; E).

Figura 19. Titulos de anticuerpos neutralizantes especificos de Ad4 (A) e inmunidad celular especifica de
Ad4 tras la inmunizacion contra Ad4wt (B). Se inmunizaron ratones por via intranasal con 1 x 10° vp del virus
Ad4wt por ratdn para establecer la inmunidad preexistente al vector. Cuatro semanas después de la inmunizacion,
se desangraron diez ratones individuales y se determinaron los titulos de anticuerpos neutralizantes especificos de
Ad4 (A). Se sacrificaron dos ratones y se agruparon los esplenocitos para determinar la inmunidad celular especifica
del virus Ad4wt, como se ensay6 mediante IFN-y ELISPOT (B).

Figura 20. Se reforzaron los titulos de anticuerpos HAI inducidos por la vacuna Ad4-H5-Vin (A) y las
respuestas inmunitarias celulares especificas de la HA (B) tras la inmunizacién con la vacuna Ad4-H5-Vin y
de la exposicién al virus reagrupado H5N1. Se inmunizaron grupos de ratones (pretratados) con el virus Ad4 WT
para establecer la inmunidad preexistente. Se inmunizaron por via intranasal posteriormente ratones pretratados y
sin tratar con una titulacion de dosis de vacuna Ad4-H5-Vitn; 1 x 10°, 1 x 10, 1 x 10" y 1 x 10° vp por ratén y se
desangraron 6 semanas después de la inmunizacién con la vacuna y de nuevo 5 dias después de la exposicion al
virus reagrupado H5N1 para determinar los titulos de anticuerpos HAI. Tres ratones del grupo se desangraron y el
suero se agrup6 para determinar los titulos de anticuerpos HAI (A). También se sacrificaron dos ratones en los
mismos puntos de tiempo, antes y después de la exposicion a H5N1, y los esplenocitos se agruparon para
determinar la inmunidad celular especifica de HA H5 especifica para cuatro péptidos de 15 mer derivados de H5 HA
(Vtn) evaluados mediante IFN-y ELISPOT (B). Los ratones pretratados con el virus Ad4 WT y expuestos al virus
reagrupado H5N1 no demostraron titulos detectables de anticuerpos HAI ni respuestas celulares especificas de
H5HA 5 dias después de la exposicion al virus de la influenza.

Figura 21. Los ratones inmunizados con dosis mas altas de la vacuna Ad4-H5-Vtn no perdieron peso (A),
sobrevivieron a la exposicion a un virus reagrupado H5N1 letal (B) y presentaron una reducciéon del virus
reagrupado H5N1 en los pulmones (C). Se inmunizaron grupos de ratones (pretratados) con el virus Ad4 WT para
establecer la inmunidad preexistente. Posteriormente, los ratones se inmunizaron por via intranasal con una
titulacién de dosis de la vacuna Ad4-H5-Vin. Seis semanas después de la inmunizacién con la vacuna Ad4-H5-Vtn,
los ratones se expusieron a una dosis letal del virus H5N1 reagrupado. Se evalu6 el peso de los ratones diariamente
(A), se evaluo la supervivencia de los ratones durante un periodo de 14 dias (B) y 5 dias después de la exposicion al
virus H5N1 reagrupado, se recuperaron los pulmones de un subconjunto de ratones para determinar los titulos
viricos especificos de influenza como un porcentaje de reduccién de titulos viricos en relacion con los ratones no
inmunizados (C).

Figura 22. El Ad4-H5-Vtn (PXVX0103) indujo respuestas inmunitarias al transgen HA H5 en conejos cuando al
administrarse mediante multiples vias de administracién. Se realizaron ensayos ELISA en muestras de sangre
tomadas después de 14 dias (A) tras la primera inmunizacién o 43 dias (B), lo que representa 14 dias tras la
segunda inmunizacion. Los datos ELISA se analizaron mediante la determinacion de criterios de valoracion y el
analisis se represent6 en una tabla (C).

Figura 23. La vacuna de la influenza Ad4-H5-Vtn (PXVX0103) induce respuestas significativas de anticuerpos
especificas de HA H5 en ratones al administrarse por via sublingual, vaginal y rectal. Se realizaron ensayos
ELISA en muestras de sangre tomadas 2-4 semanas tras la segunda inmunizacion con particulas viricas de Ad4-H5-
Vtn recombinante mediante las vias de administracion sublingual (A), vaginal (B), o rectal (C).

Figura 24. Demostracion mediante analisis Western de (PA) soluble y PA recombinante asociado a las
células (PA+GPI) de células A549 infectadas con vectores rAd4. Se analiz6 un lisado de células completo (panel
izquierdo) o sobrenadante de cultivo de células (panel derecho) de células A549 infectadas con rAd4-PA mediante
andlisis de Western blot tras la separacion en gel SDS-PAGE. Se sondaron membranas de nitrocelulosa con un
anticuerpo monoclonal de ratén anti-PA. Se realizé la confirmacion de la expresion de la proteina recombinante
mediante referencia a un PA recombinante (rPA) disponible en el mercado cargado en paralelo como un control
positivo. Las A549 y A549 infectadas con el virus Ad4 de tipo silvestre (Ad4 WT) representan los controles negativos,
demostrando la especificidad a rPA. Los niveles de proteina se muestran como cantidades relativas por niveles
totales de proteinas.

Figura 25. Expresion de rPA en la superficie celular detectada en células A549 infectadas con Ad4-PA. Se
infectaron células A549 con una MOI de 100 y se midié la expresién de PA en la superficie celular usando un

5



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2603779 T3

anticuerpo monoclonal especifico de PA después de 24 horas del cultivo mediante un andlisis FACS. La intensidad
de fluorescencia media (MFI) para cada uno de los grupos se muestra a la derecha.

Figura 26. Los adenovirus Ad4-PA recombinantes PXVX0212 y PXVX0214 muestran un crecimiento atenuado
en comparacién con el Ad4 WT en dos lineas celulares humanas. Se midié la evolucion temporal de los niveles
de rAd4 mediante TCIDso tras la infeccion con el virus rAd4-PA de células A549 (carcinoma de pulmén) o MRC-5
(fibroblasto de pulmén embrionario, diploide). El tamafio de rafaga de las células se calculdé usando un nivel de
infectividad minimo (1 hora para A549 y 24 horas para MRC-5) como referencia, corrigiendo asi las diferencias en la
infeccion.

Figura 27. Los lisados celulares de A549 infectadas con rAd4 protegen a los ratones de la exposiciéon a una
toxina letal. Se inmunizaron ratones (6/grupo) mediante una inyeccién intraperitoneal (IP) de lisados de células
completos equivalentes a 5 x 10° células infectadas con 5 x 10° particulas viricas de Ad4 WT, Ad4-PA recombinante,
0 Ad4-PA-GPI recombinante. Se administraron 10 pg de rPA por via subcutanea (S.C.) como control positivo. Cinco
semanas después de la inmunizacién, los ratones se expusieron por via intravenosa a una toxina letal de manera
intravenosa (combinacion de 120 pg de PA con 60 ug de LF) y se controlaron diariamente.

Figura 28. Se detectaron respuestas de anticuerpos a rPA después de la administracién IP de lisados de
células A549 infectadas con rAd4-PA. Se midieron las respuestas de anticuerpos en suero obtenidas de ratones
inmunizados por via intraperitoneal con lisados de células completos de células A549 infectadas con adenovirus
Ad4-PA recombinantes. Se analizaron las respuestas de anticuerpos 21 dias posteriores a la inmunizaciéon tanto
mediante ELISA (panel izquierdo) como mediante un ensayo de neutralizacion de toxinas basado en macroéfagos in
vitro. Se calculé el CEsp de 6 animales/grupo.

Figura 29. Representacién esquematica de experimentos de exposicion letales realizados tras la
inmunizacioén intranasal de ratones con virus rAd4 PA purificados. Se inmunizaron ratones con uno de los 5
antigenos diferentes indicados (n = 25/grupo) el dia 0. Se administraron los virus rAd4 por via intranasal (I.N.) como
1x 10" vp en 50-62,5 pl de PBS por animal, con el virus Ad4 de tipo silvestre como control negativo. Los controles
positivos, inyectados por via subcutanea, en un volumen final de 100 ul de PBS contenian 10 ug de antigeno
protector recombinante (rPA) en solitario o 10 pg de rPA adsorbido a 1 mg de gel de hidroxido de aluminio
(Rehydragel HPA). Se midié la inmunidad celular (IFN-y ELISPOT e IL-4 ELISPOT) 27 dias posteriores a la
inmunizacién en esplenocitos agrupados de 2 ratones/grupo. Se analizé la inmunidad celular de los ratones que
sobrevivieron a la exposicion a la toxina #1 (20 dias posteriores a la inmunizacion, n = 10/grupo) el dia 54. Se
desangraron los mismos 9 animales/grupo (5 grupos) tanto para ELISA como ensayos de neutralizacion de toxinas
después de 14 y 40 dias de la inmunizacién. Un total de 10 ratones por grupo también se expuso a una toxina letal
(con una combinacién de 120 pg de PA y 60 ng de factor letal) después de 46 dias de la inmunizacion. La
supervivencia se control6 durante los 30 dias posteriores a la exposicion.

Figura 30. Se midieron las respuestas de anticuerpos en suero a los 14 y 40 dias posteriores a la inmunizacion
intranasal con los virus Ad4-PA y Ad4-PA-GPI purificados. Las respuestas IgG anti-PA analizadas mediante ELISA
se muestran en los paneles de la izquierda, y los anticuerpos neutralizantes de las toxinas (TNA) medidos mediante
un ensayo de neutralizacion de toxinas basado en macréfagos murinos in vitro se muestran en los paneles de la
derecha. Se calculé el CEsp usando una curva de dosis-respuesta sigmoidal ajustada para los datos de la dilucién en
serie de las muestras.

Figura 31. Las curvas de supervivencia muestran la proteccién de los ratones contra la exposicién a la
toxina letal cuando son inmunizados con los virus rAd4-PA. Los ratones (n = 10/grupo) se inmunizaron con uno
de los cinco inmundégenos diferentes (rPA, rPA + alumbre, Ad4 de tipo silvestre, Ad4-PA y Ad4-PA-GPI) el dia 0 y se
expusieron a una toxina letal (60 pug de PA y 30 ug de LF en un volumen total de 100 pul de PBS) en los dias 20 y 46
posteriores a la inmunizacion. La supervivencia se control6 durante 30 dias. El panel de la izquierda muestra la
supervivencia después de la exposicion 20 dias posteriores a la inmunizacion. El panel de la derecha muestra la
supervivencia después de la exposicion 46 dias posteriores a la inmunizacion.

Figura 32. La inmunizacion de los ratones con virus rAd4-PA induce respuestas inmunitarias mediadas por
las células que se detectan después de la exposicién a la toxina letal. Se midieron las respuestas inmunitarias
mediadas por las células (IFN-y ELISPOT e IL-4 ELISPOT) 27 dias posteriores a la inmunizacién en esplenaocitos
agrupados de ratones (2 ratones/grupo) inmunizados con uno de los cinco inmunégenos diferentes (rPA, rPA +
alumbre, Ad4 de tipo silvestre, Ad4-PA, y Ad4-PA-GPI) el dia 0. Se ensayaron los ratones que sobrevivieron a la
exposicion a la toxina #1 (20 dias posteriores a la inmunizacién, n = 10/grupo) para determinar la respuesta
inmunitaria celular el dia 54 (34 dias posteriores a la exposicion). Panel de la izquierda: Respuestas Thl medidas
por IFN-y ELISPOT. Panel de la derecha: Respuestas Th2 medidas por IL-4 ELISPOT.

Figura 33. Expresion de Ad4-CMV-HTL24 (PXVX0109) del polipéptido 52,5 K. (A) Una representacion
esquematica del gene polipéptido HTL24 que contiene 24 epitopos auxiliares de la influenza, cada uno separado por
una secuencia espaciadora GPGPG (SEQ ID NO: 353). (B) Analisis de Western blot de lisados celulares de células
A549 infectadas con un virus Ad4 recombinante con una eliminacién total de la region E3 y con una expresién de

6



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2603779 T3

HTL24 dirigida por el promotor de CMV (PXVX0109). Como control positivo, las células A549 se infectaron con
influenza A/Uruguay/716/2007 (tipo A/Brisbane/10/2007) (NYMC X-175C reagrupado, NIBSC). El adenovirus
recombinante PVXV0109 expresa de manera eficiente el polipéptido HTL24 como se muestra en las bandas que
migran a 52,5 kDa.

DESCRIPCION DETALLADA
Como se usan en el presente documento, los siguientes términos tendran los siguientes significados.

El término "vector adenovirico" se refiere a un genoma adenovirico de tipo silvestre, mutante y/o recombinante, asi
como adenovirus que comprenden dicho genoma. Un vector adenovirico puede comprender todo o parte del
genoma de cualquier serotipo adenovirico, asi como combinaciones de los mismos (es decir, genomas hibridos).

El término "patdgeno infeccioso” se refiere a cualquier agente capaz de infectar humanos y de causar el deterioro de
la salud y/o desencadenar una respuesta inmunitaria. En ciertas realizaciones, el patdgeno infeccioso es un virus, tal
como el virus de la influenza, un retrovirus (es decir, VIH, virus del sarcoma de Rous (VSR), retrovirus endégeno
humano K (HERV-K)), un retrovirus endégeno humano K (HERV-K)), virus del papiloma (por ejemplo, virus del
papiloma humano), picornavirus (por ejemplo, Hepatitis A, Poliovirus), hepadnavirus (por ejemplo, Hepatitis B),
flavivirus (por ejemplo, Hepatitis C, virus de la fiebre amarilla, virus de la fiebre del dengue, virus de la encefalitis
japonesa, Virus del Nilo Occidental), togavirus (por ejemplo, virus de chikungunya, virus de la encefalitis equina del
este (EEE), virus de la encefalitis equina occidental (WEE), virus de la encefalitis equina venezolana (VEE)), virus
del herpes (por ejemplo, citomegalovirus), paramixovirus (virus parainfluenza, virus de la neumonia, virus de la
bronquiolitis, virus del resfriado comun, virus del sarampién, virus de las paperas), rhabdovirus (por ejemplo, virus de
la rabia), filovirus (por ejemplo, virus ébola), bunyavirus (por ejemplo, Hantavirus, virus de la fiebre del valle de Rift),
calicivirus (por ejemplo, Norovirus), o reovirus (por ejemplo, Rotavirus, virus de Epstein-Barr, virus del herpes simple
tipos 1y 2).

En otras realizaciones, el patdégeno infeccioso es un organismo procariota tal como una bacteria gram negativa, una
bacteria gram positiva u otro tipo de bacteria. Tales organismos procariotas incluyen, pero sin limitacion, Bacillus (por
ejemplo, Bacillus anthracis), Mycobacterium (por ejemplo, Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium Leprae),
Shigella (por ejemplo, Shigella sonnei, Shigella dysenteriae, Shigella flexneri), Helicobacter (por ejemplo,
Helicobacterpylori), Salmonella (por ejemplo, Salmonella enterica, Salmonella typhi, Salmonella typhimurium),
Neisseria (por ejemplo, Neisseria gonorrhoeae, Neisseria meningitidis), Moraxella (por ejemplo, Moraxella
catarrhalis), Haemophilus (por ejemplo, Haemophilus influenzae), Klebsiella (por ejemplo, Klebsiella pneunioniae),
Legionella (por ejemplo, Legionella pneumophila), Pseudomonas (por ejemplo, Pseudomonas aeruginosa),
Acinetobacter (por ejemplo, Acinetobacter baumannii), Listeria (por ejemplo, Listeria monocytogenes),
Staphylococcus (por ejemplo, Staphylococcus aureus resistentes a la meticilina, resistentes a mdultiples farmacos, o
resistentes a la oxacilina), Streptococcus (por ejemplo, Streptococcus pneumoniae, Streptococcus pyogenes,
Streptococcus cigalactiae), Corynebacterium (por ejemplo, Corynebacterium diphtheria), Clostridium (por ejemplo,
Clostridium botulinum, Clostridium tetani, Clostridium difficile), Chlamydia (por ejemplo, Chlamydia pneumonia,
Chlamydia trachomatis), Camphylobacter (por ejemplo, Camphylobacter jejuni), Bordetella (por ejemplo, Bordetella
pertussis), Enterococcus (por ejemplo, Enterococcus faecalis, Enterococcus faecum, enterococos resistentes a la
vancomicina (ERV)), Vibrio (por ejemplo, Vibrio cholerae), Yersinia (por ejemplo, Yersinia pestis), Burkholderia (por
ejemplo, Burkholderia cepacia complex), Coxiella (por ejemplo, Coxiella burnetti), Francisella (por ejemplo,
Francisella tularensis), y Escherichia (por ejemplo, E. coli enterotoxigénico, enterohemorrdgico o productor de
toxinas Shiga, tal como ETEC, EHEC, EPEC, EIEC y EAEC)).

AUn en otras realizaciones, el patdgeno infeccioso es un organismo eucariota. Los ejemplos de organismos
eucariotas incluyen, pero sin limitacion, protistas tales como Plasmodium (por ejemplo, Plasmodium falciparum,
Plasmodium vivax, Plasmodium ovale, Plasmodium malariae, Plasmodium diarrhea), y hongos, tales como Candida
(por ejemplo, Candida albicans), Aspergillus (por ejemplo, Aspergillus fumigatus), Cryptococcus (por ejemplo,
Cryptococcus neoformans), Histoplasma (por ejemplo, Histoplasma capsulatum), Pneumocystis (por ejemplo,
Pneumocystis jirovecii), y Coccidioides (por ejemplo, Coccidioides immitis).

El término "cancer" se refiere a una afeccién médica caracterizada por un incremento anormal en la proliferacion de
una poblacion de células en particular. Las células cancerosas pueden derivar de cualquier tejido u 6rgano,
incluyendo, por ejemplo, la piel, los misculos, los pulmones, el corazén, el higado, el rifién, tejido neural, etc. En
ciertas realizaciones, el cancer es benigno (por ejemplo, un tumor benigno). En otras realizaciones, el cancer es
maligno (por ejemplo, un tumor maligno). En ciertas realizaciones, el cancer es metastasico (es decir, las células
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cancerosas son capaces de migrar desde su lugar de origen a otro 6rgano o tejido).
Se definiran otros términos, segln sea necesario, a lo largo de toda la memoria descriptiva.

La presente invencién se dirige a vacunas adenoviricas recombinantes. La invencién se basa, en parte, en el
desarrollo de vectores adenoviricos recombinantes novedosos que expresan secuencias heterélogas a altos niveles.
La invencién también se basa, en parte, en el desarrollo de vectores adenoviricos recombinantes novedosos
disefiados para mejorar la respuesta inmunitaria del huésped y evadir los anticuerpos neutralizantes preexistentes.
La invencion también se basa, en parte, en el desarrollo de vectores adenoviricos recombinantes novedosos que se
van a usar como vacunas especificas de antigeno y/o contra la influenza universal.

Por consiguiente, en un aspecto, la invencién proporciona un vector adenovirico que comprende una primera
secuencia heteréloga. Como se usa en el presente documento, una "secuencia heteréloga” es una secuencia de
acido nucleico que, cuando se integra a un vector adenovirico, crea una yuxtaposicién que no ocurre naturalmente
de secuencias adenoviricas con la secuencia de &acido nucleico. Tipicamente, una secuencia heteréloga
comprendera una secuencia de acido nucleico cuyo origen no es adenovirico. Por ejemplo, la secuencia heteréloga
puede ser de origen no adenoviral en su totalidad, en su mayoria o en parte (por ejemplo, un mosaico de secuencias
adenoviricas y no adenoviricas). Sin embargo, en algunos casos, la secuencia heteréloga puede ser de origen
adenoviral en su totalidad, por ejemplo, una secuencia adenovirica de un tipo de adenovirus puede integrarse en un
vector adenovirico generado de un tipo diferente de adenovirus. Por ejemplo, una secuencia adenovirica que
codifica una proteina hexoén o fibrosa de un tipo de adenovirus puede integrarse en un vector adenovirico generado
de un tipo diferente de adenovirus para producir un adenovirus recombinante con proteinas fibrosas de diferentes
serotipos y/o un adenovirus con proteinas hexones y fibrosas quiméricas. Los vectores adenoviricos que
comprenden una primera secuencia heteréloga pueden ser Utiles, por ejemplo, como vacunas contra patdégenos
infecciosos o células cancerosas. Por lo tanto, la primera secuencia heterdloga puede codificar un antigeno de un
patégeno infeccioso. Como alternativa, la primera secuencia heteréloga puede codificar un antigeno asociado a
células cancerosas.

En ciertas realizaciones, la primera secuencia heteréloga codifica toda o parte de una proteina producida por un
patdégeno infeccioso. La proteina, o un fragmento de la misma (por ejemplo, producto de escisién, dominio
estructural, unidad(es) de estructura secundaria, epitopos de linfocitos B, epitopos de linfocitos T citotdxicos (CTL),
epitopos de los linfocitos T auxiliares (HTL)), etc., pueden estar ubicadas en la superficie del patégeno infeccioso.
Por ejemplo, la proteina, o un fragmento de la misma, puede ser altamente antigénica, estar implicada en el
direccionamiento celular y/o estar implicada en el ingreso en la célula. Como alternativa, la proteina, o un fragmento
de la misma (por ejemplo, producto de escision, dominio estructural, unidad(es) de estructura secundaria, epitopos
HTL o CTL, etc.), puede estar ubicada en el interior del patdgeno infeccioso. Por ejemplo, la proteina, o fragmento
de la misma, puede ser una proteina intracelular, una capside o una proteina central de un virus con envoltura, una
proteina central de un virus sin envoltura, etc.

En ciertas realizaciones, el epitopo, dominio estructural, o la unidad de estructura secundaria se conserva de forma
evolutiva. Como se usa en el presente documento, la expresion "conservada de forma evolutiva" significa que una
secuencia se conserva al menos aproximadamente en un 50 % entre un conjunto variado de cepas de un patégeno
infeccioso en particular. Para los virus, un conjunto variado de cepas incluye al menos una forma aislada de cada
subclase identificada (por ejemplo, serotipo) capaz de infectar y, por lo tanto, causar una enfermedad o afeccion en
la poblacion diana de la vacuna, o un numero representativo de formas aisladas infecciosas que abarque la
diversidad conocida de dichas cepas. Por ejemplo, en ciertas realizaciones, un conjunto variado de cepas de la
influenza incluye cepas representativas que estan asociadas a enfermedades en seres humanos, cerdos y/o aves,
incluyendo cepas de H1IN1 (por ejemplo, A/Wilson-Smith/33, A/New Caledonia/20/99, A/Swine Korea/S10/2004,
A/Brevig  Mission/1/1918, A/Pureto  Rico/8/34/Mount  Sinai, A/California/7/2009,  A/California/05/2009,
AJ/California/08/2009, AlTexas/04/2009, A/swine/Saskatchewan/18789/02, A/mallard/Alberta/130/2003,
A/mallard/Alberta/2001, A/swine/Cotes d'Armor/1482/99, A/swine/Betzig/2/2001, y/o Alturkey/Germany/3/91), cepas
de H3N2 (por ejemplo, A/Perth/16/2009), cepas de H2N2 (por ejemplo, A/Japan/305/57, A/Ann Arbor/6/60,
A/Canada/720/05, A/mallard/NY/6750/78, A/mallard/Potsdam/177-4/83, ylo Al/duck/Hokkaido/95/2001), cepas de
N3N2 (por ejemplo, A/Hong Kong/1/66, A/Charlottesville/03/2004, A/Canterbury/129/2005, A/Fujian/411/01-like,
A/duck/Korea/S9/2003, A/swine/Texas/4199-2/98, Alturkey/Ohio/313053/2004, y/o Alturkey/North
Carolina/12344/03), cepas de H5N1 (por ejemplo, A/swine/Shandong/2/03, A/goose/Guangdong/1/96,
Al/duck/Hunan/114/05, AlViet Nam/1203/2004, AlViet Nam/DT-036/2005, AlVietnam/1194/2004,
A/Vietnam/1203/2004, A/Anhui/1/2005, A/Egypt/2321/2007, A/Egypt/3300-NAMRU3/2008,
A/grebe/Novosibirsk/29/2005, A/Bar-headed goose/Mondolia/1/05, Alcat/Thailand/KU-02/04, A/Hong Kong/213/03,
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Al/chicken/Guangdong/174/04, y/o A/HK/159/97), cepas de H6N1 (por ejemplo, A/teal/Hong Kong/1073/99), cepas de
H6N2 (por ejemplo, A/chicken/California/0139/2001, y/o A/guillemot/Sweden/3/2000), cepas de HEN9 (por ejemplo,
Al/goose/Hong Kong/W217/97), cepas de H7N1 (por ejemplo, A/FPV/Rostock/34), cepas de H7N3 (por ejemplo,
Alchicken/British ~ Columbia/04, y/lo  Alturkey/ltaly/220158/2002), <cepas de H7N7 (por ejemplo,
Alchicken/Netherlands/1/2003, A/Netherlands/219/03, A/FPV/Dobson/27, ylo Alchicken/FPV/Weybridge), cepas de
HION2 (por ejemplo, A/shorebird/Delaware/9/96, A/swine/Korea/S452/2004, A/duck/Hong Kong/Y439/97, A/Hong
Kong/1073/99, A/HK/2108/2003, A/quail/Hong Kong/G1/97, A/duck/Hong Kong/Y280/97, Alchicken HK/FY23/03, y/o
Alchicken HK/G9/97), y cepas de influenza B (por ejemplo, B/Brisbane/60/2008). En ciertas realizaciones, un
conjunto variado de cepas de influenza incluye todas las cepas anteriores, asi como otras cepas de influenza que
estan asociadas a enfermedades en seres humanos, cerdos o aves. Para los patégenos celulares, tales como las
bacterias, los protistas y los hongos, etc., un conjunto variado de cepas incluye al menos una forma aislada de cada
especie capaz de infectar y, por lo tanto, causar una enfermedad o afeccion en la poblacién diana para la vacuna, o
un numero representativo de formas aisladas infecciosas que abarque la diversidad conocida de dichas cepas. En
ciertas realizaciones, el epitopo o el motivo estructural se conserva en al menos un 60 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %,
90 %, 95 % 0 mas.

En ciertas realizaciones, la primera secuencia heteréloga codifica una pluralidad de epitopos (por ejemplo, linfocitos
B, epitopos CTL o HTL) y/o motivos estructurales (por ejemplo, dominios proteicos o unidades de estructura
secundaria) presentes en proteinas producidas por el patégeno infeccioso. En ciertas realizaciones, uno o mas de la
pluralidad de epitopos y/o motivos estructurales se conservan de manera evolutiva. En ciertas realizaciones, la
primera secuencia heteréloga codifica al menos 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40 o mas epitopos y/o motivos
estructurales. La pluralidad de epitopos y/o motivos estructurales pueden ser de una sola proteina o de mdltiples
proteinas. En ciertas realizaciones, la pluralidad de epitopos y/o los motivos estructurales consisten en o
comprenden un multimero de epitopo o motivo estructural Gnicos. En otras realizaciones, la pluralidad de epitopos
y/o los motivos estructurales comprenden un multimero de epitopos y/o motivos estructurales diferentes. Por
ejemplo, el multimero puede incluir dos o méas epitopos y/o motivos estructurales de una proteina sola 0 uno o mas
epitopos y/o motivos estructurales de cada una de dos o mas proteinas. Como se usa en el presente documento, un
"multimero” es una secuencia de proteinas que comprende una serie de polipéptidos discretos que han sido unidos
para formar un dnico polipéptido mas grande. En ciertas realizaciones, se utiliza una secuencia enlazadora para
conectar los polipéptidos discretos adyacentes en un multimero. Los expertos en la técnica pueden identificar
facilmente secuencias de péptidos cortas capaces de actuar como un enlazador en un multimero.

En ciertas realizaciones, la pluralidad de epitopos comprende una pluralidad de epitopos HTL, donde cada epitopo
HTL comprende un péptido de unioén a HLA clase Il. Como se usa en el presente documento, un "péptido de union a
HLA clase II" es un péptido que se une a una molécula HLA clase Il con un Clsg <1000 nM. En general, un péptido
de union a HLA clase Il tiene de aproximadamente 6 a aproximadamente 25 aminoacidos, o de aproximadamente 13
a aproximadamente 21 aminoacidos de longitud. En ciertas realizaciones, uno o mas de dicha pluralidad de epitopos
HTL comprenden péptidos de union a HLA clase Il que se unen a una molécula HLA clase Il seleccionada del grupo
gue consiste en HLA-DRB1*0101, HLA-DRB1*0301, HLA-DRB1*0401, HLA-DRB1*0402, HLA-DRB1*0404, HLA-
DRB1*0405, HLA-DRB1*0701, HLA-DRB1*0801, HLA-DRB1 *0802, HLA-DRB1*0901, HLA-DRB1*1001, HLA-
DRB1*1101, HLA-DRB1*1107, HLA-DRB1*1201, HLA-DRB1*1301, HLA-DRB1*1302, HLA-DRB1*1333, HLA-
DRB1*1401, HLA-DRB1*1403, HLA-DRB1*1447, HLA-DRB1*1501, HLA-DRB1*1601, HLA-DRB3*0101, HLA-
DRB3*0201, HLA-DRB3*0215, HLA-DRB3*0301, HLA-DRB4*0101 y HLA-DRB5*0101, HLA-DRB5-0202. En ciertas
realizaciones, uno o mas de dicha pluralidad de epitopos HTL comprenden un péptido de unién a HLA clase Il que
se une a una molécula HLA clase Il seleccionada del grupo que consiste en variantes de supertipo HLA-DR1, HLA-
DR3, HLA-DR4, HLA-DR5, HLA-DR9 como se describe, por ejemplo, en Doytchinova y Flower (2005) J Immunol
174: 7085 y/o Southwood y col. (1998) J Immunol 160: 3363. En ciertas realizaciones, uno o mas de dicha pluralidad
de epitopos HTL comprenden un péptido de union a HLA clase Il que se une a una pluralidad de moléculas HLA
clase Il (por ejemplo, al menos 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 o mas). La pluralidad de moléculas HLA clase Il pueden
seleccionarse, por ejemplo, del grupo que consiste en HLA-DRB1*0101, HLA-DRB1*0301, HLA-DRB1*0401, HLA-
DRB1*0402, HLA-DRB1*0404, HLA-DRB1*0405, HLA-DRB1*0701, HLA-DRB1*0801, HLA-DRB1*0802, HLA-DRB
1*0901, HLA-DRB 1*1001, HLA-DRB1*1101, HLA-DRB1*1107, HLA-DRB1*1201, HLA-DRB1*1301, HLA-
DRB1*1302, HLA-DRB1*1333, HLA-DRB1*1401, HLA-DRB1*1403, HLA-DRB1*1447, HLA-DRB1*1501, HLA-
DRB1*1601, HLA-DRB3*0101, HLA-DRB3*0201, HLA-DRB3*0215, HLA-DRB3*0301, HLA-DRB4*0101 y HLA-
DRB5*0101, HLA-DRB5-0202. En ciertas realizaciones, uno o mas de dicha pluralidad de epitopos HTL comprenden
un péptido de unién a HLA clase Il que se une a una molécula HLA clase Il seleccionada del grupo que consiste en
variantes de supertipo HLA-DR1, HLA-DR3, HLA-DR4, HLA-DR5, HLA-DR9 como se describe, por ejemplo, en
Doytchinova y Flower (2005) J Immunol 174: 7085 y/o Southwood y col. (1998) J Immunol 160: 3363. En ciertas
realizaciones, la pluralidad de epitopos HTL comprende péptidos que se unen a la clase Il que se unen
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colectivamente a cada molécula HLA clase Il en el grupo que consiste en HLA-DRB1*0101, HLA-DRB1*0301, HLA-
DRB1*0401, HLA-DRB1*0402, HLA-DRB1*0404, HLA-DRB1*0405, HLA-DRB1*0701, HLA-DRB1*0801, HLA-
DRB1*0802, HLA-DRB1*0901, HLA-DRB 1*1001, HLA-DRB1*1101, HLA-DRB1*1107, HLA-DRB1*1201, HLA-
DRB1*1301, HLA-DRB1*1302, HLA-DRB1*1333, HLA-DRB1*1401, HLA-DRB1*1403, HLA-DRB1*1447, HLA-
DRB1*1501, HLA-DRB1*1601, HLA-DRB3*0101, HLA-DRB3*0201, HLA-DRB3*0215, HLA-DRB3*0301, HLA-
DRB4*0101 y HLA-DRB5*0101, HLA-DRB5-0202. En ciertas realizaciones, uno o mas de dicha pluralidad de
epitopos HTL comprenden un péptido de unién a HLA clase Il que se une a una molécula HLA clase Il seleccionada
del grupo que consiste en variantes de supertipo HLA-DR1, HLA-DR3, HLA-DR4, HLA-DR5, HLA-DR9, como se
describe, por ejemplo, en Doytchinova y Flower (2005) J Immunol 174: 7085 y/o Southwood y col. (1998) J Immunol
160: 3363.

En ciertas realizaciones, la pluralidad de epitopos comprende una pluralidad de epitopos CTL, donde cada epitopo
CTL comprende un péptido de unién a HLA clase I. Como se usa en el presente documento, un "péptido de unién a
HLA clase I" es un péptido que se une a una molécula HLA clase Il con un Clsp <500 nM. En general, un péptido de
union a HLA clase | tiene un largo de aproximadamente 8 a aproximadamente 13 aminoacidos, o de
aproximadamente 8, 9, 10 u 11 aminoacidos. En ciertas realizaciones, uno o mas de dicha pluralidad de epitopos
CTL comprende un péptido de unién a HLA clase | que se une a una molécula HLA clase | seleccionada del grupo
que consiste en variantes de supertipo HLA-A01, HLA-A02, HLA-A03, HLA-A24, HLA-BO7, HLA-B08, HLA-B27, HLA-
B58, HLA-B62 y HLA-B44, como se describe, por ejemplo, en Sidney y col. (2008) J Immunol 9: 1. En ciertas
realizaciones, uno o mas de dicha pluralidad de epitopos CTL comprenden un péptido de unién a HLA clase | que se
une a una pluralidad de moléculas HLA clase | (por ejemplo, al menos 2, 3, 4, 5 0 6). Por ejemplo, el epitopo CTL
puede unirse a una pluralidad de variantes de supertipo HLA-AO1 (por ejemplo, seleccionadas de un grupo que
consiste en A*0101, A*2601, A*2602, A*2603, A*2902, A*3001, A*3002, A*3003, A*3004 y A*3201); una pluralidad
de variantes de supertipo HLA-AO2 (por ejemplo, seleccionadas del grupo que consiste en A*0201, A*0202, A*0203,
A*0204, A*0205, A*0206, A*0207, A*0214, A*0217, A*6802, y A*6901); una pluralidad de variantes de supertipo
HLA-AO03 (por ejemplo, seleccionadas del grupo que consiste en A*0301, A*1101, A*3101, A*3301, A*6601, A*6801,
y A*7401); una pluralidad de variantes de supertipo HLA-A24 (por ejemplo, seleccionadas del grupo que consiste en
A*2301, A*2402, y A*2902); una pluralidad de variantes de supertipo HLA-BO7 (por ejemplo, seleccionadas del grupo
gue consiste en B*0702, B*0703, B*0705, B*1508, B*3501, B*3503, B*4201, B*5101, B*5102, B*5103, B*5301,
B*5401, B*5501, B*5502, B*5601, B*6701, y B*7801); una pluralidad de variantes de supertipo HLA-B0O8 (por
ejemplo, seleccionadas del grupo que consiste en B*0801 y B*0802); una pluralidad de variantes de subtipo HLA-
B27 (por ejemplo, seleccionadas del grupo que consiste en B*1402, B*1503, B*1509, B*1510, B*1518, B*2702,
B*2703, B*2704, B*2705, B*2706, B*2707, B*2709, B*3801, B*3901, B*3902, B*3909, B*4801, y B*7301); una
pluralidad de variantes de subtipo HLA-B44 (por ejemplo, seleccionadas del grupo que consiste en B*1801, B*3701
B*4001, B*4002, B*4006, B*4402, B*4403, y B*4501); una pluralidad de variantes de subtipo HLA-B58 (por ejemplo,
seleccionadas del grupo que consiste en B*1516, B*1517, B*5701, B*5702, B*5801, y B*5802); o una pluralidad de
variantes de subtipo HLA-B62 (por ejemplo, seleccionadas del grupo que consiste en B*1501, B*1502, B*1512,
B*1513, B*4601, y B*5201). En ciertas realizaciones, la pluralidad de los epitopos CTL comprende péptidos de union
a HLA clase | que se unen colectivamente al menos a una molécula HLA clase | de cada uno de los supertipos HLA-
A01, HLA-A02, HLA-A03, HLA-A24, HLA-B0O7, HLA-B08, HLA-B58, HLA-B62 y HLA-B44.

Estudios en seres humanos han indicado que las respuestas inmunitarias de las células cumplen una funcién en el
control de la infeccion por influenza. Véase, por ejemplo, McMichael y col. (1983) New England J. Med. 309(1): 13;
Sonoguchi y col. (1985), J Infect. Disease 151(1): 81. El efecto protector de las respuestas inmunitarias de las
células puede ser de particular importancia en los ancianos (véase, por ejemplo, Almanzar y col. (2007), Wien. Med.
Wochenschr 157/5-6: 116, McElhaney y col. (2006), J Immunol. 176: 6333) y también en los infantes (véase, por
ejemplo, Forest y col. (2008) Clin. Vaccine Immunol. 15(7): 1042). Con el fin de evaluar la inmunogenicidad
especifica para los epitopos identificados, las respuestas de memoria pueden realizarse mediante la utilizacion de
células mononucleares de sangre periférica (PBMC) y péptidos de un donante humano. Puede asumirse que las
respuestas de memoria especificas de los epitopos son el resultado de una infecciéon previa con el virus de la
influenza y la presencia de tales linfocitos T indica que los epitopos se generan naturalmente y que, por lo tanto, son
una excelente opcién para incluirlos en la vacuna. En ciertas realizaciones, un epitopo CTL o HTL codificado por la
primera secuencia heterdloga tiene la capacidad de generar una respuesta interferon gamma humana (IFN-y)
(especificamente, células formadoras de manchas (SFC) por 1 x 10° células) de al menos dos veces por encima de
las respuestas iniciales, por ejemplo, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000, 1100, 1200, 1300, 1400, 1500, 2000,
2500, 3000, o més tras un analisis de ensayo ELISPOT. Los péptidos CTL o HTL seleccionados pueden ensayarse
de dos maneras: (1) directamente ex vivo, donde las PBMC se descongelan, se dejan reposar 5 dias en medios de
cultivo, y las respuestas se miden con ensayo IFN-y ELISPOT, y (2) siguiendo una etapa de cultivo con péptidos
para aumentar la sensitividad. Las respuestas significativas de los epitopos indicados pueden definirse como
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respuestas mayores a las respuestas iniciales medias mas (2,0 x Desv. Est.). Es importante determinar las
respuestas iniciales para este método. Las respuestas iniciales pueden determinarse mediante el uso de los
péptidos de union a CTL y HTL de patégenos cuyos donantes no fueron expuestos, tales como VIH, VHB, VHC y
Plasmodium falciparum. En ciertas realizaciones, un epitopo CTL o HTL codificado por la primera secuencia
heteréloga se conserva de manera evolutiva y tiene la capacidad de generar una respuesta IFN-y humana de al
menos dos veces por encima de las respuestas iniciales, por ejemplo, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000,
1100, 1200, 1300, 1400, 1500, 2000, 2500, 3000, o mas tras un andlisis de ensayo ELISPOT. En ciertas
realizaciones, un epitopo CTL o HTL codificado por la primera secuencia heter6loga se conserva de manera
evolutiva y tiene la capacidad de generar una respuesta IFN-y humana de al menos dos veces por encima de las
respuestas iniciales, por ejemplo, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000, 1100, 1200, 1300, 1400, 1500, 2000,
2500, 3000, o mas tras un analisis de ensayo ELISPOT, y muestra una union redundante a (es decir, se une a mas
de una) moléculas HLA clase | o clase I, respectivamente. Los métodos para ensayar la habilidad de los epitopos
CTL o HTL para unirse a moléculas HLA clase | y clase Il y para generar una respuesta IFN-y humana se conocen
en la técnica y se han descrito, por ejemplo, en el documento WO 2008/054540 (Alexander y col.), presentado el 18
de mayo de 2007, el documento WO 2008/039267 (Alexander y col.), presentado el 23 de julio de 2007, y Assarsson
y col. (2008), J Virol 82: 12241.

