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DESCRIPCION
Vacunas contra la gripe optimizadas
Campo de la invencion

La descripcion se refiere a vacunas de proteinas y nucleétidos que codifican proteinas de la gripe A con pocos sitios
de glicosilacién o ninguno. EI ADN o ARN codifica hemaglutinina y/o neuraminidasa y/o matriz y/o nucleoproteina, en
donde el origen del ADN o ARN puede ser cepas pandémicas de la gripe que codifican proteinas que tienen un
contenido naturalmente bajo en sitios de glicosilacion, y ADN o ARN procedente de cepas de la gripe no pandémi-
cas, en donde los nucleétidos han sido mutados o se modifican de forma que codifican proteinas con menos sitios
de glicosilacion que la cepa estacional. La descripcion también describe composiciones inmunogénicas y el uso del
ADN que codifica hemaglutinina (HA) y/o el ADN que codifica neuraminidasa (NA) que expresan el nuevo virus de la
gripe A H1N1v pandémico del 2009 como un componente de la vacuna, combinado opcionalmente con ADN que
codifica la matriz (M) y el ADN que codifica la nucleoproteina (NP) de la cepa H1N1 pandémica de 1918 y el ADN
que codifica la HA y NA de una cepa reciente H3N2 estacional, para una vacuna combinada contra infecciones ac-
tuales y futuras de H1N1 y H3N2 en humanos y cerdos.

Antecedentes generales

La gripe es una de las enfermedades mas antiguas y comunes conocidas por el hombre que causa entre tres y cinco
millones de casos de enfermedad grave y entre 250.000 y 500.000 muertes cada afio en todo el mundo. También los
cerdos son susceptibles al virus de la gripe humana y aviar, ya que poseen ambos receptores en su tracto respirato-
rio. Por lo tanto, los cerdos se infectan y padecen neumonia procedente de cepas de la gripe humana y pueden
servir como vehiculo de una mezcla peligrosa para la generacion de nuevas cepas recombinantes de la gripe con
potencial de pandemia.

La gripe se propaga rapidamente en epidemias estacionales que afectan a un 5-15% de la poblacion y la carga de
los costes de atencion médica y de falta de productividad son elevados (OMS). La enfermedad de tipo gripal fue
descrita por primera vez por Hipocrates en el afio 412 a. C. Hasta el siglo 19, se pensaba que la gripe era una infec-
cion bacteriana. El virus como agente causante fue determinado primero en 1931 por Richard Shope. La primera
pandemia de gripe A conocida data de 1580 y desde entonces han tenido lugar 31 pandemias, de las cuales tres
aparecieron en el siglo 20, a saber, la "gripe espafiola” en 1918, la "gripe asiatica" en 1957 y la "gripe de Hong Kong"
en 1968, respectivamente. La pandemia de la gripe A H1N1 de 1918 fue la peor pandemia en los tiempos mas re-
cientes, causando de 20 a 50 millones de muertes en todo el mundo. La forma mas comun de gripe son los brotes
estacionales y las epidemias de gravedad variable.

La zoonosis del virus de la gripe aviar (AlV, del inglés “avian influenza virus”), capaz de infectar seres humanos y
cerdos y la propagacion en Asia, partes de Europa y Oriente Medio, ha suscitado recientemente la preocupacion por
una pandemia que tendra lugar también en el siglo 21. La cepa causante de la pandemia sera probablemente des-
conocida hasta que la pandemia surja y habra una necesidad urgente de una vacuna. Por lo tanto, se requerira un
diagndstico y una caracterizacion rapidos de las cepas circulantes, asi como de las cepas emergentes, nuevos enfo-
ques para vacunas alternativas y formas de produccién, con el fin de minimizar la gravedad de la pandemia. Dado
que las vacunas estacionales de la gripe A también se producen en huevos, una epidemia de AlV altamente patdge-
na entre las aves de corral también influira en la produccién de vacunas estacionales. Ademas, las vacunas tradicio-
nales con proteinas de la gripe solo tienen un efecto protector limitado. También las vacunas estacionales tienen que
cambiar cada temporada debido a la deriva genética del virus de la gripe Ay a la induccion limitada de anticuerpos
especificos de tipo, mediante vacunas tradicionales con proteinas de la gripe A. Por lo tanto, existe una necesidad
de nuevas vacunas alternativas contra la gripe A con propiedades diferentes.

El virus de la gripe pertenece a la familia Orthomyxoviridae. La familia incluye tres géneros; los virus de la gripe A, B
y C, identificados por diferencias antigénicas en su nucleoproteina (NP) y proteina matriz (M). El género virus de la
gripe A se divide ademas en combinaciones de subtipos basados en diferencias antigénicas de las glicoproteinas de
la superficie, hemaglutinina (HA) y neuraminidasa (NA). La cepa A ha evolucionado para ser capaz de infectar diver-
sas especies distintas de mamifero (por ejemplo, caballos y cerdos). Los virus de la gripe A de todos los subtipos
antigénicos reconocidos de 16 HAs y 9 NAs, se han recuperado de aves acuaticas, pero pocos infectan otras espe-
cies animales, indicando que las aves acuaticas son los reservorios naturales de la gripe A.

Los virus de la gripe A han sido los agentes causantes de las pandemias principales y la mayor parte de los brotes
anuales de gripe epidémica. Esta invencion se centra Unicamente en el género A de la gripe. El sistema de nomen-
clatura actual para los virus de la gripe humana incluye la ubicacién geografica del primer aislamiento, el nimero de
cepas y el afio del aislamiento. La descripcion antigénica de HA y NA se indica entre paréntesis, por ejemplo,
A/Moscu/10/99(H3N2). Las cepas no humanas también incluyen en la nomenclatura el hospedador de origen, por
ejemplo, A/anade real/Dinamarca/64650/03(H5N7).

El genoma del virus de la gripe A consiste en ocho segmentos de acido ribonucleico (ARN) monocatenario (ss) de

orientacion negativa, empaquetados en el nucleo virico formado por la membrana de la célula hospedadora y una
capa proteica de matriz 1 (M1). Los ocho segmentos estan asociados con la nucleoproteina (NP) y tres proteinas de
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gran tamanio; proteina polimerasa basica 1 (PB1) y 2 (PB2), y proteina polimerasa acida (PA), que son responsables
de la replicacion y la transcripcion del ARN. La NP encapsula el ARN y forma complejos de ribonucleoproteina
(RNP) que protegen y estabilizan el ARN. Cada segmento incluye una secuencia de 11-13 nucleétidos en los extre-
mos 5'y de 9-12 nucledtidos en los extremos 3' que estan altamente conservadas y son similares para los virus A, B
y C. Las principales glicoproteinas HA y NA, y la proteina M2 de canal ionico, estan encajadas en una bicapa lipidica
obtenida a partir del hospedador. Los virus de la gripe son algo pleomorficos en la forma, pero generalmente esféri-
cos (80-120 nm de diametro).

Todos los subtipos de gripe A se perpetuan en la poblaciéon de aves acuaticas silvestres, se cree que es el reservorio
natural de la gripe. En circunstancias normales, una infeccion gripal en los patos silvestres es asintomatica. El virus
se replica en el tracto intestinal y se excreta en concentraciones elevadas con las heces durante un periodo de hasta
30 dias. Un virus de la gripe aviar puede persistir en el agua y conservar la infectividad durante aproximadamente
100 dias a 17°C y se puede almacenar indefinidamente a -50°C. La circulacion continua de virus de la gripe A podria
deberse a los sitios en los que las aves pasan el invierno en las regiones subtropicales. Las cepas H5N1 de 2004
han llegado a ser muy estables y pueden sobrevivir durante 6 dias a 37°C. El virus se destruye calentando a 56°C
durante 3 horas o a 60°C durante 30 minutos. También desinfectantes, tales como compuestos de formalina y yodo
destruyen eficazmente el virus de la gripe. Se ha creido que los virus de la gripe aviar estaban en estasis evolutiva
en su hospedador natural, tolerandose entre si el virus y el hospedador. Por lo general no se observan sintomas
clinicos graves cuando las aves de corral estan infectadas con la gripe aviar y el virus se describe como un virus de
la gripe aviar de patogenicidad baja (LP AlV). Los subtipos H5 y H7 tienen el potencial de convertirse en altamente
patégenos (HP) para los pollos, a través de la acumulaciéon de mutaciones después de la transmision a las aves de
corral. Contrariamente a la creencia anterior, las aves migratorias salvajes podrian desempefiar alguna funcioén en la
transmision de HP AIV. Miles de aves acuaticas silvestres en Hong Kong en el afio 2002 y en China en el 2005 se
infectaron con el virus de la gripe aviar HP AIV H5N1 y esto contribuy6 a la propagacion de HP H5N1 a Europa y
Africa en el afio 2005.

Se han aislado cepas de la gripe estacional a partir de seres humanos y de cerdos durante todo el afio, pero en los
climas templados es una enfermedad de invierno, probablemente porque la gente se reline y se aloja en habitacio-
nes poco ventiladas debido al clima frio.

De los 16 subtipos reconocidos de HA y 9 de NA, unicamente H1, H2, H3, N1 y N2 han circulado en los seres
humanos y los cerdos en el siglo pasado. La introducciéon de pandemias en humanos con estos tipos fue en 1918
con H1N1, 1957 con H2N2 ("gripe asiatica"), 1968 con H3N2 ("gripe de Hong Kong") y la introduccion no pandémica
del nuevo tipo de reagrupamiento génico H1N2 en el 2001, respectivamente. La antigenicidad de los virus de la gripe
humana esta cambiando constantemente por la acumulacion de mutaciones en los sitios antigénicos de HA y NA,
con lo que el virus es capaz de evitar el sistema inmune del hospedador causando epidemias. Una mutagénesis
virica se ve reforzada por la falta de "correccion de la lectura” en la replicacion del ARN. La frecuencia de mutacio-
nes es de aproximadamente uno de cada 100.000 nucleodtidos. Los brotes de gripe estacional en el hemisferio norte
suelen ocurrir entre octubre y abril y desde abril a octubre en el hemisferio sur. La deriva antigénica de los virus de la
gripe humana esta estrechamente controlada por el programa de vigilancia global de la gripe de la Organizacion
Mundial de la Salud. Los componentes de la vacuna contra gripe de la préxima temporada para el hemisferio norte,
se determinan en febrero, basandose en los conocimientos sobre las cepas circulantes actuales, y se reevaltan en
septiembre para el hemisferio sur.

La deriva antigénica puede ocurrir de tres maneras. Ya sea por transmision directa de una cepa aviar adaptada a los
seres humanos, reagrupamiento genético o restablecimiento de una cepa "vieja". La posibilidad de que un virus de la
gripe aviar cruce la barrera entre las especies e infecte directamente a los seres humanos, no se habia reconocido
antes de 1997, cuando 18 personas en Hong Kong enfermaron con HP AlV H5N1.

El origen de la pandemia de 1918 es objeto de controversia. Taubenberger et al., (Characterization of the 1918 in-
fluenza virus polymerase genes. Nature, 2005, 437:889-893) sugerian, basandose en la filogenia de los genes de la
polimerasa, que el virus era enteramente de origen aviar. Sin embargo, hay grandes desacuerdos sobre el verdade-
ro origen del virus y muchos todavia creen que también esa cepa pandémica es un reagrupamiento entre un virus de
mamifero y ave, lo mas probable que se produjera a partir de cerdos. Si el virus era de origen aviar, podria implicar
que los virus aviares HP que circulan actualmente podrian causar una nueva pandemia por transmisién directa a los
seres humanos. Un reagrupamiento antigénico se produce cuando segmentos viricos de dos virus antigénicamente
diferentes, infectan la misma célula. El virus reagrupado contiene segmentos de ambas cepas y si el nuevo segmen-
to introducido es HA (y NA), la antigenicidad completa del virus podria cambiar y el virus podria evadir la inmunidad
del hospedador. Estos reagrupamientos pueden ser catastroficos si el virus es capaz de una replicacion eficaz en el
nuevo hospedador. En el peor de los casos, una cepa de este tipo reagrupada podria dar lugar a pandemias, infec-
ciones que abarcan todo el mundo, frente a las cuales no tenemos una inmunidad preexistente. Las pandemias de
1957 y 1968 fueron reagrupamientos que adquirieron los genes de HA, NA y PB1 y los genes HA y PB1 de una
fuente acuatica, respectivamente. En 1977 volvio a surgir una cepa idéntica a las cepas H1N1 que circulaban antes
de 1957. Los cerdos son posibles "vehiculos de una mezcla" de virus reagrupados, debido a su tropismo receptor
para el enlace a-(2,3) y a-(2,6) con galactosa. Otras especies, como el pollo y el hombre, también podrian servir
como vehiculos de una mezcla de cara a un cruce directo a los seres humanos desde una fuente aviar, después del
descubrimiento de un receptor similar al a-(2,3) aviar en células también en los seres humanos y los pollos.
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Se ha considerado que la evolucion interpandémica de los virus de la gripe es debida a una deriva antigénica pro-
gresiva, debido a la mutabilidad del genoma de ARN. H3N2 ha sido el subtipo predominante que circula en los seres
humanos desde 1968 y ha tenido una deriva rapida como un linaje unico, mientras que ha habido una sustitucion
lenta de las variantes antigénicas de los virus H1N1. Se ha observado que la tasa de acumulacion de mutaciones es
de aproximadamente 4-5x10 sustituciones por nucleétido por afio para HA1, otros predicen una tasa de 5,7x10°
sustituciones por nucleétido por afio. La HA y NA pueden evolucionar independientemente una de la otra y también
se conocen reagrupamientos de los genes internos. La seleccion positiva se ha deducido sobre codones que partici-
pan en los sitios antigénicos de anticuerpos, epitopos de linfocitos T y sitios importantes para propiedades de creci-
miento de virus en huevos. Una investigacion reciente sobre los virus ha sugerido que la evolucion de la gripe no
siempre sigue un ritmo constante, pero que se caracteriza por procesos estocasticos, intervalos cortos de evolucién
rapida, intervalos largos de evolucidon con secuencia neutral y extincion lenta de linajes de virus coexistentes. La
evolucidon parece también estar mas influenciada por eventos de reagrupamiento entre un linaje cocirculante y la
migracion virica, que lo que se creia anteriormente.

La vacunacion es la opcion preferida para una profilaxis de la gripe. Las vacunas antigripales inactivadas estan auto-
rizadas a nivel mundial, mientras que las vacunas vivas adaptadas al frio solo estan autorizadas en Rusia y los
EE.UU. La profilaxis preferida de las infecciones gripales anuales es la vacunacién con vacunas de proteinas inacti-
vadas procedentes de virus propagados en huevos de gallina. Por lo tanto, las vacunas comunes son los virus de
vacunas inactivadas que se propagan en huevos de gallina y se inactivan con formaldehido o B-propiolactona. Exis-
ten tres clases de vacunas inactivadas; completa, dividida (alterada quimicamente con éter o fosfato de tributilo) y
subunidad (glicoproteinas de la superficie purificadas) administradas por via intramuscular o subcutanea. La vacuna
de la gripe inactivada completa no se utiliza actualmente debido a los altos niveles de efectos secundarios. La vacu-
na contra la gripe estacional (dividida y subunidad) es trivalente, comprendiendo las cepas de virus de la gripe A
H3N2 y H1N1 y un virus de la gripe B. La dosis normal de vacuna humana esta estandarizada en 15 ug de proteina
HA de cada componente del virus, administrados una vez en adultos sanos normales y dos veces en nifios y otras
personas que no tienen una inmunidad preexistente contra la gripe A. Las vacunas convencionales inducen solo una
respuesta inmune humoral. El efecto protector de la vacuna tradicional de proteinas divididas es muy limitado y de-
bido a la continua evolucion de las cepas de virus de la gripe A y los anticuerpos especificos de tipo inducidos por
las vacunas convencionales, se tiene que producir una nueva vacuna cada afo, basandose en la cepa de gripe A
circulante mas reciente. En caso de una nueva cepa humana emergente, son necesarias diversas mejoras en las
vacunas. La produccion en huevos es demasiado lenta (6-12 meses) en el caso de cepas emergentes. Si esa cepa
es también un virus AlV altamente patégeno (HP) para las aves de corral, la produccién en huevos podria ser impo-
sible debido a que el virus mata el embrién del huevo. También la disponibilidad de huevos puede estar limitada,
ralentizando la produccién de vacunas. En el caso de no haber una inmunidad preexistente en la poblacion, serian
necesarias dos vacunaciones, lo que demoraria ain mas la produccion de vacunas. Incluso si no hay una nueva
pandemia de gripe A entre los seres humanos, pero solo la propagacion de HPV AlV entre las aves de corral, la
escasez de huevos limitara la produccion en huevos de vacunas tradicionales de la gripe estacional. Ademas, las
vacunas tradicionales con proteinas de la gripe no ofrecen una proteccion 6ptima como profilaxis y ningun efecto
terapéutico. Por lo tanto, existe una necesidad de nuevas vacunas alternativas contra la gripe.

Aunque las vacunas de ADN se han desarrollado desde hace mas de 16 afos, son raros los ensayos clinicos que
preceden a la fase | y Il en los seres humanos. Sin embargo, se han autorizado dos vacunas de ADN veterinarias;
una para el virus del Nilo Occidental (en caballos) y una segunda para el virus de la necrosis hematopoyética infec-
ciosa en salmones. Esto demuestra que las vacunas de ADN pueden tener buenos efectos protectores y que las
nuevas vacunas de ADN no estan limitadas por el tamafio del animal o la especie. El gran éxito con las vacunas de
ADN, observado en el modelo murino para vacunas de ADN de primera generacion, no se trasladaba bien a los
seres humanos, sin embargo; los investigadores han demostrado recientemente niveles de anticuerpos protectores
con una dosis Unica de vacuna de ADN de HA administrada con una pistola de genes a los seres humanos.

El documento WO 2006/082398 describe estructuras artificiales de acido nucleico que se pueden emplear en una
vacuna. Se describen estructuras artificiales que codifican un antigeno de la gripe pandémica, un fragmento inmu-
nogénico del mismo o una variante inmunogénica de ambos, y uno o varios antigenos de gripe no pandémica, frag-
mentos inmunogénicos de los mismos o variantes inmunogénicas o ambos.

Una "Inmunizacién con acido nucleico" o el nombre cominmente preferido, "vacunas de ADN" es la inoculacion de
ADN o ARN que codifica un antigeno, como casetes de expresion o vectores de expresion o incorporado en vecto-
res viricos, con el fin de inducir una inmunidad contra el producto génico. Por lo tanto, en nuestra definicion de vacu-
nas de ADN, incluimos todo tipo de sistemas de administracion del ADN o ARN que codifica un antigeno. El gen de
la vacuna puede estar en forma de plasmido circular o de un casete de expresion lineal, solo con las caracteristicas
clave necesarias para la expresion (promotor, el gen de la vacuna y la sefial de poliadenilacién). Los sistemas de
administracion pueden ser mas frecuentemente ADN desnudo en tampdn con o sin adyuvante, ADN acoplado a
nanoparticulas y/o formulado en compuestos que contienen adyuvantes o insertado en vectores viricos o bacteria-
nos vivos, tales como adenovirus, virus adenoasociado, alfavirus, poxvirus, virus herpes, etc. Las vacunas de ADN
son muy prometedoras ya que provocan tanto una inmunidad humoral como una mediada por células, sin los mis-
mos peligros asociados con las vacunas de virus vivos. En contraste con las vacunas de virus vivos atenuados, las
vacunas de ADN se pueden administrar en tejidos o células iguales o diferentes, a los del virus vivo que tiene que
unirse a receptores especificos. La produccion de antigenos en sus formas naturales mejora la presentacion de los
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antigenos al sistema inmune del hospedador. A diferencia de las vacunas vivas atenuadas, las vacunas de ADN no
son infecciosas y no pueden volverse virulentas. Las vacunas de ADN que expresan las proteinas HA, NA, M, NP o
combinaciones de las mismas, han mostrado que inducen respuestas inmunitarias comparables a las de una infec-
cion virica natural.

Las vacunas de ADN ofrecen muchas ventajas sobre las vacunas convencionales. Se pueden producir en grandes
cantidades en poco tiempo, suprimen la necesidad de propagar en huevos, son rentables, reproducibles y el produc-
to final no requiere condiciones de almacenamiento en frio, porque el ADN es estable y resistente a las temperaturas
extremas. Todas las vacunas inactivadas, autorizadas actualmente son eficaces en la induccién de respuestas de
anticuerpos humorales, pero solo las vacunas de virus vivos atenuados inducen eficazmente también una respuesta
celular citotoxica.

Las vacunas de ADN inducen una respuesta inmune que es comparable a la respuesta obtenida mediante una in-
feccion natural con el virus, activando la inmunidad tanto humoral como la mediada por células (6,30). La amplia
respuesta a las vacunas de ADN es un resultado de los genes codificados que se expresan a través de la célula
hospedadora transfectada, induciendo tanto respuestas inmunes Th1 como Th2. La produccion de antigenos en su
forma natural mejora la presentacion de los antigenos al sistema inmune del hospedador. En contraste, las vacunas
convencionales basadas en proteinas de la gripe inactivadas, Unicamente inducen una respuesta humoral (Th2),
dirigida contra las glicoproteinas de la superficie del virus de la gripe. Este tipo de respuesta es ineficaz contra va-
riantes de virus que han sufrido deriva y, por lo tanto, la composicién del virus de la vacuna contra la gripe estacional
tiene que ser evaluada cada temporada. Las respuestas de reactividad cruzada antigénicas son inducidas principal-
mente por las proteinas mas conservadas de la gripe, tales como la nucleoproteina (NP) y la proteina matriz (M).
Mediante la inclusion de estos genes en una vacuna de ADN, se observa una mayor reactividad cruzada entre cepas
sometidas a deriva y heterélogas (4,7,8,13).

La infeccion y los sintomas gripales en hurones son muy comparables a los que se observan en los seres humanos
y, por lo tanto, es uno de los mejores modelos para ensayos de vacunacion contra la gripe (22). Las vacunas de
ADN de HA antigripal en hurones también han mostrado ser efectivas previamente (18,32).

Previamente se habia mostrado que la vacuna con el virus completo inactivado H1N1 de 1918 inducia una protec-
cion parcial contra la infeccion con H1IN1 de 1918 en ratones (28), también vacunas de ADN actuales que codifican
la HA de 1918 mostraron una proteccion completa de los ratones contra una exposicion a H1N1 de 1918 (16) pero
no se demostré ninguna proteccion contra la gripe de fecha actual.