En ciertas realizaciones, la primera secuencia heteréloga codifica un antigeno de un virus de influenza. Un antigeno
de la influenza adecuado puede ser un antigeno de superficie, tal como la hemaglutinina (HA), neuraminidasa (NA),
M2, o un fragmento de los mismos (por ejemplo, uno o méas epitopos HTL o CTL). Otros antigenos de la influenza
adecuados incluyen M1, NP, NS1, NS2, PA, PB1 y PB2, o fragmentos de los mismos (por ejemplo, uno o mas
epitopos HTL o CTL).

En ciertas realizaciones, la primera secuencia heter6loga codifica una proteina HA de la influenza de longitud
completa, o una porcion de la misma, tal como una porcion externa (es decir, una porcién ubicada en la superficie
externa del virus de la influenza), un fragmento HAL, un fragmento HA2, o uno o mas epitopos (por ejemplo,
epitopos de linfocitos B, HTL o CTL). En ciertas realizaciones, la porcion, fragmento o epitopo es de una secuencia
conservada de manera evolutiva. En ciertas realizaciones, el epitopo es un epitopo HTL o CTL que muestra una
union redundante a moléculas HLA clase | o clase Il, respectivamente, y/o tiene la capacidad de generar respuestas
interferon gamma humanas (IFN-y) tras el andlisis del ensayo ELISPOT usando PBMC de un donante humano.
Como se ha analizado anteriormente, los epitopos HTL o CTL pueden formar un concatémero donde un Unico
epitopo HTL o CTL se repite y/o donde una pluralidad de epitopos HTL y/o CTL se unen entre si. En ciertas
realizaciones, la primera secuencia heter6loga codifica uno o més epitopos HA HTL seleccionados del grupo que se
muestra en la Tabla 1 (es decir, SEQ ID NOs; 1-12). En otras realizaciones, la primera secuencia heter6loga codifica

uno o mas epitopos HA CTL seleccionados del grupo que se muestra en la Tabla 2 (es decir, SEQ ID NOs: 62-67).
Tabla 1
1 o
protena Péptido HTL SEQ ID NO. C(‘O’/g‘)i N de A1e0S | Memoria®
HA MEKIVLLFAIVSLVKSD SEQ ID NO: 1 n/a 6 n/a
HA KSSFFRNWWLIKKN SEQ ID NO: 2 n/a 12 n/a
HA WWLIKKNSTYPTIKR SEQ ID NO: 3 n/a 9 n/a
HA PTTYISVGTSTLNQRL SEQ ID NO: 4 n/a 9 n/a
HA RMEFFWTILKPNDAI SEQ ID NO: 5 n/a 10 n/a
HA WTILKPNDAINFESN SEQ ID NO: 6 n/a 8 n/a
HA CPKYVKSNRLVLATGL SEQID NO: 7 n/a 12 n/a
HA NRLVLATGLRNSPQR SEQ ID NO: 8 n/a 10 n/a
HA ELLVLMENERTLDFHDS SEQ ID NO: 9 n/a 8 n/a
HA ISGVKLESIGIYQILSI SEQ ID NO: 10 n/a 10 n/a
HA IYQILSIYSTVASSLA SEQID NO: 11 n/a 13 n/a
HA ILSIYSTVASSLALAI SEQ ID NO: 12 n/a 12 n/a
M1 KGILGFVFTLTVPSE SEQ ID NO: 13 94 11 6
M1 YRKLKREITFHGAKE SEQ ID NO: 14 61 11 10
M1 MGTVTTEVALGLVCA SEQ ID NO: 15 22 7 5
M1 NPLIRHENRMVLAST SEQ ID NO: 16 98 11 5
M1 AMEVASQARQMVQAM SEQ ID NO: 17 75 8 3
M2 DPLWAASIIGILHL SEQ ID NO: 18 47 6 2
NA SLMLQIGNMISIWVSHS SEQ ID NO: 19 n/a 13 1
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NP IGRFYIQMCTELKLSDYEG | SEQ ID NO: 20 67 12 4
NP QNSITIERMVLSAFD SEQ ID NO: 21 69 8 5
NP VGTMVMELIRMIKRG SEQ ID NO: 22 73 10 8
NP DLIFLARSALILRGS SEQ ID NO: 23 92 12 4
NP RSALILRGSVAHKSC SEQ ID NO: 24 100 12 2
NP KSQLVWMACHSAAFE SEQ ID NO: 25 71 11 2
NP AGQISVQPTFSVQRN SEQ ID NO: 26 61 10 5
NS1 SLCIRMDQAIMDKDI SEQ ID NO: 27 nia 7 1
NS1 EGAIVGEISPLPSLPGHTD | SEQ ID NO: 28 27 8 5
NS1 VGEISPLPSLPGHTD SEQ ID NO: 29 n/a 9 3
NS2 SLKLYRDSLGEAVMR SEQ ID NO: 30 46 8 3
NS2 IRWLIEEVRHRLRIT SEQ ID NO: 31 8 7 4
NS2 FEQITFMQALQLLLE SEQ ID NO: 32 58 10 1
NS2 ITFMQALQLLLEVEQ SEQ ID NO: 33 58 10 1
PA RREVHIYYLEKANKI SEQ ID NO: 34 76 11 4
PA LFTIRQEMASRGLWD SEQ ID NO: 35 71 11 3
PA EPFLKTTPRPLRLPD SEQ ID NO: 36 35 10 2
PA RSKFLLMDALKLSIED SEQ ID NO: 37 90 13 2
PA VAPIEHIASMRRNYF SEQ ID NO: 38 75 11 4
PA EYIMKGVYINTALLN SEQ ID NO: 39 98 7 4
PA RPMFLYVRTNGTSKI SEQ ID NO: 40 90 12 3
PB1 PTLLFLKVPAQNAIST SEQ ID NO: 41 71 11 2
PB1 SYLIRALTLNTMTKD SEQ ID NO: 42 88 12 2
PB1 FLAMITYITRNQPEW SEQ ID NO: 43 76 11 3
PB1 QPEWFRNVLSIAPIMF SEQ ID NO: 44 76 12 2
PB1 FRNVLSIAPIMFSNKM SEQ ID NO: 45 76 12 1
PB1 IAPIMFSNKMARLGK SEQ ID NO: 46 84 10 1
PB1 KGYMFESKSMKLRTQI SEQ ID NO: 47 76 13 2
PB1 IRPLLVEGTASLSPG SEQ ID NO: 48 n/a 10 1
PB1 MMGMFNMLSTVLGVS SEQ ID NO: 49 100 12 10
PB1 DFALIVNAPNHEGIQ SEQ ID NO: 50 84 11 3
PB1 YGFVANFSMELPSFG SEQ ID NO: 51 90 9 3
PB1 GVTVIKNNMINNDLGP SEQ ID NO: 52 92 8 2
PB1 PNLYNIRNLHIPEVC SEQ ID NO: 53 80 9 2
PB1 ISSMVEAMVSRARID SEQ ID NO: 54 78 8 1
PB2 KWMMAMKYPITADKR SEQ ID NO: 55 82 8 1
PB2 GARILTSESQLTITK SEQ ID NO: 56 82 8 2
PB2 KAAMGLRISSSFSFG SEQ ID NO: 57 78 13 3
PB2 IKAVRGDLNFVNRAN SEQ ID NO: 58 90 9 4
PB2 LRHFQKDAKVLFQNW SEQ ID NO: 59 88 8 1
PB2 QWIIRNWETVKIQWS SEQ ID NO: 60 76 11 3
PB2 RMQFSSLTVNVRGSG SEQ ID NO: 61 96 11 2

a) El % de conservacion se basa en el andlisis de la secuencia de 51 cepas de la influenza (HIN1, H2N2, H3N2,

H5N1, H7N7, HIN2, etc.)

b) El n.° de alelos unidos se refiere al nimero de moléculas HLA de clase Il del grupo que consiste en HLA-
DRB1*101, HLA-DRB1*0301, HLA-DRB1*0401, HLA-DRB11*0404, HLA-DRB1*0405, HLA-DRB1*0701, HLA-
DRB1*0802, HLA-DRB1*0901, HLA-DRB1*1101, HLA-DRB1*1302, HLA-DRB1*1501, HLA-DRB4*0101 y HLA-

DRB5*0101 unidas por el péptido.

¢) Memoria se refiere al nimero de donantes humanos que exhiben respuestas IFN-y dos veces mayores a las

respuestas iniciales en andlisis de ensayo ELISPOT.

Tabla 2
Proteina de Influenza Péptido CTL SEQ ID NO. Supertipo HLA N.° de alelos unidos®
HA LTIGECPKY SEQ ID NO: 62 HLA-Al 3
HA GMIDGWYGY SEQ ID NO: 63 HLA-Al 2
HA GLFGAIAGFI SEQ ID NO: 64 HLA-A2 3
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HA FLDIWTYNA SEQ ID NO: 65 HLA-A2 4
HA TIGECPKYVK SEQ ID NO: 66 HLA-A3 1
HA LPFHNVHPL SEQ ID NO: 67 HLA-B7 5

a) N.° de alelos unidos se refiere al nimero de moléculas HLA clase | de un supertipo HLA particular unidas por el
péptido. Para HLA-A1, se ensayaron A*101, A*2601, A*2902 y A*3002; para HLA-A2, se ensayaron A*0201, A*0202,
A*0203, A*0206 y A*6802; para HLA-A3, se ensayaron A*0301, A*1101, A*3101, A*3301 y A*6801; para HLA-A24,
se ensayaron A*2301, A*2402, A*2902 y A*3002; para HLA-B7, se ensayaron B*0702, B*3501, B*5101, B*5301 y
B*5401; y para HLA-B44, se ensayaron B*1801, B*4001, B*4002, B*4403 y B*4501.
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En ciertas realizaciones, la primera secuencia heter6loga codifica una proteina NA de la influenza de longitud
completa, o una porcién de la misma, tal como una porcion externa (es decir, una porcién ubicada en la superficie
externa del virus de la influenza), un fragmento o un epitopo (por ejemplo, uno o mas epitopos de linfocitos B, HTL o
CTL). En ciertas realizaciones, la porcion, fragmento o epitopo es de una secuencia conservada de manera
evolutiva. En ciertas realizaciones, el epitopo es un epitopo HTL o CTL que muestra una union redundante a
moléculas HLA clase | o clase I, respectivamente, y/o tiene la capacidad de generar respuestas interferon gamma
humanas (IFN-y) en el andlisis del ensayo ELISPOT mediante el uso del PBMC humanas. Como se ha analizado
anteriormente, los epitopos HTL o CTL pueden formar un concatémero donde un Unico epitopo HTL o CTL se repite
y/o donde una pluralidad de epitopos HTL y/o CTL se unen. En ciertas realizaciones, la primera secuencia
heteréloga codifica una o mas copias de la SEQ ID NO: 19 (véase la Tabla 1). En otras realizaciones, la primera
secuencia heteréloga codifica uno o0 mas epitopos NA CTL seleccionados del grupo que se muestra en la Tabla 3
(es decir, SEQ ID NOs: 86-109).

Tabla 3
Proteina | Péptido CTL SEQ ID NO. Supertipo HLA | N.° de alelos unidos®
NA GTVKDRSPY SEQ ID NO: 86 HLA-A1l 2
NA VSFDQNLDY SEQ ID NO: 87 HLA-A1 2
NA IVAITDWSGY SEQ ID NO: 88 HLA-A1 1
NA KSCINRCFY SEQ ID NO: 89 HLA-A1 1
NA ALSTLCLLI SEQ ID NO: 90 HLA-A2 4
NA HLECRTFFL SEQ ID NO: 91 HLA-A2 4
NA CINGSCFTV SEQ ID NO: 92 HLA-A2 4
NA ITGFAPESK SEQ ID NO: 93 HLA-A3 3
NA ITGWAIFSK SEQ ID NO: 94 HLA-A3 3
NA ASYKIFKIEK SEQ ID NO: 95 HLA-A3 2
NA WFCGTSGTY SEQ ID NO: 96 HLA-A3 2
NA VFVIREPFI SEQ ID NO: 97 HLA-A24 2
NA FFLTQGALL SEQ ID NO: 98 HLA-A24 3
NA WWTSNSIIVF SEQ ID NO: 99 HLA-A24 2
NA SWPDGANIPF | SEQ ID NO: 100 HLA-A24 2
NA SWPDGANINF | SEQ ID NO: 101 HLA-A24 2
NA APFSKDNSI SEQ ID NO: 102 HLA-B7 1
NA APSPYNSRF SEQ ID NO: 103 HLA-B7 2
NA SPYNSRFESV | SEQ ID NO: 104 HLA-B7 3
NA RPWVSFNQNL | SEQ ID NO: 105 HLA-B7 1
NA RPCFWVELI SEQ ID NO: 106 HLA-B7 1
NA EECSCYPDY | SEQ ID NO: 107 HLA-B44 3
NA EECSCYPRY | SEQ ID NO: 108 HLA-B44 4
NA FEMIWDPNG | SEQ ID NO: 109 HLA-B44 3
a) Véase nota al pie (a) de la Tabla 2.

En ciertas realizaciones, la primera secuencia heteréloga codifica una proteina M2 de la influenza de longitud
completa, o una porcion de la misma, tal como una porcién externa (es decir, M2e, una porcién ubicada en la
superficie externa de un virus de la influenza), un fragmento o un epitopo (por ejemplo, uno o mas epitopos de
linfocitos B, HTL o CTL). En ciertas realizaciones, la porcién, fragmento o epitopo es de una secuencia conservada
de manera evolutiva. Por ejemplo, en ciertas realizaciones, la porcidn M2 externa tiene una secuencia que se
muestra en la Tabla 4. La primera secuencia heteréloga puede codificar un concatémero de dos o mas fragmentos o
porciones de M2 (por ejemplo, dos 0 mas repeticiones de una secuencia individual M2e mostrada en la Tabla 4 o
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dos o mas secuencias M2e mostradas en la Tabla 4). En ciertas realizaciones, la primera secuencia heteréloga
codifica una secuencia que se repite que incluye la SEQ ID NO: 312, SEQ ID NO: 318, SEQ ID NO: 321, SEQ ID
NO: 327 o cualquier combinacién de las mismas (por ejemplo, al menos una copia de las cuatro secuencias). En
ciertas realizaciones, el epitopo M2 es un epitopo HTL o CTL que muestra una unién redundante a moléculas HLA
5 clase I o clase Il, respectivamente, y/o tiene la capacidad de generar respuestas interferon gamma humanas (IFN-y)
ante la reestimulacion con péptidos en el analisis del ensayo ELISPOT usando PBMC humanas. Como se ha
analizado anteriormente, los epitopos HTL o CTL pueden formar un concatémero donde un Unico epitopo HTL o CTL
se repite y/o donde una pluralidad de epitopos HTL y/o CTL se unen. En ciertas realizaciones, la primera secuencia
heterdloga codifica una o mas copias de la SEQ ID NO: 18 (véase la Tabla 1). En otras realizaciones, la primera

10 secuencia heterologa codifica uno o mas epitopos M2 CTL seleccionados del grupo que se muestra en la Tabla 5
(es decir, las SEQ ID NOs: 80-85).
Tabla 4
Plrotelna de Cepa Influenza Secuencia Peptidica SEQ ID NO.
nfluenza
M2 A/New Caledonia/20/1999(H1N 1)) SLLTEVETPIRNEWGCRCNDSSD SEQ ID NO:312
M2 A/Brevig Mission/1/1918 (H1N1) SLLTEVETPTRNEWGCRCNDSSD SEQ ID NO:313
M2 A/Puerto Rico/8/34/Mount Sinai (HIN1) SLLTEVETPIRNEWGCRCNGSSD SEQ ID NO:314
M2 A/Fort Monmouth/1/47 (H1N1) SLLTEVETPTKNEWECRCNDSSD SEQ ID NO:315
M2 A/Albany/1/76 (H3N2) SLLTEVETPIRSEWGCRCNDSSD SEQ ID NO:316
M2 A/Hong Kong/1774/99 (H3N2) SLLTEVETPTRNGWECRCSGSSD SEQ ID NO:317
M2 A/Viet Nam/1203/2004 (H5N1) subtipo1l | SLLTEVETPTRNEWECRCSDSSD SEQ ID NO:318
M2 Algoose/Guangdong/1/9 6 (H5N1) SLLTEVETPTKNEWECKCSDSSD SEQ ID NO:319
M2 A/HK/156/97 (H5N1) SLLTEVETLTRNGWGCRCSDSSD SEQ ID NO:320
M2 Alchicken/ltaly/2335/20 00 (H7N1) SLLTEVETPTRNGWECKCSDSSD SEQ ID NO:321
M2 Alturkey/ltaly/3675/99 (H7N1) SLLTEVETPTRNGWVCKCSDSSD SEQ ID NO:322
M2 Alchicken/New York/21211-2/05 (H7N2) SLLTEVETPIRKGWECNCSDSSD SEQ ID NO:323
M2 Alequine/San Paulo/4/76 (H7N7) SLLTEVETPTKSEWECRCNDSSD SEQ ID NO:324
M2 Alseal/Mass/1/1980 (H7N7) SLLTEVETPIRNGWECKCSDSSD SEQ ID NO:325
Al/chicken/Netherlands/
M2 2586/2003(H7N7) SLLTEVETPTRNGWECKCNDSSD SEQ ID NO:326
M2 A/Hong Kong/2108/2003 (H9N2) SLLTEVETLTRNGWECRCSGSSD SEQ ID NO:327
M2 Alchicken/Beijing/1/94 (HON2) SLLTEVETPTRNGWGCRCSDSSD | SEQ ID NO:328
M2 Alguail/Hong Kong/G1/1997 (H9N2) SLLTEVETLTRNGWGCRCSDSSD SEQ ID NO:329
M2 A/Korea/KBNP-0028/2000 (HON2) SLLTEVETPTRDGWECKCNDSND SEQ ID NO:330
M2 Alchicken/Hong Kong/G9/97 (HIN2) SLLTEVETPTRNGWGCRCSGSSD | SEQ ID NO:331
M2 Alchicken/ HO”%H*;O,\';‘%/CSW153/ZOO3 SLLTEVETHTRNGWGCRCSDSSD | SEQ ID NO:332
M2 Alchicken/Shantou/6781 /2005 (HON2) SLLTEVETPTRNGWECKCSDSSD SEQ ID NO:333
M2 A/Hong Kong/1073/99 (HIN2) SLLTEVETLTRNGWECKCRDSSD SEQ ID NO:334
M2 Alchicken/Zibo/L2/2008 (HIN2) SLLTEVETLTRNGWECNCSDSSD SEQ ID NO:335
15 Tabla 5
Proteina | Péptido CTL SEQ ID NO. Supertipo HLA | N.° de alelos unidos®

M2 SIGILHLI SEQ ID NO: 80 HLA-A2 5

M2 RLFFKCIYR | SEQ ID NO: 81 HLA-A3 5

M2 RLFFKCIYRR | SEQ ID NO: 82 HLA-A3 5

M2 LFFKCIYRR | SEQ ID NO: 83 HLA-A3 4

M2 LWILDRLFF | SEQ ID NO: 84 HLA-A24 3

M2 IYRRFKYGL | SEQ ID NO: 85 HLA-A24 2

a) Véase nota al pie (a) de la Tabla 2.

En ciertas realizaciones, la primera secuencia heter6loga codifica una proteina M1 de la influenza de longitud
completa, o una porcién de la misma, tal como un epitopo (por ejemplo, uno o mas epitopos HTL o CTL). En ciertas
realizaciones, la porcion o epitopo es de una secuencia conservada de manera evolutiva. En ciertas realizaciones, el
20 epitopo es un epitopo HTL o CTL que muestra una unién redundante a moléculas HLA clase | o clase II,
respectivamente, y/o tiene la capacidad de generar respuestas interferon gamma humanas (IFN-y) en el andlisis del
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ensayo ELISPOT usando PBMC humanas. Como se ha analizado anteriormente, los epitopos HTL o CTL pueden
formar un concatémero donde un Unico epitopo HTL o CTL se repite y/o donde una pluralidad de epitopos HTL y/o
CTL se unen. En ciertas realizaciones, la primera secuencia heter6loga codifica uno o mas epitopos M1 HTL
seleccionados del grupo que se muestra en la Tabla 1 (es decir, las SEQ ID NOs; 13-17). En otras realizaciones, la

primera secuencia heteréloga codifica uno o mas epitopos M1 CTL seleccionados del grupo que se muestra en la
Tabla 6 (es decir, las SEQ ID NOs: 68-79).
Tabla 6
Proteina Péptido CTL SEQ ID NO. Supertipo HLA | N.° de alelos unidos®
M1 NMDRAVKLY | SEQ ID NO: 68 HLA-Al 3
M1 LLTEVETYV SEQ ID NO: 69 HLA-A2 5
M1 GILGFVFTL SEQ ID NO: 70 HLA-A2 4
M1 ILGFVFTLTV SEQIDNO: 71 HLA-A2 4
M1 RMGTVTTEV | SEQ ID NO: 72 HLA-A2 4
M1 ALMEWLKTR | SEQ ID NO: 73 HLA-A3 5
M1 ASCMGLIYNR | SEQ ID NO: 74 HLA-A3 4
M1 EWLKTRPIL SEQ ID NO: 75 HLA-A24 2
M1 TEVETYVLSI SEQ ID NO: 76 HLA-B44 4
M1 HENRMVLAST | SEQ ID NO: 77 HLA-B44 4
M1 SEQAAEAMEV | SEQ ID NO: 78 HLA-B44 6
M1 MEVASQARQM | SEQ ID NO: 79 HLA-B44 5
a) Véase nota al pie (a) de la Tabla 2.

En ciertas realizaciones, la primera secuencia heter6loga codifica una proteina NP de la influenza de longitud
completa, o una porcién de la misma, tal como un epitopo (por ejemplo, uno o mas epitopos HTL o CTL). En ciertas
realizaciones, la porcion o epitopo es de una secuencia conservada de manera evolutiva. En ciertas realizaciones, el
epitopo es un epitopo HTL o CTL que muestra una unién redundante a moléculas HLA clase | o clase I,
respectivamente, y/o tiene la capacidad de generar respuestas interferon gamma humanas (IFN-y) en el andlisis del
ensayo ELISPOT usando PBMC humanas. Como se ha analizado anteriormente, los epitopos HTL o CTL pueden
formar un concatémero donde un Unico epitopo HTL o CTL se repite y/o donde una pluralidad de epitopos HTL y/o
CTL se unen. En ciertas realizaciones, la primera secuencia heteréloga codifica uno o mas epitopos NP HTL
seleccionados del grupo que se muestra en la Tabla 1 (es decir, las SEQ ID NOs; 20-26). En otras realizaciones, la
primera secuencia heteréloga codifica uno o mas epitopos NP CTL seleccionados del grupo que se muestra en la

Tabla 7 (es decir, las SEQ ID NOs: 110-139). Aln en otras realizaciones, la primera secuencia heteréloga codifica
una o mas copias de la secuencia NP de la SEQ ID NO: 337 (es decir, LELRSRYWAIRTRSGGNTNQQRAS).
Tabla7
Proteina | Péptido CTL SEQ ID NO. Supertipo HLA | N.° de alelos unidos®
NP ASQGTKRSY | SEQ ID NO: 110 HLA-Al 1
NP CTELKLSDY | SEQID NO: 111 HLA-Al 1
NP HSNLNDATY | SEQ ID NO: 112 HLA-Al 2
NP KSCLPACVY | SEQID NO: 113 HLA-Al 2
NP CLPACVYGL | SEQID NO: 114 HLA-A2 4
NP LONSQVFSL | SEQID NO: 115 HLA-A2 4
NP FQGRGVFEL | SEQID NO: 116 HLA-A2 4
NP IONSITIER SEQ ID NO: 117 HLA-A3 2
NP MVLSAFDER | SEQ ID NO: 118 HLA-A3 4
NP SLMQGSTLPR | SEQ ID NO: 119 HLA-A3 4
NP MQGSTLPRR | SEQ ID NO: 120 HLA-A3 2
NP GTMVMELIR | SEQ ID NO: 121 HLA-A3 3
NP MVMELIRMIK | SEQ ID NO: 122 HLA-A3 4
NP AVASGYDFER | SEQ ID NO: 123 HLA-A3 3
NP SVQPTFSVQR | SEQ ID NO: 124 HLA-A3 4
NP VQPTFSVQR | SEQ ID NO: 125 HLA-A3 3
NP SVQRNLPFER | SEQ ID NO: 126 HLA-A3 4
NP GVFELSDEK | SEQ ID NO: 127 HLA-A3 2
NP FYIQMCTEL | SEQ ID NO: 128 HLA-A24 2
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NP HMMIWHSNL | SEQ ID NO: 129 HLA-A24 3
NP IFLARSALI SEQ ID NO: 130 HLA-A24 2
NP WMACHSAAF | SEQ ID NO: 131 HLA-A24 2
NP LPRRSGAAGA | SEQ ID NO: 132 HLA-B7 2
NP LPACVYGLAV | SEQID NO: 133 HLA-B7 4
NP LPFERATIM SEQ ID NO: 134 HLA-B7 5
NP GERQNATEI SEQ ID NO: 135 HLA-B44 4
NP RESRNPGNA | SEQ ID NO: 136 HLA-B44 4
NP FEDLRVSSF SEQ ID NO: 137 HLA-B44 5
NP FERATIMAA SEQ ID NO: 138 HLA-B44 4
NP FERATIMAAF | SEQ ID NO: 139 HLA-B44 5
a) Véase nota al pie (a) de la Tabla 2.

En ciertas realizaciones, la primera secuencia heteréloga codifica una proteina de influenza NS1 de longitud
completa, o una porcion de la misma, tal como un epitopo (por ejemplo, uno o mas epitopos HTL o CTL). En ciertas
realizaciones, la porcién o epitopo es de una secuencia conservada de manera evolutiva. En ciertas realizaciones, el
epitopo es un epitopo HTL o CTL que muestra una unién redundante a moléculas HLA clase | o clase I,
respectivamente, y/o tiene la capacidad de generar respuestas interferon gamma humanas (IFN-y) en el analisis del
ensayo ELISPOT usando PBMC humanas. Como se ha analizado anteriormente, los epitopos HTL o CTL pueden
formar un concatémero donde un Unico epitopo HTL o CTL se repite y/o donde una pluralidad de epitopos HTL y/o
CTL se unen. En ciertas realizaciones, la primera secuencia heteréloga codifica uno o mas epitopos NS1 HTL
seleccionados del grupo que se muestra en la Tabla 1 (es decir, las SEQ ID NOs: 27-29). En otras realizaciones, la
primera secuencia heterdloga codifica uno o mas epitopos NS1 CTL seleccionados del grupo que se muestra en la
Tabla 8 (es decir, la SEQ ID NOs: 140-152).

Tabla 8

Proteina Péptido CTL SEQ ID NO. Supertipo HLA | N.° de alelos unidos®
NS1 TIASVPAPRY | SEQ ID NO: 140 HLA-A1l 2
NS1 FQVDCFLWHYV | SEQ ID NO: 141 HLA-A2 5
NS1 QVDCFLWHV | SEQ ID NO: 142 HLA-A2 5
NS1 FLWHVRKQV | SEQ ID NO: 143 HLA-A2 5
NS1 IILKANFSV SEQ ID NO: 144 HLA-A2 3
NS1 KQIVERILK SEQ ID NO: 145 HLA-A3 2
NS1 AIMDKNIILK SEQ ID NO: 146 HLA-A3 3
NS1 VPASRYLTDM | SEQ ID NO: 147 HLA-B7 2
NS1 DEALKMTIA SEQ ID NO: 148 HLA-B44 4
NS1 LEEMSRDWLM | SEQ ID NO: 149 HLA-B44 4
NS1 LETLILLRAF SEQ ID NO: 150 HLA-B44 4
NS1 GEISPLPSL SEQ ID NO: 151 HLA-B44 6
NS1 SETLQRFAW SEQ ID NO: 152 HLA-B44 3

a) Véase nota al pie (a) de la Tabla 2.

En ciertas realizaciones, la primera secuencia heteréloga codifica una proteina de influenza NS2 de longitud
completa, o una porcion de la misma, tal como un epitopo (por ejemplo, uno o mas epitopos HTL o CTL). En ciertas
realizaciones, la porcién o epitopo es de una secuencia conservada de manera evolutiva. En ciertas realizaciones, el
epitopo es un epitopo HTL o CTL que muestra una uniéon redundante a moléculas HLA clase | o clase I,
respectivamente, y/o tiene la capacidad de generar respuestas interferon gamma humanas (IFN-y) en el andlisis del
ensayo ELISPOT usando PBMC humanas. Como se ha analizado anteriormente, los epitopos HTL o CTL pueden
formar un concatémero donde un Unico epitopo HTL o CTL se repite y/o donde una pluralidad de epitopos HTL y/o
CTL se unen. En ciertas realizaciones, la primera secuencia heteréloga codifica uno o mas epitopos NS2 HTL
seleccionados del grupo que se muestra en la Tabla 1 (es decir, las SEQ ID NOs: 30-33). En otras realizaciones, la
primera secuencia heteréloga codifica uno o mas epitopos NS2 CTL seleccionados del grupo que se muestra en la
Tabla 9 (es decir, las SEQ ID NOs: 153-163).
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Tabla 9

Proteina | Péptido CTL SEQ ID NO. Supertipo HLA | N.° de alelos unidos®
NS2 ITQFESLKLY | SEQ ID NO: 153 HLA-Al 1
NS2 FMQALQLLL | SEQ ID NO: 154 HLA-A2 4
NS2 MQALQLLLEV | SEQ ID NO: 155 HLA-A2 5
NS2 MITQFESLK | SEQ ID NO: 156 HLA-A3 3
NS2 TQFESLKLYR | SEQ ID NO: 157 HLA-A3 3
NS2 KFEEIRWLI SEQ ID NO: 158 HLA-A24 2
NS2 FMQALQLLF | SEQ ID NO: 159 HLA-A24 3
NS2 EEVRHRLKI | SEQ ID NO: 160 HLA-B44 5
NS2 FEQITFMQA | SEQ ID NO: 161 HLA-B44 5
NS2 LEVEQEIRT | SEQ ID NO: 162 HLA-B44 4
NS2 QEIRTFSFQL | SEQ ID NO: 163 HLA-B44 4

a) Véase nota al pie (a) de la Tabla 2.

En ciertas realizaciones, la primera secuencia heteréloga codifica una proteina de influenza PA de longitud completa,
0 una porcién de la misma, tal como un epitopo (por ejemplo, uno o mas epitopos HTL o CTL). En ciertas
realizaciones, la porcion o epitopo es de una secuencia conservada de manera evolutiva. En ciertas realizaciones, el
epitopo es un epitopo HTL o CTL que muestra una unién redundante a moléculas HLA clase | o clase I,
respectivamente, y/o tiene la capacidad de generar respuestas interferon gamma humanas (IFN-y) en el analisis del
ensayo ELISPOT usando PBMC humanas. Como se ha analizado anteriormente, los epitopos HTL o CTL pueden
formar un concatémero donde un Unico epitopo HTL o CTL se repite y/o donde una pluralidad de epitopos HTL y/o
CTL se unen. En ciertas realizaciones, la primera secuencia heterdloga codifica uno o mas epitopos PA HTL
seleccionados del grupo que se muestra en la Tabla 1 (es decir, las SEQ ID NOs: 34-40). En otras realizaciones, la
primera secuencia heteréloga codifica uno o mas epitopos PA CTL seleccionados del grupo que se muestra en la

Tabla 10 (es decir, las SEQ ID NOs: 164-205).

Tabla 10
Proteina | Péptido CTL SEQ ID NO. Supertipo HLA | N.° de alelos unidos®
PA CTHLEVCEMY | SEQ ID NO: 164 HLA-A1 2
PA VTRREVHIY SEQ ID NO: 165 HLA-A1 1
PA SSLENFRAY | SEQ ID NO: 166 HLA-A1 1
PA YVDGFEPNGY | SEQ ID NO: 167 HLA-A1 2
PA HIASMRRNY | SEQ ID NO: 168 HLA-A1 1
PA VSHCRATEY | SEQ ID NO: 169 HLA-A1 1
PA FMYSDFHFI SEQ ID NO: 170 HLA-A2 5
PA ALLKHRFEI SEQ ID NO: 171 HLA-A2 4
PA MAWTVVNSI | SEQID NO: 172 HLA-A2 5
PA LLMDALKLSI | SEQ ID NO: 173 HLA-A2 5
PA LLAWKQVLA | SEQID NO: 174 HLA-A2 3
PA YINTALLNA SEQ ID NO: 175 HLA-A2 5
PA SICNTTGVEK | SEQ ID NO: 176 HLA-A3 4
PA KFLPDLYDYK | SEQ ID NO: 177 HLA-A3 2
PA HIYYLEKANK | SEQ ID NO: 178 HLA-A3 4
PA KFLLMDALK SEQ ID NO: 179 HLA-A3 2
PA RTFFGWKEPY | SEQ ID NO: 180 HLA-A3 3
PA KIPKTKNMKK | SEQ ID NO: 181 HLA-A3 2
PA FQLIPMISK SEQ ID NO: 182 HLA-A3 2
PA KTNLYGFIIK SEQ ID NO: 183 HLA-A3 4
PA NLYGFIIKGR | SEQ ID NO: 184 HLA-A3 4
PA SVKEKDMTK | SEQ ID NO: 185 HLA-A3 2
PA MTKEFFENK | SEQ ID NO: 186 HLA-A3 5
PA KVCRTLLAK SEQ ID NO: 187 HLA-A3 3
PA KLLLIVQALR | SEQ ID NO: 188 HLA-A3 3
PA KFAAICTHL SEQ ID NO: 189 HLA-A24 2
PA CFMYSDFHF | SEQ ID NO: 190 HLA-A24 3
PA YYLEKANKI SEQ ID NO: 191 HLA-A24 2
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PA EYIMKGVYI SEQ ID NO: 192 HLA-A24 2
PA FFENKSETW | SEQ ID NO: 193 HLA-A24 2
PA LYASPQLEGF | SEQ ID NO: 194 HLA-A24 2
PA APIEHIASM SEQ ID NO: 195 HLA-B7 4
PA SPQLEGFSA | SEQID NO: 196 HLA-B7 2
PA SEKTHIHIF SEQ ID NO: 197 HLA-B44 4
PA GEETIEERF | SEQ ID NO: 198 HLA-B44 5
PA PELRSLSSWI | SEQ ID NO: 199 HLA-B44 4
PA SEFNKACELT | SEQ ID NO: 200 HLA-B44 5
PA MEFSLTDPRL | SEQ ID NO: 201 HLA-B44 6
PA WEKYCVLEI | SEQ ID NO: 202 HLA-B44 5
PA AESRKLLLI SEQ ID NO: 203 HLA-B44 4
PA AESRKLLLIV | SEQ ID NO: 204 HLA-B44 3
PA YEAIEECLI SEQ ID NO: 205 HLA-B44 4
a) Véase nota al pie (a) de la Tabla 2.

En ciertas realizaciones, la primera secuencia heteréloga codifica una proteina PB1 de la influenza de longitud
completa, o una porcién de la misma, tal como un epitopo (por ejemplo, uno o mas epitopos HTL o CTL). En ciertas
realizaciones, la porcién o epitopo es de una secuencia conservada de manera evolutiva. En ciertas realizaciones, el
epitopo es un epitopo HTL o CTL que muestra una union redundante a moléculas HLA clase | o clase II,
respectivamente, y/o tiene la capacidad de generar respuestas interferon gamma humanas (IFN-y) en el andlisis del
ensayo ELISPOT usando PBMC humanas. Como se ha analizado anteriormente, los epitopos HTL o CTL pueden
formar un concatémero donde un Unico epitopo HTL o CTL se repite y/o donde una pluralidad de epitopos HTL y/o
CTL se unen. En ciertas realizaciones, la primera secuencia heteréloga codifica uno o mas epitopos PB1 HTL
seleccionados del grupo que se muestra en la Tabla 1 (es decir, las SEQ ID NOs: 41-54). En otras realizaciones, la
primera secuencia heteréloga codifica uno o mas epitopos PB1 CTL seleccionados del grupo que se muestra en la

Tabla 11 (es decir, las SEQ ID NOs: 206-264).