Hemos demostrado que la vacuna de ADN plasmidico con codones optimizados, administrada mediante pistola de
genes que codifica HA 'y NA, con o sin M y NP, basada en el virus pandémico H1N1 de 1918, induce proteccion en
hurones contra una infecciéon con un virus H1N1 de fecha actual (Bragstad et al. 2009 y documento WO-A-
2008/145129). Esto demuestra una proteccion inducida con una vacuna que no estda mediada por los anticuerpos
anti-NA y anti-HA usuales, sino por un mecanismo inmunoldégico diferente, que implica mas probablemente la inmu-
nidad celular. Dado que las proteinas internas M y NP codificadas por el ADN y/o el virus de la gripe A estan mas
conservadas entre las diferentes cepas de H1IN1 que HA y NA, se puede esperar que la inmunidad inducida por las
vacunas de ADN de NP y M sean mas protectoras, lo que se podria extender también a nuevas cepas de H1N1. Los
virus estan separados por un intervalo de tiempo de 89 afos y se diferencian en un 21,2% en la proteina HA1. Estos
resultados sugieren no solo una capacidad Unica de las vacunas de ADN, sino también una caracteristica Unica e
inesperada de la HA y/o NA de 1918 en la induccién de una inmunidad protectora especialmente amplia y eficaz,
incluso contra variantes de cepas que han tenido una deriva extrema. La presente invenciéon describe que una res-
puesta inmune inducida con una vacuna de ADN que codifica HA y/o NA del virus de la gripe A H1IN1 de 1918, pro-
porciona un alto nivel de proteccion cruzada contra una infeccion gripal de fecha actual.

Las vacunas de ADN tienen capacidad de mecanismos inmunolégicos estimulantes. Esto podria ser una razén por la
que observamos una reactividad y una proteccion cruzadas bien inducidas frente a una infeccidon estimulada. La
proteccion cruzada y la reactividad cruzada inducidas por vacunas de ADN de cepas que difieren en un 11-13% en
HA1, ha sido demostrada por otros autores (13-15), pero no tan alta como la divergencia del 21,2% que observamos
nosotros.

Las vacunas contra la gripe que tienen la capacidad de inducir respuestas inmunes capaces de una reaccion cruza-
da con variantes de virus sometidos a deriva e incluso cepas heterdlogas, serian una gran ventaja tanto para el
desarrollo anual de vacunas como en el caso de aparicién de nuevas cepas.

Dado que la nueva gripe A (H1N1v) es marcadamente diferente de otros virus HIN1 humanos, se supone que la
presente inmunidad contra el virus H1N1 y las vacunas estacionales contra H1N1 no induciran una proteccion eficaz
contra la nueva cepa. El nuevo virus H1IN1v tiene una diferencia de aproximadamente un 5% en la secuencia de
nucledtidos frente a otros virus H1N2 porcinos conocidos, mientras que tiene una diferencia de casi un 24% frente a
virus H1N1 humanos que estan circulando las ultimas temporadas.

Por lo tanto, en la situacion actual con un nuevo virus pandémico H1N1v y futuras variantes del mismo, creemos que
la mejor vacuna contra los virus circulantes actuales y los virus en un futuro préximo sera una vacuna de ADN que



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2614802 T3

comprenda los genes de HA y NA del nuevo virus pandémico H1N1v, los genes internos del virus pandémico previo
H1N1 de 1918 y los genes de HA y NA del virus H3N2 estacional circulante. Los genes de la cepa HI1N1v se in-
cluiran para inducir una proteccién perfecta contra el H1N1v circulante y para futuras variantes de esta cepa. Espe-
ramos que esta cepa con sus variantes sean los préximos virus H1N1 estacionales en los seres humanos. Los ge-
nes internos de NP y M de la pandemia H1N1 de 1918 estan incluidos, ya que estos son los antepasados de todos
los otros genes de NP y M en los virus de la gripe humana. Se espera que estos genes altamente conservados in-
duzcan una mejor proteccion cruzada. Los genes de HA y NA del virus H3N2 estacional se incluyen ya que estos
proporcionaran la mejor proteccion contra los virus H3N2 que circulan actualmente y futuros virus H3N2. Creemos
que estas combinaciones de genes en una vacuna de ADN haran la vacuna mas 6ptima contra la gripe universal, en
el momento presente y para un futuro cercano.

Hemos observado sorprendentemente que una mezcla de plasmidos de ADN de ambos genes pandémicos "inicia-
les" con pocos o ningun sitio de glicosilacion y opcionalmente genes del momento presente, induce la maxima pro-
teccion, en el sentido de que los sitios mas antigénicos seran expuestos al sistema inmune del hospedador para un
reconocimiento con los anticuerpos. Alternativamente, genes de la gripe en los que todos o algunos de los codones
de glicosilacion han sido modificados/eliminados, de modo que la proteina expresada tiene menos o ningun sitio de
glicosilacion, se pueden utilizar en una mezcla de ellos mismos o con ADN de la gripe pandémica para crear una
vacuna contra la gripe universal.

Compendio de la invencion

Las cepas pandémicas de la gripe A fueron las primeras introducciones de los subtipos H3N2 y H1N1 en los seres
humanos. Desde estas primeras introducciones, los virus han sufrido una deriva, acumulando mutaciones en sitios
antigénicos pero también el patron de N-glicosilacion ha cambiado durante los afios de deriva. La acumulacion de
secuones de glicosilacion ligada a N ayuda a enmascarar los sitios antigénicos para reconocimiento con el sistema
inmune del hospedador. Las hemaglutininas iniciales "desnudas", por ejemplo, hemaglutininas con pocas o ninguna
glicosilacion, inducen una amplia reactividad cruzada frente a subtipos de gripe que han sufrido deriva. Nuestros
resultados preliminares muestran que las vacunas de ADN de H1N1 de 1918 son candidatos tan buenos o mejores
para la profilaxis de la gripe como las vacunas anuales basadas en proteinas convencionales, en hurones. La res-
puesta inmune de la vacuna de ADN generada contra estos inmundgenos "iniciales" puede tener una reaccion cru-
zada con virus actuales, mientras que lo contrario puede no ser cierto. También el ADN de la gripe actual utilizado
como vacuna, muestra una mejor profilaxis contra la gripe que las vacunas convencionales anuales a base de pro-
teinas contra virus actuales.

El virus de la gripe elude el sistema inmune del hospedador mediante una acumulacién de mutaciones, en especial
en las glicoproteinas de la superficie HA y NA. Algunas de estas mutaciones generan sitios de glicosilacion adiciona-
les que pueden camuflar los sitios antigénicos en los glicoproteinas y el virus puede eludir de esta manera el sistema
inmune del hospedador. Las cepas pandémicas iniciales poseian un bajo numero de sitios de glicosilacion, mientras
que los virus actuales han acumulado sitios durante la deriva del virus. Desde la pandemia en 1918 con el virus
H1N1, se han acumulado tres sitios de glicosilacion adicionales en el virus H1N1 de 1999 incluido en nuestros expe-
rimentos, afadiendo el niumero total de sitios de N-glicosilacion previstos a siete. El nuevo virus pandémico actual
H1N1v también solo posee los cuatro sitios de glicosilacion basicos como el virus de la pandemia de 1918.

La presente invencion describe que una respuesta inmune inducida con una vacuna de ADN que codifica HA 'y NA
del virus de la gripe A H1N1v sola o en combinacién con una vacuna de ADN que codifica NP y M del virus H1IN1 de
1918, proporciona un nivel elevado de proteccién cruzada frente al nuevo H1N1v asi como futuras variantes de este
H1N1v, asi como una proteccion frente a infecciones con el virus de la gripe A H1N1 actual y futuro en humanos y
cerdos. En combinacion con la vacuna de ADN que codifica HA y/o NA de una cepa H3NZ2, preferentemente proce-
dente de una cepa reciente (2005-2008), la vacuna de ADN actuara como una vacuna de ADN universal contra la
gripe, induciendo una inmunidad protectora frente a los virus HIN1 y H3N2 circulantes futuros. La vacuna de ADN
se puede utilizar en seres humanos y animales, por ejemplo, cerdos para prevenir/limitar una infeccion y/o propaga-
cion de una infeccidn con cepas del virus de la gripe humana y de cerdo.

Descripcion detallada de la invencién

La presente invencién describe el uso de polinucledtidos que codifican proteinas de la gripe procedentes de una
cepa H1N1 y una cepa H3N2, para la preparacion de una composicidon inmunogénica o un componente de vacuna
contra infecciones de la gripe A en seres humanos y cerdos, en donde los polinucleétidos codifican hemaglutinina
(HA) y neuraminidasa (NA) y proteina matriz (M) y la nucleoproteina (NP), en donde los polinucleétidos codifican
SEQID NO: 11y 13y SEQ ID NO: 6 y 8 0 9, y en donde las secuencias de ADN o ARN contienen codones que
estan optimizados para una expresion en células de mamifero. La invencion también se refiere a una vacuna contra
infecciones de la gripe A de humanos y/o cerdos que comprende polinucleétidos que codifican proteinas de la gripe
procedentes de una cepa H1N1 y una cepa H3N2, en donde los polinucleétidos codifican hemaglutinina (HA) y neu-
raminidasa (NA) y proteina matriz (M) y la nucleoproteina (NP), en donde los polinucleétidos codifican SEQ ID NO:
11y 13y SEQID NO: 6y 8 09, y en donde secuencias de ADN o ARN contienen codones que estan optimizados
para la expresion en células de mamifero.
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La presente invencion describe el uso de nucleétidos que codifican proteinas de la gripe con pocos o ningun sitio de
glicosilacion para la preparacion de una composicion inmunogénica o un componente de vacuna contra infecciones
de la gripe A actuales y futuras en humanos y cerdos, en donde los nucleotidos codifican hemaglutinina (HA) y/o
neuraminidasa (NA) y/o proteina matriz (M) y/o la nucleoproteina (NP). Los nucleétidos pueden ser una mezcla de
ADN o ARN pandémico con ADN o ARN no pandémico.

En una realizacion preferida de la invencion, el ADN o el ARN codifica HA y NA de H1N1v de 2009, M y NP de H1N1
de 1918 junto con HA y NA de H3N2 estacional.

En una realizacién preferida de la invencion, los codones de ADN o ARN estan optimizados ("humanizados") por
ejemplo, la secuencia de ADN para la hemaglutinina y la neuraminidasa y la matriz y la nucleoproteina se modifica
de modo que la secuencia que codifica dichas proteinas esta modificada para que se exprese de manera éptima en
células de mamifero.

En otra realizacién, el ADN o ARN no pandémico esta mutado de modo que los codones se modifican de forma que
la secuencia codifica proteinas con menos sitios de glicosilacion que la cepa estacional. Preferiblemente, se modifi-
can algunos o todos los codones que codifican Asn-X-Ser o Asn-X-Thr, en donde X puede ser cualquier aminoacido
excepto prolina.

La presente invencion también describe el uso de nucledtidos que codifican la hemaglutinina (HA) de una o varias
cepas de gripe pandémica (por ejemplo, el virus de la gripe A HIN1v de 2009, H1N1 de 1918 y/o H2N2 de 1957 y/o
H3N2 de 1968) como un componente de la vacuna contra infecciones por gripe A que contiene H1, H2, H3, N1, N2
actuales/futuras en humanos y cerdos.

La hemaglutinina y/o neuraminidasa y/o proteina matriz y/o la nucleoproteina del virus de la gripe pandémico, se
pueden opcionalmente incluir como proteinas y/o vacunas de ADN.

En otra realizacion, la vacuna comprende una mezcla de proteinas de la gripe o ADN con codones optimizados que
codifica las proteinas HA y NA del virus pandémico H1N1v de 2009 y/o la proteina matriz y la nucleoproteina del
virus HIN1 de 1918 y/o HA y NA de un virus reciente H3N2 de 2005, como un componente de la vacuna contra
infecciones de la gripe A que contienen H1, H3, N1, N2 actuales o futuras en humanos y cerdos.

La vacuna se administra mediante inyeccion de ADN y/o ARN desnudo, con o sin electroporacién o se inocula me-
diante una pistola de genes. Alternativamente, los genes de la vacuna se administran incorporados en cuerpos
apoptoéticos celulares o en un virus vivo, tal como adenovirus, poxvirus, virus adenoasociado, alfavirus, virus herpes
y/o bacterias tales como especies de Shigella o especies de Salmonella o especies de Lactobacilus o especies de
Lactococcus. Otra forma de administracion es mediante una inyeccion de solucion salina o de tampén de ADN y/o
ARN desnudo en una formulacion a base de lipidos, con o sin adyuvante, para administrar en la mucosa del tracto
respiratorio, tal como nasal y/o intratraqueal.

Ademas de lo mencionado, la vacuna puede comprender adicionalmente hemaglutinina (HA) y/o neuraminidasa
(NA) y/o proteina matriz (M) y/o la nucleoproteina (NP) mencionadas anteriormente, seleccionadas a partir de SEQ
ID NO: 2, 4, 6, 8,10, 12, 14 y 16 o dichas proteinas aisladas.

En ofra realizacion, la vacuna comprende una vacuna secuencial con ADN/ARN o proteina pandémica, seguida de
una vacunacion con ADN/ARN o proteina no pandémica (refuerzo inductor).

En otra realizacion, la vacuna comprende HA con/o sin NA de la nueva cepa de virus de la gripe A aviar (AlV) circu-
lante, poco patégena (LP) H5N7 de 2001 (A/Anade real/Dinamarca/64650/03(H5N7)) como vacunas de ADN y/o
proteinas. La vacuna esta destinada a proteger las aves y a los seres humanos y los cerdos frente a las cepas H5 de
la gripe A.

También se describe una vacuna que comprende HA con o sin NA y/o M y/o NP de la cepa de virus de la gripe A
aviar (AlV) introducida recientemente y circulante, altamente patdégena H5N1 de marzo del 2006 Dinamarca
(A/halcon/Dinamarca/6370/06(H5N1)) como vacuna de ADN y/o proteinas. La vacuna esta destinada a proteger
ampliamente las aves y los seres humanos y los cerdos frente a cepas de la gripe A que contienen H5.

La presente invencion describe el uso de genes pandémicos con codones optimizados en PCR transcripcionalmente
activa, para la generacion de genes activos transcripcionalmente para uso directo como vacunas de ADN. De este
modo, no se utiliza la estructura principal de plasmido. Los productos de la PCR contendran todos los componentes
para una expresion eficaz de los genes en células eucariotas.

Las vacunas mencionadas anteriormente se pueden utilizar de forma profilactica y terapéutica.
Definiciones
Gripe pandémica:

Un virus pandémico es un virus que es nuevo en el sentido de que hay poca o ninguna inmunidad preexistente fren-
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te al virus en la poblacién humana y, por tanto, el virus se propagara en todas las partes del mundo.
Glicosilacion:

Una glicosilacion ligada a N es una adicion eucaridtica cotraduccional y postraduccional de sacaridos en el nitrogeno
de la amida de las cadenas laterales de asparagina. Una etapa de modificacion en la sintesis de glicoproteinas.
Estas glicosilaciones son esenciales para el plegamiento correcto y la estabilidad de la glicoproteina. Glicosilaciones
en, o cerca de, los sitios de union a antigeno pueden interferir con el reconocimiento de la proteina por la célula
hospedadora. De este modo, las glicosilaciones pueden ayudar a enmascarar la proteina del sistema inmune del
hospedador.

Sitios de glicosilacion:

Los sitios de glicosilaciéon se definen en esta memoria como glicosilaciones expuestas en la parte superficial de la
proteina. Para proteinas unidas a la membrana, tales como HA y NA, una parte de la proteina esta expuesta en el
exterior del virus y la glicosilacion en esta parte de la proteina es importante para la virulencia del virus y/o para la
exposicion de sitios inmunogénicos/antigénicos. Para H1N1 de 1918 y H1N1v de 2009, los sitios de glicosilacion son
4, mientras que H1N1 estacional tiene ahora 6 sitios de glicosilacién, pero puede acumular mas en el futuro. Del
mismo modo, para H3N2 de 1968 los sitios de glicosilacion son 6 mientras que H3N2 estacional tiene 8 sitios de
glicosilacion. Pocos sitios de glicosilacion debe ser la base para un plegamiento correcto de la proteina y deben
estar presentes y se encuentran siempre, incluso en cepas pandémicas no adaptadas. Estos sitios de glicosilacion
estan conservados. A lo largo del tiempo, la proteina del virus acumula mas sitios de glicosilacion expuestos en la
superficie para "enmascarar” la inmunidad y, por lo tanto, volverlo mas adaptado y probablemente menos virulento.

ADN mutado:

La mutagénesis dirigida al sitio en las glicoproteinas de la superficie del virus de la gripe va a alterar el patron de
glicosilacion. Se pueden mutar nucledtidos en sitios de secuones para alterar los codones en el tripéptido del sitio de
glicosilacion. De esta manera, se pueden eliminar los secuones seleccionados.

Alternativamente, la proteina en la que se debe eliminar la glicosilacion, se puede producir en un hospedador no
eucariota. También tal proteina de vacuna no glicosilada se puede suministrar a partir de un hospedador de este tipo
no eucariota, tal como bacterias como las bacterias Lactococcus, mediante la administracién de las bacterias trans-
fectadas directamente en las superficies mucosas, por ejemplo, en la nariz o por via oral al intestino, en donde el
organismo producira la proteina de la vacuna in situ.

Hemaglutinina:

El nombre hemaglutinina proviene de la capacidad de los virus para aglutinar glébulos rojos. La glicoproteina HA de
la envuelta es un trimero en forma de varilla con mondémeros idénticos. La proteina HA se sintetiza en la célula infec-
tada como una Unica cadena polipeptidica, HAO. Esta molécula inicial tiene que ser escindida por las proteasas de la
célula hospedadora en las subunidades HA1 (47 kDa) y HA2 (29 kDa) ligadas con disulfuro, para que el virus medie
en la fusion de membranas y la subsiguiente infeccion. La subunidad HA1 es el dominio globular de la molécula de
HA, que comprende el sitio de union al receptor, responsable de la fijacion del virus a los receptores de acido sialico
de la célula hospedadora. Los cinco sitios antigénicos A, B, C, D y E en la cabeza globular dirigen la respuesta de
los anticuerpos del hospedador. La HA es el antigeno virico primario y el Unico antigeno que induce una respuesta
neutralizante del virus en el hospedador. Las principales funciones de HA son la fusién del virién con la membrana
celular del hospedador y la fusion del virion endocitado con la membrana endosémica, lo que permite una liberacion
del genoma en el citoplasma. HA es una proteina integral de membrana de prototipo 1 que se dirige a la membrana
del RE a través de una secuencia peptidica sefial, N-terminal y que se escinde con la peptidasa sefal. La subunidad
HAZ2 forma el tronco de la molécula. El extremo N-terminal de HA2 (péptido de fusion) es hidrofobo y esta altamente
conservado en las HAs de diferentes cepas de virus de la gripe, y es esencial en la actividad de fusion de HA. La HA
se modifica después de la traducciéon mediante la adicion de carbohidratos ligados a N en residuos de asparagina
(N) en cada monomero, y acido palmitico a residuos de cisteina (C) en la regién de la cola citoplasmatica. HA se une
al acido 5-N-acetil neuramico (acido sialico) en la superficie de la célula hospedadora y las posiciones son esencia-
les para la determinacién del tropismo celular preferido del hospedador. Las cepas infecciosas humanas se unen
preferentemente al acido sialico con un enlace a-(2,6) a galactosa, mientras que los virus de la gripe aviar (AlV) se
unen preferentemente a a-(2,3)

Neuraminidasa:

La neuraminidasa (NA) es una glicoproteina de la membrana de la envuelta de clase Il con actividad enzimatica. Es
un tetramero con monémeros idénticos que tienen una forma de tipo hongo. La regién del tallo hidréfobo esta ancla-
da a la membrana y la cabeza globular contiene el sitio activo de la enzima y los tres sitios antigénicos A, By C de la
molécula. La funcién principal es catalizar la escision de enlaces glicosidicos adyacentes al acido sialico. La activi-
dad es esencial para que los viriones de la progenie se liberen de forma eficaz desde la superficie de la célula infec-
tada. Al igual que HA, NA se modifica de forma posterior a la traduccién con glicosilaciones ligadas a N. La molécula
de NA es una diana de farmacos antivirales como zanamivir y oseltamivir. La inhibicion de NA impide la liberacion
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del virus desde la célula infectada y retrasa la propagacion del virus. En la actualidad se han reconocido nueve sub-
tipos de NA.

Proteinas matriz:

Las proteinas matriz consisten en dos proteinas, la proteina del canal i6nico M2 y la proteina estructural M1. La
proteina M1 es una proteina matriz que recubre el lado interior de la membrana derivada de la célula hospedadora
infectada, proporcionando una estructura y rigidez a la membrana. La proteina M1 contiene un dominio de union a
lipidos hidréfobo y un dominio de unién a RNP. El ensamblaje del virus de ARN de cadena negativa requiere una
localizacion de las proteinas M1 en la membrana plasmatica. Las proteinas M1 se unen a las colas citoplasmaticas
de HA, NA y M2, especialmente NA estimula la unién a la membrana a través de las proteinas M1. M1 junto con
NS2 es necesaria para la exportaciéon de RNPs genémicas desde el nucleo, M1 también inhibe la sintesis de ARN.
La proteina M2 es una pequefia proteina de membrana integral homotetramera, y canal de iones, traducida a partir
de un ARNm cortado y empalmado en el marco de lectura +1. El canal de iones es activado por el pH bajo del endo-
soma, permitiendo que los protones entren en el interior del virus, lo que conduce a cambios conformacionales en
M1, alterando las interacciones entre M1-RNP. El canal iénico M2 es una diana de farmacos antivirales como aman-
tadina y rimantadina.

Nucleoproteina:

La nucleoproteina (NP) es muy basica y se une a la cadena principal de azucar-fosfato de ARN virico de una mane-
ra no especifica de la secuencia, aproximadamente cada 25 nucleétidos. NP interacciona tanto con PB1 como con
PB2 y con una variedad de otras proteinas viricas y celulares. La interacciéon con M1 controla la actividad transcrip-
cional de las RNPs y su trafico intracelular. NP es responsable principalmente de mantener la estructura de las
RNPs y de la regulacion de la transcripcion y la replicacion del genoma, la polimerasa no puede utilizar ARN virico
desnudo como molde. La NP asociada con ARN virico es abundante en el liquido extracelular y el tejido pulmonar
durante una infeccion grave con el virus de la gripe A.