Tabla 11
Proteina | Péptido CTL SEQ ID NO. Supertipo HLA | N.° de alelos unidos®
PB1 YSHGTGTGY | SEQ ID NO: 206 HLA-A1 4
PB1 GMQIRGFVY SEQ ID NO: 207 HLA-A1 2
PB1 RMFLAMITY SEQ ID NO: 208 HLA-A1 2
PB1 KMARLGKGY | SEQ ID NO: 209 HLA-A1 1
PB1 MLASIDLKY SEQ ID NO: 210 HLA-A1 3
PB1 MLASIDLKY SEQ ID NO: 211 HLA-A1 4
PB1 TFEFTSFFY SEQ ID NO: 212 HLA-A1 3
PB1 LVSDGGPNLY | SEQ ID NO: 213 HLA-A1 3
PB1 AQTDCVLEA SEQ ID NO: 214 HLA-A2 4
PB1 CVLEAMAFL SEQ ID NO: 215 HLA-A2 4
PB1 RLIDFLKDV SEQ ID NO: 216 HLA-A2 4
PB1 QIRGFVYRV SEQ ID NO: 217 HLA-A2 4
PB1 FVYFVETLA SEQ ID NO: 218 HLA-A2 5
PB1 RMFLAMITYI SEQ ID NO: 219 HLA-A2 4
PB1 LLIDGTASL SEQ ID NO: 220 HLA-A2 5
PB1 NMLSTVLGV SEQ ID NO: 221 HLA-A2 4
PB1 FVANFSMEL SEQ ID NO: 222 HLA-A2 5
PB1 AQMALQLFI SEQ ID NO: 223 HLA-A2 4
PB1 RLCNPLNPFV | SEQ ID NO: 224 HLA-A2 4
PB1 QTYDWTLNR | SEQ ID NO: 225 HLA-A3 4
PB1 ALANTIEVFR SEQ ID NO: 226 HLA-A3 3
PB1 MVTQRTIGK SEQ ID NO: 227 HLA-A3 4
PB1 MVTOQRTIGKK | SEQ ID NO: 228 HLA-A3 3
PB1 ALTLNTMTK SEQ ID NO: 229 HLA-A3 2
PB1 TLARSICEK SEQ ID NO: 230 HLA-A3 3
PB1 SIAPIMESNK SEQ ID NO: 231 HLA-A3 4
PB1 IQAGVDRFYR | SEQ ID NO: 232 HLA-A3 4
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PB1 KLVGINMSK SEQ ID NO: 233 HLA-A3 2
PB1 KLVGINMSKK | SEQ ID NO: 234 HLA-A3 2
PB1 GTFEFTSFFY | SEQID NO: 235 HLA-A3 4
PB1 TFEFTSFFYR | SEQ ID NO: 236 HLA-A3 4
PB1 AQMALQLFIK | SEQ ID NO: 237 HLA-A3 2
PB1 LQLFIKDYR SEQ ID NO: 238 HLA-A3 3
PB1 ATTHSWIPK | SEQ ID NO: 239 HLA-A3 4
PB1 ATTHSWIPKR | SEQ ID NO: 240 HLA-A3 2
PB1 YQKCCTLFEK | SEQ ID NO: 241 HLA-A3 2
PB1 YQKCCNLFEK | SEQ ID NO: 242 HLA-A3 2
PB1 KFFPSSSYR | SEQ ID NO: 243 HLA-A3 4
PB1 SYLIRALTL SEQ ID NO: 244 HLA-A24 2
PB1 MFLAMITYI SEQ ID NO: 245 HLA-A24 2
PB1 RYTKTTYWW | SEQ ID NO: 246 HLA-A24 2
PB1 SYINRTGTF SEQ ID NO: 247 HLA-A24 3
PB1 FYRYGFVANF | SEQ ID NO: 248 HLA-A24 2
PB1 LYNIRNLHI SEQ ID NO: 249 HLA-A24 2
PB1 MYQKCCNLF | SEQ ID NO: 250 HLA-A24 2
PB1 MYQKCCTLF | SEQ ID NO: 251 HLA-A24 3
PB1 NPRMFLAMI SEQ ID NO: 252 HLA-B7 1
PB1 QPEWFRNVL | SEQ ID NO: 253 HLA-B7 1
PB1 APIMESNKM | SEQ ID NO: 254 HLA-B7 2
PB1 IPAEMLASI SEQ ID NO: 255 HLA-B7 4
PB1 SPGMMMGMF | SEQ ID NO: 256 HLA-B7 1
PB1 GPATAQMAL | SEQ ID NO: 257 HLA-B7 2
PB1 MPAHGPAKSM | SEQ ID NO: 258 HLA-B7 4
PB1 IPKRNRSIL SEQ ID NO: 259 HLA-B7 1
PB1 FPSSSYRRPV | SEQ ID NO: 260 HLA-B7 4
PB1 RPVGISSMV | SEQ ID NO: 261 HLA-B7 1
PB1 CEKLEQSGL | SEQ ID NO: 262 HLA-B44 4
PB1 IEKIRPLLI SEQ ID NO: 263 HLA-B44 5
PB1 IIESVNNAVV | SEQ ID NO: 264 HLA-B44 6
a) Véase nota al pie (a) de la Tabla 2.

En ciertas realizaciones, la primera secuencia heteréloga codifica una proteina PB2 de la influenza de longitud
completa, o una porcién de la misma, tal como un epitopo (por ejemplo, uno o mas epitopos HTL o CTL). En ciertas
realizaciones, la porcion o epitopo es de una secuencia conservada de manera evolutiva. En ciertas realizaciones, el
epitopo es un epitopo HTL o CTL que muestra una unién redundante a moléculas HLA clase | o clase Il,
respectivamente, y/o tiene la capacidad de generar respuestas interferon gamma humanas (IFN-y) en el andlisis del
ensayo ELISPOT usando PBMC humanas. Como se ha analizado anteriormente, los epitopos HTL o CTL pueden
formar un concatémero donde un Unico epitopo HTL o CTL se repite y/o donde una pluralidad de epitopos HTL y/o
CTL se unen. En ciertas realizaciones, la primera secuencia heteréloga codifica uno o méas epitopos PB2 HTL
seleccionados del grupo que se muestra en la Tabla 1 (es decir, las SEQ ID NOs: 55-61). En otras realizaciones, la
primera secuencia heteréloga codifica uno o mas epitopos PB2 CTL seleccionados del grupo que se muestra en la

Tabla 12 (es decir, las SEQ ID NOs: 265-309).

Tabla 12
Proteina | Péptido CTL SEQ ID NO. Supertipo HLA | N.° de alelos unidos®
PB2 STVHYPKVY SEQ ID NO: 265 HLA-A1 2
PB2 KISPLMVAY SEQ ID NO: 266 HLA-A1 2
PB2 RVSKMGVDEY | SEQ ID NO: 267 HLA-A1 1
PB2 GTEKLTITY SEQ ID NO: 268 HLA-A1 1
PB2 QWSQEPTMLY | SEQ ID NO: 269 HLA-A1 2
PB2 WSQDPTMLY | SEQ ID NO: 270 HLA-A1 4
PB2 LQDCKIAPL SEQ ID NO: 271 HLA-A2 4
PB2 FONWGIEHI SEQ ID NO: 272 HLA-A2 4
PB2 FONWGIEPI SEQ ID NO: 273 HLA-A2 4
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PB2 RMQFSSLTV | SEQ ID NO: 274 HLA-A2 4
PB2 TTVDHMAIIK | SEQ ID NO: 275 HLA-A3 2
PB2 TVDHMAIIK SEQ ID NO: 276 HLA-A3 2
PB2 RIMEMIPER SEQ ID NO: 277 HLA-A3 4
PB2 TTSTVHYPK | SEQ ID NO: 278 HLA-A3 5
PB2 STVHYPKVYK | SEQ ID NO: 279 HLA-A3 4
PB2 TVHYPKVYK | SEQ ID NO: 280 HLA-A3 5
PB2 KVYKTYFEK | SEQ ID NO: 281 HLA-A3 3
PB2 GTFGPVHFR | SEQ ID NO: 282 HLA-A3 5
PB2 SFSFGGFTFK | SEQ ID NO: 283 HLA-A3 5
PB2 FSFGGFTFK | SEQ ID NO: 284 HLA-A3 5
PB2 FSFGGFTFKR | SEQ ID NO: 285 HLA-A3 5
PB2 SFGGFTFKR | SEQ ID NO: 286 HLA-A3 4
PB2 VLTGNLQTLK | SEQ ID NO: 287 HLA-A3 2
PB2 HOLLRHFQK | SEQ ID NO: 288 HLA-A3 3
PB2 WSIDRFLR SEQ ID NO: 289 HLA-A3 4
PB2 SQDPTMLYNK | SEQ ID NO: 290 HLA-A3 2
PB2 GTFDTVOQIIK | SEQ ID NO: 291 HLA-A3 3
PB2 LLPFAAAPPK | SEQ ID NO: 292 HLA-A3 4
PB2 VLRGFLILGK | SEQ ID NO: 293 HLA-A3 3
PB2 SINELSNLAK | SEQ ID NO: 294 HLA-A3 3
PB2 WMMAMKYPI | SEQ ID NO: 295 HLA-A24 2
PB2 HYPKVYKTYF | SEQ ID NO: 296 HLA-A24 2
PB2 LYNKMEFEPF | SEQ ID NO: 297 HLA-A24 2
PB2 QYSGFVRTLF | SEQ ID NO: 298 HLA-A24 2
PB2 NPALRMKWM | SEQ ID NO: 299 HLA-B7 1
PB2 YPKVYKTYF | SEQ ID NO: 300 HLA-B7 2
PB2 GPVHFRNQV | SEQ ID NO: 301 HLA-B7 1
PB2 FPNEVGARIL | SEQ ID NO: 302 HLA-B7 5
PB2 SPLMVAYML | SEQ ID NO: 303 HLA-B7 4
PB2 APPKQSRMQF | SEQ ID NO: 304 HLA-B7 1
PB2 APPEQSRMQF | SEQ ID NO: 305 HLA-B7 1
PB2 GPALSINEL SEQ ID NO: 306 HLA-B7 1
PB2 RELVRKTRFL | SEQ ID NO: 307 HLA-B44 4
PB2 MEFEPFQSL | SEQ ID NO: 308 HLA-B44 5
PB2 KEDKRYGPAL | SEQ ID NO: 309 HLA-B44 6
a) Véase nota al pie (a) de la Tabla 2.

En ciertas realizaciones, la primera secuencia heteréloga codifica una pluralidad de epitopos HTL enumerados en la
Tabla 1 (es decir, las SEQ ID NOs: 1-61), donde la pluralidad de epitopos HTL incluye epitopos de una pluralidad de
epitopos de la influenza. La secuencia codificada puede, por ejemplo, codificar un multimero de epitopos HTL de
diferentes proteinas de la influenza. En ciertas realizaciones, la pluralidad de epitopos HTL se selecciona, en parte,
en funcién de su porcentaje de conservacion de la secuencia, nimero y tipo de alelos unidos HLA clase Il (es decir,
para asegurar la unién a un amplio espectro de alelos HLA clase Il), respuesta IFN-y en andlisis del ensayo
ELISPOT usando PBMC humanas, o cualquier combinacion de los mismos. En ciertas realizaciones, la primera
secuencia heterologa codifica uno o méas epitopos HTL seleccionados del grupo que se muestra en la Tabla 13. En
ciertas realizaciones, la primera secuencia heteréloga codifica un multimero de todos los epitopos HTL mostrados en
la Tabla 13.

Tabla 13
1 o]
Pf,?ftlﬁ'gfzie Péptido HTL SEQ ID NO. C(‘;’/S? : N u(rj]?d%'géos Memoria®
M1 KGILGFVFTLTVPSE SEQ ID NO: 13 94 11 6
M1 YRKLKREITFHGAKE SEQ ID NO: 14 61 11 10
M1 MGTVTTEVALGLVCA SEQ ID NO: 15 22 7 5
M1 NPLIRHENRMVLAST SEQ ID NO: 16 98 11 5
M1 AMEVASQARQMVQAM SEQ ID NO: 17 75 8 3
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NP IGRFYIQMCTELKLSDYEG | SEQ ID NO: 20 67 12 4
NP QNSITIERMVLSAFD SEQ ID NO: 21 69 8 5
NP VGTMVMELIRMIKRG SEQ ID NO: 22 73 10 8
NP DLIFLARSALILRGS SEQ ID NO: 23 92 12 4
NP RSALILRGSVAHKSC SEQ ID NO: 24 100 12 2
NP KSQLVWMACHSAAFE SEQ ID NO: 25 71 11 2
NP AGQISVQPTFSVQRN SEQ ID NO: 26 61 10 5
NS1 EGAIVGEISPLPSLPGHTD | SEQ ID NO: 28 27 8 5
NS2 SLKLYRDSLGEAVMR SEQ ID NO: 30 46 8 3
NS2 IRWLIEEVRHRLRIT SEQ ID NO: 31 8 7 4
NS2 FEQITFMQALQLLLE SEQ ID NO: 32 58 10 1
NS2 ITFMQALQLLLEVEQ SEQ ID NO: 33 58 10 1
PA RREVHIYYLEKANKI SEQ ID NO: 34 76 11 4
PA LFTIRQEMASRGLWD SEQ ID NO: 35 71 11 3
PA EPFLKTTPRPLRLPD SEQ ID NO: 36 35 10 2
PA RSKFLLMDALKLSIED SEQ ID NO: 37 90 13 2
PA VAPIEHIASMRRNYF SEQ ID NO: 38 75 11 4
PA EYIMKGVYINTALLN SEQ ID NO: 39 98 7 4
PA RPMFLYVRTNGTSKI SEQ ID NO: 40 90 12 3
PB1 PTLLFLKVPAQNAIST SEQ ID NO: 41 71 11 2
PB1 SYLIRALTLNTMTKD SEQ ID NO: 42 88 12 2
PB1 FLAMITYITRNQPEW SEQ ID NO: 43 76 11 3
PB1 QPEWFRNVLSIAPIMF SEQ ID NO: 44 76 12 2
PB1 FRNVLSIAPIMFSNKM SEQ ID NO: 45 76 12 1
PB1 IAPIMFSNKMARLGK SEQ ID NO: 46 84 10 1
PB1 KGYMFESKSMKLRTQI SEQ ID NO: 47 76 13 2
PB1 MMGMFNMLSTVLGVS SEQ ID NO: 49 100 12 10
PB1 DFALIVNAPNHEGIQ SEQ ID NO: 50 84 11 3
PB1 YGFVANFSMELPSFG SEQ ID NO: 51 90 9 3
PB1 GVTVIKNNMINNDLGP SEQ ID NO: 52 92 8 2
PB1 PNLYNIRNLHIPEVC SEQ ID NO: 53 80 9 2
PB1 ISSMVEAMVSRARID SEQ ID NO: 54 78 8 1
PB2 KWMMAMKYPITADKR SEQ ID NO: 55 82 8 1
PB2 GARILTSESQLTITK SEQ ID NO: 56 82 8 2
PB2 KAAMGLRISSSFSFG SEQ ID NO: 57 78 13 3
PB2 IKAVRGDLNFVNRAN SEQ ID NO: 58 90 9 4
PB2 LRHFQKDAKVLFQNW SEQ ID NO: 59 88 8 1
PB2 QWIIRNWETVKIQWS SEQ ID NO: 60 76 11 3
PB2 RMQFSSLTVNVRGSG SEQ ID NO: 61 96 11 2

a) Véase nota al pie (a) de la Tabla 1.
b) Véase nota al pie (b) de la Tabla 1.
¢) Véase nota al pie (c) de la Tabla 1.

En otras realizaciones, la primera secuencia heteréloga codifica una pluralidad de epitopos CTL enumerados en las
Tablas 2-3 y 5-12 (es decir, las SEQ ID NOs: 62-309), donde la pluralidad de epitopos CTL incluye epitopos de una
pluralidad de proteinas de Influenza. La secuencia codificada puede, por ejemplo, codificar un multimero de epitopos
CTL de diferentes proteinas de la influenza. En ciertas realizaciones, la pluralidad de epitopos CTL se selecciona, en
parte, en base a su porcentaje de conservacion de la secuencia, nimero y tipo de alelos unidos HLA clase | (es
decir, para asegurar la unién a un amplio espectro de alelos HLA clase 1), respuesta IFN-y en el analisis de ensayo
ELISPOT usando PBMC humanas, o cualquier combinacion de los mismos. En ciertas realizaciones, la primera
secuencia heteréloga codifica uno o mas epitopos CTL seleccionados del grupo enumerado en la Tabla 14. En
ciertas realizaciones, la primera secuencia heteréloga codifica un multimero de todos los epitopos CTL enumerados
en la Tabla 14.
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Tabla 14

Proteina | Péptido CTL SEQ ID NO. Supertipo HLA | N.° de alelos unidos®
NP CTELKLSDY | SEQID NO: 111 HLA-Al 1
NP HSNLNDATY | SEQID NO: 112 HLA-Al 2
NP KSCLPACVY | SEQ ID NO: 113 HLA-Al 2
PB1 YSHGTGTGY | SEQ ID NO: 206 HLA-Al 4
PB1 LVSDGGPNLY | SEQ ID NO: 213 HLA-Al 3
PB2 KISPLMVAY SEQ ID NO: 266 HLA-Al 2
PB2 GTEKLTITY SEQ ID NO: 268 HLA-Al 1
M1 GILGFVFTL SEQ ID NO: 70 HLA-A2 4
M1 RMGTVTTEV SEQ ID NO: 72 HLA-A2 4
NS1 FQVDCFLWHV | SEQ ID NO: 141 HLA-A2 5
NS2 MQALQLLLEV | SEQ ID NO: 155 HLA-A2 5
NP CLPACVYGL | SEQID NO: 114 HLA-A2 4
NP FQGRGVFEL | SEQ ID NO: 116 HLA-A2 4
PA FMYSDFHFI SEQ ID NO: 170 HLA-A2 5
PB1 RLIDFLKDV SEQ ID NO: 216 HLA-A2 4
PB1 QIRGFVYFV | SEQID NO: 217 HLA-A2 4
PB1 NMLSTVLGV | SEQ ID NO: 221 HLA-A2 4
PB1 FVANFSMEL | SEQ ID NO: 222 HLA-A2 5
M1 ASCMGLIYNR | SEQ ID NO: 74 HLA-A3 4
M2 RLFFKCIYRR SEQ ID NO: 82 HLA-A3 5
NP SVQPTFSVQR | SEQ ID NO: 124 HLA-A3 4
NP SVQRNLPFER | SEQ ID NO: 126 HLA-A3 4
NS1 AIMDKNIILK | SEQ ID NO: 146 HLA-A3 3
NS2 TQFESLKLYR | SEQ ID NO: 157 HLA-A3 3
PA KFLPDLYDYK | SEQ ID NO: 177 HLA-A3 2
PB1 KLVGINMSKK | SEQ ID NO: 234 HLA-A3 2
PB1 GTFEFTSFFY | SEQ ID NO: 235 HLA-A3 4
PB2 SFSFGGFTFK | SEQ ID NO: 283 HLA-A3 5
PB2 VLRGFLILGK | SEQ ID NO: 293 HLA-A3 3
NP FYIQMCTEL | SEQ ID NO: 128 HLA-A24 2
PA YYLEKANKI SEQ ID NO: 191 HLA-A24 2
PB1 FYRYGFVANF | SEQ ID NO: 248 HLA-A24 2
NS1 VPASRYLTDM | SEQ ID NO: 147 HLA-B7 2
NP LPRRSGAAGA | SEQ ID NO: 132 HLA-B7 2
NP LPFERATIM SEQ ID NO: 134 HLA-B7 5
PB1 QPEWFRNVL | SEQ ID NO: 253 HLA-B7 1
PB1 IPKRNRSIL SEQ ID NO: 259 HLA-B7 1
M1 TEVETYVLSI SEQ ID NO: 76 HLA-B44 4
M1 SEQAAEAMEYV | SEQ ID NO: 78 HLA-B44 6
NP GERQNATEI | SEQID NO: 135 HLA-B44 4
NS1 LETLILLRAF | SEQ ID NO: 150 HLA-B44 4
NS1 GEISPLPSL SEQ ID NO: 151 HLA-B44 6
NS2 QEIRTFSFQL | SEQ ID NO: 163 HLA-B44 4
PA CELTDSSWI° [ SEQ ID NO: 310 HLA-B44 n/a
NP YERMCNILKG" | SEQ ID NO: 311 HLA-B44 n/a

a) Véase nota al pie (a) de la Tabla 2.

b) Assarsson y col. (2008), J Virol 82: 12241.

La primera secuencia heteréloga puede codificar una proteina o antigeno inmunégeno de cualquier patégeno
infeccioso descrito en la presente. Por ejemplo, en algunas realizaciones, la primera secuencia heteréloga codifica
una proteina inmundgena de un virus, una bacteria, un protista y/o un hongo. En una realizacion, la primera
secuencia heter6loga codifica una proteina inmundgena de un virus de la influenza, poliovirus, virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH), virus del papiloma humano (VPH), virus de chikungunya, y/o virus de la fiebre del
Dengue. En otra realizacion, la primera secuencia heteréloga codifica una proteina inmunégena de Bacillus (por
ejemplo, Bacillus anthracis), Mycobacterium (por ejemplo, Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium Leprae),
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Shigella (por ejemplo, Shigella sonnei, Shigella dysenteriae, Shigella flexneri), Streptococcus, y/o Escherichia (por
ejemplo, E. coli enterotoxigénico, enterohemorragico o productor de toxinas Shiga). En otra realizacion, la primera
secuencia heterdloga codifica una proteina inmunégena de E. coli enterotoxigénico (ETEC), E. coli enteropatogénico
(EPEC), E. coli enteroinvasivo (EIEC), E. coli enterohemorragico (EHEC), y/o E. coli enteroagregativo (EAEC). Aln
en otra realizacion, la primera secuencia heteréloga codifica una proteina inmunégena de Burkholderia (por ejemplo,
Burkholderia cepacia complex), Pseudomonas (por ejemplo, Pseudomoncts aeruginosa), Clostridium (por ejemplo,
Clostridium botulinum, Clostridium tetani, Clostridium difficile), Staphylococcus (por ejemplo, Staphylococcus aureus
resistante a meticilina, resistente a mdltiples farmacos, o resistente a oxacilina), Enterococcus (por ejemplo,
Enterococcus faecalis, Enterococcus faecum, enterococos resistentes a la vancomicina (ERV)), Streptococcus (por
ejemplo, Streptococcus pneumoniae, Streptococcus pyogenes, Streptococcus agalactiae), y/o Vibrio (por ejemplo,
Vibrio cholerae). En otra realizacion, la primera secuencia heteréloga codifica una proteina inmundgena de
Camphylobacter (por ejemplo, Camphylobacter jejuni), Bordetella (por ejemplo, Bordetella pertussis), Chlamydia (por
ejemplo, Chlamydia pneumonia, Chlamydia trachomatis), Corynebacterium (por ejemplo, Corynebacterium
diphtheria), Legionella (por ejemplo, Legionella pneumophila), Listeria (por ejemplo, Listeria monocytogenes),
Neisseria (por ejemplo, Neisseria gonorrhoeae, Neisseria meningitidis), Salmonella (por ejemplo, Salmonella
enterica, Salmonella typhi, Salmonella typhimurium), Yersinia (por ejemplo, Yersinia pestis), Haemophilus (por
ejemplo, Haemophilus influenzae), Helicobacter (por ejemplo, Helicobacter pylori), Coxiella (por ejemplo, Coxiella
burnetti), y/o Francisella (por ejemplo, Francisella tularensis). En ciertas realizaciones, la primera secuencia
heterdloga codifica una proteina inmunégena de influenza, VIH, VPH, Bacillus anthracis, Plasmodium y/o Shigella.
AUn en otras realizaciones, la primera secuencia heteréloga codifica una proteina inmundégena de influenza, VIH, y/o
Bacillus anthracis.

Los antigenos de la influenza codificados por la primera secuencia heteréloga pueden ser de cualquier cepa de la
influenza, que existan actualmente o que se aislen posteriormente, incluyendo, por ejemplo, una cepa asociada a la
gripe espafiola de 1918 (H1N1), la gripe asiatica de 1957 (H2N2), la gripe de Hong Kong de 1968 (H3N2), la gripe de
Hong Kong de 1997 (H5N1), la gripe de Vietnam de 2004 (H5N1), la gripe porcina de 2009 (H1N1), etc. Por lo tanto,
por ejemplo, el antigeno de HA puede ser un antigeno de HA H1, H2, H3, H4, H5, H6, H7, H8, H9, H10, H11, H12,
H13, H14, H15, H16 o B, mientras que el antigeno NA puede, por ejemplo, ser un antigeno NA N1, N2, N3, N4, N5,
N6, N7, N8 o N9. En algunas realizaciones, el antigeno de HA es un antigeno de HA H1, H3, H5 o B. Los ejemplos
no limitantes de cepas de influenza que pueden ser la base para una secuencia heteréloga de la invencion incluyen:
Algoose/Guangdong/1/96 (H5N1); A/Brevig Mission/1/1918 (H1N1); A/Wilson-Smith/33 (H1N1); A/Puerto Rico/8/34/
Mount Sinai (H1IN1); A/Fort Monmouth/1/47 (H1N1); A/JUSSR/90/1977 (H1N1); A/New Caledonia/20/1999(H1N1);
A/Solomon Islands/3/2006(H1N1); A/Brisbane/59/2007(H1N1); A/California/7/2009 (H1N1); A/California/14/2009
(HIN1); A/California/08/2009 (HIN1); AlCalifornia/05/2009 (HIN1); AlTexas/04/2009 (H1N1);
A/Mexico/InDRE4114/2009 (H1N1); A/New York/1669/2009 (H1N1); A/Canada-AB/RV1532/2009 (H1N1);
AlLeningrad/134/47/57 (H2N2); A/Ann Arbor/6/60 (H2N2); A/Berlin/3/64 (H2N2); A/Tokyo/3/67 (H2N2);
A/Singapore/1/57 (H2N2); A/Hong Kong/1/68 (H3N2); A/Albany/1/76 (H3N2); A/Panama/2007/99 (H3N2);
A/Wisconsin/67/05(H3N2); A/Hong Kong/1774/99 (H3N2); A/Moscow/10/99 (H3N2); A/Hiroshima/52/2005(H3N2);
A/California/7/2004(H3N2); A/New York/55/2004(H3N2); A/Brisbane/10/2007(H3N2); A/Perth/16/2009 (H3N2);
Al/goose/Guiyang/337/2006 (H5N1) subtipo 4; A/HK/156/97 (H5N1); A/HK/483/97 (H5N1); A/Viet Nam/1194/2004
(H5N1) subtipo 1; A/Viet Nam/1203/2004 (H5N1) subtipo 1; A/duck/NCVD1/07 (H5N1); A/chicken/VietNam/NCVD-
21/07 (H5N1); AlIndonesia/5/05 (H5N1) subtipo 2.1; A/Turkey/65-596/06 (H5N1) subtipo 2.2;
Alchicken/India/NIV33487/2006  (H5N1) subtipo 2.2;  Alturkey/Turkey/1/2005 (H5N1) subtipo 2.2;
A/Egypt/902782/2006 (H5N1); A/Egypt/2321/2007 (H5N1); A/Egypt/3300-NAMRU3/2008 (H5N1); A/Anhui/1/2005
(H5N1); A/China/GD01/2006 (H5N1); A/common magpie/Hong Kong/50525/07 (H5N1) subtipo 2.3.2; A/Japanese
white-eye/Hong Kong/1038/2006 (H5N1) subtipo 2.3.4; Alchicken/Viet Nam/NCVD-15/2007 (H5N1);
Alchicken/Italy/2335/2000 (H7N1); Alturkey/Italy/3675/99 (H7N1); A/chicken/New York/21211-2/05 (H7N2); A/New
York/107/03 (H7N2); Al/chicken/British Columbia/GSC human B/04 (H7N3); A/Canada/ rv504/04 (H7N3);
Alchicken/British Columbia/CN-6/04 (H7N3); Alequine/San Paulo/4/76 (H7N7); A/seal/Mass/1/1980 (H7N7);
Alchicken/Victoria/1/1985 (H7N7); Alchicken/Netherlands/2586/2003 (H7N7); A/mallard/California/HKWF1971/2007
(H7N7); Alchicken/Beijing/1/94 (H9N2); A/quail/Hong Kong/G1/1997 (HON2); A/Korea/KBNP-0028/2000 (HIN2);
Alchicken/Hong Kong/G9/97 (H9N2); A/chicken/Hong Kong/CSW153/ 2003 (H9N2); A/chicken/Shantou/6781/2005
(HON2); AJchicken/Jiangsu/L1/2004 (HONZ2); A/Hong Kong/1073/99 (H9NZ2); A/Hong Kong/2108/2003 (H9N2);
Alchicken/Shiraz/AIV-IR004/2007 (H9NZ2); Alchicken/Zibo/L2/2008 (HON2); Alchicken/Henan/L1/2008 (H9N2);
Alavian/Israel/313/2008 (H9N2) y B/Brisbane/60/2008. Pueden identificarse facilmente cepas de influenza
adicionales por los expertos en la técnica. Por ejemplo, la Tabla 1 del documento WO 2008/054540 proporciona una
lista extensa de las diferentes cepas de la influenza que se han aislado hasta la fecha, como se muestra en el sitio
web del National Center for Biotechnology Information (NCBI).
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En ciertas realizaciones, la primera secuencia heterdloga codifica un antigeno de HA de la influenza seleccionado de
los virus de la influenza H1, H3, H5 o B. El antigeno de HA puede derivarse, en algunas realizaciones, de una 0 mas
de las cepas seleccionadas del grupo que consiste en A/Vietnam/1194/2004, A/Vietnam/1203/2004, A/Anhui/1/2005,
A/Egypt/2321/2007, A/Egypt/3300-NAMRU3/2008, A/Perth/16/2009, A/California/05/2009, o B/Brisbane/60/2008. En
algunas realizaciones, la primera secuencia heteréloga codifica un antigeno NP o M1 de la influenza. En una
realizacion, el antigeno NP o M1 deriva de las cepas de influenza A/Texas/04/2009 o A/California/08/2009.

En otras realizaciones, la primera secuencia heteréloga codifica un antigeno de un virus de papiloma humano (VPH).
El VPH puede ser de cualquier cepa descubierta a la fecha o posteriormente (por ejemplo, VPH-1, VPH-2, VPH-6,
VPH-11, VPH-16, VPH-18, VPH-31, VPH-45, etc.). En una realizacién, la primera secuencia heteréloga codifica un
antigeno de una cepa VPH-16 o VPH-18. En ciertas realizaciones, el antigeno del VPH es un antigeno de superficie,
tal como una proteina L1 de longitud completa o un fragmento de la misma (por ejemplo, un epitopo conservado de
manera evolutiva y/o un epitopo HTL o CTL). En una realizacion, la primera secuencia heteréloga codifica una
proteina L1 de longitud completa que se encuentra total o parcialmente optimizada por codones. En otras
realizaciones, el antigeno del VPH es una L2 de longitud completa o un fragmento de la misma (por ejemplo, un
epitopo conservado de manera evolutiva y/o un epitopo HTL o CTL). En otras realizaciones, el antigeno del VPH es
un polipéptido hibrido L2 o un polipéptido hibrido L1/L2. Por ejemplo, en una realizacion particular, el antigeno del
VPH es un polipéptido L1 que comprende un fragmento de un polipéptido L2 (por ejemplo, un fragmento L2 se
puede insertar en un bucle del polipéptido L1). Aln en otras realizaciones, el antigeno del VPH es una proteina E6 o
E7 de longitud completa, o un fragmento de la misma (por ejemplo, un epitopo conservado de manera evolutiva y/o
un epitopo HTL o CTL). Aun en otras realizaciones, el antigeno del VPH es una proteina de fusion que comprende
proteinas L1, L2 y/o E6 y E7. Por ejemplo, en algunas realizaciones, el antigeno del VPH es una proteina de fusién
que comprende un polipéptido hibrido L1/L2 fusionado a una proteina E7. En otras realizaciones, el antigeno del
VPH es una proteina de fusién que comprende un polipéptido hibrido L1/L2 fusionado a una proteina E6.

En otras realizaciones, la primera secuencia heter6loga codifica un antigeno del virus de inmunodeficiencia humana
(VIH). El VIH puede ser de cualquier cepa conocida o que se descubra posteriormente (por ejemplo, VIH-1, VIH-2,
etc.). En ciertas realizaciones, el antigeno de VIH es un antigeno de superficie, tal como una proteina env. de
longitud completa (por ejemplo, gp160) o un fragmento u oligdmero de la misma (por ejemplo, gp140, gp120, gp41,
un epitopo conservado de manera evolutiva y/o un epitopo HTL o CTL). En otras realizaciones, el antigeno de VIH
es una proteina capside de longitud completa (p24), una proteina matriz (p17) o un fragmento de la misma (por
ejemplo, un epitopo conservado de manera evolutiva y/o un epitopo HTL o CTL). En otras realizaciones, el antigeno
de VIH es una proteina Tat (por ejemplo, p16 o pl14), Rev (p19), Vif (p23), Vpr (p14), Nef (p27), Vpu (p16) o Gag. El
antigeno de VIH puede ser cualquier proteina VIH, de longitud completa o no, tal como un epitopo HTL o CTL, y
puede ser una secuencia conservada de manera evolutiva. En algunas realizaciones, la secuencia de antigenos VIH
puede ser modificada genéticamente para contener dominios de trimerizacion heterdlogos (por ejemplo, GCN de
levadura, tal como GCN4 y motivos de fibrina FT de bacteriéfagos T4) o determinadas secuencias de sefializacion
para modificaciones postraduccionales, tal como los sitios de anclaje de glicosilfosfatidilinositol (GPI). Por ejemplo,
en una realizacion, una proteina de envoltorio VIH, tal como gp140 o gp120, puede ser modificada para contener un
sitio de anclaje de GPI. En otra realizacion, una secuencia gp140 VIH puede ser modificada para contener un
dominio de trimerizacion GCN heter6logo y/o un sitio de anclaje GPI. En algunas realizaciones, el dominio de
trimerizacion GCN o el sitio de anclaje GPI esta fusionado a el extremo carboxilo de una secuencia de proteinas de
envoltorio VIH (por ejemplo, la secuencia gp 140 VIH).

En otras realizaciones, la primera secuencia heteréloga codifica un antigeno de una bacteria Bacillus. El Bacillus
puede ser cualquiera de varias especies patdgenas (por ejemplo, B. anthracis, B. cereus, etc.) y puede ser de
cualquier aislado de tal especie conocido o descubierto posteriormente. En ciertas realizaciones, el antigeno de
Bacillus es un antigeno de superficie, tal como una proteina residente en la membrana celular, o un fragmento de la
misma (por ejemplo, un epitopo conservado de manera evolutiva y/o un epitopo HTL o CTL). En otras realizaciones,
el antigeno de Bacillus es una proteina intracelular o un fragmento de la misma (por ejemplo, un epitopo conservado
de manera evolutiva y/o un epitopo HTL o CTL). En ciertas realizaciones, el antigeno de Bacillus esté asociado a la
entrada de la célula huésped. Por ejemplo, el antigeno puede ser una proteina de unién a la célula diana (por
ejemplo, un antigeno protector (PrAg o PA)), una metalopeptidasa (por ejemplo, un factor letal (LF)), una adenilato
ciclasa (por ejemplo, un factor edema (EF)), o un fragmento de los mismos (por ejemplo, un epitopo conservado de
manera evolutiva, y/o un epitopo HTL o CTL). En algunas realizaciones, el antigeno Bacillus puede modificarse para
eliminar un sitio de escision de termolisina o contener un anclaje GPI. En una realizacion, la primera secuencia
heterdloga codifica un antigeno protector o un antigeno protector modificado que ha sido modificado para eliminar un
sitio de escision de termosilina o contener un anclaje GPI.
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En otras realizaciones, la primera secuencia heteréloga codifica un antigeno de una bacteria Shigella. El Shigella
puede ser cualquiera de varias especies patdgenas (por ejemplo, S. sonnei, S. dysenteriae, S. flexneri, etc.) y puede
ser cualquier aislado de dicha especie conocido o descubierto posteriormente. En ciertas realizaciones, el antigeno
de Shigella es un antigeno de superficie, tal como una proteina residente en la membrana celular o asociada a la
membrana celular, tal como una proteina integral de membrana o una proteina periférica de membrana, o un
fragmento de la misma (por ejemplo, un epitopo conservado de manera evolutiva y/o un epitopo HTL o CTL). Por
ejemplo, el antigeno puede ser una proteina de la membrana externa, tal como la cepa de Karp p56. En otras
realizaciones, el antigeno de Shigella es una proteina intracelular o un fragmento de la misma (por ejemplo, un
epitopo conservado de manera evolutiva y/o un epitopo HTL o CTL). En ciertas realizaciones, el antigeno de
Shigella esta asociado a la entrada de la célula huésped, tales como las proteinas invasivas IpaB, IpaC, o IpaD. En
otra realizacion, los antigenos de Shigella son antigenos universales que comprenden polipéptidos IcsP y/o SigA.

En otras realizaciones, la primera secuencia heteréloga codifica un antigeno de Mycobacterium. La Mycobacterium
puede ser cualquiera de varias especies patégenas (por ejemplo, M. tuberculosis, M. leprae, M. lepromatosis, etc.) y
puede ser cualquier aislado de dicha especie conocido o descubierto posteriormente. En ciertas realizaciones, el
antigeno de Mycobacterium es un antigeno de superficie, tal como una proteina residente en la membrana celular o
asociada a la membrana celular, tal como una proteina integral de membrana o una proteina periférica de
membrana, o un fragmento de la misma (por ejemplo, un epitopo conservado de manera evolutiva y/o un epitopo
HTL o CTL). En otras realizaciones, el antigeno de Mycobacterium es una proteina intracelular o un fragmento de la
misma (por ejemplo, un epitopo conservado de manera evolutiva y/o un epitopo HTL o CTL). En ciertas
realizaciones, el antigeno de Mycobacterium se selecciona del grupo que consiste en Ag85A, Ag85B, Ag85C, ESAT-
6, CFP-10, HspX, y combinaciones de los mismos.

En otras realizaciones, la primera secuencia heteréloga codifica un antigeno de Plasmodium. El plasmodium puede
ser cualquiera de varias especies patdgenas (por ejemplo, P. falciparum, P. vivax, P. ovale, P. malariae, etc.) y
puede ser cualquier aislado de dicha especie conocido o descubierto posteriormente. En ciertas realizaciones, el
antigeno de Plasmodium es un antigeno de superficie, tal como una proteina residente en la membrana celular o
asociada a la membrana celular, tal como una proteina integral de membrana o una proteina periférica de
membrana, o un fragmento de la misma (por ejemplo, un epitopo conservado de manera evolutiva y/o un epitopo
HTL o CTL). En otras realizaciones, el antigeno de Plasmodium es una proteina intracelular o un fragmento de la
misma (por ejemplo, un epitopo conservado de manera evolutiva y/o un epitopo HTL o CTL). En ciertas
realizaciones, el antigeno de Plasmodium se seleccionado del grupo que consiste en CS, CSP (no escindido),
MSP1, MSP2 (p-42 c-terminal), LSA1, EBA-175, AMAL, FMP1, Pfs48/45, y MSP3.

En ciertas realizaciones, la primera secuencia heteréloga codifica un antigeno de Streptococcus pneumoniae (por
ejemplo, Pneumococcus). En ciertas realizaciones, el antigeno de Streptococcus pneumoniae es un antigeno de
superficie, tal como una proteina residente en la membrana celular o asociada a la membrana celular, tal como una
proteina integral de membrana o una proteina periférica de membrana, o un fragmento de la misma (por ejemplo, un
epitopo conservado de manera evolutiva y/o un epitopo HTL o CTL). En otras realizaciones, el antigeno de
Streptococcus pneumoniae es una proteina intracelular o un fragmento de la misma (por ejemplo, un epitopo
conservado de manera evolutiva y/o un epitopo HTL o CTL). En ciertas realizaciones, el antigeno de Streptococcus
pneumoniae es seleccionado del grupo que consiste en proteinas de la superficie de neumococo (por ejemplo,
PspA, PspC), neumolisina (Ply), enzimas de nauraminidasa (por ejemplo, NanA, NanB), autolisina A (LytA),
proteinas de triada de histidina neumocdcicas, PiaA, PiuA, fructosa bisfosfato aldolasa (FBA), adhesina A, y
neumolisoide.