El virus de la gripe de 1918:

La pandemia mas grave de este siglo fue la "gripe espafiola” con H1N1 de 1918. El virus maté entre 40 y 50 millones
de personas en todo el mundo durante 1918 y 1919 (10). Basandose en especimenes conservados, se han caracte-
rizado genéticamente todos los genes y todo el virus ha sido restaurado (27). Esto proporciona una oportunidad
Unica para dilucidar los mecanismos de inmunopatogénesis de la cepa pandémica. El origen de la pandemia de
1918 es objeto de debate. Taubenberger et al. 2005 sugieren, basandose en un analisis filogenético de los genes de
la polimerasa, que el virus era enteramente de origen aviar. Sin embargo, hay grandes desacuerdos sobre el verda-
dero origen del virus y muchos todavia creen que esta cepa pandémica también era un reagrupamiento entre un
virus de mamifero y de ave (Taubenberger et al., 2005, Antonovics et al., 2006). Los genes de la hemaglutinina (HA)
y la neuraminidasa (NA) de la cepa H1N1 de 1918 no poseen indicadores genéticos conocidos para la alta virulen-
cia, que podrian haber explicado la grave enfermedad observada en los seres humanos (Reid et al., 1999 y 2000).
Sin embargo, la proteina HA (y la NA) en una estructura principal de virus humanos recientes conferia una patogeni-
cidad mejorada en ratones (Kobasa et al., 2004, Tumpey et al., 2005b). Podria haber sido la combinacion de genes
mas que la propia HA, lo que causara el fenotipo letal (Tumpey et al., 2005). La incertidumbre sobre el origen y los
mecanismos de la virulencia elevada del virus H1N1 de 1918 ha planteado la cuestién de si es posible desarrollar
una inmunidad protectora frente a ese virus. Se ha publicado recientemente que una vacuna de ADN que codifica la
HA de la cepa H1N1 de 1918 mostraba proteccion frente a una exposicion letal a la cepa recombinante del virus
H1N1 de 1918 en ratones (Kong W et al., 2006). Los genes de NP y M de la pandemia de 1918 son los ancestros de
los genes de NP y M de los virus H1N1, H3N2 y H2N2 que circulan en la actualidad. Estos genes también estan muy
conservados y se modifican menos que las glicoproteinas de la superficie a lo largo del tiempo.

El virus de la gripe A H1IN1v de 2009:

Durante abril del 2009, se descubrié un nuevo virus de la gripe HIN1v en California y también se reconocié que
habia causado brotes anteriores en México el mismo afio. El virus no estaba relacionado con virus de la gripe huma-
na anteriores, tanto genética como antigénicamente. La nueva cepa H1N1v esta relacionada mas estrechamente
con los virus porcinos con reagrupamiento triple. La OMS anuncié en junio que el virus H1N1v era un virus pandémi-
co y en noviembre de 2009, 206 paises y territorios o comunidades de ultramar describieron casos confirmados de
gripe pandémica H1N1v, incluyendo mas de 6770 muertes. Las vacunas de la gripe con proteina estan ahora dispo-
nibles contra la nueva cepa pandémica, sin embargo, estas vacunas necesitan ser evaluadas ya que el virus se
modifica. Nuestro objetivo es generar una vacuna de ADN universal que proteja incluso frente a virus H1N1v con
una deriva amplia.

Virus H3N2 estacionales:

La primera introduccion de los virus H3N2 en humanos se produjo mediante la pandemia de 1968. Este virus era el
resultado de un reagrupamiento entre los virus H3 aviar y los virus H2N2 de la pandemia de 1957. Desde entonces,
H3N2, y mas tarde, H1N1, han circulado conjuntamente entre la poblacién humana causando brotes estacionales y
epidemias. Los virus H3N2 se modifican lo suficiente a lo largo del tiempo para que cambie la composicion de la
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vacuna de proteina.

Las cepas pandémicas de 1957 (H2N2) y 1968 (H3N2) eran ambas el resultado de un reagrupamiento genético con
virus aviares (11,17). El origen de la pandemia de 1918 es objeto de debate. Taubenberger et al., (26) sugirid
basandose en un analisis filogenético de los genes de la polimerasa, que el virus era enteramente de origen aviar.
Sin embargo, hay grandes desacuerdos sobre el verdadero origen del virus y muchos todavia creen que esta cepa
pandémica también era un reagrupamiento entre un virus de mamifero y de ave (1,26). Los genes de la hemaglutini-
na (HA) y la neuraminidasa (NA) de la cepa H1N1 de 1918 no poseian indicadores genéticos conocidos de una
virulencia elevada, lo que podria haber explicado la gravedad observada en los seres humanos (19,20). Sin embar-
go, la proteina HA (y NA) en una estructura principal de virus humanos recientes, conferia una patogenicidad mejo-
rada en ratones (12,29). Podria haber sido la combinacién de genes mas que la propia HA lo que causara el fenotipo
letal (27). La incertidumbre sobre el origen y los mecanismos de la virulencia elevada del virus HIN1 de 1918 ha
planteado la cuestion de si es posible desarrollar una inmunidad protectora frente a ese virus. Se ha publicado re-
cientemente que una vacuna de ADN que codifica la HA de la cepa H1N1 de 1918, mostraba proteccién frente a una
exposicion letal a la cepa recombinante del virus H1N1 de 1918 en ratones (Kong W, Hood C, Yang Z, Wei C, Xu L,
Garcia-Sastre A, Tumpey TM, Nabel GJ. Protective immunity to lethal challenge of the 1918 pandemic influenza virus
by vaccination. PNAS 103(43):15987-91, 2006)

Vacunas de ADN o ARN:

De aqui en adelante, la expresion "vacunas de ADN" se refiere a vacunas de nucleétidos que significa tanto vacunas
de ADN como vacunas de ARN. La vacuna de ADN se puede administrar como ARN o ADN, ya sea como plasmido
de ADN "desnudo" con o sin un compuesto a base de lipidos o células apoptéticas para facilitar la captacion celular,
proporcionar un efecto de depdsito y/o un efecto de adyuvante, incluyendo o no una molécula de proteina adyuvante
y/o plasmidos de ADN que codifican tal o tales proteinas adyuvantes, para una induccion inmune mejorada y 6ptima.
Los genes de vacunas de ADN se pueden inyectar con o sin un apoyo tal como electroporacion, o administrar por
chorro de aire o recubiertos sobre particulas como con una pistola de genes, o se pueden administrar en superficies
mucosas, por ejemplo, por via intranasal y/o por via intratraqueal. Los genes de vacunas de ADN también se pueden
incorporar en un vector virico o bacteriano para administrar, tales como adenovirus, poxvirus, virus adenoasociado,
alfavirus, citomegalovirus, y/o bacterias tales como especies de Lactococcus o Lactobacillus o Shigella o Salmonella.

Los dos tipos mas comunes de administracion de una vacuna de ADN son una inyeccion salina de ADN desnudo e
inoculaciones de ADN con pistola de genes (ADN recubierto en perlas de oro macizo, administradas con presion de
helio). Una inyeccion intramuscular de solucion salina de ADN genera preferentemente una respuesta Th1 de 1gG2a,
mientras que la administracion con pistola de genes tiende mas a iniciar una respuesta Th2 de IgG1. Los plasmidos
inyectados intramuscularmente tienen riesgo de ser degradados por desoxirribonucleasas extracelulares, sin embar-
go, las respuestas inducidas son frecuentemente mas prolongadas que las inducidas por el método de pistola de
genes. Una vacunacion mediante administracion de ADN con una pistola de genes, en la epidermis, ha mostrado ser
el método mas eficaz de inmunizacién, probablemente porque la piel contiene todos los tipos de células necesarias,
incluyendo células especializadas presentadoras de antigeno (APC), para provocar una respuesta inmune tanto
humoral como celular citotoxica (células de Langerhans y dendriticas). Una proteccion completa frente a una dosis
letal de virus de la gripe se ha obtenido con tan poco como 1 ug de ADN en ratones. El vector de la vacuna de ADN
convencional consiste en el gen de interés clonado en un plasmido bacteriano modificado genéticamente para tener
una expresion optima en células eucariotas. Las caracteristicas esenciales incluyen; un origen de replicacion que
permite la produccion en bacterias, un gen de resistencia a antibiéticos bacterianos que permite la seleccion del
plasmido en un cultivo bacteriano, un promotor constitutivo fuerte para una expresion éptima en células de mamifero
(los promotores obtenidos a partir de citomegalovirus (CMV) o virus de simio proporcionan la expresiéon génica mas
elevada), una secuencia de poliadenilacion para estabilizar los transcritos de ARNm, tal como poliadenilacién de la
hormona de crecimiento bovina (BHG) o poliadenilaciéon del virus de simio, y un sitio de clonaciéon mdltiple para la
insercion de un gen de antigeno. Una secuencia de intrén A mejora notablemente la expresiéon génica. Muchos vec-
tores de vacunas de ADN bacterianas contienen motivos de dinucleétidos no metilados de citidinfosfato-guanosina
(CpG) que pueden provocar fuertes respuestas inmunitarias, innatas en el hospedador. En los ultimos afios ha habi-
do varios enfoques para mejorar y personalizar la respuesta inmune frente a estructuras artificiales de vacuna de
ADN (vacunas de ADN de segunda generacion). Por ejemplo, vectores dicistronicos o plasmidos que expresan
multiples genes se han utilizado para expresar dos genes simultaneamente. Se han modificado genéticamente pro-
motores especificos que restringen la expresion génica a ciertos tejidos, y se han construido genes de fusion de
citocina/antigeno para mejorar la respuesta inmune. Ademas, los genes pueden tener los codones optimizados para
una expresion génica 6ptima en el hospedador y se pueden sustituir secuencias lideres sin tratamiento previo por
lideres optimizados que incrementan la eficacia de la traduccion.

La administracion de una vacuna de ADN puede ser mediante inyeccion de una solucién salina o una solucién salina
tamponada de ADN o ARN desnudo, o una inyeccion de plasmido de ADN o de fragmentos de ADN lineales que
expresan genes, acoplados a particulas o administrados mediante un vector virico tal como adenovirus, virus vacci-
nia de Ankara modificado (MVA), virus vaccinia, virus adenoasociado (VAA), alfavirus, etc. Las vacunas de ADN se
podrian administrar ya sea mediante una pistola de genes como en los ejemplos anteriores, 0 como una inyeccion
con o sin electroporacion.
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Cuando se emplea una vacuna de ADN que codifica proteinas de la superficie (HA y/o NA) de una cepa pandémica
(por ejemplo, HIN1 de 1918 o H3N2 de 1968 o H2N2 de 1957) en combinacion con HA y/o NA de cepas actuales
que han sufrido deriva de H1N1 o H3N2 o H2N2, esperamos una induccién preferente de anticuerpos con reaccion
cruzada (anticuerpos de proteccion amplia) con anticuerpos comunes mas conservados y epitopos de linfocitos T.
Por lo tanto, se debe obtener una proteccién mas amplia cuando se vacuna con proteinas de la superficie, ya sea
como una vacuna de ADN y/o una vacuna de proteinas que se obtienen a partir de las cepas pandémicas originales
mencionadas, junto con HA y/o NA de cepas de virus actuales como vacuna de ADN y/o una vacuna de proteinas, y
esto se puede realizar de forma importante, ya sea como una mezcla o como una secuencia (refuerzo inductor)
primero con antigenos pandémicos o actuales y cepas actuales o pandémicas en un momento posterior. Como con-
secuencia, obtendremos una respuesta anti-gripe A mas amplia mediante la vacunacion (ADN y/o proteina) a partir
de cepas pandémicas en individuos que ya estan vacunados con una vacuna de proteina actual. Al contrario, pode-
mos obtener una cobertura antigripal mas amplia frente a cepas futuras de la gripe cuando inducimos con ADN y/o
proteina de HA y/o NA procedente de cepas pandémicas y reforzamos con una vacuna contra la gripe de proteinas
en cualquier momento en el futuro.

Optimizacion de codones:

La optimizacién de codones es el intercambio completo de los codones de un virus por los de genes humanos ex-
presados de forma elevada y, por tanto, también genes de mamifero que incluyen los cerdos. La optimizacion de
codones no modifica los aminoacidos codificados de los antigenos de proteinas codificadas, pero puede aumentar la
expresion de proteinas eucariotas en células de mamifero. Puesto que los genes de proteinas humanas que se
expresan de forma elevada tienen un alto contenido en C y G, hay una mayor posibilidad de generar ambos motivos
GpG estimuladores inmunes, pero también secuencias GC inhibidoras inmunes. Los genes modificados genética-
mente que emplean la optimizaciéon de codones se denominan genes "humanizados" y se utilizan con frecuencia en
las vacunas de ADN para mejorar la expresion.

La secuencia de ADN o ARN de la hemaglutinina y la neuraminidasa y la matriz y la nucleoproteina se modifica, de
modo que la secuencia que codifica dichas proteinas se modifica para ser expresada de manera 6ptima en los seres
humanos y los cerdos o el hospedador al que se ha destinado la vacuna.

La invencion describe el uso de los nuevos genes con codones optimizados de HA y NA de la gripe A (HIN1)v en
una composicion inmunogénica o una vacuna de ADN y la combinacidon de estos nuevos genes de glicoproteinas
pandémicas de H1N1 con genes pandémicos previos de H1N1 que codifican proteinas internas en una composicion
inmunogénica o una vacuna de ADN.

Tabla 1: Secuencias de nucleétidos y aminoacidos de H1N1 de los genes con codones optimizados y las proteinas
que expresan.

Gen sintético de HA 1918 0607838, basado en el n° de acc.: AF117241: A/South Carolina/1/18

Nucleétido
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ATGGAGGCCAGGCTGCTGETGCTGLTGTGCGCCTTORCCGCCACCAACGCCCACACCATCTGCATCGGCTACC
ACGCCAACAACAGCACCGACACC GTGGATACCGTGCTGGAGA.AGAACGTGACCGTGACCCACAG CGTGAAC
CTGCTGGAGGACAGUCACAACGGCAAGCTGTGCAAGCTGAAGGGAATCOCTCCCCTGCAGCTGGGCAAGTGC
AACATCGCCOGCTGGCTGCTGGACAACCCCAAGTGCIACCTGCTACTGACCGCCAGCAGCTGGTCCTACATC
GTGGAGACCAGCAACAGCGAGAACGGCACCTGCTACCCCGGCGACTTCATCGACTACGAGGAGCTGCGGGA
GCAGCTGTCCAGCGTRAGCAGCTTCGAGAAGTTCGAGATCTTCCCCAAGACCAGCTCCTGGCCCAACCACGA
GACCACCAAGGGCGTGACCG CCGCCTGTAGCTACGCCGGAGCCAGCAGCTTCTACAGAAACCTGCTGTGGCT
GACCAAGAAGGGCAGCAGCTACCCCAAGCTGTCCAAGAGCTACGTGAACAACAAGGGCAAGGAAGTGCTGG
TGCTGTGGGGCETGCACCACCCCCCTACCGGCACCGACCAGCAGAGCCTGTACCAGAACGCCGACGCCTACG
TGAGCGTGGGCAGCAGCAAGTACAACAGAAGGTTCACCCCCGAGATCGCCGCCAGGCCCAAGGTGCGCGAC
CAGGCCGGEAGGATGAACTACTACTGGACCCTGCTGGAGCCCGGCGACACCATCACCTTCGAGGCCACCGGE
AACCTGATCGCCCCTTGGTACGCCTTCGCCCTGAACAGGGGCAGCGGCAGCGGCATCATCACCAGCGACGCC
CCCGTGCACCGACTGCAACACCAAGTGCCAGACCCCCCACGGAGCCATCAACAGCAGCCTGCCCTTCCAGAAC
ATCCACCCCGTGACCATCGGCGAGTGCCCCAAGTACGTGAGAAGCACCAAGCTGAGGATGGCCACCGGLCTG
AGGAACATCCCCAGCATCCAGAGCAGGGGCCTGTTCGGAGCCATCGCCGGATTCATCGAGGGCGGCTGGACC
GGCATGATCGACGGCTGGTACGGECTACCACCACCAGAACGAGCAGGUECAGCGUCTACGCCCOCCGACCAGAA
GAGCACCCAGAACGCCATCGACGGCATCACCAACAAGGTGAACAGCGTGATCGAGAAGATGAACACCCAGT
TCACCGCCGTGGGCAAGGAGTTCAACAACCTGGAGAGGCGGATCGAGAACCTGAACAAGAAGGTGGACCGAC
GGCTTCCTGUACATCTGGACCTACAACGCCGAGCTGCTGOTGCTGCTGGAGAACGAGAGGACCCTGGACTTC
CACGACAGCAACGTGAGGAACCTQTACGAGAAGGTGAAGAGCCAGCTGAAGAACAACGCCAAGGAGATCGG
CAACGGCTGCTTCGAGTTCTACCACAAGTGCGACTGACGCCTGCATGGAGAGCETGAGAAACGGCACCTACGA
CTACCCCAAGTACAGCGAGGAGAGCAAGCTGAACCGGGAGGAGATCGACGGCGTGAAGCTGGAGAGCATGG
GCGTGTACCAGATCCTGGCCATCTACAGCACCGTGGCCAGCAGCCTGGTGCTGCTGGTGTCCCTGGGAGCCAT
CAGCTTTTGGATGTGCAGCAACGGCAGCCTGCAGTGCAGGATCTGCATCTGA

Aminoacido

MEARLLVLLCAFAATNADTICIG YHANNSTDTVDTYLEKNVTYTHSVNLLEDSHNGK LCK LK GIAPLQLGKCNIA
GWLLGNPECDLLLTASSWSYIVETSNSENGTCYPGDFIDYEELREQLSS VSSFEKFEIFPKTSSWPNHETTKGVTAA
CSYAQASSFYRNLLWLTKKGSSYPKLSKSYVNNKGKEVL VL WG VHHPPTGTDQQSL YQNADAY VS VGSSKYNR

R.FTPEIAARPKVRDQAGRMNYYWTLLEP;SDTITF EATGNLIAPWYAFALNRGSGSGITSDAPYHDCNTKCQTPHG
AINSSLPFQNIHPYTIGECPK YVRSTKLRMATGLRNIPSIQSRGLFGAIAGFIEGGWTGMIDGWYGYHHQNEQGSGY

AADQKSTONAIDGITNKVNSVIEKMNTQFTAVGKEFNNLERRIENLNKKVDDGFLDIWTYNAELLVLLENERTLD

FHDSNVRNLYEK VKSQLKNNAKEIGNGCFEFYHKCDDACMESVRNGTYDYPKYSEESKLNREEIDGVKLESMGV
YQILALYSTVASSLVLLVSLGAISFWMCSNGSLQCRICL

Gen sintético de NA 1918 0607869, basado en el n° de acc.: AF250356: A/Brevig mission/1/1918

Nucledtido

12
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ATGAACCCCAACCAGAAGATCATCACCATCGGCAGCATCTGCATGGTGGTGGGCATCATCAGCCTGATCCTG
CAGATCGGCAACATCATCAGCATCTGGGTGTCCCACAGCATCCAGACCGGCAACCAGAACCACCCCGAGACC
TGCAACCAGTCCATCATCACCTACGAGAACAACACCTGGGTGAACCAGACCTACGTGAACATCAGCAACACC
AACGTGGTGGCCGGCCAGGACGCCACCTCCGTGATCCTGACAGGCAACAGCAGCCTGTGCCCCATCAGCGGC
TGGGCCATCTACAGCAAGGACAACGGCATCAGGATCGGCAGCAAGGGCGACGTGTTCGTGATCAGAGAGCC
CTTCATCAGCTGCAGCCACCTGGAATGCAGGACCTTCTTCCTGACCCAAGGAGCCCTGCTGAACGACAAGCA
CAGCAACGGCACCGTGAAGGACAGAAGCCCCTACAGGACCCTGATGAGCTGCCCCGTGGGCGAGGCTCCCA
GCCCCTACAACAGCAGATTCGAGAGCGTGGCCTGOTCCGCCAGCGCCTGCCACGACGGCATGGGCTGGCTGA
CCATCGGCATCAGCGGCCCTGACAACGGGGCCGTGGCCGTGCTGAAGTACAACGGAATCATCACCGACACCA
TCAAGAGCTGGUGGAACAACATCCTGAGGACCCAGGAAAGCGAGTGCGCCTGCGTGAACGGCAGCTGCTTCA
CCATCATGACCGACGGCCCCAGCAACGGCCAGGCCAGCTACAAGATCCTGAAGATCGAGAAGGGCAAGGTG
ACCAAGAGCATCGAGCTGAACGCCCCCAACTACCACTACGAGGAATGCAGCTGCTACCCCGACACCGGCAAG
GTCATGTGCGTGTGCAGGGACAACTGGCACGGCAGCAACAGGCCCTGGGTGTCCTTCGACCAGAACCTGGAC
TACCAGATCGGATACATCTGCAGCGGCGTGTTCGGCGACAACCCCAGGCCCAACGACGGCACCGGCAGCTGC
GGCCCTGTGAGCAGCAACGGGGCCAATGGCATCAAGGGCTTCAGCTTCAGATACGACAACGGCGTGTGGATC
GGCCGCACCAAGAGCACCAGCAGCAGATCCGGCTTCGAGATGATCTGGGACCCCAACGGCTGGACCGAGAC
CGACAGCAGCTTCAGCGTGAGGCAGGACATCGTGGCCATCACCGACTGG TCCGGCTACAGCGGCAGCTTCGT
GCAGCACCCCGAGCTGACCGGCCTGGACTGCATGAGGCCCTGTTTCTGGGTGOAGCTGATCAGAGGCCAGCC
CAAGGAGAACACCATCTGGACCAGCGGCAGCAGCATCAGCTTTTGCGGCGTGAACAGCGACACCGTGGGCTG
GTCCTGGCCCGACGGGGCCGAGCTGCCCTTCAGCATOGATAAGTGA

Aminoacido

MNPNQKIITIGSICMV VGIISLILQIGNIISIWVSHSIQTGNQNHPETCNQSIITYENNTWVNQTYVNISNTNVVAGQD
ATSVILTGNSSLCPISGWAIYSK DNGIRIGSKGDVFVIREPFISCSHLECRTFFLTQGALLNDKHSNGTVKDRSPYRTL
MSCPVGEAPSPYNSRFESVAWSASACHDGMGWLTIGISGPDNGAVAVLKYNGITDTIKSWRNNILRTQESECACV
NGSCFTIMTDGPSNGQASYKILKIEKGKYTKSIELNAPN YHYEECSCYPDTGK VMCVCRDNWHGSNRPWVSFDON
LBYQIGYICSGVFGDNPRPNDGTGSCGPVSSNGANGIKGFSFRYDNGVWIGRTKSTSSRSGFEMIWDPNGWTETDS
SFSVRQDIVAITDWSGYSGSFVQHPELTGLDCMRPCFWVELIRGQPKENTIWTSGSSISFCGVNSDTVGWSWPDGA
ELPFSIDK.