AUn en otras realizaciones, la primera secuencia heteréloga codifica un antigeno de superficie, una proteina interna,
una toxina, una proteina asociada a la invasion, proteasa u otras enzimas, proteina de choque térmico u otro
antigeno de cualquier otro patégeno infeccioso. Por ejemplo, el antigeno de superficie puede ser de un patdégeno
infeccioso seleccionado del grupo que consiste en Bordetalla pertussis, Chlamydia pneumonia (por ejemplo, proteina
D de membrana, proteina de la membrana externa), Chlamydia trachomatis (por ejemplo, proteina D de la
membrana, proteina de la membrana externa), Legionella pneumophilia, Staphylococcus aureus, incluyendo cepas
resistentes a la meticilina, resistentes multifarmacos y resistentes a la oxacilina (por ejemplo, IsdA, IsdB, SdrD,
SdrE), Streptococcus pneumoniae (por ejemplo, PsPA), Streptococcus aeruginosa (por ejemplo, Ag flagelar,
porinas), Streptococcus pyogenes (por ejemplo, proteina M, proteina de union a la fibronectina Sfbl), Streptococcus
agalactiae, E. coli enterohemorragico (por ejemplo, intimina, adhesina FimH), Haemophilis influenzae (por ejemplo,
Pili, P1, P2, P4, P6), Candida (por ejemplo, Alslp, Als3p), Coccidioides immitis (por ejemplo, Ag2), Pseudomonas
aeruginosa (por ejemplo, antigeno flagelar, porinas), virus del sarcoma de Rous (por ejemplo, proteina F, proteina
G), retrovirus endégeno humano K (por ejemplo, antigeno HERV-K-MEL de melanoma) virus del herpes (por
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ejemplo, glucoproteina D2), virus de la fiebre del dengue (por ejemplo, proteinas de envoltura DEN1, DEN2, DEN3,
DEN4, proteina de dominio 4xEDIII tetravalente), etc. La toxina puede seleccionarse del grupo que consiste en
toxina inestable de Camphylobacter jejuni, toxinas A y B de Clostridium difficile, exotoxinas y endotoxinas
pirogénicas de Streptococcus pyogenes, toxina B de Vibrio cholerae, toxina Shiga (por ejemplo, Stx-1, Stx-2) de E.
coli enterohemorragico, la exotoxina A de Pseudomonas aeruginosa, etc. La proteasa u otras enzimas pueden
seleccionarse del grupo que consiste en factor de proteasa secretado de Chlamydia, neumolisina, autolisina o
neuraminidasa de Streptococcus pneunioniae, proteasa de cisteina o peptidasa C5a de Streptococcus pyogenes,
ureasa de Helicobacter pylori, ureasa de Coccidioides immitis, His-62, antigeno H, y hsp70 de Histoplasma
capsulatum, etc.

En ciertas realizaciones, la primera secuencia heteréloga codifica, en su totalidad o en parte, una proteina producida
por una célula cancerosa. La proteina o un fragmento de la misma (por ejemplo, producto de escisiéon, dominio
estructural, unidad(es) de estructura secundaria, epitopos de linfocitos B, epitopos de linfocitos T citotéxicos (CTL),
epitopos de los linfocitos T auxiliares (HTL)), etc., pueden estar en la superficie de la célula cancerosa. Por ejemplo,
la proteina o fragmento de la misma puede ser altamente antigénica y/o un marcador para la célula cancerosa (por
ejemplo, un marcador especifico de células cancerosas o un antigeno altamente enriquecido en las células
cancerosas). Como alternativa, la proteina o un fragmento de la misma (por ejemplo, producto de escision, dominio
estructural, unidad(es) de estructura secundaria, epitopos HTL o CTL, etc.), pueden estar en el interior de la célula
cancerosa. Por ejemplo, la proteina o el fragmento de la misma puede ser una proteina citosélica, una proteina
nuclear, etc.

En ciertas realizaciones, la primera secuencia heter6loga comprende al menos un marco abierto de lectura completo
(ORF), donde el al menos un ORF completo codifica un polipéptido discreto capaz de ser expresado en una célula
huésped infectada con el vector adenovirico. En ciertas realizaciones, la primera secuencia heter6loga comprende al
menos dos 0 mas ORF completos, cada uno de los cuales codifica un polipéptido discreto capaz de ser expresado
en una célula huésped infectada con el vector adenovirico. Uno o mas de los polipéptidos discretos pueden ser una
proteina de longitud completa o un fragmento de la misma, como se ha descrito anteriormente. Asimismo, uno o0 mas
de los polipéptidos discretos pueden ser un multimero de dominios proteicos, motivos estructurales, o epitopos (por
ejemplo, epitopos de linfocitos B, HTL o CTL), como se ha descrito anteriormente. Por ejemplo, en ciertas
realizaciones, la primera secuencia heter6loga comprende un primer ORF que codifica una proteina de longitud
completa (por ejemplo, HA de la influenza) y un segundo ORF que codifica un multimero de dominios proteicos,
motivos estructurales, o epitopos (por ejemplo, un multimero de una o méas secuencias M2 de la influenza
seleccionadas de la Tabla 4, un multimero de uno o mas epitopos de linfocitos B de la influenza, un multimero de
uno o mas epitopos HTL de la influenza seleccionados de la Tabla 1 o de la Tabla 13, o un multimero de uno o mas
epitopos CTL de la influenza seleccionados de las Tablas 2-3 y 5-12 o de la Tabla 14, etc.).

Por lo tanto, en algunas realizaciones, la primera secuencia heteréloga codifica una proteina de fusién. La proteina
de fusion puede comprender uno o mas epitopos o fragmentos de proteinas antigénicas o proteinas de longitud
completa del mismo patégeno infeccioso o de un patdgeno infeccioso diferente. Por ejemplo, en una realizacion, la
proteina de fusion comprende un polipéptido hibrido L1/L2 de VPH como se describe en el presente documento,
fusionado a las proteinas E6 y E7 del VPH. En algunas realizaciones, la proteina de fusion comprende un polipéptido
hibrido L1/L2 derivado de VPH-16 (por ejemplo, una proteina L1 VPH-16 de longitud completa con un fragmento de
L2 VPH-16 insertado en un bucle L1) fusionado a una proteina E7. En otras realizaciones, la proteina de fusion
comprende un polipéptido hibrido L1/L2 derivado de VPH-18 (por ejemplo, una proteina L1 VPH-18 de longitud
completa con un fragmento de L2 VPH-18 insertado en un bucle L1) fusionado a una proteina E6. En otra
realizacién, la proteina de fusion comprende fragmentos inmundgenos de proteinas de HA y NA de la influenza
fusionados (por ejemplo, epitopos de neutralizacion de HA de la influenza o proteinas NA como se describe en el
presente documento). En otra realizacion, la proteina de fusién comprende uno 0 mas epitopos de neutralizacion de
proteinas de HA de la influenza como se describe en el presente documento, fusionados a proteinas NA de la
influenza de longitud completa. Aun en otra realizacién, la proteina de fusién puede ser un multimero de varios
epitopos como se describe en el presente documento. Por ejemplo, la proteina de fusidon puede ser un multimero de
epitopos HTL, donde cada epitopo se conecta por medio de una secuencia enlazadora (véase el Ejemplo 13 para un
multimero representativo). En algunas realizaciones, la proteina de fusion codificada por la primera secuencia
heter6loga comprende un antigeno de dos o mas especies o serotipos de un patdgeno infeccioso. Por ejemplo, la
proteina de fusién puede comprender dominios EDIII de las proteinas de envoltura de cada uno de los cuatro
serotipos del virus de la fiebre del dengue 1-4.

En ciertas realizaciones, la primera secuencia heter6loga comprende dos ORF completos, donde el primer y
segundo ORF se orientan en paralelo (por ejemplo, de la cabeza a la cola). En ciertas realizaciones relacionadas, la
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primera secuencia heter6loga comprende adicionalmente una secuencia de entrada ribosémica interna (IRES)
ubicada 3' del coddn de terminacién del primer ORF y 5' del codén de inicio del segundo ORF, permitiendo de esta
manera que los polipéptidos codificados por el primer y segundo ORF sean traducidos desde una Unica transcripcién
de ARNm. Los expertos en la técnica pueden identificar faciimente las secuencias IRES adecuadas que son
funcionales en células de mamiferos (por ejemplo, seres humanos) y cémo tales secuencias deberian posicionarse
para asegurar una traduccion suficiente del segundo ORF.

En ciertas realizaciones relacionadas, la primera secuencia heter6loga comprende dos ORF completos, donde el
primer y segundo ORF se orientan en paralelo (por ejemplo, de la cabeza a la cola), y comprenden adicionalmente
un aceptor de splicing ubicado a 3' del coddn de terminacion del primer ORF y 5' del cod6n de inicio del segundo
ORF, permitiendo de esta manera que los polipéptidos codificados por el primer y segundo ORF sean traducidos
desde una Unica transcripcién de ARNm o como dos transcripciones separadas de ARNm. Los expertos en la
técnica pueden identificar elementos de splicing e incorporarlos de manera correcta. Los aceptores de splicing
pueden ser secuencias consenso (tal como sitios de splicing SV40) o secuencias no consenso (tal como el aceptor
de splicing ADP de Ad5) dependiendo del resultado que se desee. Por ejemplo, en la unidad de transcripcion tardia
principal del adenovirus, los sitios de splicing 3' que tengan polipirimidina atipica se prefieren tardios en la infeccién
virica. Véase, por ejemplo, Muhlemann y col. (1995), J. Virology 69(11): 7324.

En ciertas realizaciones relacionadas, la primera secuencia heter6loga comprende dos ORF completos, donde el
primer y segundo ORF se orientan en paralelo (por ejemplo, de la cabeza a la cola), y comprenden adicionalmente
un elemento de salto de 2A (autoprocesamiento intraribosémico) ubicado en el marco entre el extremo 3' del primer
ORF (codén de terminacion eliminado) y 5' en el marco del codon de inicio del segundo ORF, permitiendo de esta
manera que los polipéptidos codificados por el primer y segundo ORF sean traducidos desde una Unica transcripcion
de ARNm, como un péptido Unico que se "salta" un enlace peptidico en la ubicacion del elemento A2 y genera de
esta manera dos polipéptidos. Los expertos en la técnica pueden identificar los elementos de salto de 2A, tales como
los derivados del virus de la glosopeda (FMDV) y picornavirus, y organizarlos de manera de tal forma que los dos
ORF formen un péptido continuo Unico.

En ciertas realizaciones, la primera secuencia heteréloga comprende dos ORF completos, donde el primer y
segundo ORF se orientan de punta a punta. Por ejemplo, el extremo 3' del primer ORF puede ser adyacente al
extremo 3' del segundo ORF. Como alternativa, el extremo 5' del primer ORF puede ser adyacente al extremo 5' del
segundo ORF.

En general, la primera secuencia heterologa es parte de una unidad de transcripcién que contiene minimamente un
potenciador y/o promotor de transcripcion y una secuencia de poliadenilacion. En ciertas realizaciones, la unidad de
transcripcion comprende adicionalmente uno o mas intrones, uno o mas potenciadores de splicing, una secuencia
lider, una secuencia consenso de Kozak, uno o mas elementos que aumentan la estabilidad y/o el procesamiento del
ARN, o cualquier combinacion de los mismos.

En ciertas realizaciones, la primera secuencia heterdloga se encuentra bajo el control del promotor tardio principal
enddgeno (MLP). La primera secuencia heterdloga puede unirse operativamente a una secuencia de control
adenovirica traduccional y/o transcripcional. Como se usa en el presente documento en este contexto, "bajo el
control de" y "unida operativamente a" significan que la transcripcion y/o traduccién de un ORF contenido en una
secuencia heterdloga se encuentra afectada por la secuencia de control. Por lo tanto, por ejemplo, la transcripcion
y/o traduccion del ORF puede aumentarse como resultado de una secuencia de control adenovirica transcripcional
y/o traduccional. En ciertas realizaciones, "unida de manera operativa a" indica que la secuencia de control y la
secuencia heterdloga se encuentran cercanas entre si. Por ejemplo, en ciertas realizaciones, una secuencia de
control adenovirica que estd unida de manera operativa a una secuencia heteréloga se ubica dentro de
aproximadamente 100 pb, entre aproximadamente 100 y aproximadamente 200 pb, entre aproximadamente 200 y
aproximadamente 300 pb, entre aproximadamente 300 y aproximadamente 400 pb, o entre aproximadamente 400 y
aproximadamente 500 pb de un extremo de la secuencia heteréloga.

Como se usa en el presente documento, una "secuencia de control adenovirica transcripcional y/o traduccional" es
una secuencia de acido nucleico implicada en la regulacion transcripcional y/o traduccional que se deriva de un
adenovirus. Tales secuencias incluyen, pero sin limitacion, promotores adenoviricos (por ejemplo, el promotor tardio
principal (MLP) o el promotor dentro de la unidad de transcripcion tardia principal (MLTU), potenciadores de la
transcripcién adenoviricos, sitios aceptores de splicing adenoviricos (por ejemplo, el sitio aceptor de splicing nativo
para la transcripcion dirigida por MLP del ORF de Ad4 E3 24,8 k o la secuencia aceptora de splicing de ADP de
Ad5), potenciadores de splicing adenoviricos, secuencias lideres adenoviricas (por ejemplo, secuencias lideres
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tripartitas (TPL)), elementos adenoviricos que aumentan la estabilidad y/o el procesamiento del ARN (por ejemplo,
elementos de exportacion de ARN que actlan en cis), y secuencias sefial de poli A adenoviricas (por ejemplo,
secuencia sefial de poliadenilacion Ad5 E3A). La secuencia de control adenovirica transcripcional y/o traduccional
puede ser de cualquier cepa de adenovirus. Por lo tanto, un vector adenovirico (por ejemplo, un vector Ad4) de la
invencion puede comprender una secuencia de control transcripcional y/o traduccional adenovirica derivada de una
cepa de adenovirus diferente (es decir, una cepa no Ad4). La secuencia de control adenovirica transcripcional y/o
traduccional puede tener una secuencia de tipo silvestre (es decir, una secuencia que se encuentra en un
adenovirus de origen natural) o una secuencia variante de la misma. Las secuencias de control adenoviricas
transcripcionales y/o traduccionales se han descrito en la técnica. Por ejemplo, las secuencias TPL adenoviricas se
describen en la Solicitud de Patente de Estados Unidos 2006/0115456; se describen potenciadores en Massie y col.
(1995), Biotechnology 13(6): 602; y se analizan secuencias de poliadenilacién en Bhat y Wold (1986), J. Virology
57(3): 1155. Pueden identificarse por los expertos en la técnica secuencias de control adenoviricas transcripcionales
y/o traduccionales.

La primera secuencia heter6loga se encuentra en (es decir, bajo el control de) un MLP adenovirico. Como se usa en
el presente documento, "promotor tardio principal (MLP)" se usa de manera intercambiable con promotor de unidad
transcripcional tardia principal (MLTU). En otras realizaciones, la primera secuencia heter6loga se encuentra bajo el
control de un MLP adenovirico y TPL adenovirico. En otras realizaciones, la primera secuencia heterdloga se
encuentra bajo el control de un MLP adenovirico y unida operativamente a una secuencia aceptora de splicing
adenovirica. Aln en otras realizaciones, la primera secuencia heterdloga se encuentra bajo el control de un MLP
adenovirico y un TLP adenovirico, y unida operativamente a una secuencia aceptora de splicing adenovirica. En
ciertas realizaciones, la secuencia aceptora de splicing adenovirica es una secuencia no consenso. Sin intencioén de
limitarse por la teoria, se cree que los aceptores de splicing no consenso rinden mejor que los aceptores de splicing
de consenso cuando se usan junto con el MLP adenovirico. En cualquiera de las realizaciones anteriores, la primera
secuencia heterdloga puede, ademas, estar unida operativamente a una secuencia sefial de poli A adenovirica.

La primera secuencia heteréloga se encuentra en (es decir, bajo el control de) un promotor tardio principal (MLP). En
ciertas realizaciones, otra secuencia de control adenovirica transcripcional y/o traduccional puede ser una secuencia
enddgena. Como se usa en el presente documento, una secuencia de control adenovirica transcripcional y/o
traduccional "enddgena' es una secuencia de acido nucleico involucrada en la regulacion traduccional y/o
transcripcional que es natural de un vector adenovirico y no ha sido introducida o movida a una nueva ubicacién por
medio de tecnologias recombinantes. Por ejemplo, cualquier secuencia de control transcripcional y/o traduccional de
Ad4 presente en un vector adenovirico Ad4 es enddgena con respecto al vector adenovirico Ad4, con la condicién de
que la ubicacion de la secuencia no haya sido modificada mediante tecnologias recombinantes.

En ciertas realizaciones, la primera secuencia heteréloga comprende una secuencia de control transcripcional y/o
traduccional exdgena. Como se usa en el presente documento, una secuencia de control transcripcional y/o
traduccional "exdgena" se refiere a una secuencia de control transcripcional y/o traduccional no adenovirica o a una
secuencia de control transcripcional y/o traduccional adenovirica sacada de su contexto de tipo silvestre y colocada
en un nuevo contexto dentro de la secuencia heteréloga. Los ejemplos de secuencias de control transcripcionales
yl/o traduccionales exdgenas incluyen, pero sin limitacion, promotores funcionales en células de mamiferos (por
ejemplo, promotores constitutivos, tal como un promotor de CMV, el promotor LTR del virus del sarcoma de Rous
(VSR), el promotor SV40, el promotor de la dihidrofolato reductasa (DHFR), el promotor de B-actina, el promotor de
la fosfoglicerol cinasa (PGK), el promotor EF1a (Invitrogen), etc.), secuencias potenciadoras funcionales en células
mamiferas (por ejemplo, secuencias potenciadoras de CMV o VSR), sefiales de splicing, potenciadores de splicing,
secuencias lider, secuencias Kozak, secuencias que aumentan la estabilidad y/o procesamiento del ARN (por
ejemplo, elementos de exportacion de ARN que actlian en cis, elemento de regulacién postraduccional del virus de
la hepatitis de la marmota (WPRE)), secuencias sefial de poli A (por ejemplo, hormona del crecimiento bovino (BGH)
0 secuencia sefial de poli A SV40), etc. Se han descrito diversas secuencias de control transcripcionales y/o
traduccionales en la técnica anterior. Se ha descrito un promotor de CMV adecuado, por ejemplo, en la Solicitud de
Patente de Estados Unidos 2006/0115456. Los elementos de WPRE se han descrito, por ejemplo, en Donello y col.
(1998), J. Virology 72(6): 5085. Los elementos de WPRE deben ubicarse dentro del mensaje del ORF, tipicamente
entre el extremo 3' del gene y la secuencia de poliadenilacion 5'. Sin intencién de limitarse por la teoria, se cree que
los WPRE funcionan aumentando la eficacia de la traslocacion del ARNm del nulcleo, asi como aumentando la
traduccion y la estabilidad del ARN. Las secuencias Kozak también se han descrito, por ejemplo, en Kozak, Nucleic
Acid Res 15(20), 8125-48 (1987).

Las secuencias de control transcripcionales y/o traduccionales adecuadas, ya sean adenoviricas o de otra forma,
incluyen secuencias de origen natural, asi como formas modificadas de dichas secuencias. Dichas formas
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modificadas pueden incluir uno o mas cambios de base (por ejemplo, eliminaciones, inserciones, sustituciones)
disefiados para potenciar una actividad deseable asociada a la secuencia de control transcripcional y/o traduccional
o reducir o eliminar una actividad no deseada asociada a la secuencia de control transcripcional y/o traduccional
adenovirica enddgena.

En ciertas realizaciones, la primera secuencia heter6loga comprende multiples secuencias de control
transcripcionales y/o traduccionales. Por ejemplo, la primera secuencia heter6loga puede comprender suficientes
secuencias de control transcripcionales y/o traduccionales para asegurar la expresion de un ORF en la primera
secuencia heterdloga tras la infeccién de una célula apropiada (por ejemplo, una célula humana) por parte del vector
adenovirico. En ciertas realizaciones, la primera secuencia heteréloga comprende un promotor (por ejemplo, un
promotor de CMV) y una secuencia TPL adenoviral. En otras realizaciones, la primera secuencia heteréloga
comprende un promotor (por ejemplo, un promotor de CMV), un TPL adenoviral y una secuencia sefal de poli A
adenovirica (por ejemplo, una secuencia sefial de poli A del Ad5 E3A). En relacion con cualquiera de las
realizaciones anteriores, la primera secuencia heteréloga puede comprender ademas una secuencia Kozak.

En ciertas realizaciones, la primera secuencia heteréloga comprende una o mas secuencias de control
transcripcionales o traduccionales para cada uno de dos o mas ORF. Por ejemplo, la primera secuencia heter6loga
puede comprender suficientes secuencias de control transcripcionales o traduccionales para asegurar la expresion
de cada uno de dos o mas ORF. Por consiguiente, en ciertas realizaciones, la primera secuencia heteréloga
comprende un promotor y una secuencia sefial de poli A para cada uno de dos ORF. La primera secuencia
heterdloga puede comprender ademéas un TPL adenoviral y/o una secuencia Kozak para cada uno de los ORF.
Como alternativa, en ciertas realizaciones, la primera secuencia heter6loga puede comprender suficientes
secuencias de control transcripcionales o traduccionales para asegurar la expresion de un ORF (por ejemplo, un
promotor y/o potenciador y una secuencia sefial de poli A) mientras que comprende un segundo ORF que se
encuentra bajo el control de o unido operativamente a secuencias de control transcripcionales o traduccionales
adenoviricas enddgenas.

En ciertas realizaciones, la primera secuencia heteréloga se ha optimizado para aumentar o maximizar la expresion
y/o traduccion de al menos un ORF. Por ejemplo, en ciertas realizaciones, se optimiz6 un ORF en la primera
secuencia heteréloga mediante codones (por ejemplo, para su expresion en células de mamiferos, tales como
células humanas). En una realizacion, la primera secuencia heterdloga se ha optimizado por codones y se encuentra
bajo el control de un promotor no adenovirico, tal como un promotor de CMV. En otras realizaciones, una secuencia
Kozak unida operativamente a un ORF es la primera secuencia heter6loga optimizada para crear, por ejemplo, una
secuencia Kozak consenso. Aun en otras realizaciones, la primera secuencia heteréloga se ha optimizado para
quitar posibles secuencias inhibidoras, tales como silenciadores de splicing exénicos o secuencias aisladoras (por
ejemplo, secuencias que funcionan para organizar la cromatina y bloquear los efectos de largo alcance de
promotores y/o potenciadores). La optimizacion mediante codones y otros tipos de optimizacién de secuencias son
habituales en la técnica y los expertos entenderan facilmente cémo realizar tales optimizaciones.

En algunas realizaciones, en las que la primera secuencia heterdloga se encuentra bajo el control de un promotor
MLP, la primera secuencia heterdloga no esta optimizada mediante codones, es decir, la primera secuencia
heterdloga es la secuencia natural del patdgeno infeccioso. Por ejemplo, en una realizacion, el vector adenovirico
comprende una primera secuencia heteréloga no optimizada mediante codones bajo el control de un promotor MLP
adenovirico, donde el vector adenovirico tiene capacidad de replicarse y tiene una eliminacion parcial de E3. En otra
realizacion, el vector adenovirico se deriva de Ad4.

La primera secuencia heter6loga se inserta en una eliminacion parcial de E3. La presente solicitud también desvela
la insercién de la primera secuencia heteréloga en una diversidad de ubicaciones diferentes en el vector adenovirico,
incluyendo las regiones E1, E2, E3, E4, L3 y L5 o el limite E4-ITR, una region E1, E2B, E3, L3, o L5, o un limite E4-
ITR. En otras realizaciones, un sitio de insercion de la region E3 adecuado esta ubicado aguas abajo de la secuencia
sefial de poli A E3B. Un sitio de insercion de region L3 adecuado esta ubicado aguas abajo del gene de la proteasa
L3 23k (por ejemplo, el gene de la proteasa 23k de un vector Ad5, o la secuencia equivalente en cualquier otro
vector adenovirico). El sitio preciso de insercion dentro de las regiones o limites adenoviricos puede seleccionarse
de tal forma que la primera secuencia heteréloga se encuentre bajo el control de o unida operativamente a una o
mas secuencias de control transcripcionales y/o traduccionales adenoviricas enddgenas. Como alternativa, o
adicionalmente, el sitio preciso de inserciébn puede seleccionarse para minimizar cualquier impacto sobre la
capacidad del vector adenovirico recombinante resultante de replicarse en células mamiferas (por ejemplo,
humanas).
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Los vectores adenoviricos de la invencion pueden comprender eliminaciones en el genoma adenovirico. Dichas
eliminaciones pueden, por ejemplo, proporcionar espacio para la insercién de secuencias heterélogas (por ejemplo,
una primera secuencia heteréloga) y ayudar a minimizar cualquier impacto de la insercién sobre la capacidad del
vector adenovirico recombinante resultante de replicarse en células mamiferas (por ejemplo, humanas). El vector
adenovirico puede eliminarse en una cantidad de ubicaciones diferentes, incluyendo las regiones E1, E2, E3, E4, L3
y L5 o el limite E4-ITR. En ciertas realizaciones, el vector adenovirico se elimina en una regiéon E1, E2B, E3, L3 0 L5
o un limite E4-ITR. En otras realizaciones, el vector adenovirico se elimina en una regién E3, una regiéon L3 o un
limite E4-ITR. El vector adenovirico se elimina en una regién E3. La primera secuencia heterdloga se inserta en una
eliminacion parcial de E3.

En ciertas realizaciones, una eliminacion en el vector adenovirico elimina uno o mas marcos abiertos de lectura. Por
ejemplo, pueden eliminarse uno, dos, tres 0 mas marcos abiertos de lectura. Los marcos abiertos de lectura tienen
una funcién conocida o desconocida. En ciertas realizaciones, la eliminaciéon se encuentra en la reglon E3 y
comprende la eliminaciéon de uno, dos, tres 0 mas ORF en la region E3 (por ejemplo, ORF de E3 con funcion
desconocida). La eliminacién en una regién E3 puede ser una eliminaciéon parcial. Como alternativa, la eliminacién
en una region E3 puede ser una eliminacién total. La figura 2 muestra eliminaciones parciales y totales ejemplares
en la regién E3 de Ad4. La eliminacion de ejemplo parcial de E3 de Ad4 quita los ORF 24,8 k, 6,3 k y 29,7 k, todos
los cuales actualmente no tienen funcién conocida, mientras que la eliminacion total de E3 de Ad4 quita los ORF
23,3k, 19 k, 24,8 k, 6,3 k, 29,7 k, 10,4 k, 14,5 k y 14,7 k. Una eliminacion parcial de E3 alternativa quita los ORF
24,8k, 6,3k, 29,7k, 10,4k, 145 ky 14,7 k.

Por lo tanto, en ciertas realizaciones, el vector adenovirico de la invencion es un vector Ad4 que comprende una
eliminacion de uno o més (por ejemplo, todos) los ORF 24,8 k, 6,3 ky 29,7 k de E3. En realizaciones relacionadas,
el vector adenovirico es un vector Ad4 que comprende una eliminacion que corresponde a nucleétidos de
aproximadamente 28.446 a aproximadamente 30.226 de la secuencia de GenBank AY594254. En otras
realizaciones, el vector adenovirico de la invencion es un vector Ad4 que comprende una eliminacion en la region E3
pero conserva uno o mas ORF de E3 seleccionado del grupo que consiste en 23,3 k, 19 k, 24,8 k, 6,3 k, 29,7 k, 10,4
k, 14,5 ky 14,7 k (por ejemplo, pueden conservarse los ORF 23,3 ky 19 k, pueden retenerse los ORF 10,4 k, 14,5 k
y 14,7 k o pueden conservarse los ORF 23,3 k, 19 k, 10,4 k, 14,5 k y 14,7 k). En realizaciones relacionadas, el vector
adenovirico es un vector Ad4 que comprende una eliminacidn que corresponde a nucleétidos de aproximadamente
28.446 a aproximadamente 31.282 o de aproximadamente 17.356 a aproximadamente 30.226 de la secuencia de
GenBank AY594254. Aln en otras realizaciones, el vector adenovirico de la invencién es un vector Ad4 que no
conserva ninguno de los ORF de E3 del grupo que consiste en 23,3 k, 19 k, 24,8 k, 6,3 k, 29,7 k, 10,4 k, 145k y
14,7 k. En ciertas realizaciones relacionadas, el vector adenovirico es un vector Ad4 que comprende una eliminacion
gue corresponde a nucledtidos de aproximadamente 27.356 a aproximadamente 31.282 de la secuencia de
GenBank AY594254.

En ciertas realizaciones, un ORF se considera como eliminado incluso si una parte de las secuencias de &cido
nucleico que comprenden el ORF permanece presente en el vector adenovirico (es decir, incluso si el ORF se
elimina sélo parcialmente). En ciertas realizaciones, la expresion de un ORF parcialmente eliminado puede
eliminarse mediante manipulacion adicional de la secuencia del ORF. Por ejemplo, en ciertas realizaciones, puede
eliminarse el codon de inicio del ORF. En ciertas realizaciones, una eliminacion parcial o total de la region E3 de Ad4
da como resultado una eliminacion parcial del ORF 23,3 k de E3. En ciertas realizaciones, un vector Ad4 que tiene
un ORF 23,3 k de E3 parcialmente eliminado comprende ademas una mutacion que quita el codén de inicio del ORF
23,3 k de E3 (por ejemplo, una mutacion en el codén ATG presente en la posicién 27279 de la secuencia GenBank
AY594254).

Aun en otras realizaciones, los vectores adenoviricos de la invencion pueden comprende una eliminacion parcial en
la regiéon E3 que corresponde a la region ADP del genoma Ad5 (por ejemplo, la region entre el ORF pgl9k de Ad5
E3 y el ORF RID-alfa de Ad5 E3). Por ejemplo, la eliminacion parcial de E3 de Ad4 mostrada en la figura 2
corresponde a una eliminaciéon de la region ADP de la region E3 de Ad5. De manera similar, la region que se
encuentra entre el ORF 18,3 k de Ad7 E3 (es decir, la region que comprende los ORF 20,1 k, 20,6 ky 7,7 k de Ad7
E3) corresponde a la region ADP de la region E3 de Ad5. Los expertos en la técnica pueden determinar facilmente
qué regiones en un vector adenovirico, de un serotipo que no sea Ad4 o Ad7, corresponden a la region ADP de Ad5.

Una primera secuencia heterdloga puede insertarse en una eliminacion en el vector adenovirico (por ejemplo, una
eliminaciéon como se ha descrito anteriormente). Como alternativa, la primera secuencia heteréloga puede insertarse
en el vector adenovirico en una ubicacién proxima a la eliminacion (por ejemplo una eliminacién como se ha descrito
anteriormente). La primera secuencia heterdloga se inserta en una eliminacion parcial de E3 (por ejemplo, una
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eliminacion parcial de E3 en un vector Ad4). También se desvelan vectores adenoviricos donde la primera secuencia
heterdloga se inserta en una eliminacion total de E3 (por ejemplo, una eliminacion total de E3 en un vector Ad4) o en
una regién proxima a una eliminacién parcial o total de E3 (por ejemplo, entre la secuencia sefal de poli A de E3B
una secuencia aguas abajo, tal como el gene de fibra L5 o el exdn U). En ciertas realizaciones, la primera secuencia
heteréloga se inserta en una eliminacién parcial de E3 de tal forma que se encuentre bajo el control de un promotor
enddgeno (por ejemplo, un LTP). Se desvela en el presente documento, una primera secuencia heteréloga que
comprende un promotor exdgeno Yy, opcionalmente, otras secuencias de control transcripcionales o traduccionales y
se inserta en una eliminacién parcial o total de E3. También se desvela una primera secuencia heteréloga que no
esta integrada a un ORF que codifica una proteina adenovirica. Como se usa en el presente documento en este
contexto, el término "integrado” significa que una secuencia heteréloga se inserta en un ORF adenoviral de tal forma
que la secuencia resultante codifica una proteina quimérica, donde parte de la proteina quimérica esta codificada por
el ORF adenovirico y parte de la proteina quimérica esta codificada por la secuencia heteréloga.

Un vector adenovirico de la invencion comprende una primera secuencia heteréloga que se encuentra bajo el control
de un promotor adenovirico, es decir, el promotor tardio principal, donde la primera secuencia heteréloga codifica un
antigeno de la influenza, Bacillus, VIH, VPH, togavirus (por ejemplo, virus de la fiebre del dengue), Shigella,
Mycobacterium, Streptococcus o Plasmodium. En una realizacién, la primera secuencia heteréloga codifica el
antigeno H1 HA, H3 HA, H5 HA o B HA de la influenza. En otra realizacion, la primera secuencia heteréloga codifica
un antigeno protector o un antigeno protector modificado de Bacillus anthracis. En otra realizacion, la primera
secuencia heterdloga codifica una proteina de envoltura (por ejemplo gp160, gp140, gp120), proteina de envoltura
modificada o proteina gag del VIH. Aln en otra realizacion, la primera secuencia heteréloga codifica una proteina L1,
proteina L2, proteina E6, proteina E7 o fusiones de las mismas del VPH incluyendo VPH16 y VPH18. Aln en otra
realizacién, la primera secuencia heteréloga codifica CSP, Pfs48/45, MSP1, MSP (C-terminal, p42) o LSAl de
Plasmodium. En algunas realizaciones, la primera secuencia heteréloga codifica Ag85, ESAT, HspX o
combinaciones de los mismos de Mycobacterium. En otras realizaciones, la primera secuencia heteréloga codifica
PSSP, proteina r56Karp o una proteina de invasion (por ejemplo, una proteina IpaB, IpaC o IpaD) de Shigella. En
realizaciones adicionales, el vector adenovirico puede comprender ademas una secuencia lider tripartita adenovirica.
Por ejemplo, la primera secuencia heterdloga puede encontrarse bajo el control de un MLP adenovirico y lider
tripartito, donde la primera secuencia heterélogo codifica un antigeno de la influenza, Bacillus, VIH, VPH, togavirus
(por ejemplo, virus de la fiebre del dengue), Shigella, Mycobacterium, Streptococcus o Plasmodium.

Un vector adenovirico desvelado en el presente documento puede comprender una primera secuencia heteréloga
gue se encuentra bajo el control de un promotor no adenovirico (por ejemplo, un promotor de CMV, promotor RSV
LTR, promotor SV40, promotor DHFR, promotor de B-actina, promotor PGK, el promotor EFla), donde la primera
secuencia heteréloga codifica un antigeno de la influenza, Bacillus, VIH, VPH, togavirus (por ejemplo, virus de la
fiebre del dengue), Shigella, Mycobacterium, Streptococcus o Plasmodium. Por ejemplo, en una realizacion, la
primera secuencia heterdloga se encuentra bajo el control de un promotor de CMV y codifica un antigeno de la
influenza, Bacillus o VIH. En una realizacién particular, la primera secuencia heterdloga es una secuencia optimizada
mediante codones de la influenza, Bacillus o VIH. En otra realizacién, la primera secuencia heterdloga es una
secuencia nativa de influenza, Bacillus o VIH. En otra realizacion, la primera secuencia heteréloga codifica el
antigeno H1 HA, H3 HA, H5 HA B HA, NP o M1 de influenza. En otra realizacion, la primera secuencia heterdloga
codifica un antigeno protector o un antigeno protector modificado de Bacillus anthracis. Ain en otra realizacion, la
primera secuencia heteréloga codifica una proteina de envoltura (por ejemplo, gp160, gp140, gp120), proteina de
envoltura modificada o proteina gag del VIH. En algunas realizaciones, el vector adenovirico puede comprender
ademas una secuencia lider tripartita. Por ejemplo, la primera secuencia heter6loga puede encontrarse bajo el
control de un promotor de CMV vy lider tripartito adenoviral, donde la primera secuencia heter6loga codifica un
antigeno de influenza, Bacillus, VIH, VPH, togavirus (por ejemplo, virus de la fiebre del dengue), Shigella,
Mycobacterium, Streptococcus o Plasmodium.

En ciertas realizaciones, un vector adenovirico de la invencién comprende una segunda secuencia heteréloga. Por lo
tanto, en ciertas realizaciones, el vector adenovirico de la invencibn comprende tanto una primera secuencia
heteréloga como una segunda secuencia heter6loga. Como alternativa, el vector adenovirico de la invencién puede
comprender una segunda secuencia heterdloga en vez de la primera secuencia heteréloga.

La segunda secuencia heteréloga puede tener una estructura como se ha descrito anteriormente para la primera
secuencia heteréloga y puede insertarse en el genoma adenovirico de cualquiera de cualquier manera que se ha
descrito anteriormente. Por lo tanto, en ciertas realizaciones, la segunda secuencia heter6loga puede codificar un
antigeno de longitud completa o un fragmento del mismo (por ejemplo, un dominio, unidad(es) de estructura
secundaria, un epitopo conservado, epitopos de linfocitos B, HTL o CTL o combinaciones de los mismos). En
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algunas realizaciones, la segunda secuencia heterdloga codifica una proteina terapéutica, tal como una citocina o
factor de crecimiento u otra proteina que estimule el sistema inmune. Por ejemplo, en una realizacion, la segunda
secuencia heter6loga codifica una proteina que estimula a los leucocitos, tal como un factor de estimulacion de
colonias de macréfagos de granulocitos (GM-CSF). En algunas realizaciones, la primera secuencia heteréloga
codifica un antigeno de un patégeno infeccioso y la segunda secuencia heteréloga codifica una proteina terapéutica.
En una realizacion particular, la primera secuencia heteréloga codifica un antigeno de la influenza (por ejemplo, el
antigeno H1 HA, H3 HA, H5 HA o B HA) y la segunda secuencia heteréloga codifica una proteina que estimula a los
leucocitos (por ejemplo, GM-CSF). En ciertas realizaciones, la segunda secuencia heteréloga se inserta en la misma
region del vector adenovirico que la primera secuencia heterdloga (por ejemplo, de tal forma que la primera y
segunda secuencias heterélogas se ubiquen préximas entre si). En otras realizaciones, la primera y segunda
secuencias heterélogas se insertan en diferentes regiones del vector adenovirico.

La segunda secuencia heteréloga también puede integrarse en un ORF adenoviral. En ciertas realizaciones el ORF
adenoviral codifica una proteina estructural adenovirica (por ejemplo, una proteina de la capside, tal como una
proteina hexdn o proteina fibrosa). Por lo tanto, en ciertas realizaciones, la segunda secuencia heter6loga se integra
en un ORF del hexén adenovirico, donde la fusion resultante del ORF del hexén y las secuencias heter6logas
codifican una proteina hexén quimérica. En otras realizaciones, la segunda secuencia heter6loga se integra en un
ORF de fibra adenoviral, donde la fusiéon resultante del ORF de fibra y las secuencias heterdlogas codifican una
proteina fibrosa quimérica. En general, una proteina fibrosa o hexdn quimérica conservara la funcion de fibra o
hexdn (por ejemplo, de los capsdmeros hexones o fibras y contribuird a la formaciéon de capsides) mientras que
presenta nuevos antigenos de la superficie de los adenovirus resultantes. La presentacién de nuevos antigenos de
la superficie de adenovirus recombinantes de la invencion es ventajosa porque ayuda a evitar problemas con la
inmunidad preexistente del adenovirus en la poblacion en general, lo cual puede reducir la eficacia de las vacunas
basadas en adenovirus. Ademas, la presentacion de antigenos de patégenos infecciosos en la superficie de los
adenovirus recombinantes puede ampliar la respuesta inmunitaria estimulada por las vacunas basadas en
adenovirus de la invencion presentando una mayor variedad de antigenos de patdgenos infecciosos al sistema
inmune de un sujeto que toma la vacuna.