Gen sintético de NP 1918 0607866, basado en el n° de acc.: AY44935: A/Brevig mission/1/1918
Nucleotido

ATGGCCAGCCAGGGCACCAAGAGAAGCTACGAGCAGATGGAAACCGACGGCGAGAGGCAGAACGCCACCG
AGATCAGGGCCAGCGTGGGCAGGATGATCGGCGGCATCGGCAGGTTCTACATCCAGATGTGCACCGAGCTGA
AGCTGTCCGACTACGAGGGCAGGCTGATCCAGAACAGCATCACCATCGAGAGGATGGTGCTGTCCGCCTTCG
ACGAGAGAAGAAACAAGTACCTGGAAGAGCACCCCAGCGCCGGCAAGGACCCCAAGAAAACCGGOGGACCE
ATCTACAGAAGGATCGACGGCAAGTGGATGAGAGAGCTGATCCTGTACGACAAGGAGGAAATCAGAAGGAT
CTGGCGGCAGGCCAACAACGGCGAGGACGCCACAGCCGGCCTGACCCACATGATGATCTGGCACAGCAACCT
GAACGACGCCACCTACCAGAGGACCAGGGCCCTCGTCAGAACCGGCATGGACCCCCGGATGTGCAGCCTGAT
GCAGGGCAGCACACTGCCCAGAAGAAGCGGAGCTGCTGGAGCCGCOGTGAAGGGCGTGGGCACCATGGTGA

13



ES 2614802 T3

TGGAACTGATCAGGATGATCAAGAGGGGCATCAACGACAGGAACTTTTGGAGGGGCGAGAACGGCAGAAGG
ACCAGGATCGCCTACGAGAGGATGTGCAACATCCTGAAGGGCAAGTTCCAGACAGCCGCCCAGAGGGCCAT
GATGGACCAGGTCCGGGAGAGCAGGAACCCCGGEAACGCCGAGATCGAGGACCTGATCTTCCTGGCCAGAA
GCGCCCTGATCCTGAGGGGCAGCGTGGCCCACAAGAGCTGCCTGCCCGCCTGCGTGTACGGACCCGCCGTGG
CCAGCGGCTACGACTTCGAGAGAGAGGGCTACAGCCTGGTCGGCATCGACCCCTTCAGGCTGCTGCAGAACT
CCCAGGTGTACTCTCTGATCAGGCCCAACGAGAACCCCGCCCACAAGTCCCAGCTGGTCTGGATGGCCTGCC
ACAGCGCCGCCTTCGAGGATCTGAGAGTGAGCAGCTTCATCAGGGGCACCAGAGTGGTGCCCAGGGGCAAGC
TGTCCACCAGGGGCGTGCAGATCGCCAGCAACGAGAACATGGAAACCATGGACAGCAGCACCCTGGAACTG
AGAAGCAGGTACTGGGCCATCAGGACCAGAAGCGGCGGCAACACCAACCAGCAGAGGGCCAGCGCCGGACA
GATCAGCGTGCAGCCCACCTTCTCCGTGCAGAGGAACCTGCCCTTCGAGAGGGCCACCATCATGGCCGCCTTC
ACCGGCAACACCGAGGGCAGGACCAGCGACATGAGGACCGAGATCATCAGAATGATGGAAAGCGCCAGGCC
CGAGGACGTGAGCTTCCAGGGCAGGGGCGTGTTCGAGCTGTCCGATGAGAAGGCCACCTCCCCCATCGTGCC
CAGCTTCGACATGAGCAACGAGGGCAGCTACTTCTTCGGCGACAACGCCGAGGAATACGACAACTGA

Aminoacido

MASQGTKRSYEQMETDGERQNATEIRASVGRMIGGIGRF YIQMCTELKLSDYEGRLIQNSITIERMVLSAFDERRN

KYLEEHPSAGKDPKKTGGPIYRRIDGKWMRELILYDKEEIRRIWRQANNGEDATAGLTHMMIWHSNLNDATYQR

TRALVRTGMDPRMCSLMQGSTLPRRSGAAGAAVEKGVGTMVMELIRMIKRGINDRNFWRGENGRRTRIAYERMC
NILKGKFQTAAQRAMMDQVRESRNPGNAEIEDLIFLARSALILRGSVAHKSCLPACVYGPAVASGYDFEREGYSLY
GIDPFRLLONSQVYSLIRPNENPAHKSQLVWMACHSAAFEDLRVSSFIRGTRVVPRGKLSTRGYQIASNENMETMD
SSTLELRSRYWAIRTRSGGNTNQQRASAGQISVQPTFSVQRNLPFERATIMAAFTGNTEGRTSDMRTEIIRMMESAR
PEDVSFQGRGVFELSDEKATSPIVPSFDMSNEGS YFFGDNAEEYDN.

Gen sintético de M 1918 0607868, basado en el n° de acc.: AY130766: A/Brevig mission/1/1918
Nucleotido

ATGAGTCTTTTAACCGAGGTCGAAACGTACGTTCTCTCTATCGTCCCGTCAGGCCCCCTCAAAGCCGAGATCG
CGCAGAGACTTGAAGATGTCTTTGCAGGGAAGAACACCGATCTTGAGGCTCTCATGGAATGGCTAAAGACAA
GACCAATCCTGTCACCTCTGACTAAGGGGATTTTAGGATTTGTGTTCACGCTCACCGTGCCCAGTGAGCGAGG
ACTGCAGCGTAGACGCTTTGTCCAAAATGCCCTTAATGGGAACGGGGATCCAAATAACATGGACAGAGCAGT
TAAACTGTACAGGAAGCTTAAGAGGGAGATAACATTCCATGGGGCCAAAGAAGTAGCACTCAGTTATTCCGC
TGGTGCACTTGCCAGTTGTATGGGCCTCATATACAACAGGATGGGGACTGTGACCACTGAAGTGGCATTTGGC
CTGGTATGCGCAACCTGTGAACAGATTGCTGATTCCCAGCATCGGTCTCACAGGCAAATGGTGACAACAACC
AATCCACTAATCAGACATGAGAACAGAATGGTACTGGCCAGCACTACGGCTAAGGCTATGGAGCAAATGGCT
GGATCGAGTGAGCAAGCAGCAGAGGCCATGGAGGTTGCTAGTCAGGCTAGGCAAATGGTGCAGGCGATGAG
AACCATTGGGACTCATCCTAGCTCCAGTGCTGGTCTGAAAGACGATCTTATTGAAAATTTGCAGGCCTACCAG
AAACGAATGGGGGTGCAGATGCAACGATTCAAGTGATCCTCTCGTTATTGCCGCAAGTATCATTGGGATCTTG
CACTTGATATTGTGGATTCTTGATCGTCTTTTITTTCAAATGCATTTATCGTCGCCTTAAATACGGTTTGAAAAG
AGGGCCTTCTACGGAAGGAGTGCCGGAGTCTATGAGGGAAGAATATCGAAAGGAACAGCAGAGTGCTGTGG
ATGTTGACGATGGTCATTTTGTCAACATAGAGCTGGAGTAAGGCGCC

Aminoacido
Proteina M1
MSLLTEVETY VLSIVPSGPLKAEIAQRLEDVFAGKNTDLEALMEWLK TRPILSPLTKGILGFVFTLTVPSERGLQRR
RFVQNALNGNGDPNNMDRAVKLYRKLKREITFHGAKEVALSYSAGALASCMGLIYNRMGTVTTEVAFGLVCAT

CEQIADSQHRSHRQMVTTTNPLIRHENRMVLASTTAKAMEQMAGSSEQAAEAMEVASQARQMVQAMRTIGTHP
SSSAGLKDDLIENLQAYQKRMGVOMOQRFK.

Proteina M2
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MSLLTEVETPTRNEWGCRCNDSSDPL VIAASIIGILHLILWILDRLFFKCIYRRLKYGLKRGPSTEG VPESMREEYRK
EQQSAVDVDDGHFVNIELE.

Gen sintético de HA 2009 H1N1v, basado en el n° de acc.: ACP41105: A/California/04/09

atgaaggctatectggtgetpctgctgtacaccttcgecaccgeeaacgecgatacectgtgeatcggetaccacgecaacaacageaccgac
accgtggataccgtgctggaaaagaacgtgacegtgaccecacagegtaaacctgetggaagataageacaacggeaagetgtgeaagetga
gaggcgtgoecoctelgeacctgggeaagtgcaatatcgeeggetggatectgggeaacceegagigegagagectgageaccgecaget
citggtectacatcgtggagacacecageagegacaacggeacctgttaceeccggegacticatcgactacgaggaactgegggageagetg
tecagegigtccageticgageggttcgagateticcccaagaccageteciggeccaaccacgacageaacaaggeegtgaccgocgecty
tecteacgetgeggecaagagetictacaagaacctgatctggetggtgaagaagggcaacagetaccccaagetgtccaagagctacatca
acgacaagggcaaagaggigetggtpetgtggpocatccaccaccctageaccagegeegaccageagagectgtaccagaacgecgac
acctacgtgttcgtgggcageagecggtacageaagaagticaageccgagatcgecatcagacccaaagigegggaccaggaaggecgg
atgaactactactggaccctggtggageocggegacaagateacettcgaggecaccggeaatetggtggtgeccagatacgecttegecat
ggaaagaaacgecggcageggeatcatcatcagegacacceccgtgecacgactgeaacaccacctgicagacceccaagggegccatcaa
caccagectgeccttccagaacatccaccecatcaccatcggeaagtgeectaagtacgtgaagtccaccaagetgagactggecaccggee
tgegpaacatccecageatccagageagaggectgticggggocattgocggctttatcgaggpcggctggaccggaatggtggaceg gty
gtacggctaccaccaccagaatgageaggecagepgetacgecgccgaccigaaglccacacagaacgecalcgacgagatcaccaacaa
agtgaacagcgtpatcgagaagatgaacacceagttcaccgecgtgggcaaagagticaaccacctggaaaageggatcgagaaccigaac
aagaaggiggacgacggcticctggacatctggacctacaacgecgagetgetggtgctgetggaaaacgageggaccetggactaccacg
actccaacgtgaagaatctgtacgagaaagtgeggagoecagetgaagaacaacgecaaagagatcggeaacggetgettegagtictaceac
aagtgegacaacaccigtatggaaagegigaagaacggeacctacgactaceecaagtacagegaggaagecaagetgaaccgggaaga
gatcgacggegtgaagetggaaageacceggatctaccagatectggecatetacageacegtggecagetecactggicetggtegtgtocct
ggegcgctatcagetictggatgtgcageaacggcageetgeagteccggatclgeatetgaggcgccgagaattettaattaa

Secuencia de aminoacidos

MKAILVVLLYTFATANADTLCIGYHANNSTDTVDTVLEKNVTYTHSVNLLEDKHNGKLC
KLRGVAPLHLGKCNIAGWILGNPECESLSTASSWSYIVETPSSDNGTCYPGDFIDYEELREQ
LSSVSSFERFEIFPKTSSWPNHDSNKGVTAACPHAGAKSFYKNLIWLVKKGNSYPKLSKSY
INDKGKEVLVLWGIHHPSTSADQQSLYQNADTY VFVGSSRYSKKFKPEIAIRPKVRDQEGR
MNYYWTLVEPGDKITFEATGNLVVPRY AFAMERNAGSGIIISDTPVHDCNTTCQTPKGAIN
TSLPFQNIHPITIGKCPKYVKSTKLRLATGLRNIPSIQSRGLFGAIAGFIEGGWTGMVDGWY
GYHHONEQGSGYAADLKSTQNAIDEITNKVNSVIEKMNTQFTAVGKEFNHLEKRIENLNK
KVDDGFLDIWTYNAELLVLLENERTLDYHDSNVKNLYEKVRSQLKNNAKEIGNGCFEFY
HKCDNTCMESVKNGTYDYPKYSEEAKLNREEIDGVKLESTRIYQILAIYSTVASSLVLVVS
LGAISFWMCSNGSLQCRICI

Gen sintético de NA 2009 H1N1v, basado en el n° de acc.: ACP41107: A/California/04/09

atgaaccccaaccagaagatcatcaccatcggeagegtgtecatgaccatcggoatggecaacctgatcctgeagatcggcaacatcaicag
cafctggatcagccacageatccagetggacaaccagaaccagatcgagacatgeaaccagagegtgatcacctacgagaacaacacetgg
gtgaaccagacctacgigaacatcagcaacaccaacticgecgetggecagagegtaptatctgtgaagetggocggeaacageagectgtg
cectglgtecggetgggccatctacagcaaggacaacagegtgeggatcggeageaagggegacgtigticgtgatccgggageccticate
agetgcageccectggaatgecggaccticticetgacceagggggeccigetgaacgacaageacageaacggeaccatcaaggacaga
ageccctaccggacccigalgagetgeceeateggegaggigeccageeectacaacageagattegagiecgtgacttgragegectetge
ctgccacgacggcatcaactggetgacaatcggeatcageggecctgataacggegctgtgecegtactgaagtacaacggcatcatcaceg
acacaatcaagagctggcggaacaacatcctgeggacccaggaatcegaglgegectgegigaacggeagetgcitcacegigatgacega
cggccctagcaatggccaggccagctacaagatcttccggatcgagaagggcaagatcgtgaagtccgtggagatgaacgcccccaacfac
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cactacgaggaatgcagetgetaccecgacageagegagatcacctgtgtatgecgggacaaciggeacggeagceaacagacectgggtot
ccttcaaccagaatctggaataccagaicggotacatitgeageggcatcticggcgacaacccecagacceaacgacaagaccggaagetge
ggccctgtgtctagcaacggggocaacggegtgaageecticagettcaagtacggcaatgacgtgtggatcggccggaccaagageatca
gcagecggaacggetticgagatgatctgggaceccaacggeliggaccggracegacaacaaciteageatcaageaggacatcgteggca
tcaacgagtggageggctacageggoageticgigeageaceetgagetgaccgpectggactgoatcoggooctgettitggategagety
atcagaggcagacccaaagagaacaccatctggaccageggcageageatcagetitigeggegtgaacagegacacegtggoetggtett
ggeccgatggggecgagetgeccticaccalcgacaagtgaggcgecgagaattctiaattaa

Secuencia de aminoacidos

MNPNQKITIGSYCMTIGMANLILQIGNIISIWISHSIQLGNQNQIETCNQSVITYENNTWVN
QTYVNISNTNFAAGQSVVSVKLAGNSSLCPVSGWAITYSKDNSVRIGSKGDVFVIREPFISCS
PLECRTFFLTQGALLNDKHSNGTIKDRSPYRTLMSCPIGEVPSPYNSRFESVAWSASACHD
GINWLTIGISGPDNGAVAVLKYNGITDTIKSWRNNILRTQESECACVNGSCFTVMTDGPSN
GQASYKIFRIEKGKIVKSVEMNAPNYHYEECSCYPDSSEITCVCRDNWHGSNRPWVSFNQ
NLEYQIGYICSGIFGDNPRPNDKTGSCGPVSSNGANGVKGFSFKYGNGVWIGRTKSISSRN
GFEMIWDPNGWTGTDNNFSIKQDIVGINEWSGY SGSFVQHPELTGLDCIRPCFWVELIRGR
PKENTIWTSGSSISFCGVNSDTVGWSWPDGAELPFTIDK

Gen sintético estacional de HA H3N2, basado en el n® de acc.: EU103823: A/Wisconsin/67/05

atgaaaaccatcatcgecctgagetacatectgtgectggtgticgeccagaagetgeccggeaacgacaacageaccge
caccetgtgectgggecaccacgecgtgcecaacggeaccatcgtcaaaaccattaccaatgatcagategaggtgacca
acgccaccgagetggtgcagageageageaccggeggcatctgegacageeeccaceagateetggacggegagaactge
acceigatcgacgetcigeteggegaccetcagtgcgacgpcticcagaacaagaagtgggacctgticgtegagegeag
caaggcctacagcaactgetaccectacgacgtgcccgactacgecagecteegeteoetggtegectecageggeaccee
tggagticaacgacgagagcticaactggaccggegtgacccagaacggcaccageageagelgeaagegecgeageaac
aacagcttcticagecgectgaactggetgacccacctgaagticaagtaccecgecctgaacgigaccatgeccaacaa
tgagaaaticgacaagctgtacatctgggecgtgcaccaccecgtgaccgacaacgaccagateticetgtacgeceagg
ccagecggocgeatcacegtgageaccaagegeagecageagacegtgatccceaacateggeagecgecccaggatcege
aacatccccagecgeatcageatetactggaccategtgaageccggegacatectgetgatcaactecaceggeaacet
gatcgeecccagggpetacttcaagatcegeageggeaagageageateatgegeagegacgeecccalcggeaagtgea
acagcgagtgcatcacccccaacggeageatccecaacgacaageccticcagaacgtgaaccgeatcacetacggagec
tgicccegetacgigaageagaacaccetgaaactggcetaccggeatgeggaacgtgeccgagaageagacceggggeat
cttegggpecatcgecggcticatcgagaacggeigggaggecatgptggacgggigatatggcttcecgecaccagaact
ccgagggeatcggecaggecgecgaccigaagageaccecaggocgeeatcaaccagatcaacggeaageigaaccgectg
atcggeaagaccaacgagaagitccaccagatcgagaaggagtttagegaggtegagggccgeatccaggacctggagaa
gtacgtggaggacaccaagatcgaceigiggagetacaacgeegagetgctggtogecctggagaaccageacacceateg
acctgaccgacagegagatgaacaagetgticgagegeaccaagaageagetgegegagaacgecgaggacatgggeaac
ggcetgeticaagatetaccacaagigegacaacgectgeateggetccatecgeaacggeacctacgaccacgacgtgta
ccgegacgaggccetgaacaacegettccagatcaagggegtggagetgaagagegactacaaggactggatectgigea
teagcticgetatcagetgcttectgctgtgcgtggecctgetgggctteatcatgtgggectpecagaagggcaacate
cgctgcaacatctgeate

Aminoacido
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MKTUALSYILCLVFAQKLPGNDNSTATLCLGHHAVPNGTIVKTITNDQIEVTNATELVQSSSTGGICDSPHQILDGE
NCTLIDALLGDPQCDGFQNKKWDLFVERSKAYSNCYPYDVPDYASLRSLVASSGTLEFNDESFNWTGVTQNGTSS
SCKRRSNNSFFSRLNWLTHLKFK YPALNVTMPNNEKFDKLYIWGVHHPVTDNDQIFLYAQASGRITVSTKRSQQT
VIPNIGSRPRIRNIPSRISIYWTIVKPGDILLINSTGNLIAPRGYFKIRSGKSSIMRSDAPIGKCNSECITPNGSIPNDKPFQ

NVNRITYGACPRYVKQNTLKLATGMRNVPEKQTRGIFGAIAGFIENGWEGMVDGW YGFRHONSEGIGQAADLKS
TQAAINQINGKLNRLIGKTNEKFHQIEKEFSEVEGRIQDLEK Y VEDTKIDLWSYNAELLVALENQHTIDLTDSEMNK
LFERTKKQLRENAEDMGNGCFKIYHKCDNACIGSIRNGTYDHDVYRDEALNNRFQIKGVELKSGYKDWILWISFA
ISCFLLCVALLGFIMWACQKGNIRCNICI

Gen sintético estacional de NA H3N2, basado en el n° de acc.: ISDN136490: A/Wisconsin/67/05

atgaaccccaaccagaagatcatcaccatcggateegtcagectgaccatctecaccatetgetttitcatgcagatege
catcctgatcaccaccgtgaccctgeacticaageagtacgagttcaacageccccccaacaaccaggtcatgetgtgeg
ageccaccatcatcgagegeaacatcacegagategtgtacctgaccaacaccaccatcgagaaagagatcetgeecccaag,
ctggeogagtaccgeaactggiccaagecccagtgeaatatcacaggcticgeccccticagcaaggacaacageateeg
cctgagegctggaggegacatctgggateaccegegageectacgtgagetgegacceocgacaagtgetaccagttegece
tcggacaggggaccacactgaataacgiccacageaacgacaccgtgeacgaccgeaceccctaccgeaccetgetgatg
aacgagctgggcegtgeccticcacctgggeaccaageaggtetgeategectggtecageageagetgecacgacggeaa
gecotggotgeacgigtgegtgaccggegacgacaagaacgeeacegecagottcatctacaacggoegeetggtpraca
gcatcgigagetggtecaaagagatcctgegeacccaagaaagegagtgegtctgeatcaacggeaccigeacegiggty
atgaccgacggcagegectecggoaaggecgacaccaagatcetgttcatcgaagaggacaagatcgtgeacaccageac
actgtccggcagegeccageacgiggaagagtgeagetgotacceeegetacctgggegtgegetgegtgtaccgogaca
actggaagggcagcaaccgeeccatcgiggacatcaacatcaaggactactecategtgageagetacgtgtgeagegge
ctggteggegacacaccccgeaagaacgacageageiccageagecactpectggaccecaacaacgaagagggeggeca
cggegtgaagggctgggecticgacgacggcaacgacgigtggatgggecgeaccatcagegagaagetgoggagegact
atgagacattcaaggtgatcgagggctggtccaaccccaacageaagetgcagatcaaccgeeagglgategtggaccge
ggcaaccgcetecggctacageggeatettcagegtggaggecaagicetgeatcaaccgetgettctatgtgpagetgat
tcgggggaggaaagaagagaccgaggicetetggaccagcaacageategigetettctgcggcaccageggeacctacg
geaccggeagetggeocgacggggcogacatcaacctgatgeccatetga

Aminoacido

MNPNQKIUTIGSVSLTISTICFFMQIAILITTVTLHFKQYEFNSPPNNQVMLCEPTIIERNITEIVYLTNTTIEKEICPK
LAEYRNWSKPQUNITGFAPFSKDNSIRLSAGGDIWVTREPYVSCDPDKCYQFALGQGTTLNNVHSNDTVHDRTPY
RTLLMNELGVPFHLGTKQVCIAWSSSSCHDGKAWLHVCVTGDDKNATASFIYNGRLYDSIVSWSKEILRTQESEC
VCINGTCTVVMTDGSASGKADTKILFIEEGKIVHTSTLSGSAQHVEECSCYPRYLGVRCVCRDNWKGSNRPIVDINI
KDYSIVSSYVCSGLYGDTPRKNDSSSSSHCLDPNNEEGGHG VKGWAFDDGNDVWMGRTISEKLRSGYETFKVIEG
WSNPNSKLQINRQVIVDRGNRSG YSGIFSVEGKSCINRCFYVELIRGRKEETEVLWTSNSIVVFCGTSGTYGTGSWP
DGADINLMPI.

Todos los genes naturales aplicados en las vacunas de ADN actuales estan disponibles al publico como secuencias
de nucledtidos y de aminoacidos, pero se pueden traducir en genes 6ptimos de ADN para vacunas mediante sinte-
sis, utilizando codones 6ptimos para la expresion en mamiferos eucariotas, usando vectores de expresién conven-
cionales (caracteristicas principales: promotor de CMV, intron A, secuencia de Kozac, gen de la vacuna incluida su
secuencia de secrecion, codon de parada, poliadenilacion). Un gen de resistencia a kanamicina irrelevante clinica-
mente se incluye para el crecimiento y la seleccion en E. coli transfectadas para la produccion de ADN plasmidico.