En algunas realizaciones, la segunda secuencia heteréloga codifica una proteina fibrosa de un serotipo adenovirico
diferente y la segunda secuencia heteréloga reemplaza la secuencia que codifica la proteina fibrosa natural del
adenovirus. Por lo tanto, el adenovirus recombinante resultante expresa fibras de otro serotipo adenovirico. Por
ejemplo, en una realizacion, un adenovirus Ad5 expresa proteinas de fibra de un adenovirus Ad4, Ad7, Ad2, etc.

Por consiguiente, en ciertas realizaciones, la segunda secuencia heter6loga se integra al ORF de una proteina
estructural adenovirica (por ejemplo, una proteina de la capside, tal como un hexén o proteina), donde la segunda
secuencia heteréloga codifica un antigeno de un patégeno infeccioso. El patégeno infeccioso y el antigeno del
mismo pueden ser como se ha descrito anteriormente. En ciertas realizaciones, el antigeno es de una proteina de
superficie de influenza, tal como M2 (por ejemplo, un dominio, fragmento o epitopo externo de M2). En ciertas
realizaciones, el antigeno M2 se selecciona del conjunto de secuencias de péptidos enumerados en la Tabla 4 (por
ejemplo, la SEQ ID NO. 312, 318, 321 o 327). En ciertas realizaciones, la segunda secuencia heteréloga codifica
mas de una de las secuencias de péptidos M2 enumeradas en la Tabla 4. Por ejemplo, la segunda secuencia
heterdloga puede codificar al menos dos secuencias M2 de cepas de la influenza H1, H2 y/o H3 (por ejemplo, al
menos dos secuencias seleccionadas del grupo que consiste en las SEQ ID NOs: 312-317), cepas de la influenza
H5 (por ejemplo, al menos dos secuencias seleccionadas del grupo que consiste en las SEQ ID NOs: 318-320),
cepas de la influenza H7 (por ejemplo, al menos dos secuencias seleccionadas del grupo que consiste en las SEQ
ID NOs: 321-326) o cepas de la influenza H9 (por ejemplo, al menos dos secuencias seleccionadas del grupo que
consiste en las SEQ ID NOs: 327-335). Como alternativa, la segunda secuencia heterdloga puede codificar
secuencias M2 de una pluralidad de diferentes serotipos de influenza (por ejemplo, al menos una secuencia
seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NOs: 312-317, en combinacién con al menos una secuencia
seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NOs: 318-320, al menos una secuencia seleccionada del grupo
que consiste en las SEQ ID NOs: 321-326, al menos una secuencia seleccionada del grupo que consiste en las SEQ
ID NOs: 327-335, o cualquier combinacion de las mismas). En otras realizaciones, la segunda secuencia heteréloga
puede codificar una 0 mas copias de una secuencia matriz de la influenza (por ejemplo, GAAAGILGFVFTLNAA -
SEQ ID NO: 336) o secuencia NP de la influenza (por ejemplo, LELRSRYWAIRTRSGGNTNQQRAS - SEQ ID NO:
337). Aun en otras realizaciones, el antigeno de la influenza es un epitopo HTL o CTL. Por ejemplo, la segunda
secuencia heteréloga puede codificar uno o mas epitopos HTL seleccionados de las Tablas 1 o 13 0 uno o0 mas
epitopos CTL seleccionados de las Tablas 2-3y 5-12 o de la Tabla 14.

En otras realizaciones, la segunda secuencia heter6loga codifica una o mas porciones de una proteina hexon
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adenoviral de un serotipo adenovirico para el cual la inmunidad preexistente (por ejemplo, en la poblacion humana)
no es significativa. Por ejemplo, existe una inmunidad preexistente minima contra el serotipo adenovirico Ad35 en la
poblaciéon humana. Véase, por ejemplo, Vogels y col. (2003), J. Virology 77(15): 8263. Otros serotipos adenoviricos
para los cuales existe una inmunidad preexistente minima, incluyen, por ejemplo, Ad11, Ad34, Ad43, Ad48, Ad50,
Ad26, Ad28, Ad45 y Ad49. Los serotipos adenoviricos que tienen niveles levemente mas altos, pero aun bajos, de
inmunidad preexistente incluyen, por ejemplo Ad22, Ad24, Ad36, Ad37, Ad38, Ad46, Ad47 y Ad10. Por lo tanto, una
vacuna basada en adenovirus de la invencion puede derivarse, por ejemplo, de un serotipo Ad4, y puede
comprender una segunda secuencia heteréloga que codifica uno o mas fragmentos de una proteina hexén Ad35, de
tal forma que el adenovirus recombinante codifica una proteina hexén que es quimérica para las secuencias Ad4 y
Ad35. Como alternativa, una vacuna basada en adenovirus de la invencion puede derivarse, por ejemplo, de un
serotipo Ad25, y puede comprender una segunda secuencia heteréloga que codifica uno o mas fragmentos de una
proteina hexén Ad68, de tal forma que el adenovirus recombinante codifica una proteina hexén que es quimérica
para las secuencias Ad25 y Ad68. Por supuesto que la preocupacién sobre la inmunidad preexistente depende de la
poblacién diana para la enfermedad - si un serotipo adenovirico particular esta asociado o no a la inmunidad
preexistente en la poblacién diana dependera de la poblacion diana. Los expertos en la técnica pueden evaluar
rapidamente este problema y seleccionar en consecuencia secuencias de hexones apropiadas para la segunda
secuencia heter6loga. La integracién de las secuencias heterélogas en proteinas estructurales adenoviricos tales
como hexdn ha sido descrita, por ejemplo, en la Patente de Estados Unidos 6.127.525.

En ciertas realizaciones, la segunda secuencia heterdloga se integra en una porcién de un ORF del hexén que
codifica una region hipervariable (HVR). Por ejemplo, la segunda secuencia heteréloga puede integrarse como una
insercion o de tal forma que remplace todo el ORF que codifica la HVR del hexdn o una porcion del mismo Cualquier
HVR del hexén puede alterarse o remplazarse de esta manera. En ciertas realizaciones, la segunda secuencia
heterdloga se integra en (y, opcionalmente, reemplaza) la region codificante de HVR5 del hexén. En otras
realizaciones, la segunda secuencia heterdloga se integra en (y, opcionalmente, remplaza) la region codificante de
HVR1, HVR2 o HVR4 del hexdn. La seleccion de cudl HVR alterar puede basarse en la diversidad relativa de las
diferentes HVR. Por ejemplo, la HVR5 de Ad5 tiene la mayor diversidad para las HVR del hexén de Ad5. Aun en
otras realizaciones, mas de una HVR del hexdn puede tener una insercion o sustitucion. Por lo tanto, en ciertas
realizaciones, la segunda secuencia heter6loga codifica un fragmento quimérico de la regién codificante del hexon
donde al menos dos de las regiones codificantes de HVR tienen inserciones o se han reemplazado. Como se ha
analizado anteriormente, la segunda secuencia heterdloga puede codificar antigenos de patégenos infecciosos y/u
otros serotipos de adenovirus. Por consiguiente, una o mas de las HVR del hexdn pueden contener una insercion de
un antigeno de un patégeno infeccioso o puede reemplazarse por tal antigeno o una HVR de otro serotipo de
adenovirus. En ciertas realizaciones, una o mas de las HVR del hexdn pueden contener una insercién o un antigeno
0 pueden reemplazarse por tal antigeno, mientras que una o mas de las otras HVR del hexdn puede reemplazarse
por una HVR de otro serotipo de adenovirus (por ejemplo, un serotipo para el cual existe una inmunidad preexistente
minima en la poblacién diana). Un diagrama esquematico de construcciones de hexdn quiméricas que pueden
usarse en los vectores adenoviricos de la invencion se muestra en la figura 13.

Los expertos en la técnica pueden identificar facilmente los limites de las HVR del hexén. Las HVR del hexén han
sido identificadas, por ejemplo, para el hexdén de Ad5. Véase, por ejemplo, la Patente de Estados Unidos 6.127.525.
Por consiguiente, la alineacion de las proteinas hexén de otros serotipos con el hexén de Ad5 puede usarse para
identificar las HVR del hexdn en dichos otros serotipos. Como alternativa, la alineacién de las proteinas hexdn de un
conjunto diverso de serotipos de adenovirus puede usarse para identificar limites de HVR. Por ejemplo, para Ad4 los
limites de HVR corresponden a los residuos aminoacidos 136-172 (HVR1), 192-208 (HVR2), 227-235 (HVRS3), 268-
278 (HVR4), 300-305 (HVR5), 329-334 (HVR6) y 442-480 (HVR7-9) de la secuencia del hexdn L5 de la secuencia
GenBank AY594254.

La cantidad de secuencia que puede insertarse en una unica HVR del hexdén depende de la HVR particular (por
ejemplo, HVR1, HVR2, etc.) y de la longitud de la HVR. En general, la insercién puede codificar una secuencia de
polipéptidos que corresponde a la longitud de la secuencia de polipéptidos de HVR (si se esta reemplazando la
secuencia de HVR) ademas de 0 a 75, 1 a 70, 2 a 65, 3 a 60, 4 a 55 0 5 a 50 aminoacidos adicionales. Las
inserciones de HVR del hexén se han descrito, por ejemplo, para Ad5 en Matthews y col. (2008), Virology Journal 5:
98.

Las secuencias que codifican antigenos de patdgenos infecciosos pueden reemplazar las HVR del hexdn de tal
forma que las secuencias del hexén y las secuencias del antigeno estén adyacentes entre si. Como se usa en el
presente documento en este contexto, el término "adyacente" se refiere a una fusion dentro del marco entre las
secuencias codificadoras del hexén y las secuencias codificadoras del antigeno donde no existe una secuencia
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enlazadora que conecte las secuencias del hexon y del antigeno. Como alternativa, una secuencia enlazadora
puede usarse para conectar las secuencias del hexdn y del antigeno. En ciertas realizaciones, la secuencia
enlazadora es una secuencia que codificada el tripéptido "LGS". La secuencia enlazadora puede incluirse, por
ejemplo, al principio y al final de la secuencia del antigeno, como se muestra en la figura 12. Sin intencién de
limitarse por la teoria, se cree que las secuencias enlazadoras LGS proporcionan flexibilidad estructural, mejoran la
estabilidad de la proteina de fusion hexoén resultante y/o reducen la inmunogenicidad de las uniones entre las
secuencias de la proteina hexén y las secuencias de proteina codificadas por la secuencia heter6loga. En otras
realizaciones, la secuencia enlazadora codifica la secuencia peptidica "GAAA" (SEQ ID NO: 352) o "NAA". Dichas
secuencias enlazadoras pueden usarse en combinacién, por ejemplo, con la secuencia GAAA en el extremo N-
terminal y la secuencia "NAA" en el extremo C-terminal de la proteina codificada por la secuencia heteréloga. Otras
secuencias enlazadoras apropiadas pueden identificarse por los expertos en la técnica.

En ciertas realizaciones, un vector adenovirico de la invencion comprende una tercera secuencia heteréloga. Por lo
tanto, en ciertas realizaciones, el vector adenovirico de la invencién comprende una primera, segunda y tercera
secuencia heter6loga. Como alternativa, el vector adenovirico de la invencion puede comprender una segunda y una
tercera secuencia heteréloga. La tercera secuencia heter6loga puede tener una estructura como se ha descrito
anteriormente para la primera secuencia heteréloga o la segunda secuencia heteréloga y puede insertarse en el
genoma adenovirico de cualquier manera que se ha descrito anteriormente.

Los vectores adenoviricos de la invencion pueden derivarse de cualquier serotipo adenovirico o aislado conocido en
la actualidad o descubierto posteriormente. Por ejemplo, en ciertas realizaciones, el vector adenovirico se deriva de
un serotipo Ad4. En otras realizaciones, el vector adenovirico se deriva de un serotipo Ad7. Aln en otras
realizaciones, el vector adenovirico se deriva de un serotipo Ad2, Ad3, Ad4, Ad5, Ad6, Ad7, Adll, Ad20, Ad21,
Ad22, Ad23, Ad24, Ad25, Ad26, Ad28, Ad34, Ad35, Ad40, Ad41, Ad48, Ad49 o Ad50. En ciertas realizaciones, el
vector adenovirico se deriva de un adenovirus de chimpancé. Por ejemplo, en algunas realizaciones, el vector
adenovirico deriva de un Ad C1, Ad C3, Ad C6, Ad C7 o Ad68.

Los vectores adenoviricos de la invencion pueden variar en tamafio del tamafio correspondiente (es decir, tamafio
del genoma) del adenovirus de tipo silvestre del cual se deriva el vector. Sin embargo, en general, las variaciones de
tamafo se asocian a replicaciones de adenovirus defectuosas. Por ejemplo, la eliminacién de grandes porciones del
genoma del adenovirus puede conducir a la eliminacion de las regiones gendmicas necesarias para la replicacion y
funcién virales apropiadas. Como alternativa, afiadir grandes inserciones puede dar como resultado un genoma que
es muy grande para envasarlo eficazmente en la capside del adenovirus, también interrumpiendo, por lo tanto, la
replicacion y funcion virales apropiadas. Por consiguiente, en ciertas realizaciones, los vectores adenoviricos de la
invencion tienen una longitud de aproximadamente el 95 % a aproximadamente el 110 %, de aproximadamente el
97 % a aproximadamente el 105%, de aproximadamente el 99 % a aproximadamente el 103 %, de
aproximadamente el 99,5 % a aproximadamente el 102 %, o de aproximadamente el 100 % a aproximadamente el
101 % del largo del genoma del adenovirus de tipo silvestre del cual se derivé el vector. En otras realizaciones, los
vectores adenoviricos de la invencion tienen una longitud de aproximadamente 34.000 pb a aproximadamente
38.000 pb, de aproximadamente 34.500 pb a aproximadamente 37.500 pb, de aproximadamente 35.000 pb a
aproximadamente 37.000 pb, de aproximadamente 35.500 pb a aproximadamente 36.500 pb, de aproximadamente
35.750 pb a aproximadamente 36.250 pb o de aproximadamente 36.000 pb.

Independientemente de las alteraciones especificas que se hayan introducido (por ejemplo, la cantidad y tipo de las
secuencias heterdlogas, la cantidad y tipo de las eliminaciones, etc.), tipicamente, los vectores adenoviricos de la
invencién son capaces de replicarse. La expresion "capaz de replicarse" se refiere a la capacidad que tiene un
vector adenovirico de replicarse dentro de un sujeto. En ciertas realizaciones, los vectores adenoviricos capaces de
replicarse de la invencién son capaces de replicarse dentro de un sujeto humano. En otras realizaciones, los
vectores adenoviricos capaces de replicarse de la invencion son capaces de replicarse dentro de un sujeto mamifero
(por ejemplo, un animal de granja, tal como un cerdo, res, caballo, oveja, cabra, etc.; un animal de zooldgico, tal
como un leodn, tigre, elefante, rinoceronte, hipopétamo, jirafa, cebra, mono, simio, etc.; o un animal doméstico, tal
como un perro, gato, conejo, cobaya, hamster, gerbo, rata, raton, etc.). En ciertas realizaciones, el tamafio de rafaga
in vitro (por ejemplo, como se mide en un cultivo celular) de un vector adenovirico capaz de replicarse de la
invencion es al menos 1000, 2000, 3000, 4000, 5000, 7500, 10k, 15k, 20k, 25k, 30k, 35k, 40k, 45k, 50k, 75k, 100k,
150k, 200k, 300k, 400k o mas. En otras realizaciones, el tamafio de rafaga in vivo (por ejemplo, en un sujeto) de un
vector adenovirico de la invencion capaz de replicarse es al menos 1000, 2000, 3000, 4000, 5000, 7500, 10k, 15k,
20k, 25k, 30k, 35k, 40k, 45k, 50k, 75k, 100k, 150k, 200k, 300k, 400k o mas. En ciertas realizaciones, los vectores
adenoviricos de la invencién capaces de replicarse son capaces de estimular una respuesta inmunitaria (por
ejemplo, una respuesta inmunitaria humoral, una respuesta inmunitaria celular o ambas) en un sujeto. En ciertas
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realizaciones, la respuesta inmunitaria incluye una respuesta mensurable (por ejemplo, una respuesta inmunitaria
humoral o celular mensurable, o una combinacion de las mismas) a un epitopo codificado por una secuencia
heterdloga insertada o integrada al vector adenovirico. Los vectores adenoviricos de la invencién capaces de
replicarse son particularmente Gtiles para superar los problemas asociados a la inmunidad preexistente al adenovirus
en sujetos diana. Por ejemplo, en ciertas realizaciones, una respuesta inmunitaria eficaz a un antigeno heterélogo
puede inducirse en un sujeto con inmunidad preexistente al adenovirus con una dosis mas baja de un vector
adenovirico capaz de replicarse que expresa el antigeno heterdlogo como se describe en la presente en
comparacién con una dosis de un vector adenovirico que es no capaz de replicarse que expresa el mismo antigeno.
Por lo tanto, en algunas realizaciones, una dosis eficaz de un vector adenovirico de la invencion capaz de replicarse
es dos, tres, cuatro, cinco o diez veces menor que una dosis eficaz de un vector adenovirico que no es capaz de
replicarse.

Las técnicas para construir, manipular genéticamente y propagar vectores adenoviricos recombinantes se desvelan
en los Ejemplos expuestos a continuacion. Véase también, por ejemplo., el documento WO 2008/010864, la Solicitud
de Patente de Estados Unidos 2006/0115456 y la Patente de Estados Unidos n.° 6.127.525.

La presente invencién proporciona vacunas que comprenden uno o mas vectores adenoviricos de la invencion.
Como se usa en el presente documento, el término "vacuna" se refiere a una composiciéon que comprende un vector
adenovirico de la invencion y un vehiculo. En ciertas realizaciones, el vector adenovirico es un virus. En otras
realizaciones, el vector adenovirico es el genoma en solitario y no incluye la cépside adenovirica. En ciertas
realizaciones, el vehiculo es un adyuvante. Los ejemplos de dichos adyuvantes incluyen, pero sin limitacion, sales,
tales como fosfato de calcio, fosfato de aluminio, hidroxido de calcio e hidroxido de aluminio; polimeros naturales
tales como glucanos algaceos (por ejemplo, beta glucanos), quitosan o inulina cristalizada; polimeros sintéticos,
tales como polilactidas, poliglicélidos, polilactida-co-glicélidos o polimeros de metilacrilato; copolimeros de bloque
cationicos o no idénicos formadores de micelas o tensioactivos tales como Pluronics, L121, 122 o 123, Tween 80 o
NP-40; &cido graso, vesiculas basadas en lipidos o lipidos y proteinas tales como liposomas, proteoliposomas,
ISCOM vy estructuras acaracoladas; emulsiones estabilizadas mediante tensioactivos compuestas por aceites
sintéticos o naturales y soluciones acuosas. En ciertas realizaciones, una vacuna de la invencion, después de
administrarse a un sujeto, es capaz de estimular una respuesta inmunitaria (por ejemplo, una respuesta inmunitaria
humoral, una respuesta inmunitaria celular o ambas) en un sujeto. En ciertas realizaciones, la respuesta inmunitaria
incluye una respuesta medible (por ejemplo, una respuesta inmunitaria humoral o celular mensurable, o una
combinacién de las mismas) a un epitopo codificado por una secuencia heteréloga insertada o integrada a un vector
adenovirico de la vacuna. En ciertas realizaciones, una vacuna de la invencion es capaz de proporcionar proteccion
contra un patégeno infeccioso o contra cancer. Por ejemplo, en ciertas realizaciones, la vacuna es capaz de
estimular una respuesta inmunitaria contra uno o mas antigenos (por ejemplo, codificados por una secuencia
heteréloga) de tal forma que, al encontrar después dicho antigeno, el sujeto que recibe la vacuna tiene una
respuesta inmunitaria que es mas fuerte de lo que hubiese sido si la vacuna no se hubiese administrado
previamente. En algunas realizaciones, una vacuna de la invencién es capaz que proporcionar proteccion contra un
patdgeno infeccioso o cancer en un sujeto con inmunidad preexistente al adenovirus. En otras realizaciones, una
vacuna de la invencién es capaz mejorar una infeccién patdégena o cancer y/o reducir al menos un sintoma de una
infeccion patdégena o céncer. Por ejemplo, en una realizacién, la vacuna de la invencién induce una respuesta
inmunitaria terapéutica contra uno o mas antigenos codificados por una secuencia heteréloga de tal forma que los
sintomas y/o complicaciones de una infeccion patégena o cancer sean aliviados, reducidos o mejorados en un sujeto
gue padece dicha infeccion o cancer.

Los vectores adenoviricos usados para las vacunas pueden prepararse y formularse para su administracion a un
mamifero de acuerdo con técnicas bien conocidas en la técnica. Las formulaciones para administracion oral pueden
consistir en cépsulas o comprimidos que contienen una cantidad predeterminada de un vector adenovirico
recombinante de la invencion; soluciones liquidas, tales como una cantidad eficaz del farmaco disuelto en diluyentes
ingeribles, tales como agua, solucién salina, zumo de naranja y similares; suspensiones en un liquido apropiado; y
emulsiones adecuadas.

Los vectores adenoviricos de la invencion pueden, por ejemplo, formularse como capsulas recubiertas
entéricamente para administracién oral, como se ha descrito anteriormente, para poder desviarse del tracto
respiratorio superior y permitir la replicacion viral en los intestinos. Véase, por ejemplo, Tacket y col., Vaccine 10:
673-676, 1992; Horwitz, en Fields y col., eds., Fields Virology, tercera edicién, vol. 2, pags. 2149-2171, 1996;
Takafuji y col., J. Infec. Dis. 140: 48-53, 1979; y Top y col., J. Infec. Dis. 124: 155-160, 1971. Como alternativa, los
vectores adenoviricos pueden formularse en soluciones convencionales, tales como solucién salina estéril y pueden
incorporarse uno o mas vehiculos o excipientes farmacéuticamente aceptables. La composicion farmacéutica puede
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comprender adicionalmente otros agentes activos.

En ciertas realizaciones, las formulaciones de la invencién comprenden una solucién tamponada que comprende
vectores adenoviricos (por ejemplo, virus) en un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Puede usarse una variedad
de vehiculos, tales como solucion salina tamponada, agua y similares. Dichas soluciones son generalmente estériles
y libres de materia no deseable. Estas composiciones pueden esterilizarse mediante técnicas de esterilizacion
convencionales bien conocidas o pueden filtrarse en condiciones estériles. Las composiciones pueden contener
sustancias auxiliares farmacéuticamente aceptables segin sea necesario para aproximarse a las condiciones
fisiol6gicas, tales como agentes tamponantes y ajustadores del pH, agentes para ajustar la tonicidad y similares, por
ejemplo, acetato de sodio, cloruro de sodio, cloruro de potasio, cloruro de calcio, lactato de sodio y similares.

Los vehiculos farmacéuticamente aceptables pueden contener un componente fisioldgicamente aceptable que actua,
por ejemplo, para estabilizar la composiciéon o para aumentar o disminuir la absorcién del virus y/o composicion
farmacéutica. Los compuestos fisiologicamente aceptables pueden incluir, por ejemplo, carbohidratos, tales como
glucosa, sacarosa o dextranos, antioxidantes, tales como acido ascorbico o glutationa, agentes quelantes, proteinas
con bajo peso molecular, composiciones que reducen la depuracién o hidrélisis de cualquier agente co-administrado
0 excipiente u otros estabilizantes y/o tampones. Los detergentes también pueden utilizarse para estabilizar la
composicion o para aumentar o disminuir la absorcion. El experto en la técnica apreciara que la eleccion de un
vehiculo farmacéuticamente aceptable, incluyendo un compuesto fisiologicamente aceptable, depende por ejemplo,
de la via de administracion de la preparacion adenoviral y de las caracteristicas fisico-quimicas particulares de
cualquier agente co-administrado.

Los vectores adenoviricos también pueden administrarse en una formulacion lipidica, mas particularmente formando
un complejo con liposomas o a complejos de lipidos/acido nucleico o encapsulados en liposomas. Los vectores de la
invencién actual, en solitario o en combinaciéon con otros componentes adecuados, también pueden hacerse en
formulaciones en aerosol para administrarse a través de inhalacién. Las vacunas también pueden formularse para su
administracion a través de las fosas nasales. Las formulaciones adecuadas para administracion nasal, donde el
vehiculo es un sdélido, incluyen un polvo grueso con un tamafio de particula, por ejemplo, en el intervalo de
aproximadamente 10 a aproximadamente 500 micrometros que se administra de la manera en que se inhala el rapé,
es decir, mediante inhalacion rapida a través de la fosa nasal desde un recipiente del polvo ubicado cerca de la
nariz. Las formulaciones adecuadas donde el vehiculo es un liquido para la administracién como, por ejemplo, un
atomizador nasal, gotas nasales o por administracion por aerosol mediante nebulizador, incluyen soluciones acuosas
u oleosas del principio activo. En algunas realizaciones, los vectores adenoviricos de la invencion pueden formularse
como supositorios, por ejemplo, para administracién rectal o vaginal.

Las vacunas pueden tener una dosificacion unitaria que comprende entre aproximadamente 10° a aproximadamente
10™ (por ejemplo, de aproximadamente 10° a aproximadamente 10°, de aproximadamente 10* a aproximadamente
10°, de aproximadamente 10°> a aproximadamente 10°, de aproximadamente 10° a aproximadamente 10’, de
aproximadamente 10" a aproximadamente 10°, de aproximadamente 10° a aproximadamente 10°, de
aproximadamente 10° a aproximadamente 10%, de aproximadamente 10'® a aproximadamente 10, de
aproximadamente 10" a aproximadamente 10", de aproximadamente 10** a aproximadamente 10™) adenovirus
recombinantes en una dosis individual. Las dosificaciones pueden variar segun la via de administracién. Por
ejemplo, las vacunas formuladas para administracidon sublingual o intranasal pueden contener una dosificacion
menor de adenovirus por dosis individual que las vacunas formuladas para administracion oral. Un experto en la
técnica puede determinar la dosificacién apropiada para un paciente particular dependiendo del tipo de infeccién o
cancer, y la via de administracién a usar sin experimentacion indebida.

En otro aspecto, la divulgacion proporciona métodos para inducir una respuesta inmunitaria a cualquier patégeno
infeccioso descrito en el presente documento en un sujeto que comprenden administrar al sujeto una vacuna de la
invencién. En una realizacién, la divulgacién proporciona un método de vacunacion de un sujeto contra un patégeno
infeccioso que comprende administrar una cantidad suficiente de una vacuna de la invencién a un sujeto en riesgo
de ser infectado por un patégeno infeccioso. En otra realizacion, el sujeto tiene una infeccién inducida por el
patégeno infeccioso. Por lo tanto, por ejemplo, en una realizacion, la presente divulgacién proporciona un método
para inducir una respuesta inmunitaria terapéutica en un sujeto que experimenta una infeccién inducida por un
patoégeno infeccioso. En algunas realizaciones, uno o mas sintomas o complicaciones de la infeccion se reducen o
alivian en el sujeto tras la administraciéon de la vacuna. Las vacunas de la invencién pueden usarse para vacunar
sujetos humanos o animales.

Las vacunas de la invencion pueden administrarse en solitario, o pueden co-administrarse o administrarse
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secuencialmente con otras composiciones inmunolégicas, antigénicas, de vacuna o terapéuticas. Dichas
composiciones pueden incluir otros agentes para potenciar o ampliar la respuesta inmunitaria, por ejemplo, IL-2 u
otras citocinas que pueden administrarse a intervalos de tiempo especificos o administrarse de manera continua
(véase, por ejemplo, Smith y col., N Engl J Med 1997 Apr. 24; 336(17): 1260-1; y Smith, Cancer J Sci Am. 1997
Diciembre; 3 Suppl 1:S 137-40). Las vacunas o vectores también pueden administrarte conjuntamente con otras
vacunas o vectores. Por ejemplo, un adenovirus de la invencion puede administrarse ya sea antes o después de la
administracion de un adenovirus de un serotipo diferente. También puede usarse una preparacion de adenovirus,
por ejemplo, para el cebado en un régimen de vacunacién usando un agente de vacuna adicional.

Las formulaciones adenoviricos pueden administrarse de forma sistémica, regional o local. La administracion
regional se refiere a la administracion en un espacio anatomico especifico, tal como intraperitoneal, intratecal,
subdural, o0 a un 6rgano especifico y similares. La administraciéon local se refiere a la administracion de una
composicion en un espacio anatémico limitado o circunscrito, tal como una inyeccién intratumoral en una masa
tumoral, inyecciones subcutaneas, inyecciones intramusculares y similares. El experto en la técnica aprecia que la
administracion local o regional también puede dar como resultado la entrada de la preparacion viral en el sistema
circulatorio. Las vias tipicas de administracion incluyen administracion parenteral, por ejemplo, via intradérmica,
intramuscular o subcutanea. Otras vias incluyen la administracion oral, incluyendo la administracion a la mucosa oral
(por ejemplo, amigdalas), via intranasal, sublingual, intravesical (por ejemplo, dentro de la vejiga), rectal

intravaginal. Para la administracion de adenovirus, frecuentemente la administracion puede realizarse a través de
inhalacion. Las formulaciones en aerosol pueden, por ejemplo, colocarse en propulsores presurizados
farmacéuticamente aceptables, tales como diclorodifluoro-metano, nitrégeno y similares. También se pueden
formular como farmacos para preparaciones no presurizadas, tal como en un nebulizador o un atomizador.
Tipicamente, dicha administracion se encuentra en un tampén acuoso farmacéuticamente aceptable como se ha
descrito anteriormente. También puede realizarse la administracion al pulmén, por ejemplo, usando un broncoscopio.

Las vacunas de la invencion pueden administrarse en una diversidad de formas de dosificacion unitarias,
dependiendo del uso deseado, por ejemplo, vacuna profilactica o régimen terapéutico, y la via de administracion. En
cuanto al uso terapéutico la afeccion o enfermedad particular y la afeccion médica general de cada paciente
influenciard el régimen de dosificacion. La concentramon del adenovirus en el eXC|p|ente farmacéuticamente
aceptable puede ser, por ejemplo de aprOX|madamente 10% a aproximadamente 10 partlculas de virus por d03|s
entre aprOX|madamente 10" a aproximadamente 10" particulas de virus por d03|s entre aprOX|madamente 10° a
aproximadamente 10" partlculas de virus por d05|s entre aprOX|madamente 10" a aproximadamente 10° particulas
de virus por dosis o entre aproximadamente 10° a aproximadamente 10" particulas de virus por dosis. En otras
realizaciones, la concentramon del adenovirus en el eXC|p|ente farmacéuticamente aceptable puede ser, por ejemplo
de aproxmadamente 10° a aproxmadamente 10°, de aproximadamente 10* a aproximadamente 10%, o de
aproximadamente 10° a aproximadamente 10’ unldades infecciosas por dosis.

Los vectores adenoviricos de la invencién capaces de replicarse se administran tipicamente en dosis mucho
menores que las necesarias para lograr los niveles de expresién equivalentes del transgen codificado por un
adenovirus recombinante que no es capaz de replicarse administrado in vivo. Los vectores adenoviricos capaces de
replicarse pueden administrarse en un intervalo de dosificaciones (véase, por ejemplo, la Patente de Estados Unidos
n.° 4.920.209; Smith y col., J. Infec. Dis. 122: 239-248, 1970; Top y col., J. Infect. Dis. 124: 155-160, 1971; Takafuji y
coI J. Infec Dis. 140: 48- 53 1979; Tacket y col., Vaccine 10: 673-676, 1992). Por ejemplo, pueden administrarse de
10* a 10° dosis infecciosas de cultivo tisular al 50 % (0 unidades formadoras de placas). Tipicamente una
dosificacién oral para un adenovirus capaz de replicarse es de aproximadamente 10" de dosis infecciosas de cultivo
de tejido al 50 % o 10" unidades formadoras de placas. En algunas realizaciones, una dosificacion oral para un
adenovirus capaz de replicarse es de aproximadamente 10™ unidades formadoras de placas. La administracion
intranasal tipica de recombinantes de adenowrus se encuentra frecuentemente en dosificaciones de
aproximadamente 10°a aproximadamente 10° unidades formadoras de placas. La concentracion exacta del virus, la
cantidad de la formulacién y la frecuencia de administracién también pueden ajustarse dependiendo de los niveles
de, por ejemplo, expresién del transgen y retencién del vector in situ después de una administracion inicial in vivo.

La cantidad y concentracion del virus y la formulaciéon de una dosis determinada, o una dosis "terapéuticamente
eficaz" pueden determinarse por el médico. Una dosis terapéuticamente eficaz de una vacuna es una cantidad de
adenovirus que estimulard una respuesta inmunitaria en la proteina o proteinas codificadas por el acido nucleico
heterdlogo incluido en el vector virico. El programa de dosificacion, es decir, el régimen de dosificacion, dependera
de una diversidad de factores, por ejemplo, el estado general de salud del paciente, el estado fisico, edad y
similares. El estado de la técnica permite que el médico determine el régimen de dosificacién para cada paciente
individual. Los adenovirus han sido utilizados de manera segura durante muchos afios para vacunas en humanos.
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Véase, por ejemplo, Franklin y col., anteriormente; Jag-Ahmade y col., J. Virol., 57: 267, 1986; Ballay y col., EMBO J.
4: 3861, 1985; publicacion PCT WO 94/17832. Estos ejemplos ilustrativos también pueden usarse como guia para
determinar el régimen de dosificacion cuando se pongan en practica los métodos de la divulgacion.

Las administraciones individuales o multiples de las formulaciones adenoviricas pueden administrarse como vacunas
profilacticas o terapéuticas. En una realizacion se administran multiples dosis (por ejemplo, dos 0 mas, tres 0 mas,
cuatro o mas o cinco o mas dosis) a un sujeto para inducir o reforzar una respuesta inmunitaria protectora o
terapéutica. Las dos o mas dosis pueden separarse en intervalos periédicos, por ejemplo, intervalos de una semana,
dos semanas, tres semanas, un mes, dos meses, tres meses 0 seis meses.

En aun otro aspecto, la divulgacién también proporciona kits que contienen los vectores, sistemas de vectores o
vacunas de la invencion. Los kits pueden, por ejemplo, contener también células para cultivar los adenovirus de la
invencion. Los kits también pueden incluir material instructivo que ensefia las metodologias para generar adenovirus
usando los kits y, para vacunas, pueden incluir instrucciones para la indicacion de dosificaciones, vias y métodos de
administracion, y similares.

Los siguientes ejemplos ilustran diversos aspectos de la presente invencion. Por supuesto, los ejemplos deben
considerarse como meramente ilustrativos de Unicamente algunas realizaciones de la invencién y no constituyen
limitaciones para el alcance de la invencidn que se define por las reivindicaciones que se adjuntan al final de esta
descripcion.

Ejemplos

Ejemplo 1: Construccién de vectores adenoviricos recombinantes

Se utilizd la recombinacién homologa en E. coli para producir de forma rapida y fiable vectores adenoviricos
recombinantes. Como ejemplo, se aislé6 ADN virico de Ad4 de tipo silvestre de un comprimido de Ad4 militar (del
Lote n.° 4958221, Wyeth Labs, Licencia del Gobierno de Estados Unidos n.° 3) y se cloné mediante recombinacion
homologa en un plasmido bacteriano capaz de replicarse en E. coli. El vector resultante se designé pPV-Ad4vax.

La construccion de inicio para el vector pPV-Ad4vax se creé mediante sintesis de genes sintéticos del brazo
izquierdo de Ad4 de tipo silvestre e insercion del fragmento sintético en un plasmido bacteriano. El plasmido
resultante se designé pPV-Ad4 Left Arm TM. Se proporcion6 un polienlazador Xbal/EcoRI afiadido en el extremo 3'
del fragmento del gene sintético de Ad4 para permitir la insercion posterior del fragmento del brazo derecho de Ad4.
Véase la figura 1. El fragmento del brazo derecho de Ad4 se gener6 con PCR de alta fidelidad del ADN gendmico de
Ad4 aislado del comprimido militar de Ad4 y después se cloné en los sitios de polienlazador Xbal/EcoRI. El plasmido
resultante, designado pPV-Ad4 RHT y LFT Arm TM, incluye los fragmentos de brazo izquierdo y derecho de Ad4
separados por sitios de restriccion Xbal, Clal y Spel Unicos. Véase la figura 1. Tras la linealizacién con Xbal y Spel y
la desfosforilacion, el vector pPV-Ad4 RHT & LFT arm TM linealizado se co-transfecté con el ADN gendmico de Ad4
de tipo silvestre en bacterias BJ1583 capaces de recombinacion. Los clones se analizaron mediante digestion de
enzimas de restriccion antes de volver a transformarlos en células TOP10. La validacién final de pPV-Ad4pax se
realiz6 mediante secuenciacion.

Las secuencias heterélogas y modificaciones del genoma Ad4 se introdujeron en el vector pPV-Ad4pax utilizando
plasmidos lanzadera. Los plasmidos lanzadera se disefiaron para contener una secuencia heteréloga flanqueada por
suficiente ADN de Ad4 de tipo silvestre para permitir la recombinacion homologa entre el vector lanzadera y el pPV-
Ad4vax. Las secuencias heterdlogas incluian genes que codificaban la proteina verde fluorescente (GFP) y
hemaglutinina de influenza (HA). Los genes de HA de longitud completa separados se sintetizaron artificialmente a
partir de HA Bbn (secuencia GenBank EU199366 - "gen de hemaglutinina del segmento 4 del virus de Influenza A
(A/Brisbane/10/2007 (H3N2), cds. completo”), HA VT/1203 (secuencia GenBank EF541403 -
A/Vietnam/1203/2004(H5N1)), y HA VT/1194 (secuencia GenBank EF541402 - A/Vietnam/1194/2004(H5N1). La
recombinacion homologa entre el plasmido lanzadera y el pPV-Ad4pax dio como resultado la produccién de vectores
adenoviricos recombinantes que contenian las modificaciones deseadas. La identidad de los vectores adenoviricos
recombinantes se confirmé mediante multiples analisis de restriccion de enzimas y secuenciacion de ADN.

Eiemplo 2: Vectores adenoviricos recombinantes que expresan secuencias heterélogas bajo el control de
una MLTU adenoviral

Para acomodar las secuencias heterélogas y soportar su expresién mediante una unidad de transcripcion tardia
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principal (MLTU) adenovirica, se generd una eliminacion parcial en la region E3 del genoma Ad4. La eliminacion
parcial consistié en 1780 pares de base y se ubicé en las posiciones de nucleétidos 28446-30226 de la secuencia
GenBank AY594254. La eliminacién parcial se disefié para conservar la funcion conocida de la regién E3 mientras
se quitaban tres marcos abiertos de lectura con funcion desconocida (E3 24,8 k, E3 6,3 k y E3 29,7 k). Véase la
figura 2. La regién eliminada es analoga a la region ADP de Ad5, aunque Ad4 no codifica un gene tipo ADP.