Las secuencias de aminoacidos de HA y NA de 1918 estan disponibles al publico (GenBank A/South Carolina/1/18
AF117241, A/Brevig Mission/1/18 AF250356) y se pueden traducir en ADN utilizando codones éptimos convenciona-
les para la expresion en mamiferos eucariotas, utilizando vectores de expresion convencionales (caracteristicas
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principales: promotor de CMV, intrén A, secuencias de Kozac, gen de la vacuna incluida su secuencia de secrecion,
codon de parada, poliadenilacion). Un gen de resistencia a kanamicina se incluye para el crecimiento y la seleccion
en E. coli transfectadas para la producciéon de ADN plasmidico.

La vacunacion con ADN con los genes sintéticos con codones optimizados de HA y NA de H1N1 de 1918, utilizando
condiciones normales para la pistola de genes, induce una inmunidad protectora frente al virus de la gripe A circulan-
te actual, tal y como se ejemplifica empleando una exposicion al virus A/New Caledonia/20/99(H1N1) en hurones
vacunados con ADN (Mustela putorius furo). Esto es muy sorprendente, ya que los dos virus estan separados por
mas de 80 afios de deriva antigénica y muestran una diferencia de aproximadamente el 21% en la proteina HA1.
Normalmente, una vacuna de proteina protectora debe estar basada en la secuencia de aminoacidos de la cepa de
gripe A estacional que circula para inducir proteccion. Ademas, la proteccion a través de la vacuna de ADN de 1918
frente a la cepa circulante de 2007 es mas consistente que la vacuna tradicional de proteina basada en la cepa
homologa circulante (New Caledonia). Esto sugiere que la vacuna de ADN basada en 1918 induce una inmunidad
protectora mucho mas amplia que protege frente a cepas H1N1 de la gripe A procedentes de 1918 hasta la actuali-
dad y quizas mas alla.

La amplia proteccion inusual puede ser debida a una Unica secuencia de aminoacidos en las proteinas HA y/o NA de
1918 que induce anticuerpos mas protectores para epitopos especiales o una inmunidad celular o un efecto adyu-
vante inmune, o una expresion génica particular, o una induccién inmune particular a través de la secuencia de nu-
cledtidos optimizada de los genes particulares de H1N1 de 1918, o algunos o todos estos factores combinados.

Las ventajas son que un ndmero limitado de componentes de la vacuna, administrados como una vacuna de ADN o
bien como ADN o ARN desnhudo como plasmido o secuencias lineales codificantes o incorporados en un virus re-
combinante, tienen una administracion mas eficaz. El descubrimiento de una amplia proteccién inducida por la cepa
pandémica de gripe A H1N1 de 1918 puede sugerir que se puede obtener una buena proteccion similar frente a
cepas circulantes de H2 utilizando vacunas de ADN basadas en HA y/o NA procedentes de la cepa pandémica
H2N2 de 1958 y frente a cepas circulantes de H3 utilizando vacunas de ADN basadas en HA y/o NA procedentes de
la cepa pandémica de 1968.

La inusual proteccion amplia y/o eficiente obtenida utilizando una cepa de la gripe A pandémica en lugar de las ce-
pas actuales circulantes, se debe a caracteristicas especiales de la secuencia del primer virus novedoso, patégeno y
que se propaga. Estas caracteristicas pueden aumentar gradualmente mediante la acumulacion de cambios en la
secuencia durante afios de adaptacion a la poblacién humana y porcina.

Una de estas caracteristicas es la acumulacion de glicosilaciones ligadas a N de las glicoproteinas. Desde las prime-
ras introducciones de las pandemias H3N2 y H1N1, las glicoproteinas han ganado varias glicosilaciones (Figura 1).
Los oligosacaridos se afiaden a las asparaginas (N) en la secuencia del tripéptido Asn-X-Ser o Asn-X-Thr, en donde
X puede ser cualquier aminoacido excepto prolina. Si estas glicosilaciones ocurren en un sitio de unién antigénica o
cerca del mismo, esconden los sitios de unién para el reconocimiento con los anticuerpos del hospedador. Los sitios
de glicosilacion en las posiciones 126 y 144 en la hemaglutinina H3 han sido variables desde 1999 en Dinamarca,
estos sitios se localizan en el sitio antigénico A de HA y por lo tanto se espera que influyan en el reconocimiento con
anticuerpos del hospedador. Estos sitios y otros en sitios antigénicos en HA y/o NA o cerca de los mismos se pue-
den eliminar para proporcionar una proteccién cruzada mas amplia que los antigenos totalmente glicosilados.

Como se muestra, los virus actuales A/New Caledonia/20/99 y A/Wisconsin/67/05 comprenden mas sitios N-
glicosilados previstos que las cepas H1IN1 o H3N2 pandémicas originales (Figura 1).

Una vacuna de ADN despojada de glicosilaciones en los sitios antigénicos de HA y NA o en su proximidad, inducira
un reconocimiento de subtipo mas amplio.

La amplia proteccion inusual que hemos observado con vacunas de ADN basadas en cepas pandémicas es debida
a las caracteristicas Unicas de una cepa pandémica inadaptada, por ejemplo, la capacidad de los genes pandémicos
para inducir anticuerpos protectores e inmunidad celular mas amplios debido a sitios antigénicos de reactividad cru-
zada menos enmascarados o al efecto adyuvante inmune, etc. La hemaglutinina del virus de la gripe acumula glico-
silaciones y, por lo tanto, camufla sus sitios antigénicos para el reconocimiento por el sistema inmune del hospeda-
dor. La buena proteccion cruzada observada mediante la aplicacion de los genes pandémicos en la vacuna de ADN
contra la gripe, se explica en parte por los pocos sitios de glicosilacion en estos genes, que sugerimos en el analisis
en la siguiente Tabla:
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Asparaginas previstas para ser N-glicosiladas 2

HA HIN1 | HA HIN1 | HA HIN1v | HA H3N2 | HA H3N2

» | 1918 1999 2009 1968 2005

S [11 11 11 8 8

8123 23 23 22 22

2 [87 87 87 38 63

E | 287 125 287 81 133

o [481° 154 481° 165 144

s | 540 286 (287) | 540* 285 165

S 480" (481) 483" 246

§ 539* (540) 285
483*

@ La numeracion de los aminoacidos se deriva de HIN1 y H3N2, respectivamente.
* Posiciones también previstas positivamente; sin embargo, los secuones estan situados en la
region HA2, no es probable que estén glicosilados.

Las glicoproteinas pandémicas de una pandemia actual, ya sea solas o en combinaciéon con genes pandémicos
anteriores o genes del virus de la gripe estacional en una vacuna de ADN, induciran una proteccién 6ptima contra el
virus pandémico actual y las versiones siguientes del mismo subtipo sometidas a deriva.

La secuencia de ADN o ARN de la hemaglutinina y la neuraminidasa, por ejemplo, procedente de cepas estaciona-
les no pandémicas, puede cambiar de modo que la secuencia que codifica dichas proteinas se modifica para codifi-
car dichas proteinas con menos sitios de glicosilacién o ninguno.

Las ventajas son que un nimero limitado de componentes de la vacuna administrados como una vacuna de ADN o
bien como ADN o ARN desnudo, como un plasmido, o secuencias codificantes lineales, o incorporados en virus
recombinantes, o una formulacién a base de lipidos, tienen una administracién mas eficaz.

La vacuna de ADN contra la gripe A estacional universal debe comprender las glicoproteinas HA y/o NA de H1N1
procedentes de la pandemia mas reciente de H1N1, glicoproteinas HA y/o NA de H3N2 procedentes de la ultima
pandemia de H3N2 y/o la epidemia mas reciente junto con los genes que codifican los genes internos. Los genes
internos de NP y/o M procedentes de una de las pandemias, por ejemplo, H1N1 de 1918 que ha mostrado protec-
cion en nuestro modelo animal.

La estructura artificial de ADN utilizada es un plasmido WRG7079 modificado (Backbone MVLF #1528). Nuestros
genes sintéticos de la gripe con codones optimizados para los seres humanos, se han insertado entre los sitios de
restriccion Kas1 y Mlu1 en el vector de expresion.

Tabla 2: Secuencias de nucleétidos y aminoacidos de H3N2 y H2N2 de los genes (sin optimizacion de codones).

HA H3N2 n° de acc.: AB295625: A/Aichi/2/1968(H3H2)
Nucleétido

ATAATTCTATTAATCATGAAGACCATCATTGCTTTGAGCTACATTTTCTGTCTGGCTCTCGGCCAAGACCTTCCA
GGAAATGACAACAGCACAGCAACGCTGTGCCTGGGACATCATGCGGTGCCAAACGGAACACTAGTGAAAACAATC
ACAGATGATCAGATTGAAGTGACTAATGCTACTGAGCTAGTTCAGAGCTCCTCAACGGGGAAAATATGCAACAAT
CCTCATCGAATCCTTGATGGAATAGACTGCACACTGATAGATGCTCTATTGGGGGACCCTCATTGTGATGTTTTT
CAAAATGAGACATGGGACCTTTTCGTTGAACGCAGCAAAGCTTTCAGCAACTGTTACCCTTATGATGTGCCAGAT
TATGCCTCCCTTAGGTCACTAGTTGCCTCGTCAGGCACTCTGGAGTITATCACTGAGGGTTTCACTTGGACTGGG
GTCACTCAGAATGGGGGAAGCAATGCTTGCAAAAGGGGACCTGGTAGCGGTTTTTTCAGTAGACTGAACTGGTTG
ACCAAATCAGGAAGCACATATCCAGTGCTGAACGTGACTATGCCAAACAATGACAATTTTGACAAACTATACATT
TGGGGGGTTCACCACCCGAGCACGAACCAAGAACAAACCAGCCTGTATGTTCAAGCATCAGGGAGAGTCACAGTC
TCTACCAGGAGAAGCCAGCAAACTATAATCCCGAATATCGAGTCCAGACCCTGGGTAAGGGGTCTGTCTAGTAGA
ATAAGCATCTATTGGACAATAGTTAAGCCGGGAGACGTACTGGTAATTAATAGTAATGGGAACCTAATCGCTCCT
CGGGGTTATTTCAAAATGCGCACTGGGAAAAGCTCAATAATGAGGTCAGATGCACCTATTGATACCTGTATTTCT
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GAATGCATCACTCCAAATGGAAGCATTCCCAATGACAAGCCCTITCAAAACGTAAACAAGATCACATATGGAGCA
TGCCCCAAGTATGTTAAGCAAAACACCCTGAAGTTGGCAACAGGGATGCGGAATGTACCAGAGAAACAAACTAGA
GGCCTATTCGGCGCAATAGCAGGTTTCATAGAAAATGGTTGGGAGGGAATGATAGACGGTTGGTACGGTTTCAGG
CATCAAAATTCTGAGGGCACAGGACAAGCAGCAGATCTTAAAAGCACTCAAGCAGCCATCGACCAAATCAATGGG
AAATTGAACAGGGTAATCGAGAAGACGAACGAGAAATTCCATCAAATCGAAAAGGAATTCTCAGAAGTAGAAGGG
AGAATTCAGGACCTCGAGAAATACGTTGAAGACACTAAAATAGATCTCTGGTCTTACAATGCGGAGCTTCTTGTC
GCTCTGGAGAATCAACATACAATTGACCTGACTGACTCGGAAATGAACAAGCTGTTTGAAAAAACAAGGAGGCAA
CTGAGGGAAAATGCTGAAGACATGGGCAATGGTTGCTTCAAAATATACCACAAATGTGACAACGCTTGCATAGAG
TCAATCAGAAATGGGACTTATGACCATGATGTATACAGAGACGAAGCATTAAACAACCGGTTTCAGATCAAAGGT
GTTGAACTGAAGTCTGGATACAAAGACTGGATCCTGTGGATTTCCTTITGCCATATCATGCTTTTTGCTTITGTGTT
GTTTTGCTGGGGTTCATCATGTGGGCCTGCCAGAGAGGCAACATTAGGTGCAACATTTGCATTTGAGTGTATTAG
TAATTA

Aminoacido

MKTIIALSYTFCLALGQDLPGNDNSTATLCLGHHAVPNGTLVKT
ITDDQIEVTNATELVQSSSTGKICNNPHRILDGIDCTLIDALLGDPHCDVFQNETWDL
FYERSKAFSNCYPYDVPDYASLRSLVASSGTLEFITEGFTWTGVTQNGGSNACKRGPG
SGFFSRLNWLTKSGSTYPVLNVTMPNNDNFDKLYIWGVHHPSTNQEQTSLY VQASGRY
TVSTRRSQQTIIPNIESRPWVRGLSSRISIYWTIVKPGDVLVINSNGNLIAPRGYFKM
RTGKSSIMRSDAPIDTCISECITPNGSIPNDKPFQNVNKITYGACPKY VKQNTLKLAT
GMRNVPEKQTRGLFGAIAGFIENGWEGMIDGWYGFRHQNSEGTGQAADLKSTQAAIDQ
INGKLNRVIEKTNEKFHQIEKEFSEVEGRIQDLEK YVEDTKIDLWSYNAELLVALENQ
HTIDLTDSEMNKLFEK TRRQLRENAEDMGNGCFKIYHKCDNACIESIRNGTYDHDVYR
DEALNNRFQIKGVELKSGYKDWILWISFAISCFLLCVVLLGFIMWACQRGNIRCNICI

NA H3N2 n° de acc.: AB295606: A/Aichi/2/1968(H3H2)

Nucledtido

GAAAATGAATCCAAATCAAAAGATAATAACAATTGGCTCTGTCTCTCTCACCATTGCAACAGTATGCTTCCTCAT
GCAGATTGCCATCCTGGTAACTACTGTAACATTGCATTTTAAGCAATATGAGTGCGACTCCCCCGOGAGCAACCA
AGTAATGCCGTGTGAACCAATAATAATAGAAAGGAACATAACAGAGATAGTGTATTTGAATAACACCACCATAGA
GAAAGAGATATGCCCCAAAGTAGTGGAATACAGAAATTGGTCAAAGCCGCAATGTCAAATTACAGGATTTGCACC
TTTTTCTAAGGACAATTCAATCCGGCTTTCTGCTGGTGGGGACATTTGGGTGACGAGAGAACCTTATGTGTCATG
CGATCATGGCAAGTGTTATCAATTTGCACTCGGGCAGGGGACCACACTAGACAACAAACATTCAAATGACACAAT
ACATGATAGAATCCCTCATCGAACCCTATTAATGAATGAGTTGGGTGTTCCATTTCATTTAGGAACCAGGCAAGT
GTGTATAGCATGGTCCAGCTCAAGTTGTCACGATGGAAAAGCATGGCTGCATGTTTGTATCACTGGGGATGACAA
AAATGCAACTGCTAGCTTCATTTATGACGGGAGGCTTGTGGACAGTATTGGTTCATGGTCTCAAAATATCCTCAG
AACCCAGGAGTCGGAATGCGTTTGTATCAATGGGACTTGCACAGTAGT AATGACTGATGGAAGTGCTTCAGGAAG
AGCCGATACTAGAATACTATTCATTGAAGAGGGGAAAATTGTCCATATTAGCCCATTGTCAGGAAGTGCTCAGCA
TGTAGAAGAGTGTTCCTGTTATCCTAGATATCCTGGCGTCAGATGTATCTGCAGAGACAACTGGAAAGGCTCTAA
TAGGCCCGTCGTAGACATAAATATGGAAGATTATAGCATTGATTCCAGTTATGTGTGCTCAGGGCTTGTTGGCGA
CACACCTAGAAACGACGACAGATCTAGCAATAGCAATTGCAGGAATCCTAATAATGAGAGAGGGAATCAAGGAGT
GAAAGGCTGGGCCTTTGACAATGGAGATGACGTGTGGATGGGAAGAACGATCAGCAAGGATTTACGCTCAGGTTA
TGAAACTTTCAAAGTCATTGGTGGTTGGTCCACACCTAATTCCAAATCGCAGATCAATAGACAAGTCATAGTTGA
CAGCGATAATCGGTCAGGTTACTCTGGTATTTTCTCTGTTGAGGGCAAAAGCTGCATCAATAGGTGCTTTITATGT
GGAGTTGATAAGGGGAAGGAAACAGGAGACTAGAGTGTGGTGGACCTCAAACAGTATTGTIGTGTTTTIGTGGCAC
TTCAGGTACCTATGGAACAGGCTCATGGCCTGATGGGGCGAACATCAATTTCATGCCTATATAAGCTTTCGCAAT
TTTAGA

Aminoacido
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NA H3N2 n° de acc.: AB295606: A/Aichi/2/1968(H3H2)
Nucledtido

MNPNQKIITIGS VSLTIATVCFLMQIAILVTTVILHFKQYECDS
PASNQVMPCEPIIERNITEIVYLNNTTIEKEICPKVVEYRNWSKPQUQITGFAFPFSK
DNSIRLSAGGDIWVTREPYVSCDHGKCYQFALGQGTTLDNKHSNDTIHDRIPHRTLLM
NELGVPFHLGTRQVCIAWSSSSCHDGKAWLHVCITGDDKNATASFIYDGRLVDSIGSW
SQNILRTQESECVCINGTCTVVMTDGSASGRADTRILFIEEGKIVHISPLSGSAQHVE
ECSCYPRYPGVRCICRDNWKGSNRPVVDINMEDYSIDSSYVCSGLVGDTPRNDDRSSN
SNCRNPNNERGNQGVKGWAFDNGDDVWMGRTISKDLRSGYETFKVIGGWSTPNSKSQ!
NRQVIVDSDNRSGYSGIFSVEGKSCINRCFY VELIRGRKQETRVWWTSNSIVVFCGTS
GTYGTGSWPDGANINFMPI

HA H3N2 n° de acc.: CY022013: A/Albany/20/1957(H2H2)
Nucledtido

ATAGACAACCAAAAGCAAAACAATGGCCATCATTTATCTCATTCTCCTGTTCACAGCAGTGAGAGGGGACCAGAT
ATGCATTGGATACCATGCCAATAATTCCACAGAGAAGGTCGACACAATTCTAGAGCGGAACGTCACTGTGACTCA
TGCCAAGGACATTCTTGAGAAGACCCATAACGGAAAGTTATGCAAACTAAACGGAATCCCTCCACTTGAACTAGG
GGACTGTAGCATTGCCGGATGGCTCCTTGGAAATCCAGAATGTGATAGGCTTCTAAGTGTGCCAGAATGGTCCTA
TATAATGGAGAAAGAAAACCCGAGAGACGGTTTGTGTTATCCAGGCAGCTTCAATGATTATGAAGAATTGAAACA
TCTCCTCAGCAGCGTGAAACATTTCGAGAAAGTAAAGATTICTGCCCAAAGATAGATGGACACAGCATACAACAAC
TGGAGGTTCACGGGCCTGCGCGGTGTCTGGTAATCCATCATTCTTCAGGAACATGATCTGGCTGACAAAGAAAGG
ATCAAATTATCCGGTTGCCAAAGGATCGTACAACAATACAAGCGGAGAACAAATGCTAATAATTTGGGGGGTGCA
CCATCCCAATGATGAGACAGAACAAAGAACATTGTACCAGAATGTGGGAACCTATGTTTCCGTAGGCACATCAAC
ATTGAACAAAAGGTCAACCCCAGACATAGCAACAAGGCCTAAAGTGAATGGACTAGGAAGTAGAATGGAATTCTC
TTGGACCCTATTGGATATGTGGGACACCATAAATTTITGAGAGTACTGGTAATCTAATTGCACCAGAGTATGGATT
CAAAATATCGAAAAGAGGTAGTTCAGGGATCATGAAAACAGAAGGAACACTTGGGAACTGTGAGACCAAATGCCA
AACTCCTTTGGGAGCAATAAATACAACATTGCCTTTTCACAATGTCCACCCACTGACAATAGGTGAGTGCCCCAA
ATATGTAAAATCGGAGAAGTTGGTCTTAGCAACAGGACTAAGGAATGTTCCCCAGATTGAATCAAGAGGATTGTT
TGGGGCAATAGCTGGTTTTATAGAAGGAGGATGGCAAGGAATGGTTGATGGTTGGTATGGATACCATCACAGCAA
TGACCAGGGATCAGGGTATGCAGCGGACAAAGAATCCACTCAAAAGGCATTTGATGGAATCACCAACAAGGTAAA
TTCTGTGATTGAAAAGATGAACACCCAATTTGAAGCTGTTGGGAAAGAATTCAGTAACTTAGAGAGAAGACTGGA
GAACTTGAACAAAAAGATGGAAGACGGGTTTCTAGATGTGTGGACATACAATGCTGAGCTTCTAGTTCTGATGGA
AAATGAGAGGACACTTGACTITCATGATTCTAATGTCAAGAATCTGTATGATAAAGTCAGAATGCAGCTGAGAGA
CAACGTCAAAGAACTAGGAAATGGATGTTITGAATTTTATCACAAATGTGATGATGAATGCATGAATAGTGTGAA
AAACGGGACGTATGATTATCCCAAGTATGAAGAAGAGTCTAAACTAAATAGAAATGAAATCAAAGGGGTAAAATT
GAGCAGCATGGGGGTTTATCAAATCCTTGCCATTITATGCTACAGTAGCAGGTTCTCTGTCACTGGCAATCATGAT
GGCTGGGATCTCTTTCTGGATGTGCTCCAACGGGTCTCTGCAGTGCAGGATCTGCATATGATTATAAGTCATTTT
ATAATTAA

Aminoacido

MAIIYLILLFTAVRGDQICIGYHANNSTEKVDTILERNVTVTHA
KDILEKTHNGKLCKLNGIPPLELGDCSIAGWLLGNPECDRLLSVPEWSYIMEKENPRD
GLCYPGSFNDYEELKHLLSS VKHFEKVKILPKDRWTQHTTTGGSRACAVSGNPSFFRN
MIWLTKKGSNYPVAKGS YNNTSGEQMLIIWGVHHPNDETEQRTLYQNVGTYVSVGTST
LNKRSTPDIATRPKYNGLGSRMEFSWTLLDMWDTINFESTGNLIAPEYGFKISKRGSS
GIMKTEGTLGNCETKCQTPLGAINTTLPFHNVHPLTIGECPKYVKSEKLVLATGLRNV
PQIESRGLFGAIAGFIEGGWQGMVDGWYGYHHSNDQGSGYAADKESTQKAFDGITNKYV
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NSVIEKMNTQFEAVGKEFSNLERRLENLNKKMEDGFLDVWTYNAELLVLMENERTLDF
HDSNVKNLYDKVRMQLRDNVKELGNGCFEFYHKCDDECMNSVKNGTYDYPK YEEESKL
NRNEIKGVKLSSMGVYQILAIYATVAGSLSLAIMMAGISFWMCSNGSLQCRICI

NA H2N2 n° de acc.: CY022015: A/Albany/20/1957(H2H2)
Nucleétido

TGAAAATGAATCCAAATCAAAAGATAATAACAATTGGCTCTGTCTCTCTCACCATTGCAACAGTATGCTTCCTCA
TGCAGATTGCCATCCTGGCAACTACTGTGACATTGCATTTTAAACAACATGAGTGCGACTCCCCCGCGAGCAACC
AAGTAATGCCATGTGAACCAATAATAATAGAAAGGAACATAACAGAGATAGTGTATTTGAATAACACCACCATAG
AGAAAGAGATTTGCCCCGAAGTAGTGGAATACAGAAATTGGTCAAAGCCGCAATGTCAAATTACAGGATTTGCAC
CTTTTTCTAAGGACAATTCAATCCGGCTTTCTGCTGGTGGGGACATTTGGGTGACGAGAGAACCTTATGTGTCAT
GCGATCCTGGCAAGTGTTATCAATTTGCACTCGGGCAAGGGACCACACTAGACAACAAACATTCAAATGGCACAA
TACATGATAGAATCCCTCACCGAACCCTATTAATGAATGAGTTGGGTGTTCCATTTCATTTAGGAACCAAACAAG
TGTGTGTAGCATGGTCCAGCTCAAGTTGTCACGATGGAAAAGCATGGTTGCATGTTTGTGTCACTGGGGATGATA
GAAATGCGACTGCCAGCTTCATTTATGACGGGAGGCTTGTGGACAGTATTGGTTCATGGTCTCAAAATATCCTCA
GGACCCAGGAGTCGGAATGCGTTTGTATCAATGGGACTTGCACAGTAGTAATGACTGATGGAAGTGCATCAGGAA
GAGCCGATACTAGAATACTATTCATTAAAGAGGGGAAAATTGTCCATATCAGCCCATTGTCAGGAAGTGCTCAGC
ATATAGAGGAGTGTTCCTGTTACCCTCGATATCCTGACGTCAGATGTATCTGCAGAGACAACTGGAAAGGCTCTA
ATAGGCCCGTTATAGACATAAATATGGAAGATTATAGCATTGATTCCAGTTATGTGTGCTCAGGGCTTGTTGGCG
ACACACCCAGGAACGACGACAGCTCTAGCAATAGCAATTGCAGGGATCCTAACAATGAGAGAGGGAATCCAGGAG
TGAAAGGCTGGGCCTTTGACAATGGAGATGATGTATGGATGGGAAGAACAATCAACAAAGATTCACGCTCAGGTT
ATGAAACTTTCAAAGTCATTGGTGGTTGGTCCACACCTAATTCCAAATCGCAGGTCAATAGACAGGTCATAGTTG
ACAACAATAATTGGTCTGGTTACTCTGGTATTTTCTCTGTTGAGGGCAAAAGCTGCATCAATAGGTGCTTITATG
TGGAGTTGATAAGGGGA.AGGCCACAGGAGACTAGAGTATGGTGGACCTCAAACAGTATTG’ITGTG'ITTTGTGGCA
CTTCAGGTACTTATGGAACAGGCTCATGGCCTGATGGGGCGAACATCAATTTCATGCCTATATAAGCTITCGCAA
TTITAGAAAA

Aminoacido

MNPNQK IFTIGSVSLTIATVCFLMQIAILATTVTLHFKQHECDS
PASNQVMPCEPIHIERNITEIVYLNNTTIEKEICPEVVEYRNWSKPQCQITGFAPFSK
DNSIRLSAGGDIWVTREPYVSCDPGKCYQFALGQGTTLDNKHSNGTIHDRIPHRTLLM
NELGVPFHLGTKQVCVAWSSSSCHDGKAWLHVCVTGDDRNATASFIYDGRLVDSIGSW
SQNILRTQESECYCINGTCTVVMTDGSASGRADTRILFIKEGKIVHISPLSGSAQHIE
ECSCYPRYPDVRCICRDNWKGSNRPVIDINMEDYSIDSSYVCSGLVGDTPRNDDSSSN
SNCRDPNNERGNPGVKGWAFDNGDDVWMGRTINKDSRSGYETFKVIGGWSTPNSKSQV

NRQVIVDNNNWSG YSGIFSVEGKSCINRCFYVELIRGRPQETRVWWTSNSIVVFCGTSGTYGTGSWPDGANINFMP]

Para investigar adicionalmente el principio de una vacuna de ADN pandémica, hemos disefiado una vacuna de ADN
basada en los genes pandémicos de HA y NA del virus H3N2 de la gripe de Hong Kong de 1968. Una vez mas, la
vacuna de ADN pandémica inducia proteccion frente a una infeccion con el virus H3N2 contemporaneo. Se observé
un aclaramiento mas rapido del virus y niveles elevados de anticuerpo contra la cepa expuesta.

Nucledtidos v proteinas incluidas en la presente invencion:

Nucleétidos y proteinas SEQ ID NO
ADN sintético de HA de H1N1 de 1918 1
Proteina de HA de H1N1 de 1918 2
ADN sintético de NA de H1N1 de 1918 3
Proteina de NA de H1N1 de 1918 4
ADN sintético de NP de H1N1 de 1918 5
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Nucleétidos y proteinas SEQ ID NO
Proteina de NP de H1N1 de 1918 6
ADN sintético de M de H1N1 de 1918 7
Proteina M1 de H1N1 de 1918 8
Proteina M2 de H1N1 de 1918 9
ADN sintético de HA de H1N1v de 2009 10
Proteina de HA de H1N1v de 2009 11
ADN sintético de NA de H1N1v de 2009 12
Proteina de NA de H1N1v de 2009 13
ADN sintético estacional de HA de H3N2 14
Proteina estacional de HA de H3N2 15
ADN sintético estacional de NA de H3N2 16
Proteina estacional de NA de H3N2 17

Leyendas de las Figuras

Figura 1: Sitios de N-glicosilacion previstos en la proteina hemaglutinina. Secuones N-glicosilados previstos en
HA de los virus pandémicos a) H1N1 de 1918 (A/South Carolina/1/18(H1N1)) y b) H3N2 de 1968
(A/Aichi/2/1968(H3N2)) en comparacion con los virus actuales c) H1IN1 (A/New Caledonia/20/99(H1N1)) y d)
H3N2 (A/Wisconsin/67/05) por encima del valor umbral de 0,5.

Figura 2: Resultados iniciales de la valoracion de anticuerpos IgG y virus después de la vacuna de ADN de
H1N1. Los hurones se vacunaron como en el ejemplo 2 con ADN virico con codones optimizados de HA+NA
de H1N1 de 1918 y de HA+NA+NP+M de H1N1 de 1918 o de HA+NA sin codones optimizados de H1N1 de
1999 actual y se expusieron a un virus de 1947. (A) Respuesta media de anticuerpos IgG especificos en suero
(ELISA) en hurones frente a la gripe A de A/New Caledonia/20/99(H1N1), dias después de la exposicion virica
y (B) numero de copias de ARN virico (RT/PCR en tiempo real) en lavados nasales, dias después de la exposi-
cion. Seis hurones en cada grupo.

Figura 3: Hurones vacunados con ADN de HA+NA de H1N1 pandémico de 1918 expuestos al virus circulante
H1N1 de 1999 de la temporada 2007. (A) Fiebre 2 dias después de la exposicion; (B) pérdida de peso corporal
el dia 4 después de la exposicion; (C) valoracion del virus en lavados nasales el dia 7 después de la exposi-
cion; (D) puntuacion clinica de la enfermedad basada en una tabla de puntuacion para estornudos, secrecion
nasal y nivel de actividad.

Figura 4: Hemoadsorcion como medida de la expresion de la proteina funcional en células de mamifero de HA
con codones optimizados procedente de H1N1 de 1918 (HA 1918), H5N7 aviar (HA H5N7) y H3N2 de 1968
(HA H3N2), en comparacion con H1N1 de 1918 sin optimizacion de codones (HA NC).

Figura 5: Valoracion del virus H3N2 de 2007/08 en lavados nasales de hurones vacunados con ADN de H3N2
de 1968 o ADN de H3N2 de 2005 (temporada en circulacién 2007/8).

Figura 6: Anticuerpos IgG especificos de virus de la gripe A H3N2 de 2007/08 en sueros de hurdn después de
la exposicion.

Figura 7: Ensayo de inhibicion de la hemaglutinacion frente a A: virus H3N2 de 1968 (A/Aichi/2/68) y B: de
2007/08 (A/Wisconsin/67/05).

Figura 8: Valoracion del virus H1N1 de 2007 en lavados nasales de hurdn después de una infeccion con A/New
Caledonia/20/99.

Figura 9: Ensayo de inhibicion de la hemaglutinacion frente al virus A/New Caledonia/20/99(H1N1).

Figura 10: Anticuerpos IgG especificos de la gripe H1N1 de 2007 (A/New Caledonia/20/99) en sueros de hurén
después de la exposicion.

Figura 11: La vacuna de ADN de H1N1v pandémico en cerdos aclara una infeccion del virus H1N1 porcino es-
tacional. Los cerdos fueron vacunados tal como se describe en el ejemplo 15, y la TCID50/ml de virus se cal-
culé basandose en una curva estandar de concentraciones conocidas.
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Figura 12: La vacuna de ADN de H1N1v pandémico en cerdos induce anticuerpos inhibidores de la hemagluti-
nacién que se desencadena con el virus estacional porcino H1N1 de 1993. Los anticuerpos HI contra la pan-
demia humana de H1N1v de 2009 se midieron como se describe para los estudios de hurones en el ejemplo 4b

Figura 13: La vacuna de ADN de H1N1v pandémico en cerdos evita la fiebre después de una exposiciéon a un
virus H1IN1 porcino estacional de 1993. La fiebre después de la infeccion con el virus
A/Cerdo/Dinamarca/19126(H1N1) se midi6 todos los dias después de la exposicion.

Ejemplos

Ejemplo 1: Construccion de los vectores de expresion

Los genes de la vacuna de ADN contra la gripe fueron disefiados a partir de secuencias de nucleétidos publicadas
en GenBank (Tabla 1). Los genes se prepararon de forma sintética y se disefiaron para incluir las enzimas de res-
triccion apropiadas y la secuencia de Kozak (GCCACC), base -1 aguas arriba del codén de inicio, para una clona-
cion y transcripcion eficaces en el vector de expresion WRG7079 (PowderJect, Madison, WI). Los genes se sinteti-
zaron utilizando solo codones procedentes de genes humanos/hurones altamente expresados 5 (coddn optimizado).
De este modo, los codones de nucleétidos se alteran (humanizan), pero los aminoacidos codificados son idénticos a
los codificados por el ARN virico. Los genes se clonaron adicionalmente de forma individual en el vector de expre-
sion WRG7079 o el vector pKCMV. Los elementos clave en los vectores de expresion son un gen de resistencia a
kanamicina, el promotor temprano inmediato de citomegalovirus, el intron A y una sefal de poliadenilacion. La se-
cuencia sefal del activador de plasmindgeno tisular (tPA) en el vector de expresion WRG7079 original, utilizada para
dirigir las proteinas a una via secretora, se escindié a favor de la secuencia sefial de la gripe localizada en los genes
de HA y NA de 1918. Se queria aplicar el mismo vector para la expresion de los genes internos NP y M1 que no
tenian sefiales de secrecion y que se encuentran de forma natural en el interior del virus y en el interior de las célu-
las infectadas, por lo tanto, se eliminé la sefial de secrecién tPA de WRG7079.

Los genes procedentes del virus A/New Caledonia/20/99(H1N1) aplicados en la primera linea de experimentos, no
se disefiaron de forma sintética o con codones optimizados. EI ARN virico deI virus A/New Caledonia/20/99(H1N1)
cultivado en células MDCK se aislé mediante el minikit de ARN virico QIAamp (QIAGEN, Hllden Alemania) y la RT-
PCR se realizd como se ha descrito previamente en 2 mediante el kit de RT-PCR OneStep® (QIAGEN). Los cebado-
res se disefiaron para amplificar el gen que codificaba HA y NA. Se incluyeron en los cebadores los mismos sitios de
restriccion y la secuencia de Kozak que para las estructuras artificiales de H1N1 de 1918 (HA NC F: 5'-
caacgcgtgccaccatgaaagcaaaactactgg-3', HA NC R: 5'-tcggcgcctcagatgcatattctacactge-3', NA NC F: 5-

caacgcgtgccaccatgaatccaaatc-3', NA NC R: 5'-tcg gcgccctacttgtcaatggtgaa cgge-3')). Los productos de la RT-PCR se
purificaron a partir de un gel de agarosa mediante el kit de ADN de PCR vy purificacion de bandas en gel GFX®

(Amersham Biosciences, Piscataway, EE.UU.) antes de la secuenciacion.

Los productos de la PCR purificados se secuenciaron directamente. La reacciéon de secuenciaciéon se realizé me-
diante el kit de secuenciacion ABI PRISM® BigDye® Terminators v3.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems, Foster
City, California, EE.UU.) como se ha descrlto previamente (2). El desarrollo de las secuencias se realizd en un anali-
zador genético automatico ABI PRISM® 3130 (Applied Biosystems) con cagllares de 80 cm. Las secuencias de con-
senso se generaron en la version 2.5 del programa informatico SeqScape™ (Applied Biosystems). El ensamblaje de
la secuencia, la alineacion mudltiple y el recorte de la alineacion se realizaron con el programa informatico BioEdit
v.7.0.5 9. Los productos de la PCR se digirieron adicionalmente con enzimas de restriccion y se clonaron en el vec-
tor de expresion WRG7079 en bacterias DH5a. La purificacion del ADN exento de endotoxinas de los clones de
vacunas se preparé mediante el kit EndoFree Plasmid Giga (QIAGEN). Todos los insertos y los clones de las vacu-
nas se secuenciaron como control.

Ejemplo 2: Inmunizaciones y exposicion

En la primera linea de experimentos con vacunas de ADN de H1N1, los hurones (Mustela putorius furo), de aproxi-
madamente siete meses de edad, se dividieron en grupos mediante el uso de una identificacion con chips marcado-
res para perros (E-vet, pet-id, Haderslev, Dinamarca), con cinco a seis animales en cada grupo. Todos los animales
se mantuvieron agrupados y se alimentaron con una dieta convencional con comida y agua a voluntad. Los animales
estaban alojados de acuerdo con la Ley Danesa de Experimentacién Animal y se mantuvieron en instalaciones con
nivel de bioseguridad Il en la Facultad de Ciencias de la Vida, Copenhague. El periodo de aclimatacion fue de nueve
dias.

Cuatro grupos de seis hurones se vacunaron del modo siguiente; (1) vacunado con ADN plasmidico de HA (gen con
codones optimizados) y NA (gen con codones optimizados) de H1N1 de 1918, (2) vacunado con ADN plasmidico de
HA, NA, NP y M (todos con codones optimizados) de H1N1 de 1918, (3) vacunado con plasmido vacio (control de
vacuna negativo) y (4) vacunado con ADN plasmidico de HA y NA (sin codones optlmlzados) de A/New Caledo-
nia/20/99(H1N1) (vacuna de control positivo). Los hurones se expusieron a 1x10" TCIDs; de virus A/Fourth
Mounth/1/47(H1N1)

Para investigar la proteccion frente a la exposicion a un virus H1IN1 contemporaneo, en comparacion con la vacuna
convencional, en un segundo experimento, cinco grupos de cinco animales se vacunaron del modo siguiente: (1)
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vacunado con ADN de HA y NA de H1N1 de 1918, (2) vacunado con ADN de HA y NA de A/New Caledo-
nia/20/99(H1N1), (3) vacunado con ADN de NP y M de H1N1 de 1918, (4) vacuna de proteina trivalente convencio-
nal (Influvac, Solvay Pharmaceuticals), (5) vacunado con plasmido vacio (control de vacuna negatlvo) Estos anima-
les recibieron dos inyecciones de la vacuna de ADN para cada vacunacion y se expusieron a 1x10” TCIDso de virus
A/New Caledonia/20/99.

Para comparar la proteccion de los hurones vacunados con ADN de 1918, con hurones sin tratar no sometidos pre-
viamente a experimentacion en el tercer experimento, dos grupos de cinco animales se vacunaron del modo siguien-
te: (1) vacunado con ADN de HA y NA de H1N1 de 1918, (2) animales no vacunados no sometidos previamente a
experimentacién. Los animales vacunados con ADN en este experlmento recibieron cuatro inyecciones de la vacuna
de ADN para cada vacunacion. Los hurones se expusieron a 1x1 0’ TCIDso de virus A/New Caledonia/20/99.

Para evaluar la vacuna de ADN de H3N2 pandémico frente a virus H3N2 actuales, los hurones se dividieron en cua-
tro grupos, con seis animales en cada grupo. Los grupos se vacunaron del modo siguiente: (1) vacuna de ADN de
HA y NA de H3N2 de 1968, (2) vacuna de ADN de HA y NA de H3N2 de 2007/08 (A/Wisconsin/67/05(H3N2)), (3)
vacuna de proteina trivalente convencional (Influvac), (4) animales no vacunados no sometidos previamente a expe-
rimentacion. Los animales vacunados con ADN en este experimento recibieron cuatro inyecciones de la vacuna de
ADN para cada vacunacion y se expusieron a 1x10 ’ TCIDs de virus A/Wisconsin/67/05(H3N2).

Las vacunas mixtas de ADN de HA y NA se administraron en dos inyecciones y las vacunas mixtas de ADN de NP y
M se administraron en dos inyecciones. Por lo tanto, los grupos que recibieron solo la vacuna de ADN de HA y NA
fueron inyectados adicionalmente dos veces con ADN de plasmido vacio, asegurando que todos los animales hab-
ian recibido la misma cantidad de ADN y el mismo ndmero de inyecciones.

Los hurones fueron inoculados con pistola de genes (Helios, Bio-Rad, Hercules, CA) (27,5 bar (400 psi) de helio
comprimido) en la piel abdominal afeitada, usando particulas de oro recubiertas con 2 ug de ADN plasmidico (parti-
culas con un tamafio de 1,6 ym), eficacia del recubrimiento del 80-95% en cada disparo. Cada hurdn recibié cuatro
disparos, tres veces cada dos semanas. Los hurones fueron expuestos 10-14 dias después de la tercera inmuniza-
cion a 1x10” TCID50/ml de cualquier virus entre A/Fouth Mounth/1/47(H1N1), A/New Caledonia/20/99(H1N1) o
A/Wisconsin/65/2005(H3N2) en 100 pl de PBS administrados en las fosas nasales con una jeringa. El suero sangui-
neo se recogioé de forma secuencial después de la exposicion, desde la vena cava de animales anestesiados (tileta-
mina/zolazepam (mezcla de zoletil para gatos)). Los animales se sacrificaron con pentobarbital.

Ejemplo 3: Ensayo cuantitativo de RT-PCR en tiempo real para el virus de la gripe A.

El dia de la recogida de suero sanguineo, las fosas nasales de cada hurén se lavaron con 1 ml de PBS y el lavado
se congel6 inmediatamente para el analisis mediante RT-PCR en tiempo real. Se extrajeron doscientos microlitros
de lavado nasal en un instrumento automatizado MagNA Pure LC, aplicando el kit de aislamiento de acido nucleico
total de MagNA Pure LC (Roche Diagnostics, Basilea, Suiza). El material extraido se eluyé en 200 ul de H.O Milli-Q.
Las reacciones de RT-PCR se realizaron con secuencias de oligonucleétidos como describen Spackman et al., (23).
El material extraido (5 pl) se afiadié a 20 pyl de mezcla maestra que consistia en 10 nM de cada cebador y 2 nM de la
sonda Tagman marcada con FAM en el extremo &' y extintor de la fluorescencia “black hole” 1 en el extremo 3', junto
con los reactivos del kit de RT-PCR de OneStep® (QIAGEN, Hilden, Alemania), de acuerdo con el fabricante. Las
secuencias diana se amplificaron en el sistema MX3005 de Stratagene con el siguiente programa: 20 min a 50°C, 15
min a 95°C y 40 ciclos de 15 s a 95°C y 60 s a 55°C. El contenido en genomas viricos en las muestras se determino
utilizando una curva estandar, desarrollada mediante amplificacién de la dilucién del virus HIN1 o H3N2 con una
concentracién conocida.

Ejemplo 4: Anticuerpo en suero determinado por ELISA

Placas de ELISA (96 pocillos) se recubrieron con 100 ul de vacuna de la gripe dividida (Vaxigrip 2007-08 o Iruflac
2006-07) diluida 1:100 en NaHCO3 35 mM pH 9,6 y Na2CO3 15 mM, durante una noche a 4°C. Los pocillos se blo-
quearon con 1% de PBS/BSA durante 30 minutos a temperatura ambiente. Las placas se lavaron con 0,05% de
PBS/Tween (PBST). Los sueros se diluyeron 1:100 en 0,1% de BSA/PBST dos veces en la placa y se incubaron
durante una hora a temperatura ambiente. Las placas se lavaron y se incubaron con 100 pl de IgG de conejo biotini-
lada anti-huron, diluidos 1:250 durante una hora a temperatura ambiente, se lavaron, y se incubaron con 100 pl de
peroxidasa de rabano (HRP) con estreptavidina 1:1000 (DakoCytomation, Glostrup, Dinamarca). Después de 30
minutos, se lavaron las placas y se afiadieron 100 pl de peroxido de hidrogeno con OPD. La reaccion se detuvo
mediante la adicion de 50 pl de H,SO4 0,5 M y se leyo a DO492 nm.

Ejemplo 4C: Ensayo de inhibicién de la hemaglutinacion

Los sueros de hurén se trataron con la enzima que destruye el receptor (RDE(II), Seiken, Japén) como describe el
fabricante. Una parte del suero de hurén se adsorbié en sangre con 20 partes de glébulos rojos concentrados de
sangre de cobaya y se incubd durante una hora a 4°C, seguido de centrifugacion. Los virus se valoraron mediante
un ensayo de hemaglutinacién, de acuerdo con los protocolos de la OMS [9] con 0,75% de gldbulos rojos de cobaya
en placas con fondo en U (placas U96 MicroWell, Nunc) y se incubaron durante una hora. El virus fue normalizado a
un criterio de valoracion del 100% de hemaglutinacion de 8 unidades de hemaglutinacion (HAU). El ensayo de in-
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hibicion de la hemaglutinacion (HI) se realizé de acuerdo con los protocolos de la OMS [9] con 0,75% de gldbulos
rojos de cobaya en placas con fondo en U de 96 pocillos (placas U96 MicroWell, Nunc) y las valoraciones de HI se
leyeron como las reciprocas de la ultima dilucién de los sueros que inhibian completamente la hemaglutinacion.