La expresion de varias secuencias heterdlogas (por ejemplo, HA Bbn, HA VT/1194 o GFP) se uni6 a la MLTU
adenovirica endogena clonando la secuencia heter6loga en la eliminacion parcial de E3 de tal forma que la
secuencia heteréloga se uni6 operativamente al aceptor de splicing nativo de E3 24,8 k para la expresion dirigida por
MLP. El aceptor de splicing nativo de E3 24,8 k se encuentra cerca del consenso, por lo que la secuencia no requirio
modificacién. Para promover el inicio mas fuerte de la traduccién, la secuencia inmediatamente anterior al codén de
inicio ATG de la secuencia heteréloga se optimiz6 a una secuencia Kozak de consenso. En los vectores viricos
recombinantes resultantes puede producirse alguna expresion temprana de bajo nivel a través del promotor E3
endogeno en fases tempranas de la replicacién virica, pero la expresion se refuerza enormemente cuando el MLP se
torna activo tras el inicio de la replicacion del ADN en células infectadas. Para definir mejor el limite entre los
productos génicos E3 tempranos y tardios, se incorporé una pequefia pieza de ADN que comprendia 29 pb de la
secuencia sefial de poli A de E3A Ad5 aguas abajo de las secuencias heterélogas. Una secuencia potencialmente
similar a la secuencia poli A de E3A Ad5 puede encontrarse mas aguas abajo en Ad4 y puede ayudar a controlar la
transcripcion en las etapas tempranas y maximizar la expresion de las secuencias heterologas.

Se enumeran diferentes vectores adenoviricos recombinantes que presentan expresion de secuencias heterdlogas
dirigida por MTLU en la Tabla 15. Para el vector Ad4-HA-Bbn, el tamafio del genoma es 22 pares de base mas
pequefio que la cepa militar de Ad4 de tipo silvestre, como se indica a continuacion:

a) -1780 pb Eliminacién parcial con la region E3 (nuclettidos 28446-30226 de AY594254);
b) +10 pb 5' adicion de secuencias Kozak de consenso;

c) +1701 pb gen HA de longitud completa (A/Brisbane/10/2007(H3N2))

d) +18 pb polienlazador restante

e) +29 pb secuencia sefal de poli A de E3A Ad5

Tabla 15: Vectores adenoviricos recombinantes que expresan antigenos de influenza
Antigeno | Nombre del Virus Cepa Promotor | Gen®
PXVX0116 AlVietnam/1194/2004 CMV Opt.
H5HA PXVX0103 AlVietnam/1194/2004 MLTU Nativo
PXVX0113 A/Vietnam/1194/2004 CMV Nativo
PXVX0117 A/Vietnam/1203/2004 CMV Opt.
PXVX0107 A/Vietnam/1203/2004 MLTU Nativo
PXVX0252 A/Anhui/1/2005 MLTU Nativo
PXVX0250 A/Egypt/2321/2007 MLTU Nativo
PXVX0251 A/Egypt/3300-NAMRU3/2008 MLTU Nativo
PXVX0101 A/Brisbane/10/2007 MLTU Nativo
H3HA PXVX0102 A/Brisbane/10/2007 CMV Opt.
PXVX0253 A/Perth/16/2009 MLTU Nativo
BHA PXVX0254 B/Brisbane/60/2008 MLTU Nativo
H1HA PXVX0201 A/Cal!forn!a/05/2009 MLTU Nativo
PXVX0204 AlCalifornia/05/2009 CMV Opt.
H1NP PXVX0205 AlTexas/04/2009 MLTU Nativo
PXVX0206 AlTexas/04/2009 CMV Nativo
H1M1L PXVX0207 AlCalifornia/08/2009 MLTU Nativo
PXVX0208 AlCalifornia/08/2009 CMV Nativo
"Descripcién del gen de secuencia nativa u optimizada por coddn.

Ejemplo 3: Vectores adenoviricos recombinantes que expresan secuencias heterélogas bajo el control de un
promotor exégeno

Se genero otro conjunto de vectores adenoviricos recombinantes donde las secuencias heterélogas de interés se
integraron en el polienlazador de un casete de expresion que consistia en un promotor de CMV, una secuencia lider
tripartita de Ad4, un polienlazador y una secuencia sefial de poli A de la hormona de crecimiento bovino (BGH). Los
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casetes de expresion resultantes se integraron en vectores Ad4 que contenian eliminacién parcial o total de E3. La
eliminacion parcial de E3 fue como se ha descrito en el Ejemplo 2. La eliminacion de E3 total consistio en 3926
pares de base, se ubico en las posiciones de nucleétidos 27.356 a 31.282 de la secuencia GenBank AY594254, y
comprendié adicionalmente una mutacién en el codén de inicio ATG del ORF 23,3 k, que se elimin6 Gnicamente de
forma parcial. Véase la figura 2. Independientemente del tipo de eliminaciéon de E3, los casetes de expresion se
insertaron en el vector Ad4 entre la secuencia sefial de poli A de E3 y el gen de fibra de L5. Véase la figura 2.

Se enumeran diferentes vectores adenoviricos recombinantes que presentan expresion de secuencias heterélogas
dirigida por CMV en la Tabla 15. "Opt." se refiere a la optimizacién por codones de la secuencia del antigeno.

Ejemplo 4: Produccién de adenovirus recombinantes

Los adenovirus recombinantes se crearon transfectando células A549 (MCB) con un fragmento de ADN lineal
correspondiente a un genoma adenovirico recombinante. Los fragmentos de ADN lineal se escindieron para quitar
todas las secuencias de plasmidos bacterianos extrafios. Una vez se observo un efecto citopatico en las células
A549 (tipicamente después de 7-10 dias), los virus se cosecharon y se pasaron en serie para obtener un
rendimiento mas alto. Para asegurarse que la identidad del virus fuera correcta, el ADN virico se aislé6 usando un
protocolo Hirt modificado y se analiz6 mediante PCR, restriccién digestiva y secuenciacién de los insertos
heterdlogos y regiones flanqueantes. La secuencia confirmé que los insertos heterélogos y regiones flanqueantes
eran correctas a nivel de nucleétidos.

Eiemplo 5: Expresién de secuencias heterdlogas de adenovirus recombinantes

Las células A549 infectadas con adenovirus recombinantes se analizaron para determinar la expresion de
secuencias heterélogas. La figura 4 muestra la expresion de la HA de cuatro adenovirus Ad4H5HA recombinantes
diferentes: H5HA de A/Vietnam/1194/2004 bajo el control del promotor MLP enddgeno (PVXV0103); H5HA de
A/Vietnam/1194/2004 bajo el control del promotor de CMV (PVXV0113); H5HA de A/Vietnam/1203/2004 bajo el
control del promotor de CMV, eliminacion total de E3 (PVXV0114); y HSHA de A/Vietnam/1203/2004 bajo el control
del promotor de CMV, eliminacion parcial de E3 (PVXV0124). La figura 5 muestra la expresion de la HA del MLP
enddgeno del vector adenovirico PXVX0101 y de un promotor de CMV en el vector adenovirico PXVX0111. El
andlisis de PCR en tiempo real confirmé que los niveles de expresion de H3 HA del vector adenovirico PXVX0101
fueron similares a la fibra de proteina adenovirica distal. Véase la figura 6. Dos dias después de la infeccion con
estas construcciones, el antigeno de HA se encuentra presente en la superficie de las células A549 como se
muestra en los resultados del FACS de la figura 7. De forma coherente con estos resultados, se mostré que las
células A549 infectadas con PVXV0101 se aglutinaron con los glébulos rojos. Véanse las figuras 9A y 9B. Al usar un
ensayo de crecimiento de una etapa (figura 8A), PXVX0101 y PXVX0111 mostraron crecimiento de tipo casi silvestre
en las células A549, HepG2 y HuTu80 (figura 8B).

Ejemplo 6: Integracién de antigenos de influenza en las HVR del hexén de Ad4

La figura 10 representa una estrategia para generar vectores modificados a través del hexdn. La estrategia depende
de la incorporacion de mutaciones silenciosas a la secuencia del hexén de Ad4 de tal forma que un fragmento de
ADN que contiene las regiones HVR 1-6 puede reemplazarse en una Unica etapa. La estrategia incorpora sitios de
clonacion tanto Xbal como Xhol en la regién codificante del hexén de Ad4. Después, cada fragmento Xbal/Xhol se
genera mediante sintesis génica sintética. La figura 11 muestra la ubicacion de los sitios de restriccion en relacion
con las regiones HVR. Ademas, pueden usarse el sitio Xhol y un sitio BstXl endégeno para reemplazar HVR7 o
HVR7-9, segln sea necesario. Se disefiaron una serie de epitopos alrededor de la secuencia M2e de distintos virus
de la influenza (véase la figura 12). Las secuencias proporcionan un consenso para las proteinas M2 de las cepas
H5, H7 y H9 de la influenza. La M2E humana representa una secuencia de consenso para H1 y H3 M2e. Las
secuencias espaciadoras se incluyen para posicionar las secuencias integradas de una manera inmunorreactiva
Optima. Las secuencias estan disefiadas para prevenir que los anticuerpos se eleven a los limites entre los epitopos.
La figura 13 describe una serie de modificacién de 17 hexones que puede generarse.

Eiemplo 7: El virus purificado Ad4-H5-Vtn de células A549 induce anticuerpos especificos de HA en ratones

La inmunogenicidad de los virus Ad4-H5-Vtn PXVX0103 y PXVX0116 purificados en ratones se ensay6 como se
muestra en la Tabla 16. Los controles fueron el virus Ad4 wt (control negativo) y la proteina H5 HA (control positivo).

Las células A549 se infectaron con los virus Ad4-H5-Vin PXVX0103 (promotor MLTU) y PXVX0116 (promotor de
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CMV). Los virus se aislaron posteriormente y se purificaron mediante cromatografia de intercambio i6nico. Para cada
grupo en los estudios de inmunogenicidad se usaron seis ratones hembra C57B1/6 x Balb/c F1 de entre 6 y 8
semanas de edad. Los ratones se mmumzaron una vez el Dla 0 (cebado), después de nuevo el Dia 14 (refuerzo)
usando las titulaciones de dosis de 1 x 10, 1 x 10°, 1 x 10° vp/ratén y una via de administracion intramuscular
(i.m.). Después de 10 y 27 dias, se recogleron 0,2ml de sangre por sangrado retro-orbital y los titulos de anticuerpo
en suero se determinaron mediante ELISA con criterio de valoracion de HA e inhibicion de hemaglutinacién (HAI).

En resumen, para el ensayo ELISA, se cubrieron placas ELISA de 96 pocillos con alta capacidad de unién con
1,5 ug/ml (5 x 10° particulas/ml) de adenovirus o 5 ug/ml de proteina HA purificada (Immune Technologies) y se
incubaron durante la noche a 4 °C. Después, las placas ELISA se lavaron y se bloquearon con PBS + BSA al 3%
durante 2 horas. Se afiadieron diluciones en serie de suero a las placas y se incubaron durante 2 horas. Después de
un lavado riguroso, se detectaron anticuerpos en suero especificos de antigeno usando anticuerpo secundario
acoplado a HRP. Las placas se desarrollaron con un reactivo de sustrato de HRP, se detuvieron con acido y se
midio la absorbancia en un lector de placas PolarStar a 450 nm. Las titulaciones de ELISA con criterio de valoracion
se expresan como el valor reciproco de la mayor dilucién que proporciona una lectura de tres desviaciones estandar
por encima del promedio inicial. En caso de titulaciones HAI, se permiten reaccionar diluciones en serie de suero con
una dosis fija (4HAU) del virus de la influenza o una proteina HA seguido de la adicion de RBC de pollo. En la
presencia de un anticuerpo neutralizante, se inhibe la capacidad del virus de aglutinar los RBC. El titulo de HAI del
anticuerpo es el reciproco de la ultima dilucién de suero capaz de inhibir la aglutinacion.

Tabla 16: Inmundgenos, dosis, via

Grupos Descripcion Particulas/Dosis | Volumen | Via
1 Virus Ad4-H5-Vtn PXVX0103%° 1x10"7 01ml [ IM
2 Virus Ad4-H5-Vtn PXVX0103 1x10° 0,1 ml M
3 Virus Ad4-H5-Vin PXVX0103 1x10° 0,1 ml M
4 Virus Ad4-H5-Vin PXVX0116° 1x10"7 01ml [ IM
5 Virus Ad4-H5-Vin PXVX0116 1x10° 0,1 ml IM
6 Virus Ad4-H5-Vin PXVX0116 1x10° 0,1 ml IM
7 Virus Ad4 wt 1x10"7 01ml [ IM
8 Proteina recombinante H5 5 ug 0,2 ml SC

a) H5-Vtn (hemaglutinina (HA) de la cepa A/VietNam/1194/2004)

b) PXVX0103 - Ad4 con transgen HA dirigido por el promotor MLTU

c) PXVX0116 - Vector Ad4 con transgen HA dirigido por el promotor CMV

Como se muestra en la figura 14, A, B y C, los ratones inmunizados con una dosis alta (1 x 10 vp) de virus Ad4-H5-
Vtn (PXVX0103) purificado produleron un titulo de anticuerpo especifico de HA fuerte cuando se midié6 mediante
ELISA de aproximadamente 2,5 x 10* y 7 X 10* después de una y dos |nmun|za(:|ones respectlvamente Las
respuestas especificas de HA inferiores pero S|gn|f|cat|vas de aproximadamente 2,5 x 10° y 2 X 10* también se
indujeron usando una dosis |nfer|or del virus (1 x 10° vp) después de unay dos i |nmun|zaC|0nes respectivamente. En
la dosis viral mas baja (1 x 10° vp) se observo una respuesta significativa de 8 x 10°titulo con criterio de valoracion
de anticuerpo después de dos inmunizaciones. Cuando el transgen H5 fue dirigido por CMV (PXVX0116) se
indujeron respuestas de anticuerpo aprOX|madamente 3 veces mayores. Como es de esperarse, los ratones
inmunizados con virus purificado wt Ad4 (1 x 10" vp) gue no contiene un transgen HA, no indujeron una respuesta
de anticuerpo especifica de HA detectable. Después de dos |nmun|zaC|ones la proteina H5 indujo respuestas de
criterio de valoracion deI ant|cuerpo HA de aproximadamente 7 x 10*. En cuanto a los titulos de HAI, los ratones
inmunizados con 1 x 10 vp de virus Ad4-H5-Vin (PXVX0103) purificado produjeron un titulo de anticuerpo de HAI
significativo de 1:20 y 1:40 tras una y dos |nmun|za0|ones respectivamente. Tras la segunda inmunizacion, el Ad4-
H5-Vtn (PXVX0103) en la dosis menor de 1 x 10° vp indujo una respuesta de HAI significativa de 1:20. Las
respuestas especificas de HA no se detectaron para el virus wt Ad4. De nuevo, el Ad4-H5-Vtn (PXVX0116) indujo
titulos de HAI aproximadamente 4 veces mas grandes. La proteina H5 purificada indujo una respuesta significativa
de 1:40 después de la segunda inmunizacién. Este resultado es coherente con el estudio usando células infectadas
donde se demostré que se necesitaron dos inmunizaciones de proteina H5 purificada para inducir un titulo de
anticuerpo HAI medible.

Estos estudios de inmunogenicidad usando virus Ad4-H5-Vtn purificados muestran que, a pesar de la falta de

replicacién viral en ratones, los virus entraron en células in vivo y el transgen se expres6 de manera suficiente para
inducir una respuesta de anticuerpos especifica de H5.
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Ejiemplo 8: Evaluacién de una vacuna de hemaglutinina H5 contra la influenza de adenovirus del serotipo 4
en ratones

Disefio de una vacuna contra H5SHA de adenovirus del serotipo 4

El adenovirus recombinante Ad4-H5-Vin (PXVX0103) descrito en el Ejemplo 7 se evalué para determinar la
seguridad, inmunogenicidad y eficacia como una vacuna en un modelo murino. Como se muestra en la figura 15, la
vacuna Ad4H5HA se construy6 con los genes de E3 24,8 K, 6,8 Ky 29,7 K del virus Ad4 eliminados para alojar el
gen HA del virus de la influenza A/VietNam/1194/2004 H5N1. El sitio del aceptor de splicing del gen de E3 24,8 K se
retuvo para dirigir la expresiéon del transgen HA. La secuencia codificante nativa de HA se utilizé sin el sitio de
escisién polibasico. La secuencia sefial de poliadenilacion de E3A, derivada de Ad5, se puso aguas debajo de la
secuencia codificante de HA. La secuenciacion directa del ADN confirmé la integridad del transgen HA y las
secuencias del vector flanqueantes. Una vez que se identific y aislé el recombinante correcto, se digiri6 con las
enzimas de restriccion apropiadas para quitar secuencias de plasmidos bacterianos extrafias, pero conservar el ADN
genomico de Ad4 recombinante completo que codifica el transgen HA.

Para producir el virus para su caracterizacion, se realiz6 una transfeccién de esta secuencia de ADN Ad4H5HA lineal
en las células A549 de mamifero (ATCC, Manassas, VA). Un dia antes de la transfeccion, se pusieron en placas 3 x
10° de células A549 en cada pocillo de una placa de 6 pocillos (BD Biosciences San Jose, CA) en DMEM (Hyclone,
Logan, UT/suero fetal de ternero al 10 % (FBS) (Hyclone) y las placas se incubaron a 37 °C en una atmésfera
humidificada de CO; al 5 %. El dia siguiente las células tenian una confluencia del 50-90 % y se transfectaron
posteriormente con 2 pg de ADN Ad4H5HA linealizado por pocillo usando el reactivo de transfeccién Fugene HD a 8
ul por pocillo seguin las instrucciones del fabricante (Roche, Indianapolis, IN). Una vez que se observo un efecto
citopatico (CPE), generalmente 7 a 10 dias después de la transfeccion, el virus se coseché de al menos 3 de los 6
pocillos desalojando las células infectadas usando raspadores de células de 16 cm (VWR, West Chester, PA)
seguido de 3 ciclos de alteracién celular mediante congelacién-descongelacion (nitrégeno liquido y un bafio de agua
a 37°C). El lisado se aclar6 mediante centrifugacion a 4°C a 1.800g durante 10 minutos y se recogieron
aproximadamente 6 ml de sobrenadante Eara un procedimiento de expansion virica de dos etapas. Se usaron tres
ml de sobrenadante para infectar 1,5 x 10° de células A549 en suspension en un matraz de 75 cm? (BD Biosciences)
con un volumen final de 15 ml de DMEM/FCS al 10 %. De 3 a 7 dias después de la observacion del CPE, se
quitaron las células utilizando raspadores de células de 16 cm y se sometieron al procedimiento de congelacion-
descongelacién y depuracion para obtener el sobrenadante del virus.

Para evaluar la expresion de HA del virus recombinante Ad4H5HA se evalu6 la expresién de la proteina HA
mediante citometria de flujo in vitro. Las células A549 se infectaron con una titulacién de dosis de las particulas
viricas (vp) de Ad4H5HA y se analizaron 48 h después usando un anticuerpo primario especifico de H5 y uno
secundario marcado con PE. Como se muestra en la figura 16A, las células A549 infectadas con la vacuna
Ad4H5HA expresaron proteina HA de forma dependiente de la dosis. La intensidad de fluorescencia media (MFI) de
la proteina HA detectada correspondiente a la dosis mas alta de vacuna utilizada fue de aproximadamente 34,0 en
comparacion con las células infectadas con Ad4wt utilizadas como control negativo donde se detecté una MFI de
aproximadamente 2,0.

Para confirmar la induccion del virus recombinante Ad4H5HA de la proteina HA in vitro y para asegurar la expresion
estable después de 15 pases en serie en células A549, se uso el analisis de Western blot. Se cosecharon las células
A549 infectadas con el virus recombinante Ad4H5HA y se prepararon extractos celulares completos. Se separaron
cantidades variables de extractos celulares infectados mediante geles SDS-PAGE y se transfirieron a nitrocelulosa.
Se us6 antisuero especifico de HSHA para detectar la proteina HA mientras que el anticuerpo anti-B-actina se us6
como un control de carga de proteina. Como se muestra en la figura 16B, la proteina HA derivada de lisados
celulares infectados con el virus recombinante Ad4H5HA (2,5 y 5 %) se detectd en el tamafio apropiado, 80 kDa, con
respecto a los controles positivos de proteina (r)H5 recombinante purificada (100 y 200 ng). La proteina especifica
de HA no se detecté usando proteinas de células A549 no infectadas (2,5 y 5 %), control negativo. También se
observaron bandas menores de fragmentos de HA1 y HA2 correspondientes a HAO escindida en lisados de células
A549 infectadas con Ad4H5HA. El analisis Western también confirmé que el virus recombinante Ad4H5HA expresé
de manera estable H5HA incluso después de 15 pases en células A549. De forma coherente con estos resultados,
se mostré que las células A549 infectadas con PVXV0103 se aglutinaron con los glébulos rojos. Véase la figura 17.

Eficacia del adenovirus recombinante Ad4H5HA como una vacuna

Para abordar la seguridad del virus recombinante, el crecimiento del virus Ad4H5HA con respecto al virus Ad4wt se
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comparé en varias lineas celulares humanas; A549, H1299, HepG2, HuTu 80 y MRC-5. Aunque los virus Ad5 se
pueden evaluar mediante metodologia de ensayo de propagacion, Ad4 no se comporta de forma similar y no lisa las
células in vitro de forma rapida. Por lo tanto, se us6 un ensayo de crecimiento tradicional de una etapa para evaluar
la cinética del crecimiento (véase la figura 8A). El crecimiento del virus Ad4H5HA fue similar o atenuado en
comparacion con el virus Ad4wt. Véase la figura 18. Especificamente, al evaluar los puntos de tiempo de 48 y 72
horas después de la infeccion, las particulas infecciosas que se midieron después de la lisis celular fueron de 1,1 a
2,3 veces mas altas para el virus Ad4wt frente al virus Ad4H5HA en 4 de las 5 lineas celulares ensayadas, figura 18.
Para la quinta linea celular, H1299, las particulas infecciosas medidas para Ad4wt con respecto a Ad4H5HA fueron
de 7 a 6,5 veces mayor para los puntos de tiempo de 48 y 72 horas, respectivamente. En ninglin caso, el crecimiento
del vector Ad4H5HA fue mayor que el virus Ad4wt.

La fase inicial del proceso de evaluacion de inmunogenicidad y eficacia consisti6 en establecer la inmunidad
preexistente al virus Ad4wt para evaluar el efecto en la potencia de la vacuna. Por lo tanto, se inmunizaron i.n.
ratones con 1 x 10° vp de virus Ad4wt y un mes después se determinaron los titulos de anticuerpo neutralizante
especificos de Ad4 y la inmunidad celular. Se recogi6é suero inmune de 10 ratones inmunizados y los titulos de
anticuerpo neutralizante especifico de Ad4 medidos variaron de 133 a 3140 con medias aritméticas y geométricas de
866 y 569, respectivamente, figura 19A. También se indujo inmunidad celular especifica de Ad4 significativa. Se
agruparon los esplenocitos no purificados de dos ratones y se usaron en un ensayo ELISPOT. Tras la incubacion
con el virus Ad4wt inactivado mediante calor se detectaron 140 células formadoras de manchas (SFC) IFN-y por 1 x
10° esplenocitos de ratones inmunizados con Ad4wt frente a 18 SFC IFN-y usando esplenocitos de ratones no
inmunizados, figura 19B. Estos ratones y los ratones sin tratamiento previo sin inmunidad preexistente a Ad4wt se
usaron posteriormente para inmunizaciones con la vacuna Ad4H5HA.

Se midieron titulos de anticuerpo de inhibicion de hemaglutinina (HAI) significativos 6 semanas después de una
Unica |nmun|zaC|on con Ia vacuna Ad4H5HA Como se muestra en la figura 20A, se observo una respuesta ala
dosis; 10° vp (40 HAI), 10° vp (20 HAl) y 10’ vp (10 HAI). La menor dosis de vacuna, 10° vp, no fue inmundgena.
Existié un efecto de la inmunidad preeX|stente a Ad4wt en la potencia de la vacuna por el cual se midié un titulo de
anticuerpo de HAI de 20 en la dosis de 10° vp, pero las dosis menores no fueron inmunégenas. Tras la exposicion al
virus reagrupado H5N1, las respuestas de HA1 fueron tipicamente mas altas por una d||u0|on por ejemplo, 40 a 80y
20 a 40 en la dosis de vacuna de 10° vp. De nuevo, la menor dosis de vacuna, 10 vp, no fue inmundégena. Para
controles negativos y positivos de comparacion, se inmunizaron ratones con 1 x 10" vp de virus Ad4wt y 15 ng de
proteina HSHA recombinante, respectivamente. Como se esperaba, el virus Ad4wt no indujo una respuesta de titulo
de anticuerpo HAI detectable. La proteina recombinante indujo respuestas de titulo de anticuerpo HAI antes y
después de la exposicion a la influenza de 10 y 20 titulos de anticuerpo HAI, respectivamente.

La induccion de inmunidad celular especifica de HSHA de la vacuna se evalud especificamente para un grupo de
cuatro péptidos de 15 mer derivados de la proteina HA A/Vietnam/1194/2004, figura 20B. Los péptidos del grupo
consistian en: HA.156, seq KSSFFRNVVWLIKKN (SEQ ID NO: 2); HA.241 seq RMEFFWTILKPNDAI (SEQ ID NO:
5); HA.325 seq NRLVLATGLRNSPQR (SEQ ID NO: 8); y HA.529 seq IYQILSIYSTVASSLALAI (SEQ ID NO: 338)
Las respuestas de IFN-y medidas fueron mayores de 80 SFC cuando los ratones se inmunizaron con dosis de 107,
10° y 10° vp de la vacuna Ad4H5HA. La inmunidad preeX|stente a Ad4wt también afect6 la induccién de mmumdad
celular de la vacuna en que sélo la dosis de 10° vp de la vacuna Ad4H5HA fue inmundgena induciendo
aproximadamente 100 SFC IFN-y. Las respuestas celulares se aumentaron a los 5 dias después de la eXpOSICIOI’] aI
virus reagrupado H5N1. En presencia o ausencia de la inmunidad preexistente a Ad4wt, las dosis de 107, 10° y 10°
vp de la vacuna Ad4H5HA indujeron entre 300 y 600 SFC IFN-y. Cabe destacar que en el caso de inmunidad
preexistente a Ad4wt y dosis de vacuna de 10’ y 10° vp, las respuestas de IFN-y minimas de menos de 50 SFC se
reforzaron a mas de 500 SFC sugiriendo que incluso las dosis de vacunas mas bajas se cebaron para respuestas
celulares. La dosis de 10° vp no fue inmundgena en ningun caso. Como controles de comparacion, los ratones
inmunizados con 15 nug de proteina H5HA recombinante indujeron 80 y 680 SFC IFN-y antes y después de la
exposicion al virus reagrupado H5N1. No se detectaron respuestas celulares especificas de HA significativas 5 dias
después de la exposicion al virus en ratones inmunizados Gnicamente con el virus Ad4wt y expuestos posteriormente
al virus reagrupado H5N1.

La pérdida de peso, la supervivencia y la reduccién de los titulos del virus de la influenza pulmonar fueron
dependientes de la dosis de la vacuna después de la exposicion al virus reagrupado H5N1 letal. El peso de los
animales se midié durante 14 dias después de la exposicidn al HSN1 reagrupado, figura 21A. Si se registré que los
animales habian perdido un 20 % o mas de su peso original durante dos dias seguidos, entonces se sometian a
eutanasia. Tipicamente, era necesario sacrificar a los animales los dias 6-12 tras la exposicion. En los animales sin
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pre -tratamiento con virus Ad4wt se observo poca a ninguna pérdida de peso en las dosis de vacuna de 10", 10° y
10° vp. En el caso del pre-tratamiento con Ad4wt, Gnicamente la dosis de vacuna alta de 10° vp impidio cualquner
pérdida de peso. Se registrd una pérdida de peso mas grave en dosis de vacuna mas bajas cuando los animales
fueron pre- tratados con Ad4wt, dosis de vacuna de 10° vp (promedio maximo del 6 % de pérdida de peso) y dosis de
vacuna de 10’ vp (promedio maximo del 17 % de pérdida de peso). Los animales que recibieron una dosis de
vacuna de 10° vp no evitaron una pérdida de peso grave. Los ratones inmunizados con la proteina H5HA
recombinante no perdieron peso, mientras que los ratones inmunizados con Ad4wt sucumbieron a la enfermedad.

La supervivencia de los ratones después de la exp05|0|on al virus reagrupado H4N1 letal se muestra en la figura
21B. Los grupos de ratones que recibieron 10° y 10° vp de la vacuna se encontraban totalmente protegidos,
sobrevivieron 10 de los 10 ratones. El pre-tratamiento de los ratones con Ad4wt para establecer la inmunidad
preexistente al vector no afectd a la supervivencia de los animales a estas dosis. Sin embargo, a dosis de vacuna
mas bajas de 10 y 10° vp, la vacuna no fue tan eficaz. La inmunidad preexistente al virus Ad4wt afectd a la dosis de
vacuna de 10’ vp en que so6lo 3 de 10 ratones sobrevivieron en presencia de inmunidad especifica de Ad4wt frente a
10 de 10 anlmales gue sobrevivieron cuando los ratones no fueron pre-tratados con el virus Ad4wt. La menor dosis
de vacuna de 10° vp no fue protectora. La inmunizacion con el virus Ad4wt no protegio a los animales, sobrevivieron
0 de 10. La inmunizacién de los ratones con la proteina HSHA recombinante protegié completamente a los ratones,
sobrevivieron 10 de 10.

Por ultimo, como medida de eficacia, se obtuvieron los pulmones de dos ratones que representaban a cada grupo 5
dias después de la exposicion al virus reagrupado H5N1 para evaluar la titulacién del virus de la influenza, figura
21C. Se observo una reducuon mayor del 85 % de la titulacion del virus de la influenza en las dosis de vacuna
Ad4H5HA mas altas de 107, 10° y 10° vp. Siendo la excepcién la dosis de vacuna de 10’ vp donde el grupo de
animales se pretraté con Ad4wt lo que dio como resultado una reduccién de la titulacion del virus de la influenza de
aproximadamente 40 %, indicando de esta manera un efecto de inmunidad preexistente a Ad4wt en la potencia de la
vacuna. No se observo ninguna reduccion de la tltuIaC|on del virus de la influenza cuando se inmuniz6 con una dosis
de vacuna de 10° vp o con el control negativo de 10 vp de Ad4wt. Los ratones inmunizados con la proteina HSHA
recombinante también mostraron una reduccion en el virus de exposicidn en los pulmones mayor a un 85 %.

En resumen, la induccion de la vacuna Ad4H5HA de inmunidad humoral y celular especifica de HSHA generalmente
predijo la eficacia de la vacuna. La inmunidad preexistente al vector Ad4wt tuvo un efecto tanto en la
inmunogenicidad como la eficacia pero el efecto fue mas pronunciado en las dosis de vacuna menores sugiriendo
que la inmunidad preexistente al vector Ad puede superarse usando dosis de vacuna mas altas.

Eiemplo 9: El Ad4-H5-Vtn (PXVX0103) indujo _respuestas inmunitarias al transgen HA H5 en mamiferos
cuando se administré mediante multiples vias

Para evaluar la eficacia del adenovirus Ad4-H5 recombinante para inducir respuestas inmunitarias al administrarse
mediante diversas vias de administracion, se inmunizaron conejos con diferentes formulaciones que comprendian
particulas viricas de Ad4-H5-Vtn (PXVX0103) mediante una de cuatro vias de administracion diferentes. La vacuna
del virus Ad4-H5-Vin se amplificé en células MRC-5 y se purifico para su uso en estudios en animales mediante
cromatografia de intercambio de aniones y ultrafiltracion. La sustancia del farmaco a granel (BDS) y céapsulas
recubiertas entéricamente se produjeron en PaxVax, usando BDS adicional para la produccién de polvos secados
por pulverizaciéon en Niro (Copenhagen, Dinamarca). A continuacidon se describen los componentes de las diversas
formulaciones:

BDS en forma liquida: 5 x 10" particulas viricas de Ad4-H5-Vin, sacarosa, cloruro de magnesio
hexahidrato, fosfato de potasio, glicerina

Polvo secado por aerosol: 5 x 10" particulas viricas de Ad4-H5-Vtn, maltodextrina, beta ciclodextrina,
sacarosa, cloruro de magnesio hexahidrato, fosfato de potasio, glicerina, tween 80

Polvo secado por 5 x 10% particulas viricas de Ad4-H5-Vtn, Eudragit L30D55, maltodextrina, beta

pulverizacién, recubierto ciclodextrina, sacarosa, cloruro de magnesio hexahidrato, fosfato de potasio,

entéricamente: glicerina, tween 80

Cépsulas recubiertas 1 x 10" particulas viricas de Ad4-H5-Vtn (por capsula), AcrylEZE white, capsulas

entéricamente: de HPMC, maltodextrina, beta ciclodextrina, sacarosa, cloruro de magnesio

hexahidrato, fosfato de potasio, glicerina, tween 80

Se inmunizaron conejos adultos machos blancos de Nueva Zelanda (3 por grupo) con 5 x 10 vp usando una de las
diferentes formulaciones de vacuna Ad4-H5-Vin que se han descrito anteriormente; sustancia de farmaco a granel
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(BDS), polvos recubiertos entéricamente (E.C.) y no recubiertos entéricamente (no E.C.) y capsulas recubiertas
entéricamente (5 cépsulas de 1 x 10 vp/capsula). Los animales se inmunizaron dos veces, con 30 dias de
diferencia. Se usaron mdltiples vias de administracion como se indica; intramuscular (I.M.), intranasal (I.N.),
sublingual (S.L.) o alimentacién forzada oral (O.G.). Los conejos se desangraron para los ensayos inmunes ELISA
dos semanas después de la segunda inmunizacion. Siendo la excepcion que los datos mostrados para la BDS
administrada I.N. fueron de suero inmune tomado dos semanas tras Gnicamente una inmunizacion.

Las placas de ELISA se recubrieron con 2 ng/ml de proteina rHA purificada (eEnzyme) y se incubaron durante la
noche a 4 °C antes de lavarse y bloquearse con PBS con suero de cabra al 10 % durantes 2 horas. Se generd una
serie de dilucion en serie de 3 veces de cada suero agrupado y se afiadio a las placas antes de una incubacion de
dos horas. Después de un lavado riguroso, se detectaron anticuerpos de suero especificos del antigeno usando un
anticuerpo secundario acoplado a HRP. Las placas se desarrollaron con un reactivo sustrato de HRP, se detuvieron
con acido y se midi6é la absorbancia a 450 nm. Los titulos del criterio de valoracion se expresan como el valor
reciproco de la dilucién mas alta que proporciona una lectura de tres desviaciones estandar por encima del promedio
inicial. Los resultados muestran que la vacuna Ad4-H5-Vtn fue inmundgena en conejos al administrarse mediante
diversas vias. Véase la figura 22.

En otra serie de experimentos, se examiné la eficacia de un adenovirus Ad4-H5 recombinante en la induccion de
respuestas inmunitarias al administrarse mediante las vias de administracion sublingual, vaginal y rectal. Los ratones
se inmunizaron con particulas viricas de Ad4-H5-Vin (PXVX0103) mediante administracion sublingual, vaginal o
rectal. Para la administracion sublingual, los ratones anestesiados se inmunizaron el dia 0 (cebado) y se reforzaron
el dia 43 (refuerzo) con 1 x 10" de particulas viricas de Ad4-H5-Vtn en 7 ul de tampén de formulacion de sustancia
de farmaco a granel (BDS) colocados bajo la lengua y el volumen se dej6 reposar, tipicamente 1 minuto de tiempo
de recuperacion. Para la administracion vaginal, cinco dias antes de la inmunizacion, se administraron 2,5 mg de
Depo-Provera S.C. para adelgazar la pared vaginal. Los ratones anestesiados se inmunizaron vaginalmente el dia 0
(cebado) y se reforzaron el dia 14 (refuerzo), quitando primero la mucosa con un hisopo y después administrando 1
x 10%° vp de Ad4-H5-Vtn en 20 pl de volumen de tampén de formulacion de BDS a la vagina. Los ratones se
mantuvieron mirando hacia arriba durante 10 minutos bajo anestesia. Para la administracion rectal, los ratones
anestesiados se inmunizaron por via rectal el dia 0 (cebado) y se reforzaron el dia 14 (refuerzo) administrando 1 x
10" vp de Ad4-H5-Vin en 20 ul de tampon de formulacién de BDS en el recto. Los ratones se mantuvieron mirando
hacia arriba durante 10 minutos bajo anestesia. Todos los ratones se anestesiaron usando isoflurano y se les hizo
ayunar quitandoles la comida la noche anterior a la inmunizacién.

Los ratones se desangraron 2-4 semanas tras la segunda inmunizacion (por ejemplo, inmunizacion de refuerzo) y se
realiz6 el ensayo ELISA como se ha descrito anteriormente usando H5 recombinante (A/VN/1203/04). Los resultados
muestran que la vacuna de la influenza Ad4-H5-Vtn (PXVX0103) induce respuestas especificas de H5HA
significativas en los ratones al administrarse mediante las vias de administracion sublingual, vaginal y rectal. Véase
la figura 23.

Ejemplo 10: Estudio de sequridad clinica de fase 1 para la vacuna Ad4-H5-Vin

Se inici6 un estudio de dosis ascendente controlado por placebo de doble ciego de fase uno. Se incluyeron
secuencialmente cuatro cohortes de dosificacion, 107, 10%, 10° y 10 particulas viricas (vp). Cada cohorte consiste
en aproximadamente 24 receptores de vacunas y 8 de placebo y todos sus contactos familiares (HHC). En cada
cohorte de dosificacion, los receptores de vacuna o placebo reciben tres vacunas, con 56 dias de diferencia (dias O,
56 y 112). Las mediciones de la funciéon inmune incluyen anticuerpo con respecto a H5 HA mediante HAI y
microneutralizacion; anticuerpo neutralizante Ad4; evaluacion de IgG e IgA con respecto a HA y Ad4 en secreciones
nasales, rectales y cervicales; y respuesta de Civil a HA y a Ad4. La replicacion y la excrecion del virus de la vacuna
Ad4-H5-Vtn se evalian mediante PCR y cultivo de hisopos rectales y de garganta y de sangre. Los parametros
inmunoldgicos y virolégicos se analizan con estratificacion mediante titulacion de anticuerpo neutralizante Ad4 inicial.
Actualmente se han incluido 132 receptores de vacuna/placebo y 67 HHC. Las cohortes 1-3 han recibido las tres
dosis, la Cohorte 4 ha recibido su primera dosis. Actualmente, el Cohorte 4 esta recibiendo la dosis 2 y la Cohorte 5
(10" vp) se somete a inclusién.

Los parametros de seguridad primarios son la reactogenicidad, eventos adversos graves o severos, y anomalias de
laboratorio de seguridad clinica. Estos se han evaluado formalmente antes de cada una de las 5 revisiones del DMC,
y se evallan en "tiempo real" de forma continua. En la revisién mas reciente del DMC, se revisaron los datos de
seguridad posteriores a las tres administraciones de dosis de las Cohortes 1, 2 y 3, y posteriores a la primera dosis
de la Cohorte 4. No se identificd ninguna preocupacion por la seguridad o toxicidad limitante de la dosis. No hubo
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anomalias de laboratorio significativas ni eventos adversos graves o severos. Generalmente la reactogenicidad se
mantuvo de leve a moderada. Se detecté la pérdida del virus de la vacuna, controlado por PCR, en hisopos rectales
en los dias 7 y/o 14 tras la vacunacion. No hubo evidencia de propagacién sistémica o respiratoria del virus de la
vacuna. Todos los hisopos de garganta y especimenes de sangre fueron negativos para el virus Ad4-H5-Vin,
excepto un Unico caso de un hisopo de garganta positivo para PCR de una vacuna (cuyos hisopos rectales y la
sangre fueron negativos para PCR). La vacuna se mantuvo completamente asintomatica. Basandose en estos datos,
el DMC aprob6 la administracion de la dosis 2 a la Cohorte 4 y la inclusién de la Cohorte 5. El estado del anticuerpo
Ad4 inicial para cada una de las cohortes en diferentes puntos de tiempo durante el estudio se muestran en la Tabla
17.

Tabla 17. Estudio de seguridad clinica de fase 1 de la vacuna Ad4-H5-Vtn
Dosificacion
10" vp 10° vp 10° vp
Estado del anticuerpo Ad4 Ad4 Ad4 Ad4 Ad4 Ad4
- Todos Todos Todos
inicial de Ad4 neg pos* neg pos neg pos
Posterior a la dosis 1 6/21 0/3 6/24 8/15 1/10 9/25 12/17 3/10 15/27

(29%) (0%) (25%) (53%) (10%) (36%) (71%) (30%) (56 %)
Posterior a la dosis 2 11/21 0/3 11/24  12/15  2/10  14/25 15/17  6/10  21/27

(52 %) (0 %) (46 %) (B80%) (20%) (56%) (88%) (60%) (78 %)
Posterior a la dosis 3 11/21 1/3 12/24 12/15 2/10 14/25 15/17 6/10 21/27
(52 %) (B3%) (BO%) (B0%) (20%) (56%) (88%) (60%) (78 %)

* La Cohorte 1 tuvo una anomalia estadistica que dio como resultado un ndmero inferior de pacientes positivos a
Ad4.
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Ejemplo 11: Construccion y evaluacién de adenovirus recombinantes gue expresan antigenos del antrax

Se generaron virus Ad4 recombinantes con eliminaciones totales o parciales de la regién E3 que expresaban un
antigeno protector (PA) de Bacillus anthracis con métodos similares a los descritos en los Ejemplos 1-3. Las
modificaciones del transgen del PA incluyeron modificacion mediante codones para la expresiéon optimizada en
células humanas, adicion de anclaje de glicosilfosfatidilinositol (GPI) para la expresion de la superficie celular y dos
eliminaciones de fenilalanina para eliminar el sitio de escision de termolisina. La expresién del transgen se dirigié por
un promotor de CMV humano o MLTU nativo. En la Tabla 18 se enumeran diferentes vectores adenoviricos
recombinantes que presentan expresion de secuencias heterélogas dirigida por CMV o por MTLU.

Tabla 18. Vectores adenoviricos recombinantes que expresan antigenos del antrax

Construccion Transgen Promotor
1 Ad4-FDE3-CMV-PA (PXVX0212) PA optimizado por codones Cmv
2 Ad4-FDE3-CMV-PA-GPI (PXVX0214) PA optimizado por codones con anclaje GPI CMmv
3 Ad4-PDE3-MLTU-PA-GPI PA nativo con anclaje GPI MLTU
4 Ad4-FDE3-CMV-PA-GPI PA nativo con anclaje GPI CMmv
5 Ad4-FDE3-CMV-PAAFF Sitio de escisidn termolisina eliminado Cmv
6 Ad4-FDE3-CMV-PA-GPIAFF Sitio de escisidn termolisina eliminado Cmv
FDE3 = eliminacién completa de la region E3 excepto para E3 12,1 k; PDE = eliminacién parcial de la regién E3.

Se analizaron células A549 (5 x 105) infectadas con 2,5 x 10° de adenovirus Ad4-PA recombinantes para detectar la
expresion de antigeno protector. Las células se incubaron a 37 °C durante 48 horas antes de la recogida. Se analizé
un lisado celular completo (figura 24, panel izquierdo) o sobrenadante de cultivo de células (figura 24, panel derecho)
de cada muestra mediante andlisis de Western blot tras la separacion en gel SDS-PAGE. Se sondaron membranas
de nitrocelulosa con un anticuerpo monoclonal de raton anti-PA. Se realizé la confirmacién de la expresién de la
proteina recombinante mediante referencia a un PA recombinante disponible en el mercado cargado en paralelo
como un control positivo. Las A549 y A549 infectadas con Ad4 WT representan controles negativos, demostrando la
especificidad a rPA. Los niveles de proteina se muestran como cantidades relativas por nivel total de proteinas.
Véase la figura 24.

Un dia después de la infeccion con estas construcciones, el antigeno PA se encontraba presente en la superficie de
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las células A549 como muestra el andlisis FACS presentado en la figura 25. La intensidad de fluorescencia media
(MFI), que representa una medida de intensidad de fluorescencia que es una indicacion del nivel de expresion por
célula, se muestra para cada uno de los grupos. Se utiliz6 un ensayo de crecimiento de una etapa para evaluar la
cinética del crecimiento de los adenovirus recombinantes PXVX0212 y PXVX0214 en células A549 (carcinoma de
pulmén) y MRC-5 (fibroblasto de pulmoén embrionario, diploide) (véase la figura 8A). Se midié la evolucion temporal
de los niveles de rAd4 mediante TCIDso tras la infeccidn con el virus rAd4-PA de células A549 o MRC-5. El tamafio
de rafaga de células se calcul6 mediante el uso del nivel minimo de infectividad (1 hora para A549 y 24 horas para
MRC-5) como referencia, corrigiendo asi las diferencias en la infeccién. El tamafio de rafaga confirma que tanto
PXVX0212 como PXVX0214 muestran tasas reducidas de crecimiento en comparacién con Ad4 Wt y también dan
como resultado rendimientos por célula menores. Véase la figura 26.

Ejemplo 12: Eficacia del adenovirus recombinante Ad4-PA como una vacuna protectora contra la exposicion

al antrax

Para determinar si el adenovirus recombinante que expresa antigeno protector (PA) de B. anthracis podria inducir
una respuesta inmunitaria protectora contra la exposicion al antrax, se inmunizaron ratones con lisados celulares
completos de células infectadas con uno de los vectores adenoviricos recombinantes descritos en el Ejemplo 11.
Especificamente, se inmunizaron ratones g6 animales/grupo) mediante una inyeccion intraperitoneal (IP) de lisados
celulares completos equivalentes a 5 x 10” células infectadas con 5 x 10° particulas viricas de Ad4 de tipo silvestre
(Ad4 WT), Ad4-PA (PXVX0212) o Ad4-PA-GPI (PXVX0214). Se administraron 10 pg de antigeno protector
recombinante (rPA) por via subcutanea (S.C.) como control positivo. Cinco semanas después de la inmunizacion, los
ratones se expusieron a una toxina letal por via intravenosa (combinacion de 120 ug de PA con 60 ug de factor letal
(LF)) y se controlaron diariamente. Los resultados de los experimentos se muestran en la figura 27. Un lisado celular
de Ad4-PA-GPI protegié completamente a los ratones contra la exposicién a la toxina letal.

Las respuestas de los anticuerpos se midieron en los ratones inmunizados a partir de suero obtenido 21 dias
posteriores a la inmunizacion IP. Las respuestas de los anticuerpos se analizaron tanto con ELISA (figura 28, panel
izquierdo) y ensayo de neutralizacion de toxina basado en macréfagos in vitro (figura 28, panel derecho). Se calculd
un CEsp de 6 animales/grupo. Las respuestas de IgG especificas para PA pudieron detectarse tres semanas
después de la inmunizacion con lisado celular completo de células A549 infectadas con adenovirus recombinante.

En otra serie de experimentos, se examind la eficacia del adenovirus recombinante purificado para inducir
respuestas inmunitarias protectoras. Se inmunizaron ratones (n = 25/grupo) con uno de cinco antigenos diferentes
(Ad4 de tipo silvestre, Ad4-CMV-PA (PXVX0212), Ad4-CMV-PA-GPI (PXVX0214), rPA y rPA + alumbre) el dia 0
como se indica en el esquema de la figura 29. Los virus rAd4 se administraron por via intranasal (I.N.) como 1 x 10"
de particulas viricas (vp) en 50-62,5 ul de PBS por animal. El virus Ad4 de tipo silvestre sirvio como control negativo.
Los controles positivos, inyectados por via subcutanea, en un volumen final de 100 ul de PBS contenian 10 pg de
antigeno protector recombinante (rPA) en solitario o 10 pg de rPA adsorbido a 1 mg de gel de hidroxido de aluminio
(Rehydragel HPA). Se midieron las respuestas inmunitarias mediadas por células (IFN-y ELISPOT e IL-4 ELISPOT)
27 dias posteriores a la inmunizacion en esplenocitos agrupados de 2 ratones/grupo. Se analizaron las respuestas
inmunitarias celulares de los ratones que sobrevivieron a la exposicién a la toxina #1 (20 dias posteriores a la
inmunizacién, n = 10/grupo) el dia 54. Se desangraron los mismos 9 animales/grupo (5 grupos) tanto para los
ensayos ELISA como de neutralizacion de toxinas después de 14 y 40 dias de la inmunizacién. También se
expusieron un total de 10 ratones por grupo, incluyendo 7 ratones de los 9 ratones que se desangraron, a una toxina
letal (con una combinacién de 120 pg de PA y 60 ug de factor letal) después de 46 dias de la inmunizacion. La
supervivencia se controlé durante los 30 dias posteriores a la exposicion.

Se midieron las respuestas de los anticuerpos en suero a los 14 y 40 dias posteriores a la inmunizacién intranasal
con los virus Ad4-PA y Ad4-PA-GPI purificados (véase la figura 29). Las respuestas de IgG anti-PA se analizaron
mediante ELISA (figura 30, paneles izquierdos), mientras que los anticuerpos neutralizantes de las toxinas (TNA) se
midieron mediante un ensayo de neutralizacion de toxinas basado en macréfagos murinos in vitro (figura 30, paneles
derechos). Se calcul6 el CEsp mediante el uso de una curva de dosis-respuesta sigmoidal ajustada para los datos de
la dilucion en serie de las muestras. Se observé Unicamente una respuesta minima de IgG anti-PA y no se
observaron respuestas medibles de TNA después de 14 dias posteriores a la inmunizacion (figura 30). Después de
40 dias posteriores a la inmunizacion, se observaron respuestas significativas de IgG anti-PA y TNA tanto con Ad4-
PA (PXVX0212) como Ad4-PA-GPI (PXVX0214) en comparacion con rPA o rPA con alumbre (figura 30). Ambos
adenovirus PA recombinantes (virus Ad4-PA y Ad4-PA-GPI) indujeron respuestas inmunitarias comparables.

Se inmunizaron los ratones con uno de los cinco inmundgenos diferentes (n = 10/grupo) como se indica en la figura
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29 el dia 0 y se expusieron a una toxina letal (60 ug de PA'y 30 pg de LF en un volumen total de 100 ul de PBS) los
dias 20 y 46 posteriores a la inmunizacion. La supervivencia se control6 durante 30 dias. Los resultados se muestran
en la figura 31. Tras la exposicién después de 20 dias de la inmunizacién se observé un 80 % de supervivencia con
ratones inmunizados con rPA-alumbre, mientras que los grupos inmunizados con Ad4-PA y Ad4-PA-GPI tuvieron un
50 % y un 20 % de supervivencia, respectivamente (figura 31, panel izquierdo). Un ratén del grupo inmunizado con
Ad4 de tipo silvestre sobrevivié y en el grupo inmunizado con rPA no sobrevivié ninguno. Tras la exposicion 46 dias
posteriores a la inmunizacion, se observo un 100 % de supervivencia en los grupos inmunizados con rPA + alumbre
y Ad4PA, mientras que se observé un 90 % y un 30 % de supervivencia en los grupos inmunizados con Ad4-PA-GPI
y rPA, respectivamente (figura 31, panel derecho). Del grupo tratado con Ad4 de tipo silvestre no sobrevivié ninguno.
Los resultados indican que en una exposicion con toxina letal, los dos virus del vector Ad4-PA confieren proteccion
parcial 20 dias posteriores a la inmunizacion y proteccién total 46 dias posteriores a la inmunizacion. No hubo
diferencia estadistica en la proteccion proporcionada por los adenovirus recombinantes Ad4-PA o Ad4-PA-GPI.

Se midieron las respuestas inmunitarias mediadas por las células (IFN-y ELISPOT e IL-4 ELISPOT) 27 dias
posteriores a la inmunizacion en esplenocitos agrupados de ratones inmunizados con uno de los cinco antigenos
diferentes (2 ratones/grupo) como se indica en la figura 29. Se analizaron ensayaron las respuestas inmunitarias
celulares de los ratones que sobrevivieron a la exposicion a la toxina #1 (20 dias posteriores a la inmunizacion, n =
10/grupo) el dia 54 (34 dias después de la exposicion). Ambos adenovirus Ad4-PA y Ad4-PA-GPI recombinantes
indujeron respuestas de Thly Th2 al PA indicado por las respuestas a IFN-y e IL-4 (figura 32).

En resumen, los resultados de los experimentos descritos en este Ejemplo demuestran que los adenovirus
recombinantes que expresan antigeno protector inducen tanto inmunidad humoral como mediada por células en
ratones y proporcionan proteccion contra la exposicion a antrax letal.

Ejemplo 13: Expresion de un polipéptido de epitopo HTL multiple de adenovirus recombinante

Se disefié una secuencia de antigenos sintéticos de la influenza que contenia 24 epitopos de linfocitos T auxiliares
(HTL) de influenza, cada uno separado por una secuencia espaciadora GPGPG (SEQ ID NO: 353). Véase la figura
33A. Se gener6 un virus Ad4 recombinante con una eliminacion total de la region E3 que expresaba este polipéptido
HTL24 bajo el control de un promotor de CMV (PXVX0109) con métodos similares a los descritos en el Ejemplo 3.
Las células A549 se infectaron con PXVX0109 después de la transfeccion para generar virus de dos clones
pladsmidos idénticos (15-4 y 19-1). Las células infectadas se cosecharon a >90 % de efecto citopatico (CPE) y los
lisados celulares se prepararon a 1 x 10° células por 100 pl de tampdén RIPA que contenia inhibidores de la proteasa.
Como control positivo, se infectaron células A549 con influenza A/Uruguay/716/2007 (tipo A/Brisbane/10/2007)
(NYMC X-175C reagrupado, NIBSC). Tras la separacién en un gel SDS-PAGE vy la transferencia posterior a una
membrana de transferencia, se detectaron proteinas con un anticuerpo monoclonal marcador anti-HA y un
anticuerpo secundario IgG de cabra anti-ratobn HRP. Para el control de carga, se sondé una membrana paralela con
un anticuerpo policlonal de conejo anti-beta-actina y un anticuerpo secundario 1gG de cabra anti-conejo HRP. Las
bandas de proteina se visualizaron mediante quimioluminiscencia (Supersignal West Femto, Thermoscientific).
Como muestra por los resultados del analisis de Western blot en la figura 33B, el adenovirus Ad4 recombinante
expreso altos niveles del polipéptido HTL24.
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<211> 17
<212> PRT
<213> Virus Influenza
<400> 1
Met Glu Lys Ile Val Leu Leu Phe Ala Ile Val Ser Leu Val Lys Ser
1 5 10 15
Asp
<210>2
<211> 15
<212> PRT
<213> Virus Influenza
<400> 2
Lys Ser Ser Phe Phe Arg Asn Val Val Trp Leu Ile Lys Lys Asn
1 5 10 15
<210>3
<211> 16
<212> PRT
<213> Virus Influenza
<400> 3
Val val Trp Leu Ile Lys Lys Asn Ser Thr Tyr Pro Thr Ile Lys Arg
1 5 10 15
<210> 4
<211> 16
<212> PRT
<213> Virus Influenza
<400> 4
Pro Thr Thr Tyr Ile Ser Val Gly Thr Ser Thr Leu Asn Gln Arg Leu
1 5 10 15
<210>5
<211> 15
<212> PRT
<213> Virus Influenza
<400> 5
Arg Met Glu Phe Phe Trp Thr Ile Leu Lys Pro Asn Asp Ala Ile
1 5 10 15
<210> 6
<211> 15
<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 6
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Trp Thr Ile Leu Lys Pro Asn Asp Ala Ile Asn Phe Glu Ser Asn

1 5 10 15
<210>7
<211> 16
<212> PRT
<213> Virus Influenza
<400>7
Cys Pro Lys Tyr Val Lys Ser Asn Arg Leu Val Leu Ala Thr Gly Leu
1 5 10 15
<210> 8
<211> 15
<212> PRT
<213> Virus Influenza
<400> 8
Asn Arg Leu Val Leu Ala Thr Gly Leu Arg Asn Ser Pro Gln Arg
1 5 10 15
<210>9
<211> 17
<212> PRT
<213> Virus Influenza
<400>9
Glu Leu Leu Val Leu Met Glu Asn Glu Arg Thr Leu Asp Phe His Asp
1 5 10 15
Ser
<210> 10
<211> 17
<212> PRT
<213> Virus Influenza
<400> 10
Ile Ser Gly Val Lys Leu Glu Ser Ile Gly Ile Tyr Gln Ile Leu Ser
1 5 10 15
Ile
<210> 11
<211> 16
<212> PRT
<213> Virus Influenza
<400> 11
Ile Tyr Gln Ile Leu Ser Ile Tyr Ser Thr Val Ala Ser Ser Leu Ala
1 5 10 15
<210> 12
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<211>16
<212> PRT
<213> Virus Influenza
<400> 12
Ile Leu Ser Ile Tyr Ser Thr Val Ala Ser Ser Leu Ala Leu Ala Ile
1 5 10 15
<210>13
<211>15
<212> PRT
<213> Virus Influenza
<400> 13
Lys Gly Ile Leu Gly Phe Val Phe Thr Leu Thr Val Pro Ser Glu
1 5 10 15
<210> 14
<211>15
<212> PRT
<213> Virus Influenza
<400> 14
Tyr Arg Lys Leu Lys Arg Glu Ile Thr Phe His Gly Ala Lys Glu
1 5 10 15
<210>15
<211>15
<212> PRT
<213> Virus Influenza
<400> 15
Met Gly Thr val Thr Thr Glu Val Ala Leu Gly Leu Val Cys Ala
1 5 10 15
<210> 16
<211>15
<212> PRT
<213> Virus Influenza
<400> 16
Asn Pro Leu Ile Arg His Glu Asn Arg Met Val Leu Ala Ser Thr
1 5 10 15
<210> 17
<211>15
<212> PRT
<213> Virus Influenza
<400> 17
Ala Met Glu Val Ala Ser Gln Ala Arg Gln Met Val Gln Ala Met
1 5 10 15
<210>18
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<211> 15
<212> PRT
<213> Virus Influenza
<400> 18
Asp Pro Leu Val Vval Ala Ala Ser Ile Ile Gly Ile Leu His Leu
1 5 10 15
<210> 19
<211> 17
<212> PRT
<213> Virus Influenza
<400> 19
Ser Leu Met Leu Gln Ile Gly Asn Met Ile Ser Ile Trp Val Ser His
1 5 10 15
Ser
<210> 20
<211>19
<212> PRT
<213> Virus Influenza
<400> 20
Ile Gly Arg Phe Tyr Ile Gln Met Cys Thr Glu Leu Lys Leu Ser Asp
1 5 10 15
Tyr Glu Gly
<210> 21
<211> 15
<212> PRT
<213> Virus Influenza
<400> 21
Gln Asn Ser Ile Thr Ile Glu Arg Met Val Leu Ser Ala Phe Asp
1 5 10 15
<210> 22
<211> 15
<212> PRT
<213> Virus Influenza
<400> 22
Val Gly Thr Met Val Met Glu Leu Ile Arg Met Ile Lys Arg Gly
1 5 10 15
<210> 23
<211> 15
<212> PRT

<213> Virus Influenza
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<400> 23
Asp Leu Ile Phe Leu Ala Arg Ser Ala Leu Ile Leu Arg Gly Ser
1 5 10 15
<210> 24
<211> 15
<212> PRT
<213> Virus Influenza
<400> 24
Arg Ser Ala Leu Ile Leu Arg Gly Ser Val Ala His Lys Ser Cys
1 5 10 15
<210> 25
<211> 15
<212> PRT
<213> Virus Influenza
<400> 25
Lys Ser Gln Leu Val Trp Met Ala Cys His Ser Ala Ala Phe Glu
1 5 10 15
<210> 26
<211> 15
<212> PRT
<213> Virus Influenza
<400> 26
Ala Gly Gln Ile Ser Val Gln Pro Thr Phe Ser Val Gln Arg Asn
1 5 10 15
<210> 27
<211> 15
<212> PRT
<213> Virus Influenza
<400> 27
Ser Leu Cys Ile Arg Met Asp Gln Ala Ile Met Asp Lys Asp Ile
1 5 10 15
<210> 28
<211>19
<212> PRT
<213> Virus Influenza
<400> 28
Glu Gly Ala Ile Val Gly Glu Ile Ser Pro Leu Pro Ser Leu Pro Gly
1 5 10 15
His Thr Asp
<210> 29
<211> 15
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<212> PRT
<213> Virus Influenza
<400> 29
Val Gly Glu Ile Ser Pro Leu Pro Ser Leu Pro Gly His Thr Asp
1 5 10 15
<210> 30
<211> 15
<212> PRT
<213> Virus Influenza
<400> 30
Ser Leu Lys Leu Tyr Arg Asp Ser Leu Gly Glu Ala Val Met Arg
1 5 10 15
<210> 31
<211> 15
<212> PRT
<213> Virus Influenza
<400> 31
Ile Arg Trp Leu Ile Glu Glu Val Arg His Arg Leu Arg Ile Thr
1 5 10 15
<210> 32
<211> 15
<212> PRT
<213> Virus Influenza
<400> 32
Phe Glu Gln Ile Thr Phe Met Gln Ala Leu Gln Leu Leu Leu Glu
1 5 10 15
<210> 33
<211> 15
<212> PRT
<213> Virus Influenza
<400> 33
Ile Thr Phe Met Gln Ala Leu Gln Leu Leu Leu Glu Val Glu Gln
1 5 10 15
<210> 34
<211> 15
<212> PRT
<213> Virus Influenza
<400> 34
Arg Arg Glu Val His Ile Tyr Tyr Leu Glu Lys Ala Asn Lys Ile
1 5 10 15
<210> 35
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<211>15
<212> PRT
<213> Virus Influenza
<400> 35
Leu Phe Thr Ile Arg Gln Glu Met Ala Ser Arg Gly Leu Trp Asp
1 5 10 15
<210> 36
<211>15
<212> PRT
<213> Virus Influenza
<400> 36
Glu Pro Phe Leu Lys Thr Thr Pro Arg Pro Leu Arg Leu Pro Asp
1 5 10 15
<210> 37
<211>16
<212> PRT
<213> Virus Influenza
<400> 37
Arg Ser Lys Phe Leu Leu Met Asp Ala Leu Lys Leu Ser Ile Glu Asp
1 5 10 15
<210> 38
<211>15
<212> PRT
<213> Virus Influenza
<400> 38
Val Ala Pro Ile Glu His Ile Ala Ser Met Arg Arg Asn Tyr Phe
1 5 10 15
<210> 39
<211>15
<212> PRT
<213> Virus Influenza
<400> 39
Glu Tyr Ile Met Lys Gly Val Tyr Ile Asn Thr Ala Leu Leu Asn
1 5 10 15
<210> 40
<211>15
<212> PRT
<213> Virus Influenza
<400> 40
Arg Pro Met Phe Leu Tyr Val Arg Thr Asn Gly Thr Ser Lys Ile
1 5 10 15
<210>41
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<211> 16
<212> PRT
<213> Virus Influenza
<400> 41
Pro Thr Leu Leu Phe Leu Lys Val Pro Ala Gln Asn Ala Ile Ser Thr
1 5 10 15
<210> 42
<211> 15
<212> PRT
<213> Virus Influenza
<400> 42
Ser Tyr Leu Ile Arg Ala Leu Thr Leu Asn Thr Met Thr Lys Asp
1 5 10 15
<210> 43
<211> 15
<212> PRT
<213> Virus Influenza
<400> 43
Phe Leu Ala Met Ile Thr Tyr Ile Thr Arg Asn Gln Pro Glu Trp
1 5 10 15
<210> 44
<211> 16
<212> PRT
<213> Virus Influenza
<400> 44
Gln Pro Glu Trp Phe Arg Asn Val Leu Ser Ile Ala Pro Ile Met Phe
1 5 10 15
<210> 45
<211> 16
<212> PRT
<213> Virus Influenza
<400> 45
Phe Arg Asn Val Leu Ser Ile Ala Pro Ile Met Phe Ser Asn Lys Met
1 5 10 15
<210> 46
<211> 15
<212> PRT
<213> Virus Influenza
<400> 46
Ile Ala Pro Ile Met Phe Ser Asn Lys Met Ala Arg Leu Gly Lys
1 5 10 15
<210> 47
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<211>16
<212> PRT
<213> Virus Influenza
<400> 47
Lys Gly Tyr Met Phe Glu Ser Lys Ser Met Lys Leu Arg Thr Gln Ile
1 5 10 15
<210> 48
<211>15
<212> PRT
<213> Virus Influenza
<400> 48
Ile Arg Pro Leu Leu Val Glu Gly Thr Ala Ser Leu Ser Pro Gly
1 5 10 15
<210> 49
<211>15
<212> PRT
<213> Virus Influenza
<400> 49
Met Met Gly Met Phe Asn Met Leu Ser Thr Val Leu Gly Val Ser
1 5 10 15
<210> 50
<211>15
<212> PRT
<213> Virus Influenza
<400> 50
Asp Phe Ala Leu Ile Val Asn Ala Pro Asn His Glu Gly Ile Gln
1 5 10 15
<210>51
<211>15
<212> PRT
<213> Virus Influenza
<400> 51
Tyr Gly Phe Val Ala Asn Phe Ser Met Glu Leu Pro Ser Phe Gly
1 5 10 15
<210> 52
<211>16
<212> PRT
<213> Virus Influenza
<400> 52
Gly Val Thr Val Ile Lys Asn Asn Met Ile Asn Asn Asp Leu Gly Pro
1 5 10 15
<210> 53
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<211> 15
<212> PRT
<213> Virus Influenza
<400> 53
Pro Asn Leu Tyr Asn Ile Arg Asn Leu His Ile Pro Glu Vval Cys
1 5 10 15
<210> 54
<211> 15
<212> PRT
<213> Virus Influenza
<400> 54
Ile Ser Ser Met Val Glu Ala Met Val Ser Arg Ala Arg Ile Asp
1 5 10 15
<210> 55
<211> 15
<212> PRT
<213> Virus Influenza
<400> 55
Lys Trp Met Met Ala Met Lys Tyr Pro Ile Thr Ala Asp Lys Arg
1 5 10 15
<210> 56
<211> 15
<212> PRT
<213> Virus Influenza
<400> 56
Gly Ala Arg Ile Leu Thr Ser Glu Ser Gln Leu Thr Ile Thr Lys
1 5 10 15
<210> 57
<211> 15
<212> PRT
<213> Virus Influenza
<400> 57
Lys Ala Ala Met Gly Leu Arg Ile Ser Ser Ser Phe Ser Phe Gly
1 5 10 15
<210> 58
<211> 15
<212> PRT
<213> Virus Influenza
<400> 58
Ile Lys Ala Val Arg Gly Asp Leu Asn Phe Val Asn Arg Ala Asn
1 5 10 15
<210> 59
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<211>15
<212> PRT
<213> Virus Influenza

<400> 59

ES 2603779 T3

Leu Arg His Phe Gln Lys Asp Ala Lys Val Leu Phe Gln Asn Trp

1

<210> 60

<211> 15

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 60

5 10 15

Gln Trp Ile Ile Arg Asn Trp Glu Thr Val Lys Ile Gln Trp Ser

1

<210> 61

<211> 15

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 61

5 10 15

Arg Met Gln Phe Ser Ser Leu Thr Val Asn Val Arg Gly Ser Gly

1

<210> 62

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 62

<210> 63

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 63

<210> 64

<211>10

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 64

<210> 65

5 10 15

Leu Thr Ile Gly Glu Cys Pro Lys Tyr
1 5

Gly Met Ile Asp Gly Trp Tyr Gly Tyr
1 5

Gly Leu Phe Gly Ala Ile Ala Gly Phe Ile
1 5 10
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<211>9
<212> PRT
<213> Virus Influenza

<400> 65

<210> 66

<211>10

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 66

Thr Ile Gly Glu Cys Pro Lys Tyr Val Lys

1

<210> 67

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 67

<210> 68

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 68

<210> 69

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 69

<210>70

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 70

<210>71

ES 2603779 T3

Phe Leu Asp Ile Trp Thr Tyr Asn Ala
1 5

5 10

Leu Pro Phe His Asn Val His Pro Leu
1 5

Asn Met Asp Arg Ala Val Lys Leu Tyr
1 5

Leu Leu Thr Glu Val Glu Thr Tyr Val
1 5

Gly Ile Leu Gly Phe Val Phe Thr Leu
1 5
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<211>10
<212> PRT
<213> Virus Influenza

<400> 71

<210>72

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 72

<210>73

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 73

<210>74

<211>10

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 74

<210> 75

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 75

<210>76

<211>10

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 76

<210> 77

ES 2603779 T3

Ile Leu Gly Phe Val Phe Thr Leu Thr Val
1 5 10

Arg Met Gly Thr val Thr Thr Glu Val
1 5

Ala Leu Met Glu Trp Leu Lys Thr Arg
1 5

Ala Ser Cys Met Gly Leu Ile Tyr Asn Arg
1 5 10

Glu Trp Leu Lys Thr Arg Pro Ile Leu
1 5

Thr Glu Val Glu Thr Tyr Val Leu Ser Ile
1 5 10
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<211>10
<212> PRT
<213> Virus Influenza

<400> 77

<210>78

<211>10

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 78

<210>79

<211>10

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 79

<210> 80

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 80

<210>81

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 81

<210> 82

<211>10

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 82

<210> 83

ES 2603779 T3

His Glu Asn Arg Met Val Leu Ala Ser Thr
1 5 10

Ser Glu Gln Ala Ala Glu Ala Met Glu Val
1 5 10

Met Glu Val Ala Ser Gln Ala Arg Gln Met
1 5 10

Ser Ile Ile Gly Ile Leu His Leu Ile
1 5

Arg Leu Phe Phe Lys Cys Ile Tyr Arg
1 5

Arg Leu Phe Phe Lys Cys Ile Tyr Arg Arg
1 5 10

62



10

15

20

25

30

35

40

45

50

<211>9
<212> PRT
<213> Virus Influenza

<400> 83

<210> 84

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 84

<210> 85

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 85

<210> 86

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 86

<210> 87

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 87

<210> 88

<211>10

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 88

<210> 89

ES 2603779 T3

Leu Phe Phe Lys Cys Ile Tyr Arg Arg
1 5

Leu Trp Ile Leu Asp Arg Leu Phe Phe
1 5

Ile Tyr Arg Arg Phe Lys Tyr Gly Leu
1 5

Gly Thr Val Lys Asp Arg Ser Pro Tyr
1 5

Val Ser Phe Asp Gln Asn Leu Asp Tyr
1 5

Ile Val Ala Ile Thr Asp Trp Ser Gly Tyr

1

5 10
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<211>9
<212> PRT
<213> Virus Influenza

<400> 89

<210>90

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 90

<210>91

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 91

<210>92

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 92

<210> 93

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 93

<210>94

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 94

<210>95

ES 2603779 T3

Lys Ser Cys Ile Asn Arg Cys Phe Tyr
1 5

Ala Leu Ser Thr Leu Cys Leu Leu Ile
1 5

His Leu Glu Cys Arg Thr Phe Phe Leu
1 5

Cys Ile Asn Gly Ser Cys Phe Thr Val
1 5

Ile Thr Gly Phe Ala Pro Phe Ser Lys
1 5

Ile Thr Gly Trp Ala Ile Phe Ser Lys
1 5
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55

<211>10
<212> PRT
<213> Virus Influenza

<400> 95

<210> 96

<211>10

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 96

<210> 97

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 97

<210> 98

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 98

<210>99

<211>10

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 99

<210> 100

<211>10

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 100

<210> 101

ES 2603779 T3

Ala Ser Tyr Lys Ile Phe Lys Ile Glu Lys
1 5 10

Val val Phe Cys Gly Thr Ser Gly Thr Tyr
1 5 10

Val Phe Val Ile Arg Glu Pro Phe Ile
1 5

Phe Phe Leu Thr Gln Gly Ala Leu Leu
1 5

Trp Trp Thr Ser Asn Ser Ile Ile Val Phe
1 5 10

Ser Trp Pro Asp Gly Ala Asn Ile Pro Phe
1 5 10
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ES 2603779 T3

<211>10
<212> PRT
<213> Virus Influenza

<400> 101

Ser Trp Pro Asp Gly Ala Asn Ile Asn Phe
1 5 10

<210> 102

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 102

Ala Pro Phe Ser Lys Asp Asn Ser Ile
1 5

<210> 103

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 103

Ala Pro Ser Pro Tyr Asn Ser Arg Phe
1 5

<210> 104

<211>10

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 104

Ser Pro Tyr Asn Ser Arg Phe Glu Ser Val
1 5 10

<210> 105

<211>10

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 105

Arg Pro Trp Val Ser Phe Asn Gln Asn Leu
1 5 10

<210> 106

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza
<400> 106

Arg Pro Cys Phe Trp Val Glu Leu Ile
1 5

<210> 107
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<211>9
<212> PRT
<213> Virus Influenza

<400> 107

<210> 108

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 108

<210> 109

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 109

<210> 110

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 110

<210> 111

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 111

<210> 112

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 112

<210>113

ES 2603779 T3

Glu Glu Cys Ser Cys Tyr Pro Asp Tyr
1 5

Glu Glu Cys Ser Cys Tyr Pro Arg Tyr
1 5

Phe Glu Met Ile Trp Asp Pro Asn Gly
1 5

Ala Ser Gln Gly Thr Lys Arg Ser Tyr
1 5

Cys Thr Glu Leu Lys Leu Ser Asp Tyr
1 5

His Ser Asn Leu Asn Asp Ala Thr Tyr
1 5
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<211>9
<212> PRT
<213> Virus Influenza

<400> 113

<210> 114

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 114

<210> 115

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 115

<210> 116

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 116

<210> 117

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 117

<210> 118

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 118

<210>119

ES 2603779 T3

Lys Ser Cys Leu Pro Ala Cys Val Tyr
1 5

Cys Leu Pro Ala Cys Val Tyr Gly Leu
1 5

Leu Gln Asn Ser Gln Val Phe Ser Leu
1 5

Phe Gln Gly Arg Gly Val Phe Glu Leu
1 5

Ile Gln Asn Ser Ile Thr Ile Glu Arg
1 5

Met Val Leu Ser Ala Phe Asp Glu Arg
1 5
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ES 2603779 T3

<211>10
<212> PRT
<213> Virus Influenza

<400> 119

Ser Leu Met Gln Gly Ser Thr Leu Pro Arg
1 5 10

<210> 120

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 120

Met Gln Gly Ser Thr Leu Pro Arg Arg
1 5

<210> 121

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 121

Gly Thr Met Val Met Glu Leu Ile Arg
1 5

<210> 122

<211>10

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 122

Met Val Met Glu Leu Ile Arg Met Ile Lys
1 5 10

<210> 123

<211>10

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 123

Ala Val Ala Ser Gly Tyr Asp Phe Glu Arg
1 5 10

<210> 124

<211>10

<212> PRT

<213> Virus Influenza
<400> 124

Ser Val Gln Pro Thr Phe Ser Val Gln Arg
1 5 10

<210> 125
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ES 2603779 T3

<211>9
<212> PRT
<213> Virus Influenza

<400> 125

Val Gln Pro Thr Phe Ser Val Gln Arg
1 5

<210> 126

<211>10

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 126

Ser Val Gln Arg Asn Leu Pro Phe Glu Arg
1 5 10

<210> 127

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 127

Gly Val Phe Glu Leu Ser Asp Glu Lys
1 5

<210> 128

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 128

Phe Tyr Ile Gln Met Cys Thr Glu Leu
1 5

<210> 129
<211>9

<212> PRT
<213> Virus Influenza

<400> 129

His Met Met Ile Trp His Ser Asn Leu
1 5

<210> 130

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza
<400> 130

Ile Phe Leu Ala Arg Ser Ala Leu Ile
1 5

<210> 131
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ES 2603779 T3

<211>9
<212> PRT
<213> Virus Influenza

<400> 131

Trp Met Ala Cys His Ser Ala Ala Phe
1 5

<210> 132

<211>10

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 132

Leu Pro Arg Arg Ser Gly Ala Ala Gly Ala
1 5 10

<210> 133

<211>10

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 133

Leu Pro Ala Cys Val Tyr Gly Leu Ala Val
1 5 10

<210> 134

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 134

Leu Pro Phe Glu Arg Ala Thr Ile Met
1 5

<210> 135
<211>9

<212> PRT
<213> Virus Influenza

<400> 135

Gly Glu Arg Gln Asn Ala Thr Glu Ile
1 5

<210> 136

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza
<400> 136

Arg Glu Ser Arg Asn Pro Gly Asn Ala
1 5

<210> 137
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<211>9
<212> PRT
<213> Virus Influenza

<400> 137

<210> 138

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 138

<210> 139

<211>10

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 139

<210> 140

<211>10

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 140

<210> 141

<211>10

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 141

<210> 142

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 142

<210> 143

ES 2603779 T3

Phe Glu Asp Leu Arg Val Ser Ser Phe
1 5

Phe Glu Arg Ala Thr Ile Met Ala Ala
1 5

Phe Glu Arg Ala Thr Ile Met Ala Ala Phe
1 5 10

Thr Ile Ala Ser Val Pro Ala Pro Arg Tyr
1 5 10

Phe Gln Val Asp Cys Phe Leu Trp His Val
1 5 10

Gln Val Asp Cys Phe Leu Trp His Val
1 5
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<211>9
<212> PRT
<213> Virus Influenza

<400> 143

<210> 144

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 144

<210> 145

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 145

<210> 146

<211>10

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 146

<210> 147

<211>10

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 147

<210> 148

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 148

<210> 149

ES 2603779 T3

Phe Leu Trp His Val Arg Lys Gln Val
1 5

Ile Ile Leu Lys Ala Asn Phe Ser Val
1 5

Lys Gln Ile Val Glu Arg Ile Leu Lys
1 5

Ala Ile Met Asp Lys Asn Ile Ile Leu Lys
1 5 10

Val Pro Ala Ser Arg Tyr Leu Thr Asp Met
1 5 10

Asp Glu Ala Leu Lys Met Thr Ile Ala
1 5
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ES 2603779 T3