Ejemplo 5: Resultados procedentes de hurones expuestos a la gripe que recibieron nuestras vacunas iniciales de
ADN del virus de la gripe H1IN1 en hurones:

Los hurones eran negativos para anticuerpos especificos de la gripe, siete dias antes del inicio de las inmunizacio-
nes, tal y como se midi6 con ELISA.

Anticuerpos séricos altamente especificos de IgG (para A/New Caledonia/20/99(H1N1) en ELISA) se observaron el
dia siete después de la exposicion en hurones vacunados con vacunas de ADN de HA+NA de 1918 (dos plasmidos)
y HA+NA+NP+M de 1918 (cuatro plasmidos) (Figura 2), pero expuestos a un virus de 1947. Los hurones vacunados
con ADN de HA+NA de A/New Caledonia/20/99(H1N1) inducian una valoracion de anticuerpos séricos especificos
menor, el dia siete. Es posible que se hubiera podido observar una mayor respuesta de los anticuerpos en puntos de
tiempo posteriores, si el experimento no hubiera terminado el dia siete después de la exposicion, por razones practi-
cas.

El quinto dia después de la exposicion, los hurones vacunados con plasmido vacio (control de vacuna negativo)
mostraban una carga virica elevada en el lavado nasal, medida como copias de ARN virico en los lavados nasales,
indicando que no habia proteccion contra la exposicion virica. Sin embargo, los hurones vacunados con vacunas de
ADN de HA+NA de 1918 y HA+NA, NP+M de 1918 estaban completamente protegidos frente a una infecciéon con un
virus A/Forth Mounth/1/47(H1N1) (Figura 2). Se observd una proteccion parcial en los hurones vacunados con
plasmidos de ADN de HA+NA de A/New Caledonia/20/99(H1N1).

Los datos muestran claramente que las inmunizaciones con ADN basado en genes de la cepa pandémica H1N1 de
1918 inducen una respuesta fuerte de anticuerpos especificos y protegen a los hurones completamente contra una
infeccion con una cepa H1N1 de 1947. Por lo tanto, una exposicion a un virus de la gripe HIN1 sometido a deriva,
desencadena un reconocimiento de los anticuerpos generado por una vacuna de ADN basada en un virus heterdlo-
go. Los genes de 1918 inducian una proteccion completa frente a la cepa de 1947, mientras que los genes de 1999
eran ligeramente menos eficaces. No se observaron efectos negativos o positivos sobre la respuesta inmune humo-
ral o la proteccion mediante la inclusién de los genes de NP y M de 1918 en la vacunacion con ADN de HA+NA, ya
que la proteccion de la infeccion ya era casi del 100%.

Ejemplo 6: Segundo experimento con vacunas de ADN del virus de la gripe H1IN1 en hurones: exposicion al virus
A/New Caledonia/20/99(H1N1):

Se compard una vacuna de proteina convencional de H1N1 dividida (dos inmunizaciones) frente a una vacuna de
ADN con codones optimizados de HA y NA de H1N1 de 1918, frente a HA y NA de H1N1 de New Caledonia con
codones optimizados, frente a M y NP con codones optimizados del virus H1N1 de 1918, frente a un vector de vacu-
na de ADN vacio, utilizando tres inmunizaciones. Los hurones se expusieron al virus A/New Caledonia/20/99(H1N1)
por via intranasal y el virus se cuantificé en los lavados nasales mediante un ensayo de RT/PCR en tiempo real
como en el ejemplo 3.

Los anticuerpos de hurén se examinan en busca de anticuerpos ELISA y anticuerpos HI como se ha descrito en los
ejemplos 4 y 4c.

Ejemplo 7: Experimentos con anticuerpos de ratdn:

Vacunas de ADN de HA y NA con codones optimizados frente a sin codones optimizados de New Caledonia H1N1
(muestra la diferencia entre la optimizacion de codones y la no optimizacion) frente a HA y NA con codones optimi-
zados de la cepa H1N1 de 1918, se inoculan en ratones. Las valoraciones de los anticuerpos y el cartografiado de
los epitopos de anticuerpos inducidos se realizan mediante péptidos solapantes en ELISA y reacciones cruzadas
medidas para otros virus de la gripe A.

Ejemplo 8: Experimentos de expresion de proteinas:

Vacunas de ADN de HA y NA con codones optimizados frente a sin codones optimizados de New Caledonia H1N1
(muestra la diferencia entre la optimizacion de codones y la no optimizacion) frente a HA y NA con codones optimi-
zados de la cepa H1N1 de 1918 se expresan en lineas celulares de mamifero in vitro y se realiza una radioinmuno-
precipitacion convencional (RIPA) con anticuerpos policlonales de la gripe A para examinar la expresion mejorada de
proteinas, obtenida mediante la optimizacion de codones.

Ejemplo 9: Experimentos de induccién de citocinas:

Vacunas de ADN de HA y NA con codones optimizados frente a sin codones optimizados de New Caledonia H1N1
(muestra la diferencia entre la optimizacion de codones y la no optimizacion) frente a HA y NA con codones optimi-
zados de la cepa H1N1 de 1918 se afiaden sobre monocitos de sangre periférica (PBMCs) de mamifero in vitro y se
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realizan mediciones de la produccién resultante de citocinas en el material sobrenadante celular, para examinar la
induccion inmune innata (efecto adyuvante) obtenida mediante la optimizacion de codones y por HA y NA con codo-
nes optimizados de H1N1 1918, en comparacion con HA y NA con codones optimizados de H1N1 de New Caledo-
nia, para examinar la induccién especial de citocinas por los genes de 1918.

Ejemplo 10: Experimentos con vacunas de proteinas de HA y NA de 1918:

Las proteinas son producidas por los plasmidos de la vacuna de ADN y se utilizan como una vacuna de proteina en
ratones o hurones, en comparacion con una vacunacion con ADN y con una vacuna tradicional de proteinas dividida,
para medir la induccién inmune de proteinas de 1918 frente a la vacuna de ADN.

Ejemplo 11: Experimentos de administracion de vacunas de ADN de ratén:

Vacunas de ADN de HA y/o NA con codones optimizados de la cepa H1N1 de 1918 se inoculan en ratones como
plasmidos de expresion o como un segmento lineal de ADN que contiene los componentes necesarios para una
expresion del gen de la vacuna, pero sin el resto del plasmido, para descartar cualquier efecto del resto del plasmi-
do.

Ejemplo 12: Experimentos de administracion de vacunas de ADN de cerdo:

Vacunas de ADN de HA y/o NA con codones optimizados de la cepa H1N1 de 1918 se inoculan en cerdos como
plasmidos de expresion o productos de PCR (del Ejemplo 14) y se exponen a una cepa de H1N1 similar a New Ca-
ledonia actual y se mide la proteccion frente a una enfermedad y la induccién inmune. Por tanto, las vacunas de
ADN de H1N1, H2N2 y/o H3N2 se pueden aplicar en los cerdos que son susceptibles a virus patégenos de la gripe
humana A.

Ejemplo 13: Resultados del segundo experimento con vacunas de ADN de H1N1 en hurones en comparacion con la
vacuna convencional.

En el segundo experimento (Ejemplo 6) se evalud la eficacia de la proteccion inducida con la vacuna de ADN de
1918 frente un virus sometido a deriva durante cerca de 90 afios, A/New Caledonia/20/99(H1N1). La proteccion se
compardé de nuevo con la proteccién inducida por la vacuna de proteina trivalente convencional 2006-2007 en la que
A/New Caledonia/20/99 era uno de los tres componentes de la vacuna. La capacidad de las diferentes vacunas para
evitar una infeccion o el aclaramiento de la infeccion virica, se midié mediante valoraciones del virus de la gripe A en
lavados nasales, diez dias después de la exposicion.

Niveles de valoracion de virus bajos se midieron para todos los grupos vacunados; sin embargo, todos los grupos
vacunados con ADN tenian una reduccion de la valoracion de virus a lo largo de la infeccion, y el grupo vacunado
con ADN de HA+NA de 1918 tenia una reduccion significativa (P <0,05) en la valoracion de virus desde el cuarto dia
hasta el quinto dia después de la exposicion a A/New Caledonia/20/99 (Figura 8). La vacuna de ADN de HA+NA de
A/New Caledonia/20/99 (H/N NC) era la vacuna mas eficaz en la prevenciéon de una infeccion y el aclaramiento del
virus A/New Caledonia/20/99(H1N1). La vacuna de ADN de 1918 con las proteinas internas M y NP solas, parecia
mas eficaz que la vacuna de ADN de HA+NA de 1918 para proporcionar una proteccién cruzada frente a la exposi-
cion a un virus sometido a una deriva extrema. Curiosamente, no se observé ningun cambio significativo en la valo-
racion de virus desde el tercer dia hasta el sexto dia para el grupo vacunado con la vacuna de proteina convencional
o el plasmido vacio (Figura 8). El grupo de control negativo vacunado con un plasmido vacio tenia infeccion virica
todavia el séptimo dia (por debajo del valor de corte de 10 TCID50/ml) y un animal en el grupo de la vacuna conven-
cional aun poseia una valoracion de virus elevada el dia 7. El dia diez no se pudo detectar ningin virus en ningun
grupo (no se muestra).

El tercer experimento que comparaba hurones vacunados con ADN de HA+NA de 1918, con hurones no vacunados,
no sometidos previamente a experimentacion, mostraba niveles elevados similares de valoraciéon de virus para am-
bos grupos hasta el dia 6. Sin embargo, el dia 7 después de la infeccion, los hurones vacunados con ADN de
HA+NA de 1918 tenian una reduccién mas eficaz de la valoracion de virus (P = 0,13), en comparacioén con los huro-
nes no sometidos previamente a experimentacion (P = 0,18) y una carga virica inferior el dia 7, en comparacion con
el grupo no sometido previamente a experimentacion (P = 0,61). Solo tres de cinco hurones en el grupo vacunado
con ADN de 1918, tenian una carga virica detectable el dia siete, en comparacién con cinco de cinco animales en el
grupo no sometido previamente a experimentacion (Figura 3c). Los hurones vacunados con ADN también mostraron
menor elevacion de la temperatura corporal que los hurones no vacunados (Figura 3a) y también tuvieron menos
puntuacion de los sintomas clinicos, en comparaciéon con los hurones no sometidos previamente a experimentacion
(Figura 3c). No hubo diferencias en la pérdida de peso (Figura 3b).

Respuesta de anticuerpos especificos de la gripe después de una vacunacion con ADN

Se observo una mayor valoracion significativa de IgG contra la gripe A (ejemplo 4) en comparacion con el grupo de
control negativo, el dia de la exposicion, para los hurones vacunados con ADN de H/N de 1918, lo que indicaba una
induccion de los anticuerpos especificos de la gripe después de la vacunacién con ADN (Figura 10). El quinto dia
después de la infeccion, los animales vacunados con ADN de H/N de 1918 y H/N de 1999 y los animales vacunados
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con vacunas convencionales, mostraron anticuerpos inducidos, especificos de la gripe (Figura 10). Los animales
vacunados con ADN de H/N de 1918 tenian una valoracién de anticuerpos de recordatorio comparable a la de los
animales vacunados con vacunas convencionales, el séptimo dia después de la infeccion (Figura 10). No se espera-
ba que los anticuerpos especificos de la gripe para el grupo vacunado con ADN de NP/M de 1918 se midieran en
este ensayo ELISA previo a la exposicion, debido a la utilizacién de una vacuna contra la gripe convencional como
antigeno.

Induccion de anticuerpos neutralizantes después de la vacunacion con ADN

El ensayo de inhibicion de la hemaglutinacion (ejemplo 4b) se correlaciona con un ensayo de neutralizacion de virus
y mide de qué modo los sueros de animales vacunados inactivan la unién de los virus de la gripe a los glébulos
rojos. Solo los hurones vacunados con la vacuna de ADN de H/N de H1N1 de 1999 tenian una valoracion de HlI
significativa frente al virus A/New Caledonia/20/99(H1N1), después de una vacunacion con ADN el dia de la exposi-
cion (Fig. 9). Ni H/N de 1918 ni NP/M de 1918 se esperaba que proporcionaran valoraciones antes de la infeccion,
debido a la larga deriva y a la acumulacion de mutaciones en el sitio de union al receptor de HA entre los virus H1N1
de 1918 y 1999. Los anticuerpos contra NP o M no son neutralizantes. La vacuna de ADN de H/N de 1999 propor-
cion6 una mejor respuesta recordatoria de los anticuerpos neutralizantes que la vacuna de proteina trivalente con-
vencional (Figura 9). El dia cinco después de la infeccién, 60% de los hurones vacunados con ADN de H/N de H1N1
de 1999 se habian seroconvertido (HI>40), en comparacion con el 40% de los hurones en el grupo de la vacuna
convencional. También un aumento >2,5 en HI MGT se llevé a cabo después de la vacunacion, medido el dia de la
exposicion (Figura 9).

Ejemplo 14: Resultados de la vacuna de ADN de H3N2 pandémico en hurones

Para demostrar el principio de reactividad cruzada amplia, obtenida mediante el uso particular de las proteinas de la
superficie pandémicas como vacunas de ADN, se evalud la proteccién frente a una exposicion al virus contempora-
neo H3N2 después de una vacunacion con HA y NA con los codones optimizados de la gripe H3N2 pandémica de
1968 de Hong Kong, como vacuna de ADN en hurones. Los hurones fueron vacunados (Ejemplo 2) con pistola de
genes (PMED) tres veces, con dos semanas de diferencia, con la vacuna de ADN de HA + NA basada en el virus de
1968 o de 2007/08 (A/Wisconsin/67/05(H3N2)). Los grupos de control se vacunaron dos veces, con tres semanas de
diferencia, con la vacuna de proteina trivalente convencional. El grupo de control negativo no recibié ninguna vacu-
nacioén antes de la exposicién. Todos los hurones fueron expuestos dos semanas después de la ultima vacunacion.

Las fosas nasales de los hurones se lavaron después de la exposicion con 1 ml de PBS y los lavados se almacena-
ron inmediatamente a -80°C. La valoracion del virus se midié mediante RT-PCR en tiempo real (Ejemplo 3) en el gen
de la proteina matriz de la gripe A y se correlacioné con una curva patrén de TCID50/ml conocida del virus H3N2
2007/08 en células MDCK. Los grupos vacunados con ADN tenian una reduccién de la valoracién del virus durante
la incubacion virica, que no se observo en los grupos de control. Solo los hurones vacunados de forma convencional
y los hurones no vacunados tenian una valoracion de virus presente el dia 12 después de la infeccion (Figura 5).

Se recogiod la sangre de los hurones en diferentes puntos de tiempo después de la exposicion y se analizaron los
sueros en busca de anticuerpos IgG especificos del virus de la gripe H3N2 de 2007/08 mediante ELISA (Ejemplo 4).
Las vacunas de ADN inducian IgG especificas del virus de la gripe de 2007/08 en el suero, después de una vacuna-
cion al igual que la vacuna convencional (Figura 6). Los hurones vacunados con ADN de 1968 generaron anticuer-
pos con una reaccion cruzada elevada frente a la exposicion al virus contemporaneo A/Wisconsin/67/05(H3N2). La
respuesta dirigida contra el virus expuesto no se pudo observar antes del dia 7 en el grupo no sometido previamente
a experimentacion. El nivel de anticuerpos especificos de la gripe en el grupo vacunado con ADN de HA+NA de
2007/08 es comparable con el nivel observado en el grupo de la vacuna convencional.

Los sueros sanguineos recogidos en diferentes puntos de tiempo después de la exposicion, se midieron en busca de
anticuerpos inhibidores de la aglutinacion (HI) del virus H3N2 A/Aichi/2/68 y A/Wisconsin/67/05 mediante un ensayo
de HI (Ejemplo 4b). Se midieron las valoraciones ya que la ultima dilucién de sueros proporcionaba una inhibicién
del 100% de 4 unidades de hemaglutinacion (HAU) de virus en 25 p (Figura 7). A) Se observaron valoraciones ele-
vadas de HI en sueros frente al virus de 1968 después de una vacunacién con ADN de HA+NA de 1968. Los anti-
cuerpos generados después de una vacuna de ADN de HA+NA de 2007/08 o convencional, no tenian una reaccion
cruzada con el virus de 1968. B) Se observaron valoraciones elevadas de HI con reaccion cruzada frente al virus de
2007/08 en agrupaciones después de una vacunacion con ADN de 1968. Los hurones vacunados con ADN de
2007/08 tenian mas anticuerpos HI contra el virus de 2007/08 después de la vacunacion, que los hurones inmuniza-
dos con la vacuna trivalente convencional de proteina de 2007/08.

La vacunacion con HA de H3N2 de 1968 inducia proteccion frente a una cepa de virus H3N2 de 1968 y una someti-
da a deriva mas actual (2007).

Ejemplo 15: Vacuna de ADN de virus pandémico H1N1v en cerdos

Los cerdos y hurones se vacunaron con la mezcla de vacuna de ADN que contenia plasmidos que codificaban HA y
NA procedentes de H1N1v, con o sin plasmidos de ADN que codificaban M y NP procedentes de H1N1 de 1918, con
o sin plasmidos de ADN que codificaban HA y NA de una cepa de H3N2 estacional (A/Wisconsin/67/05), usando los
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genes sintetizados con codones humanos preferidos para una expresion elevada en seres humanos, hurones y
cerdos. Se evaluaron los niveles de valoracion de inhibicion de hemaglutinina (HI) y/o valoracién de anticuerpos
neutralizantes y/o anticuerpos IgG totales y/o proteccion frente a una exposiciéon con virus heterélogo u homologo,
segun se midié por aclaramiento virico mas rapido en las vias respiratorias después de una o dos inmunizaciones
con ADN (ejemplo 3, 4 y 4b).

Para determinar la inmunidad protectora cruzada en cerdos después de la vacunacion con la vacuna de ADN del
virus de la gripe, basada en los genes de HA y NA del nuevo virus pandémico H1N1v de 2009, con o sin los genes
de NP y M del virus pandémico H1N1 de 1918, administrados con pistola de genes o por electroporacion, vacuna-
mos dos veces cuatro cerdos con 6 semanas de edad, con tres semanas de diferencia, y los expusimos 10 semanas
después de la dltima inmunizacién, a 1x10° EIDsy, de un virus HIN1 estacional porcino
(A/cerdo/Dinamarca/19126/93). Se incluyeron cuatro cerdos como animales sin una experimentacion previa, que no
recibieron la vacuna.

Un cerdo vacunado con pistola de genes recibi6é perlas tanto de HA y NA de H1N1v como de NP y M de H1N1 de
1918. El otro animal en el grupo de pistola de genes recibié una dosis doble de perlas de HA y NA de H1N1v. Un
cerdo vacunado mediante electroporacion recibié inyecciones de ADN tanto de HA y NA de H1N1v de 2009 como de
NP y M de H1N1 de 1918, mientras que el otro cerdo en el grupo de electroporacion recibié inyecciones dobles de
ADN de HA y NA de H1N1v de 2009.

Los cerdos se vacunaron de la siguiente manera:

Tres grupos:

Gr1 Pistola de genes
Gr2 Electroporacion
Gr3 sin vacuna previa

Detalles de la vacunacion del grupo 1y 2:

Grupo 1 de pistola de genes

Cerdo 1 Perlas de HA+NA de H1N1v
Cara dorsal de cada oreja: dos disparos
Cara interna de cada muslo: dos disparos

NP+M de 1918
Cara dorsal de cada oreja: dos disparos
Cara interna de cada muslo: dos disparos

Cerdo 2 Perlas de HA+NA de H1N1v
Cara dorsal de cada oreja: cuatro disparos
Cara interna de cada muslo: cuatro disparos

Grupo 2 de electroporacion

Cerdo 3 HA de H1N1v
Cara dorsal de cada oreja: una inyeccion de 50 pl, un pulso
Cara interna de cada muslo: una inyeccion de 50 pl, un pulso
NA de H1N1v
Cara dorsal de cada oreja: una inyeccion de 50 pl, un pulso
Cara interna de cada muslo: una inyeccion de 50 pl, un pulso
NP de 1918
Cara dorsal de cada oreja: una inyeccion de 50 pl, un pulso
Cara interna de cada muslo: una inyeccion de 50 pl, un pulso
M de 1918
Cara dorsal de cada oreja: una inyeccion de 50 pl, un pulso
Cara interna de cada muslo: una inyeccion de 50 pl, un pulso
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Cerdo 4 HA de H1N1v
Cara dorsal de cada oreja: dos inyecciones de 50 pl, un pulso
Cara interna de cada muslo: dos inyecciones de 50 pl, un pulso
NA de H1N1v
Cara dorsal de cada oreja: dos inyecciones de 50 pl, un pulso
Cara interna de cada muslo: dos inyecciones de 50 pl, un pulso

Inmunizaciones:
Vacunacion con pistola de genes:

Presion de helio: -29 bar (-420 psi)

Un disparo ~ 2 ug de ADN

El cerdo 1 recibe un total de 16 disparos
El cerdo 2 recibe un total de 16 disparos

12 vacunacion dia 0
22 vacunacion dia 21

Electroporacion
Ajustes:

0,2 A, un pulso (varios pulsos en una pulsacion), 52 ms/pulso, una inyeccion contiene 50 pl de 2 pg/pl de ADN
(100 pg de ADN en una inyeccion).

El cerdo 3 recibe 16 inyecciones y 16 pulsos
El cerdo 4 recibe 16 inyecciones y 16 pulsos

12 vacunacion dia 0
22 vacunacion dia 21

Todos los grupos se expusieron 10 semanas después de la Ultima inmunizacién a 1x10” TCIDso de virus estacional
A/cerdo/Dinamarca/19126/93(H1N1).

Muestreos: La sangre y los frotis nasofaringeos se recogieron de forma secuencial después de la exposicion y los
animales fueron sacrificados 14 dias después de la exposicion

Resultados

Valoracién de virus en muestras nasofaringeas:

Todos los cerdos vacunados con ADN eran capaces de aclarar la exposicion al virus heterdlogo de manera mas
eficaz que los cerdos no sometidos a un tratamiento previo que no recibieron la vacuna (Figura 11). La unica vacuna
capaz de evitar la infeccion era el ADN de HA y NA de H1N1v administrado mediante electroporacion.