<211>10
<212> PRT
<213> Virus Influenza

<400> 149

Leu Glu Glu Met Ser Arg Asp Trp Leu Met
1 5 10

<210> 150

<211>10

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 150

Leu Glu Thr Leu Ile Leu Leu Arg Ala Phe
1 5 10

<210> 151

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 151

Gly Glu Ile Ser Pro Leu Pro Ser Leu
1 5

<210> 152

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 152

Ser Glu Thr Leu Gln Arg Phe Ala Trp
1 5

<210> 153

<211>10

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 153

Ile Thr Gln Phe Glu Ser Leu Lys Leu Tyr
1 5 10

<210> 154

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza
<400> 154

Phe Met Gln Ala Leu Gln Leu Leu Leu
1 5

<210> 155
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<211>10
<212> PRT
<213> Virus Influenza

<400> 155

<210> 156

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 156

<210> 157

<211>10

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 157

<210> 158

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 158

<210> 159

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 159

<210> 160

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 160

<210> 161

ES 2603779 T3

Met Gln Ala Leu Gln Leu Leu Leu Glu Val
1 5 10

Met Ile Thr Gln Phe Glu Ser Leu Lys
1 5

Thr Gln Phe Glu Ser Leu Lys Leu Tyr Arg
1 5 10

Lys Phe Glu Glu Ile Arg Trp Leu Ile
1 5

Phe Met Gln Ala Leu Gln Leu Leu Phe
1 5

Glu Glu Val Arg His Arg Leu Lys Ile
1 5
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<211>9
<212> PRT
<213> Virus Influenza

<400> 161

<210> 162

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 162

<210> 163

<211>10

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 163

<210> 164

<211>10

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 164

<210> 165

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 165

<210> 166

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 166

ES 2603779 T3

Phe Glu Gln Ile Thr Phe Met Gln Ala
1 5

Leu Glu Val Glu Gln Glu Ile Arg Thr

Gln Glu Ile Arg Thr Phe Ser Phe Gln Leu
1 5 10

Cys Thr His Leu Glu Val Cys Phe Met Tyr
1 5 10

Val Thr Arg Arg Glu Val His Ile Tyr
1 5

76



10

15

20

25

30

35

40

45

50

<210> 167

<211>10

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 167

<210> 168

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 168

<210> 169

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 169

<210> 170

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 170

<210> 171

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 171

<210> 172

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 172

ES 2603779 T3

Ser Ser Leu Glu Asn Phe Arg Ala Tyr
1 5

Tyr Val Asp Gly Phe Glu Pro Asn Gly Tyr

1

5 10

His Ile Ala Ser Met Arg Arg Asn Tyr
1 5

Val Ser His Cys Arg Ala Thr Glu Tyr
1 5

Phe Met Tyr Ser Asp Phe His Phe Ile
1 5

Ala Leu Leu Lys His Arg Phe Glu Ile
1 5
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ES 2603779 T3

Met Ala Trp Thr Val Val Asn Ser Ile
1 5

<210> 173

<211>10

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 173

Leu Leu Met Asp Ala Leu Lys Leu Ser Ile
1 5 10

<210> 174

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 174

Leu Leu Ala Trp Lys Gln Val Leu Ala
1 5

<210> 175

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 175

Tyr Ile Asn Thr Ala Leu Leu Asn Ala
1 5

<210> 176

<211>10

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 176

Ser Ile Cys Asn Thr Thr Gly Val Glu Lys
1 5 10

<210> 177

<211>10

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 177

Lys Phe Leu Pro Asp Leu Tyr Asp Tyr Lys
1 5 10

<210> 178

<211>10

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 178
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<210> 179

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 179

<210> 180

<211>10

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 180

<210> 181

<211>10

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 181

<210> 182

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 182

<210> 183

<211>10

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 183

<210> 184

<211>10

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 184

ES 2603779 T3

His Ile Tyr Tyr Leu Glu Lys Ala Asn Lys
1 5 10

Lys Phe Leu Leu Met Asp Ala Leu Lys
1 5

Arg Thr Phe Phe Gly Trp Lys Glu Pro Tyr
1 5 10

Lys Ile Pro Lys Thr Lys Asn Met Lys Lys
1 5 10

Phe Gln Leu Ile Pro Met Ile Ser Lys
1 5

Lys Thr Asn Leu Tyr Gly Phe Ile Ile Lys
1 5 10
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<210> 185

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 185

<210> 186

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 186

<210> 187

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 187

<210> 188

<211>10

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 188

<210> 189

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 189

<210> 190

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 190

ES 2603779 T3

Asn Leu Tyr Gly Phe Ile Ile Lys Gly Arg
1 5 10

Ser Val Lys Glu Lys Asp Met Thr Lys
1 5

Met Thr Lys Glu Phe Phe Glu Asn Lys
1 5

Lys Val Cys Arg Thr Leu Leu Ala Lys
1 5

Lys Leu Leu Leu Ile Val Gln Ala Leu Arg
1 5 10

Lys Phe Ala Ala Ile Cys Thr His Leu
1 5
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<210> 191

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 191

<210> 192

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 192

<210> 193

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 193

<210> 194

<211>10

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 194

<210> 195

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 195

<210> 196

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 196

ES 2603779 T3

Cys Phe Met Tyr Ser Asp Phe His Phe
1 5

Tyr Tyr Leu Glu Lys Ala Asn Lys Ile
1 5

Glu Tyr Ile Met Lys Gly Val Tyr Ile
1 5

Phe Phe Glu Asn Lys Ser Glu Thr Trp
1 5

Leu Tyr Ala Ser Pro Gln Leu Glu Gly Phe

1

5 10

Ala Pro Ile Glu His Ile Ala Ser Met
1 5
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ES 2603779 T3

Ser Pro Gln Leu Glu Gly Phe Ser Ala
1 5

<210> 197

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 197

Ser Glu Lys Thr His Ile His Ile Phe
1 5

<210> 198

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 198

Gly Glu Glu Thr Ile Glu Glu Arg Phe
1 5

<210> 199

<211>10

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 199

Pro Glu Leu Arg Ser Leu Ser Ser Trp Ile
1 5 10

<210> 200

<211>10

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 200

Ser Glu Phe Asn Lys Ala Cys Glu Leu Thr
1 5 10

<210> 201

<211>10

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 201

Met Glu Phe Ser Leu Thr Asp Pro Arg Leu
1 5 10

<210> 202

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 202
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<210> 203

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 203

<210> 204

<211>10

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 204

<210> 205

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 205

<210> 206

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 206

<210> 207

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 207

<210> 208

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 208

ES 2603779 T3

Trp Glu Lys Tyr Cys Val Leu Glu Ile
1 5

Ala Glu Ser Arg Lys Leu Leu Leu Ile
1 5

Ala Glu Ser Arg Lys Leu Leu Leu Ile Val
1 5 10

Tyr Glu Ala Ile Glu Glu Cys Leu Ile
1 5

Tyr Ser His Gly Thr Gly Thr Gly Tyr
1 5

Gly Met Gln Ile Arg Gly Phe Vval Tyr
1 5
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<210> 209

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 209

<210> 210

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 210

<210> 211

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 211

<210> 212

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 212

<210> 213

<211>10

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 213

Leu Val Ser Asp Gly Gly Pro Asn Leu Tyr

1

<210> 214

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 214

ES 2603779 T3

Arg Met Phe Leu Ala Met Ile Thr Tyr
1 5

Lys Met Ala Arg Leu Gly Lys Gly Tyr
1 5

Met Leu Ala Asn Ile Asp Leu Lys Tyr
1 5

Met Leu Ala Ser Ile Asp Leu Lys Tyr
1 5

Thr Phe Glu Phe Thr Ser Phe Phe Tyr

1 5

5 10
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<210> 215

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 215

<210> 216

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 216

<210> 217

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 217

<210> 218

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 218

<210> 219

<211>10

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 219

<210> 220

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 220

ES 2603779 T3

Ala Gln Thr Asp Cys Val Leu Glu Ala
1 5

Cys Val Leu Glu Ala Met Ala Phe Leu
1 5

Arg Leu Ile Asp Phe Leu Lys Asp Val
1 5

Gln Ile Arg Gly Phe Val Tyr Phe Val
1 5

Phe Val Tyr Phe Val Glu Thr Leu Ala
1 5

Arg Met Phe Leu Ala Met Ile Thr Tyr Ile

1

5 10
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<210> 221

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 221

<210> 222

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 222

<210> 223

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 223

<210> 224

<211>10

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 224

<210> 225

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 225

<210> 226

<211>10

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 226

ES 2603779 T3

Leu Leu Ile Asp Gly Thr Ala Ser Leu
1 5

Asn Met Leu Ser Thr Val Leu Gly Val
1 5

Phe Val Ala Asn Phe Ser Met Glu Leu
1 5

Ala Gln Met Ala Leu Gln Leu Phe Ile
1 5

Arg Leu Cys Asn Pro Leu Asn Pro Phe Val

1

5 10

Gln Thr Tyr Asp Trp Thr Leu Asn Arg
1 5
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<210> 227

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 227

<210> 228

<211>10

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 228

<210> 229

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 229

<210> 230

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 230

<210> 231

<211>10

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 231

<210> 232

<211>10

<212> PRT

<213> Virus Influenza

ES 2603779 T3

Ala Leu Ala Asn Thr Ile Glu Val Phe Arg
1 5 10

Met Val Thr Gln Arg Thr Ile Gly Lys

Met Val Thr Gln Arg Thr Ile Gly Lys Lys
1 5 10

Ala Leu Thr Leu Asn Thr Met Thr Lys
1 5

Thr Leu Ala Arg Ser Ile Cys Glu Lys
1 5

Ser Ile Ala Pro Ile Met Phe Ser Asn Lys
1 5 10
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ES 2603779 T3

<400> 232

Ile Gln Ala Gly Val Asp Arg Phe Tyr Arg
1 5 10

<210> 233

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 233

Lys Leu Val Gly Ile Asn Met Ser Lys
1 5

<210> 234

<211>10

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 234

Lys Leu Val Gly Ile Asn Met Ser Lys Lys
1 5 10

<210> 235

<211>10

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 235

Gly Thr Phe Glu Phe Thr Ser Phe Phe Tyr
1 5 10

<210> 236

<211>10

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 236

Thr Phe Glu Phe Thr Ser Phe Phe Tyr Arg
1 5 10

<210> 237

<211>10

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 237

Ala Gln Met Ala Leu Gln Leu Phe Ile Lys
1 5 10

<210> 238

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza
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<400> 238

<210> 239

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 239

<210> 240

<211>10

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 240

<210> 241

<211>10

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 241

<210> 242

<211>10

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 242

<210> 243

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 243

<210> 244

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza

ES 2603779 T3

Leu Gln Leu Phe Ile Lys Asp Tyr Arg
1 5

Ala Thr Thr His Ser Trp Ile Pro Lys
1 5

Ala Thr Thr His Ser Trp Ile Pro Lys Arg
1 5 10

Tyr Gln Lys Cys Cys Thr Leu Phe Glu Lys
1 5 10

Tyr Gln Lys Cys Cys Asn Leu Phe Glu Lys
1 5 10

Lys Phe Phe Pro Ser Ser Ser Tyr Arg
1 5
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<400> 244

<210> 245

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 245

<210> 246

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 246

<210> 247

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 247

<210> 248

<211>10

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 248

<210> 249

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 249

<210> 250

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza

ES 2603779 T3

Ser Tyr Leu Ile Arg Ala Leu Thr Leu
1 5

Met Phe Leu Ala Met Ile Thr Tyr Ile
1 5

Arg Tyr Thr Lys Thr Thr Tyr Trp Trp
1 5

Ser Tyr Ile Asn Arg Thr Gly Thr Phe
1 5

Phe Tyr Arg Tyr Gly Phe Val Ala Asn Phe
1 5 10

Leu Tyr Asn Ile Arg Asn Leu His Ile
1 5
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<400> 250

<210> 251

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 251

<210> 252

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 252

<210> 253

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 253

<210> 254

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 254

<210> 255

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 255

<210> 256

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza

ES 2603779 T3

Met Tyr Gln Lys Cys Cys Asn Leu Phe
1 5

Met Tyr Gln Lys Cys Cys Thr Leu Phe
1 5

Asn Pro Arg Met Phe Leu Ala Met Ile
1 5

Gln Pro Glu Trp Phe Arg Asn Val Leu
1 5

Ala Pro Ile Met Phe Ser Asn Lys Met
1 5

Ile Pro Ala Glu Met Leu Ala Ser Ile
1 5
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<400> 256

<210> 257

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 257

<210> 258

<211>10

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 258

<210> 259

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 259

<210> 260

<211>10

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 260

<210> 261

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 261

<210> 262

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza

ES 2603779 T3

Ser Pro Gly Met Met Met Gly Met Phe
1 5

Gly Pro Ala Thr Ala Gln Met Ala Leu
1 5

Met Pro Ala His Gly Pro Ala Lys Ser Met
1 5 10

Ile Pro Lys Arg Asn Arg Ser Ile Leu
1 5

Phe Pro Ser Ser Ser Tyr Arg Arg Pro Val
1 5 10

Arg Pro Val Gly Ile Ser Ser Met Val
1 5
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<400> 262

<210> 263

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 263

<210> 264

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 264

<210> 265

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 265

<210> 266

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 266

<210> 267

<211>10

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 267

Arg Val Ser Lys Met Gly Val Asp Glu Tyr

1

<210> 268

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza

ES 2603779 T3

Cys Glu Lys Leu Glu Gln Ser Gly Leu
1 5

Ile Glu Lys Ile Arg Pro Leu Leu Ile
1 5

Ile Glu Ser Val Asn Asn Ala Val Val
1 5

Ser Thr Val His Tyr Pro Lys Val Tyr
1 5

Lys Ile Ser Pro Leu Met Val Ala Tyr
1 5

5 10
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<400> 268

<210> 269

<211>10

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 269

<210> 270

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 270

<210> 271

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 271

<210> 272

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 272

<210> 273

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 273

<210> 274

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza

ES 2603779 T3

Gly Thr Glu Lys Leu Thr Ile Thr Tyr
1 5

Gln Trp Ser Gln Glu Pro Thr Met Leu Tyr
1 5 10

Trp Ser Gln Asp Pro Thr Met Leu Tyr
1 5

Leu Gln Asp Cys Lys Ile Ala Pro Leu
1 5

Phe Gln Asn Trp Gly Ile Glu His Ile
1 5

Phe Gln Asn Trp Gly Ile Glu Pro Ile
1 5
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<400> 274

<210> 275

<211>10

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 275

<210> 276

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 276

<210> 277

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 277

<210> 278

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 278

<210> 279

<211>10

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 279

<210> 280

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza

ES 2603779 T3

Arg Met Gln Phe Ser Ser Leu Thr Val
1 5

Thr Thr Val Asp His Met Ala Ile Ile Lys
1 5 10

Thr Val Asp His Met Ala Ile Ile Lys
1 5

Arg Ile Met Glu Met Ile Pro Glu Arg
1 5

Thr Thr Ser Thr Vval His Tyr Pro Lys
1 5

Ser Thr Val His Tyr Pro Lys Val Tyr Lys
1 5 10
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<400> 280

<210> 281

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 281

<210> 282

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 282

<210> 283

<211>10

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 283

<210> 284

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 284

<210> 285

<211>10

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 285

<210> 286

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza

ES 2603779 T3

Thr Val His Tyr Pro Lys Val Tyr Lys
1 5

Lys Val Tyr Lys Thr Tyr Phe Glu Lys
1 5

Gly Thr Phe Gly Pro Val His Phe Arg
1 5

Ser Phe Ser Phe Gly Gly Phe Thr Phe Lys
1 5 10

Phe Ser Phe Gly Gly Phe Thr Phe Lys
1 5

Phe Ser Phe Gly Gly Phe Thr Phe Lys Arg
1 5 10
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ES 2603779 T3

<400> 286

Ser Phe Gly Gly Phe Thr Phe Lys Arg
1 5

<210> 287

<211>10

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 287

Val Leu Thr Gly Asn Leu Gln Thr Leu Lys
1 5 10

<210> 288

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 288

His Gln Leu Leu Arg His Phe Gln Lys
1 5

<210> 289

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 289

Val Val Ser Ile Asp Arg Phe Leu Arg
1 5

<210> 290

<211>10

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 290

Ser Gln Asp Pro Thr Met Leu Tyr Asn Lys
1 5 10

<210> 291

<211>10

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 291

Gly Thr Phe Asp Thr Val Gln Ile Ile Lys
1 5 10

<210> 292

<211>10

<212> PRT

<213> Virus Influenza
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55

<400> 292

<210> 293

<211>10

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 293

<210> 294

<211>10

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 294

<210> 295

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 295

<210> 296

<211>10

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 296

<210> 297

<211>10

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 297

<210> 298

<211>10

<212> PRT

<213> Virus Influenza

ES 2603779 T3

Leu Leu Pro Phe Ala Ala Ala Pro Pro Lys
1 5 10

Val Leu Arg Gly Phe Leu Ile Leu Gly Lys
1 5 10

Ser Ile Asn Glu Leu Ser Asn Leu Ala Lys
1 5 10

Trp Met Met Ala Met Lys Tyr Pro Ile
1 5

His Tyr Pro Lys Val Tyr Lys Thr Tyr Phe
1 5 10

Leu Tyr Asn Lys Met Glu Phe Glu Pro Phe
1 5 10
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<400> 298

<210> 299

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 299

<210> 300

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 300

<210> 301

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 301

<210> 302

<211>10

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 302

<210> 303

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 303

<210> 304

<211>10

<212> PRT

<213> Virus Influenza

ES 2603779 T3

Gln Tyr Ser Gly Phe Val Arg Thr Leu Phe
1 5 10

Asn Pro Ala Leu Arg Met Lys Trp Met
1 5

Tyr Pro Lys Val Tyr Lys Thr Tyr Phe
1 5

Gly Pro Val His Phe Arg Asn Gln Val
1 5

Phe Pro Asn Glu Val Gly Ala Arg Ile Leu
1 5 10

Ser Pro Leu Met Val Ala Tyr Met Leu
1 5
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<400> 304

<210> 305

<211>10

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 305

<210> 306

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 306

<210> 307

<211>10

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 307

<210> 308

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 308

<210> 309

<211>10

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 309

<210> 310

<211>9

<212> PRT

<213> Virus Influenza

ES 2603779 T3

Ala Pro Pro Lys Gln Ser Arg Met Gln Phe
1 5 10

Ala Pro Pro Glu Gln Ser Arg Met Gln Phe
1 5 10

Gly Pro Ala Leu Ser Ile Asn Glu Leu
1 5

Arg Glu Leu Val Arg Lys Thr Arg Phe Leu
1 5 10

Met Glu Phe Glu Pro Phe Gln Ser Leu
1 5

Lys Glu Asp Lys Arg Tyr Gly Pro Ala Leu
1 5 10
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ES 2603779 T3

<400> 310
Cys Glu Leu Thr Asp Ser Ser Trp Ile
1 5
<210> 311
<211>10
<212> PRT
<213> Virus Influenza
<400> 311
Tyr Glu Arg Met Cys Asn Ile Leu Lys Gly
1 5 10
<210> 312
<211> 23
<212> PRT
<213> Virus Influenza
<400> 312
Ser Leu Leu Thr Glu Val Glu Thr Pro Ile Arg Asn Glu Trp Gly Cys
1 5 10 15
Arg Cys Asn Asp Ser Ser Asp
20
<210> 313
<211> 23
<212> PRT
<213> Virus Influenza
<400> 313
Ser Leu Leu Thr Glu Val Glu Thr Pro Thr Arg Asn Glu Trp Gly Cys
1 5 10 15
Arg Cys Asn Asp Ser Ser Asp
20
<210> 314
<211> 23
<212> PRT
<213> Virus Influenza
<400> 314
Ser Leu Leu Thr Glu Val Glu Thr Pro Ile Arg Asn Glu Trp Gly Cys
1 5 10 15
Arg Cys Asn Gly Ser Ser Asp
20
<210> 315
<211> 23
<212> PRT
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<213> Virus Influenza

<400> 315
Ser Leu Leu
1
Arg Cys Asn
<210> 316
<211> 23
<212> PRT
<213> Virus Influenza
<400> 316
Ser Leu Leu
1
Arg Cys Asn
<210> 317
<211>23
<212> PRT
<213> Virus Influenza
<400> 317
Ser Leu Leu
1
Arg Cys Ser
<210> 318
<211> 23
<212> PRT
<213> Virus Influenza
<400> 318
Ser Leu Leu
1
Arg Cys Ser
<210> 319
<211> 23
<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 319

Ser Leu Leu

ES 2603779 T3

Thr Glu Val Glu Thr Pro Thr Lys Asn Glu Trp Glu Cys
5 10 15

Asp Ser Ser Asp
20

Thr Glu Val Glu Thr Pro Ile Arg Ser Glu Trp Gly Cys
5 10 15

Asp Ser Ser Asp
20

Thr Glu Val Glu Thr Pro Thr Arg Asn Gly Trp Glu Cys
5 10 15

Gly Ser Ser Asp
20

Thr Glu Val Glu Thr Pro Thr Arg Asn Glu Trp Glu Cys
5 10 15

Asp Ser Ser Asp
20

Thr Glu Val Glu Thr Pro Thr Lys Asn Glu Trp Glu Cys
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ES 2603779 T3

Lys Cys Ser Asp Ser Ser Asp

<210> 320

<211> 23

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 320

Ser Leu Leu

1

Arg Cys Ser

<210> 321

<211> 23

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 321

Ser Leu Leu

1

Lys Cys Ser

<210> 322

<211>23

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 322

Ser Leu Leu

1

Lys Cys Ser

<210> 323

<211>23

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 323

Ser Leu Leu

1

Asn Cys Ser

20

Thr Glu Val Glu Thr Leu Thr Arg Asn Gly Trp Gly Cys
5 10 15

Asp Ser Ser Asp
20

Thr Glu Val Glu Thr Pro Thr Arg Asn Gly Trp Glu Cys
5 10 15

Asp Ser Ser Asp
20

Thr Glu Val Glu Thr Pro Thr Arg Asn Gly Trp Val Cys
5 10 15

Asp Ser Ser Asp
20

Thr Glu Val Glu Thr Pro Ile Arg Lys Gly Trp Glu Cys
5 10 15

Asp Ser Ser Asp
20
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<210> 324

<211> 23

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 324

Ser Leu Leu
1

Arg Cys Asn

10 <210> 325
<211> 23
<212> PRT
<213> Virus Influenza

15 <400> 325

Ser Leu Leu
1

Lys Cys Ser

<210> 326
20 <211>23
<212> PRT
<213> Virus Influenza

<400> 326

25
Ser Leu Leu
1

Lys Cys Asn

<210> 327
<211> 23
30 <212> PRT
<213> Virus Influenza

<400> 327
Ser Leu Leu
1
Arg Cys Ser

35

<210> 328

<211> 23

<212> PRT

40 <213> Virus Influenza

ES 2603779 T3

Thr Glu Val Glu Thr Pro Thr Lys Ser Glu Trp Glu Cys
5 10 15

Asp Ser Ser Asp
20

Thr Glu Val Glu Thr Pro Ile Arg Asn Gly Trp Glu Cys
5 10 15

Asp Ser Ser Asp
20

Thr Glu Val Glu Thr Pro Thr Arg Asn Gly Trp Glu Cys
5 10 15

Asp Ser Ser Asp
20

Thr Glu Val Glu Thr Leu Thr Arg Asn Gly Trp Glu Cys
5 10 15

Gly Ser Ser Asp
20
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<400> 328
Ser Leu Leu
1
Arg Cys Ser
<210> 329
<211> 23
<212> PRT
<213> Virus Influenza
<400> 329
Ser Leu Leu
1
Arg Cys Ser
<210> 330
<211>23
<212> PRT
<213> Virus Influenza
<400> 330
Ser Leu Leu
1
Lys Cys Asn
<210> 331
<211> 23
<212> PRT
<213> Virus Influenza
<400> 331
Ser Leu Leu
1
Arg Cys Ser
<210> 332
<211>23
<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 332

Ser Leu Leu

ES 2603779 T3

Thr Glu Val Glu Thr Pro Thr Arg Asn Gly Trp Gly Cys
5 10 15

Asp Ser Ser Asp
20

Thr Glu Val Glu Thr Leu Thr Arg Asn Gly Trp Gly Cys
5 10 15

Asp Ser Ser Asp
20

Thr Glu Val Glu Thr Pro Thr Arg Asp Gly Trp Glu Cys
5 10 15

Asp Ser Asn Asp
20

Thr Glu Val Glu Thr Pro Thr Arg Asn Gly Trp Gly Cys
5 10 15

Gly Ser Ser Asp
20

Thr Glu Val Glu Thr His Thr Arg Asn Gly Trp Gly Cys
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ES 2603779 T3

Arg Cys Ser Asp Ser Ser Asp

<210> 333

<211> 23

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 333

Ser Leu Leu

1

Lys Cys Ser

<210> 334

<211> 23

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 334

Ser Leu Leu

1

Lys Cys Arg

<210> 335

<211>23

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 335

Ser Leu Leu

1

Asn Cys Ser

<210> 336

<211>16

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 336

Gly Ala Ala

1

<210> 337
<211> 24
<212> PRT

20

Thr Glu Val Glu Thr Pro Thr Arg Asn Gly Trp Glu Cys
5 10 15

Asp Ser Ser Asp
20

Thr Glu Val Glu Thr Leu Thr Arg Asn Gly Trp Glu Cys
5 10 15

Asp Ser Ser Asp
20

Thr Glu Val Glu Thr Leu Thr Arg Asn Gly Trp Glu Cys
5 10 15

Asp Ser Ser Asp
20

Ala Gly Ile Leu Gly Phe Val Phe Thr Leu Asn Ala Ala
5 10 15
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ES 2603779 T3

<213> Virus Influenza

<400> 337
Leu Glu Leu Arg Ser Arg Tyr Trp Ala Ile Arg Thr Arg Ser Gly Gly
1 5 10 15
Asn Thr Asn Gln Gln Arg Ala Ser
20
<210> 338
<211>19
<212> PRT
<213> Virus Influenza
<400> 338
Ile Tyr Gln Ile Leu Ser Ile Tyr Ser Thr Val Ala Ser Ser Leu Ala
1 5 10 15
Leu Ala Ile
<210> 339
<211>29
<212> PRT
<213> Virus Influenza
<400> 339
Leu Gly Ser Ser Leu Leu Thr Glu Val Glu Thr Pro Thr Arg Asn Glu
1 5 10 15
Trp Glu Cys Arg Cys Ser Asp Ser Ser Asp Leu Gly Ser
20 25
<210> 340
<211> 87
<212> ADN

<213> Virus Influenza

<400> 340
ctgggcagca gectgetgac cgaggtggag acccccacce gcaacgagtg ggagtgecge
tgcagcgaca gcagcgacct gggcagce

<210> 341

<211> 87

<212> ADN

<213> Virus Influenza

<400> 341
ctgggcagca gtcttctaac cgaggtcgaa acgcctacca gaaacgaatg ggagtgcaga
tgcagcgatt caagtgatct gggcage

<210> 342
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ES 2603779 T3

<211>29
<212> PRT
<213> Virus Influenza
<400> 342
Leu Gly Ser Ser Leu Leu Thr Glu Val Glu Thr Pro Thr Arg Asn Gly
1 5 10 15
Trp Glu Cys Lys Cys Ser Asp Ser Ser Asp Leu Gly Ser
20 25
<210> 343
<211> 87
<212> ADN
<213> Virus Influenza
<400> 343
ctgggcagca gcctgcectgac cgaggtggag acccccaccce gcaacggctg ggagtgcaag 60
tgcagcgaca gcagcgacct gggcagce 87
<210> 344
<211>29
<212> PRT
<213> Virus Influenza
<400> 344
Leu Gly Ser Ser Leu Leu Thr Glu Val Glu Thr Leu Thr Arg Asn Gly
1 5 10 15
Trp Glu Cys Arg Cys Ser Gly Ser Ser Asp Leu Gly Ser
20 25
<210> 345
<211> 87
<212> ADN
<213> Virus Influenza
<400> 345
ctgggcagca gcctgctgac cgaggtggag accctgaccce gcaacggctg ggagtgecge 60
tgcagcggeca gcagcgacct gggcagce 87
<210> 346
<211> 29
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 346
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ES 2603779 T3

Leu Gly Ser Ser Leu Leu Thr Glu Val Glu Thr Pro Ile Arg Asn Glu
1 5 10 15

Trp Gly Cys Arg Cys Asn Asp Ser Ser Asp Leu Gly Ser
20 25

<210> 347

<211> 87

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 347

ctgggcagca gectgetgac cgaggtggag acccccatce gcaacgagtg gggetgecge

tgcaacgaca gcagcgacct gggcagc

<210> 348

<211> 30

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 348
Leu Gly Ser Leu Glu Leu Arg Ser Arg Tyr Trp Ala Ile Arg Thr Arg
1 5 10 15
Ser Gly Gly Asn Thr Asn Gln Gln Arg Ala Ser Leu Gly Ser

20 25 30

<210> 349

<211>90

<212> ADN

<213> Virus Influenza
<400> 349
ctgggcagcc ttgaactgag aagcagatat tgggctataa gaaccagaag cggaggaaac

accaaccagc agagggcatc tctgggcagce

<210> 350

<211> 22

<212> PRT

<213> Virus Influenza

<400> 350
Leu Gly Ser Gly Ala Ala Ala Gly Ile Leu Gly Phe Val Phe Thr Leu
1 5 10 15
Asn Ala Ala Leu Gly Ser

20

<210> 351

<211> 66

<212> ADN

<213> Virus Influenza
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<400> 351

ES 2603779 T3

ctgggcagcg gcgccgecge cgggattttg ggatttgtat tcacgectcaa cgcecgecctg

ggcagce

<210> 352

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia de enlazador peptidica

<400> 352

<210> 353

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia espaciadora peptidica

<400> 353

Gly Ala Ala Ala
1

Gly Pro Gly Pro Gly
1 5
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REIVINDICACIONES

1. Una vacuna que comprende un vector adenovirico que comprende una primera secuencia heteréloga,
donde dicho vector adenovirico es capaz de reaplicarse y tiene una eliminacion parcial de E3, y donde la primera
secuencia heteréloga se integra a la eliminacién parcial de E3 y se une operativamente a un sitio de aceptor de corte
y empalme adenovirico nativo bajo el control del promotor tardio principal endégeno.

2. La vacuna de la reivindicacion 1, donde el vector adenovirico se deriva de Ad2, Ad3, Ad4, Ad5, Ad6,
Ad7, Ad11, Ad20, Ad21, Ad22, Ad23, Ad24, Ad25, Ad26, Ad28, Ad34, Ad35, Ad40, Ad41, Ad48, Ad49 o Ad50.

3. La vacuna de la reivindicacion 1, donde la eliminacion parcial de E3 comprende la eliminacion de al
menos 1, 2 o 3 marcos de lectura abiertos dentro de la region E3.

4. La vacuna de la reivindicacion 1, donde el vector adenovirico se deriva de Ad4 y la eliminacién parcial
de E3 comprende una eliminacion de E3 24,8 k, E3 6,3 k, y E3 29,7 k.

5. La vacuna de la reivindicacion 1, donde la expresion de la primera secuencia heteréloga esté bajo el
control del promotor tardio principal endégeno y la secuencia lider tripartita.

6. La vacuna de la reivindicacion 1, donde la primera secuencia heteréloga se une operativamente a un
aceptor de corte y empalme E3 24,8 k nativo.

7. La vacuna de la reivindicacién 1, donde la primera secuencia heteréloga se une operativamente a una
secuencia sefial de poliA adenovirica, tal como una secuencia sefial de poliA E3 de Ad5.

8. La vacuna de la reivindicacion 1, donde la primera secuencia heterdloga codifica una proteina
inmunogena de un patégeno infeccioso, y donde el patdgeno infeccioso se selecciona del grupo que consiste en un
virus, una bacteria, un protista y un hongo.

9. La vacuna de la reivindicacion 8, donde el patégeno infeccioso es influenza, el virus de la
inmunodeficiencia humano, o el virus del papiloma humano.

10. La vacuna de la reivindicacion 1, donde la primera secuencia heteréloga codifica hemaglutinina de
influenza, neuraminidasa de influenza, M2 de influenza, un multimero de M2e, un multimero de epitopos HTL, o un
multimero de epitopos CTL.

11. La vacuna de la reivindicacion 1, que se formula para administracion oral, intranasal, sublingual,
intravesical, rectal o intravaginal.

12. Una unldad de dosificacion de la vacuna de la reivindicacion 1, donde una dosis individual comprende
de aproximadamente 10%a aproximadamente 10" partlculas adenoviricas.

13. La vacuna de la reivindicacion 1, para su uso en un método para inducir una respuesta inmunitaria a
un patégeno infeccioso en un sujeto, comprendiendo dicho método administrar la vacuna al sujeto.

14. La vacuna para su uso en el método de la reivindicacion 13, donde el patégeno infeccioso es
influenza, VIH, VPH, Bacillus, Plasmodium, Mycobacteria o Shigella.

15. La vacuna para su uso en el método de la reivindicacion 13, donde el sujeto tiene una infeccion
inducida por dicho patégeno infeccioso.
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Figura 19
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Figura 20
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Figura 21
20 Addwt {vp /AdAHSHA {vp)
'.% A |- (/{109
£ /- (/0 0"}
8 ° o {- }
0 9D - ()
ca e {m mmﬂ
TI 5 (107%)/{10%)
= A (10°{107)
3 7 (10%/(10°)
ncz 30 ¥ Y Controles
S H R D 0N D BN IR —%- Addwi (10" vp}
Dias posteriores a la exposicion al virus HSN1 - Proteina HSHA 15 pg
100 - o @EAODS
om _ |B l-q
T O 801 N
25 e
8 > 60 5 ey OF
8 8 40{ © E
= F e N 4
O @ o .
0 L} T L] T L] o T T 5 ¥ Ll L] L ? v -*
SR RO OA DN
Dias posteriores a la exposiciéon al virus H5N1
1207 mm Exposicion a H5N1 1201
5885 c 100+ 100+
[P ; ]
E“E % % 80 &0
S 8T a 60 60-
O3 9o
o g i) 40+ 40
o ==
20+ 20-
O 0-
Addwt 10°vp +f - +f- +f- Addwt  Proteina H5HA
109 108 106 10%vp 15 ug
Vacuna Ad4HSHA VR u

Neg Ctr Pos Cir

134



ES 2603779 T3

(NI) [eseuesu)
(se|nsdea) |elO
(03 oajod) |eJO
(*0°3 ou oajod) |BIO
[enBuigng

(1) Jenosnweu|
Jeziunwuil uig

('1g ep 08y) Bo|

ey eld

0%

O00E

O

LGOS E

00

g it T

-

0

(‘na ep 0oy) Boj
9 v

0
[~

005

o0 w_u

o)

sos

oonZ

T

vl eld "\

T en3iyg

135



ES 2603779 T3

(‘g ep 09y) Boj

(‘lla ep "08Yy) Boj
g v Z

8 g %
{061
o
G00Z O
2
aunwul-aid odnio) < ! aunwul-aid odnig) <
£y uglel $OGE CA UQlEl &
Y uojel = CA UQlel =
uojel & LA UOIE) g
1y uoy 000% A
lcelda
|E}o8l Ugloelsiulwpy Mu
(‘1@ ep oey) Bo|
g g 4 £

Lceld
[eulBeA ugioelISIuIWPY

aunwul-aid odnlc) &
€S ugiel
¢S uolel &
LS ugjel &

0. elq
|enBuligns ugQIoBISIuIWPY

o

001

lw]

800z O
S

QO0E

gty

000

‘g

€7 emn3rg

136



ES 2603779 T3

Xz XZ X} XZ Xl Xz seurajold ap [9AIN Xp Xp XL XZ  Xp X} XZ Xy

Y ol s

E8Y ] mome

ot .@.& (opeyaaaas)
.o,v/ P (opejasaas ou) (opgy
Py .on% IdD+Yd Y vPYi
g yov.

i

Je|n|ao ajuepeuaiqosg

4 | i j

M @&
,vzm..z @9@/ .%u@ (opejaioas ou) (opej}ainas)
%.e A&b IdS+Yd-PPye Vit
4 &

Je|njao opesi

g emn3rg

137



ES 2603779 T3

LEGE
089¢
69804
£609¢
El

6YSV Sen|ad

LA PPV e
(ope}aldas ou) | )+l “PRYA o

(0pe1a109s) el -V

eolwsefo| e1ou2saI0N|} 9p pepisualy|

-
PR R
pamnmanr e
.=
mmenad ST

T TEELL

- or

Xew ap %

- D3

- 0d1

GZ vIn31g

138



ES 2603779 T3

(IdO+¥d) FLZOXAXd & (Vdd) ZLZOXAX 2 YOV LM e

(seioy) odwsai] (seloy) odwsal)
991 ¥¥L 021 9B ZL BF BE O 88 vPL 02V 96 2L BF  ¥E 0
[’ M
2 DWIu_ s
| 1T o oo
- m,...w (G
%
& 20} m
0061 mumm o
DeodL nﬂ Y14
GONOH L v BE
zilk
SO
(seloy) odwsal | (seJoy) odwsal)
98 ¥8 EZ €3 8¢ 9T ¥E ZL 0 86 8 €. €9 8 9 %2 EL D
] p Gl
..”m;.. — s 0L
w sl
gL o
w .“ﬁI_. —
T
ok a 0L €
® 3
1 & ) 1
a
GooGL (=] - ek
- o - e
P o
P BOGO0L I Db
23 0b

6vGV

9T em3ry

139



ES 2603779 T3

LM PPV
Vd-vPv @&

YV

IdO-Vd-VPV &

uoloisodxa e| e saioudlsod seiq

Gl 0L

G

R el

©

0
0z o
(2]
L
2% B
(4]
09 &
(/)]
5
e 1]
08 g
<
001 S
o,
O

LT em3L]

140



ES 2603779 T3

opesl| ap Se|n|@o ;0L X §
(Wd-idDIPbY (vdivPY

0%

{(¥NL)} 0603

0001

0051

O.}IA Ul BUIXO0} 8p uoldezijes}naN

(;0 LX) Je|N|92 ajuajeainba opesi| |9p sisoQ

g 1 . m

LAMPRY < # 3
2

— (o]

(valypy o 00001 T
8

o

[2V]

o

0000z o

=

Q

(FHaDPY m
0000¢ O

(VS1713) vd-nue 96| ap eysandsay

8 eIn3ryg

141



ES 2603779 T3

8l

m.sagasiasasasass.ass..s.s..s.ses.n.sSosoﬁ

elouaalnledng

Z o U uoioisodx3g

|l o U uoloisodx3

uoloisodxa uIg

YHNL YNL

LA IRE LASRE
9y g ¥i
i i i
W (opesbBuesaq) (opesbBuesaq)
|e19] w.._.__xou

e uosisodxg

L& {174
O PO O O I RN PO R A N R R T I R R R R 3
.N elouaninladng M
Je|njad
vwv__:_:E:_ [E39] EUIXO}

e uoloisodxgy

g seq
.!’.w.;.“

1

EBUNDJEA 2P

iz
-
|
Jenj@a
pepiunwuj

opeqan

6C emn3rg

142



Figura 30

TNA
(Ab neutralizante de toxina)
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