Inhibicion de la hemaglutinaciéon con reaccion cruzada del virus pandémico H1N1v

La vacuna de ADN de HA y NA de H1N1v administrada mediante electroporacion era capaz de inducir una valora-
cion de HI frente a H1N1v superior a 40, 10 dias después de la segunda vacunacion (figura 12). El cerdo era capaz
de conservar la valoracion 10 semanas después de la segunda vacunacion. Todos los cerdos vacunados con ADN
mostraron anticuerpos HI con reaccion cruzada significativa frente al virus H1N1v, desde cinco dias después de la
exposicion al virus heterélogo estacional porcino H1N1 de 1993. Estos resultados indican que la exposicidon a una
cepa diferente a la que comprende la vacuna de ADN, es capaz de desencadenar algunos anticuerpos HI comunes
después de la vacunacion con ADN, induciendo anticuerpos HI con reaccién cruzada neutralizantes eficaces.

Fiebre

Los cuatro cerdos inmunizados con la vacuna de ADN de H1N1v pandémico no mostraron un aumento de la tempe-
ratura corporal durante la infeccion con el virus porcino estacional de 1993; sin embargo, los cerdos no vacunados
tuvieron fiebre el dia 1 después de la exposicion (Figura 13).

Ejemplo 16: Uso de productos de la PCR transcripcionalmente activos procedentes de la gripe A como vacunas de
ADN en lugar de ADN plasmidico:

Los productos de la PCR se pueden obtener usando los genes de vacunas con codones optimizados procedentes
de productos de la PCR transcripcionalmente activos de una cepa de la gripe A pandémica como molde y los mis-
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mos productos de la PCR se pueden utilizar como una vacuna de ADN. Para que los productos de la PCR sean
transcripcionalmente funcionales contendran todos los componentes necesarios para la sefalizacion (promotor,
Kozak y terminador) para una transcripcion eficaz de un gen deseado de la gripe o de un gen parcial en el hospeda-
dor. De esta forma no seria necesaria una estructura principal de plasmido, por ejemplo, con un marcador de resis-
tencia a antibiéticos y ADN.

Ejemplo 17: Vacuna de ADN que codifica proteinas de la gripe exentas de glicosilacién:

Los genes de la gripe se mutan de forma dirigida al sitio en una estructura principal de plasmido para eliminar las
glicosilaciones ligadas a N deseadas en sitios antigénicos en el gen de HA y NA. Las glicosilaciones deseadas que
deben ser eliminadas son todas o algunas de las que se han afiadido a las cepas pandémicas durante la evolucién y
la deriva, conduciendo hasta las cepas actuales circulantes de la gripe A de tipo H1N1, H2N2, H3N2, respectivamen-
te. Proteinas completamente despojadas de glicosilaciones también se pueden producir de esta manera.

Ejemplo 18: Composicién de una vacuna de ADN universal contra la gripe:

Una vacuna de ADN se forma de modo que contiene genes con codones optimizados del virus de la gripe H1N1,
H3N2 y la gripe B: para H1N1 y H3N2 debe haber HA y NA procedentes de una cepa pandémica original y una cepa
contemporanea, por ejemplo, New Caledonia/20/99(H1N1) y/o Wisconsin/67/05(H3N2), posiblemente mutadas para
expresar menos proteina glicosilada. Ademas, para obtener una reactividad cruzada mas amplia, los genes de M y
NP de H1N1 pandémico tienen que estar incluidos. Esto dara como resultado una vacuna trivalente que inducira una
proteccion a largo plazo contra todos los subtipos de H3 y H1, incluyendo la mayoria de las cepas de la gripe B. La
vacuna de ADN universal bien podria ser una agrupacion de los once plasmidos o una mezcla de vectores bicistro-
nicos. Alternativamente, los componentes de la vacuna pandémica se podrian proporcionar como una vacuna de
ADN como refuerzo y la vacuna de proteina trivalente convencional en el mercado podria servir como inductor. El
objetivo es una vacuna que actie durante toda la vida, por lo menos las vacunas estacionales serian innecesarias.

Ejemplo 19: Vacuna de ADN universal contra el virus de la gripe HIN1 y H3N2

Hemos demostrado anteriormente que las diferentes vacunas de ADN contra la gripe basadas en una combinacion
de subtipos de virus de la gripe, por ejemplo HIN1 o HIN1v o H3N2, son eficaces en la induccion de proteccion
contra el subtipo de virus dado.

Sin embargo, la vacuna éptima contra la gripe comprenderia componentes tanto de H1N1 como de H3N2. Por lo
tanto, disefiamos una "vacuna de ADN universal contra la gripe" que se basa en la HA y NA del reciente virus HIN1v
pandémico, los genes internos de NP y M del virus HIN1 pandémico anterior de 1918, y los genes de HA y NA de
un virus H3N2 estacional. Este ejemplo se centra en la "vacuna de ADN universal contra la gripe" administrada junto
con un plasmido auxiliar que actia como adyuvante. Si se administra por via intranasal, el ADN antigripal junto con
el plasmido auxiliar estaran incluidos en una formulacién lipidica para una administracién éptima en la mucosidad. La
respuesta inmune inducida por la vacuna de ADN universal contra la gripe, ya sea administrada por via intranasal o
por medio de una pistola de genes o mediante electroporacion, sera evaluada en un modelo animal. Se investigara
la proteccion y la proteccion cruzada frente a una exposicion a un virus homologo y heterélogo.
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< 212> ADN

< 213> Virus de la gripe A
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<400>1
atggaggcca gactgctggt getgetgtge gecticgeeg ccaccaacge cgacaccate 60

tgcatcggcet accacgecaa caacageace gacaccgtgg atacegtget ggagaagaac 120
gtgacegtga cccacagegt gaacctgetyg gaggacagec acaacggceaa getgtgeaag 180
ctgaagggaa tcgctecect geagetggge aagtgcaaca tcgeeggetg getgetiggge 240
aacceegagt gegacctget getgacegece agecagcetggt cctacategt ggagaccage 300
aacagcgaga acggeacctg ctaccccggce gacttcateg actacgagga gectgegggag 360
cagctgtcea gegtgageag cttegagaag ttegagatct tecccaagac cageteetgg 420
cccaaccacg agaccaccaa gggogtgace gecgectgta getacgecgg agecageage 480
ttctacagaa acctgcetgtg getgaccaag aagggceagcea getaceccaa gcetgtccaag 540
agctacgtga acaacaagggd caaggaadgtg ctggtgetgt ggggegtgea ccacceeeet 600
accggceaccg accagcagag cctgtaccag aacgeecgacg cctacgtgag cgtgggeage 660
agcaagtaca acagaaggtt cacccccgag ategeegeca ggeecaaggt gegegaccag 720
gccggeagga tgaactacta ctggaccctg ctggagcccg gegacaccat caccttcgag 780
gccaccggcea acctgatcege cecttggtac gecttegece tgaacagggg cagecggecage 840
ggcatcatca ccagcgacgce ceceglgeac gactgecaaca ccaagtgeca gaccccccac 900
ggagccatca acagcagcet geccttecag aacatecace cegtgaccat eggegagtge 960
cccaagtacg tgagaagcac caagetgagyg atggecaccg gectgaggaa catccccage 1020
atccagagca ggggcectigtt cggagecate geeggatica tegagggegg ctggacegge 1080

atgatcgacg gctggtacgg ctaccaccac cagaacgagc agggcagegg ctacgececgee 1140

gagaagatga acacccagtt caccgecgtg ggcaaggagt tcaacaacct ggagaggegg 1260
atcgagaacc tgaacaagaa ggtggacgac gycticctgg acatctggac ctacaacgee 1320
gagctgctgg tgetgetgga gaacgagagg accctggact tecacgacag caacgtgagg 1380
aacctgtacg agaaggtgaa gagccagctg aagaacaacq ccaaqggagat cggcaacgge 1440
tgeticgagt tctaccacaa gtgegacgac gectgeatgg agagecgtgag aaacggeace 1500
tacgactacc ccaagtacag cgaggagagc aageigaacc gggaggagat cgacggegtg 1560
aagclggaga geatgggcegt gtaccagate ctggecatcet acagcacegt ggecagecage 1620
ctggtgctge tggtgtcecct gggagecate agcettitgga tgtgcageaa cggeagectg 1680
cagtgcagga tctgcatetg a 1701

<210>2

< 211> 566

<212>PRT
< 213> Virus de la gripe A
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<400> 2
Met Glu Ala Arg Leu Leu Val Leu Leu Cys Ala Phe Ala Ala Thr Asn
1 5 10 15

Ala Asp Thr Ile Cys lle Gly Tyr His Ala Asn Asn Ser Thr Asp Thr
20 25 30

Val Asp Thr Val Leu Glu Lys Asn Val Thr Val Thr His Ser Val Asn
35 40 45

Leu Leu Glu Asp Ser His Asn Gly Lys Leu Cys Lys Leu Lys Gly lle
50 55 60

Ala Pro Leu Gln Leu Gly Lys Cys Asn lie Ala Gly Trp Leu Leu Gly
65 70 75 B0

Asn Pro Glu Cys Asp Leu Leu Leu Thr Ala Ser Ser Trp Ser Tyr lle
85 90 95

Val Glu Thr Ser Asn Ser Glu Asn Gly Thr Cys Tyr Pro Gly Asp Phe
100 105 110

lle Asp Tyr Glu Glu Leu Arg Glu GIn Leu Ser Ser Val Ser Ser Phe
115 120 125
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Glu Lys Phe Glu lle Phe Pro Lys Thr Ser Ser Trp Pro Asn His Glu
130 135 140

Thr Thr Lys Gly Val Thr Ala Ala Cys Ser Tyr Ala Gly Ala Ser Ser
145 150 155 160

Phe Tyr Arg Asn Leu Leu Trp Leu Thr Lys Lys Gly Ser Ser Tyr Pro
165 170 175

Lys Leu Ser Lys Ser Tyr Val Asn Asn Lys Gly Lys Glu Val Leu Val
180 185 190

Leu Trp Gly Val His His Pro Pro Thr Gly Thr Asp Gln Gln Ser Leu
195 200 205

Tyr Gln Asn Ala Asp Ala Tyr Val Ser Val Gly Ser Ser Lys Tyr Asn
210 215 220

Arg Arg Phe Thr Pro Glu lie Ala Ala Arg Pro Lys Val Arg Asp GIn
225 230 235 240

Ala Gly Arg Met Asn Tyr Tyr Trp Thr Leu Leu Glu Pro Gly Asp Thr
245 250 255

Ille Thr Phe Glu Ala Thr Gly Asn Leu Ile Ala Pro Trp Tyr Ala Phe
260 265 270

Ala Leu Asn Arg Gly Ser Gly Ser Gly lle lle Thr Ser Asp Ala Pro
275 280 285

Val His Asp Cys Asn Thr Lys Cys Gln Thr Pro His Gly Ala Ile Asn
290 295 300

Ser Ser Leu Pro Phe GIn Asn lle His Pro Val Thr lle Gly Glu Cys
305 310 315 320

Pro Lys Tyr Val Arg Ser Thr Lys Leu Arg Met Ala Thr Gly Leu Arg
325 330 335

Asn lle Pro Ser lle Gln Ser Arg Gly Leu Phe Gly Ala lle Ala Gly
340 345 350

Phe lle Glu Gly Gly Trp Thr Gly Met [le Asp Gly Trp Tyr Gly Tyr
355 360 365

_His His GIn Asn Glu Gln Gly Ser Giy Tyr Ala Ala Asp Gln Lys Ser
370 375 380
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Thr Gln Asn Ala lle Asp Gly lle Thr Asn Lys Val Asn Ser Val lle
385 380 395 400

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

Leu Glu Arg Arg Ile Glu Asn Leu Asn Lys Lys Val Asp Asp Gly Phe
420 425 430

Leu Asp Ile Trp Thr Tyr Asn Ala Glu Leu Leu Val Leu Leu Glu Asn
435 440 445

Glu Arg Thr Leu Asp Phe His Asp Ser Asn Val Arg Asn Leu Tyr Glu
450 455 460

Lys Val Lys Ser Gin Leu Lys Asn Asn Ala Lys Glu Ile Gly Asn Gly
465 470 475 480

Cys Phe Glu Phe Tyr His Lys Cys Asp Asp Ala Cys Met Glu Ser Val
485 490 495

Arg Asn Gly Thr Tyr Asp Tyr Pro Lys Tyr Ser Glu Glu Ser Lys Leu
500 505 510

Asn Arg Glu Glu Ile Asp Gly Val Lys Leu Glu Ser Met Gly Val Tyr
515 520 - 525

Gn lle Leu Ala Ile Tyr Ser Thr Val Ala Ser Ser Leu Val Leu Leu
530 535 540

Val Ser Leu Gly Ala Ile Ser Phe Trp Met Cys Ser Asn Gly Ser Leu
545 550 555 560

Gln Cys Arg lle Cys lle
565

<210> 3

<211> 1410

< 212> ADN

< 213> Virus de la gripe A

<400> 3
algaacceea accagaagat catcaccate ggeageatct gcatgglggt gggeateate 60

agcctgatce tgcagategg caacatcatc ageatctggg tgtccecacag catccagace 120
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ggcaaccaga accacccega gacclgcaac cagtecatea tcacctacga gaacaacace 180
tgggtgaace agacctacgt gaacatcage aacaccaacg tgqtggecgg ccaggacgee 240
accicegtga tectgacagg caacagceagc ctgtgecoca tcageggetg ggecatctac 300
agcaaggaca acggcatcag galcggeagce aagggegacg tgttcgtgat cagagagece 360
ticatcagct gecagcecacct ggaatgcagg accttettee tgacccaagg agecctgetg 420
aacgacaagc acagcaacgg caccgtgaag gacagaagec cctacaggac cctgatgage 480
tgcecegtgg gegaggcetee cageecctac aacageagat tegagagegt ggectggtee 540
gcecagegect gecacgacgyg catgggetgg ctgaccatcg geatcagegg cectgacaac 600
ggggeegtyy ccgtgcetgaa gtacaacgga atcatcaceg acaccatcaa gagetggegg 660
aacaacalce tgaggaccea ggaaagegag tgegeetgeg tgaacggeag citgettcace 720
atcatgaccg acggecccag caacggecag gecagetaca agatccigaa gatcgagaag 780
ggcaaggtga ccaagagcat cgagctgaac gecoccaact accactacga ggaatgcage 840
tgctacceeg acaccggcaa ggteatgtge gtgtgcaggg acaactggea cggcagcaac 900
aggccctggg tgtecttcga ccagaacctg gactaccaga teggatacat ctgcagegge 960
gigttcggeg acaaccecag goccaacgac ggcaceggea getgeggece tgtgagcage 1020
aacggggcca atggcatcaa gggcticage ttcagatacg acaacggegt gtggatcgge 1080
cgcaccaaga gcaccagcag cagatccggc ttcgagatga tctgggacce caacggetgg 1140
accgagaceg acageagctt cagegtgagg caggacateg tggccatcac cgactggtee 1200
ggctacagcg gcagctiegt gcagcaccee gagctgaceg gectggactg catgaggece 1260
tgtttctggg tggagctgat cagaggccay cccaaggaga acaccatetg gaccagegge 1320
agcagcatca gecittigegg cgtgaacagc gacaccegtgg getggtectg geccgacggg 1380
gcegagcetgce cettcageat cgataagiga 1410

<210>4

< 211> 469

<212>PRT
< 213> Virus de la gripe A

<400> 4
Met Asn Pro Asn Gln Lys lle Ile Thr lle Gly Ser Ile Cys Met Val
1 5 10 15

Val Gly lle Tle Ser Leu e Leu Gln lle Gly Asn lle lle Ser Ile
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20 25 30

Trp Val Ser His Ser Ile GIn Thr Gly Asn GIn Asn His Pro Glu Thr
35 40 45

Cys Asn Gin Ser [le Ile Thr Tyr Glu Asn Asn Thr Trp Val Asn Gln
50 55 60

Thr Tyr Val Asn lle Ser Asn Thr Asn Val Val Ala Gly Gln Asp Ala
65 70 75 80

Thr Ser Val lle Leu Thr Gly Asn Ser Ser Leu Cys Pro lle Ser Gly
85 30 a5

Trp Ala Ile Tyr Ser Lys Asp Asn Gly Ile Arg Ile Gly Ser Lys Gly
100 105 110

Asp Val Phe Val lle Arg Glu Pro Phe lle Ser Cys Ser His Leu Glu
115 120 125

Cys Arg Thr Phe Phe Leu Thr GIn Gly Ala Leu Leu Asn Asp Lys His
130 135 140

Ser Asn Gly Thr Val Lys Asp Arg Ser Pro Tyr Arg Thr Leu Met Ser
145 150 155 160

Cys Pro Val Gly Glu Ala Pro Ser Pro Tyr Asn Ser Arg Phe Glu Ser
165 170 175

Val Ala Trp Ser Ala Ser Ala Cys His Asp Gly Met Gly Trp Leu Thr
180 185 190

Ile Gly lle Ser Gly Pro Asp Asn Gly Ala Val Ala Val Leu Lys Tyr
195 200 205

Asn Gly lle Ile Thr Asp Thr lle Lys Ser Trp Arg Asn Asn Ile Leu
210 215 220

Arg Thr Gln Glu Ser Glu Cys Ala Cys Val Asn Gly Ser Cys Phe Thr
225 230 235 240

Ile Met Thr Asp Gly Pro Ser Asn Gly Gln Ala Ser Tyr Lys lle Leu
245 250 255

Lys Ile Glu Lys Gly Lys Val Thr Lys Ser Ile Glu Leu Asn Ala Pro
S ..260_ 265
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Asn Tyr His Tyr Glu Glu Cys Ser Cys Tyr Pro Asp Thr Gly Lys Val
275 280 285

Met Cys Val Cys Arg Asp Asn Trp His Gly Ser Asn Arg Pro Trp Val
280 295 300

Ser Phe Asp Gln Asn Leu Asp Tyr Gln lle Gly Tyr lle Cys Ser Gly
305 310 315 320

Val Phe Gly Asp Asn Pro Arg Pro Asn Asp Gly Thr Gly Ser Cys Gly
325 330 335

Pro Val Ser Ser Asn Gly Ala Asn Gly lle Lys Gly Phe Ser Phe Arg
340 345 350

Tyr Asp Asn Gly Val Trp lle Gly Arg Thr Lys Ser Thr Ser Ser Arg
355 360 365

Ser Gly Phe Glu Met Ile Trp Asp Pro Asn Gly Trp Thr Glu Thr Asp
370 375 380

Ser Ser Phe Ser Val Arg Gln Asp Ile Val Ala Ile Thr Asp Trp Ser
385 390 395 400

Gly Tyr Ser Gly Ser Phe Val Gln His Pro Glu Leu Thr Gly Leu Asp
405 410 415

Cys Met Arg Pro Cys Phe Trp Val Glu Leu lle Arg Gly Gln Pre Lys
420 425 430

Glu Asn Thr lle Trp Thr Ser Gly Ser Ser Ile Ser Phe Cys Gly Val
435 440 445

Asn Ser Asp Thr Val Gly Trp Ser Trp Pro Asp Gly Ala Glu Leu Pro
450 455 460

Phe Ser lle Asp Lys
465

<210>5

< 211> 1497

< 212> ADN

< 213> Virus de la gripe A
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<400> 5
atggecagec agggeaccaa gagaagctac gagecagatgg aaaccgacgyg cgagaggcag 60

aacgcecaccqg agatcagggce cagegtgggce aggatgateg geggeategg caggtictac 120
atccagatgt gcaccgagct gaagctgtee gactacgagg gcaggctgat ccagaacage 180
atcaccatcg agaggatggt getgteccgec ticgacgaga gaagaaacaa gtacctggaa 240
gagcacccca gogcocggcaa ggaccccaag aaaaccggeg gacccatcta cagaaggate 300
gacggcaagt ggatgagaga gctgatcctg tacgacaagg aggaaatcag aaggatctgg 360
cggcaggeca acaacggcega ggacgcecaca geeggectga cccacatgat gatctggecae 420
agcaacctga acgacgccac ctaccagagg accagggecee tcgtcagaac cggcatggac 480
ccececggatgt gecagectgat gcagggceage acactgecca gaagaagegg agetgetgga 540
geogecgtga agggegtgygg caccatggtg atggaactga tcaggatgat caagagggge 600
atcaacgaca ggaacttttg gaggggegag aacggcagaa ggaccaggat cgectacgag 660
aggatgtgca acatcctgaa gggceaagitc cagacagecg cccagagggce catgatggac 720
caggtccggg agagcaggaa ceecggceaac gecgagateg aggacctgat cttectggec 780
agaagcgcecc tqatectgag gggeagegtg geccacaaga getgectgee cacetgegty 840
tacggacceg ccgiggecag cggctacgac ttcgagagag agggctacag cetggtegge 900
atcgacccct tcaggetget gecagaactee caggtgtact ctetgatcag geccaacgag 960
aacceccgece acaagtecea getggietgyg atggectgee acagegecegce cttegaggat 1020
ctgagagiga gcagcticat caggggeacc agagtggtge ccaggggeaa getgtecace 1080
aggggcgigce agategecag caacgagaac atggaaacca tggacagceag cacectggaa 1140
ctgagaagca ggtactggge catcaggace agaagcggeg gcaacaccaa ccageagagg 1200
gccagegecy gacagatcag cgitgcagecce accttctecg tgcagaggaa cetgecctte 1260
gagagggcca ccatcatgge cgecttcace ggcaacaceg agggcaggac cagegacatg 1320
aggaccgaga tcatcagaat gatggaaagc gecaggeceeg aggacgtgag cttccaggge 1380
aggggcgtgt tegagetgte cgatgagaag gecacctece ceategtgec cagcettegac 1440
atgagcaacqg agggceagcta cticttcgge gacaacgecg aggaatacga caactga 1497
<210> 6

<211> 498

<212>PRT
< 213> Virus de la gripe A
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<400> 6

Met Ala Ser Gln Gly Thr Lys Arg Ser Tyr Glu Gln Met Glu Thr Asp
1 5 10 15

Gly Glu Arg GIn Asn Ala Thr Glu Ile Arg Ala Ser Val Gly Arg Met
20 25 30

Nle Gly Gly Ile Gly Arg Phe Tyr lle Gln Met Cys Thr Glu Leu Lys
35 40 45

Leu Ser Asp Tyr Glu Gly Arg Leu Ile Gln Asn Ser Ile Thr Ille Glu
50 55 60

Arg Met Val Leu Ser Ala Phe Asp Glu Arg Arg Asn Lys Tyr Leu Glu
65 70 75 80

Glu His Pro Ser Ala Gly Lys Asp Pro Lys Lys Thr Gly Gly Pro lle
85 90 85

Tyr Arg Arg lle Asp Gly Lys Trp Met Arg Glu Leu Ile Leu Tyr Asp
100 105 110

Lys Glu Glu Ile Arg Arg lle Trp Arg Gln Ala Asn Asn Gly Glu Asp
115 120 125

Ala Thr Ala Gly Leu Thr His Met Met Ile Trp His Ser Asn Leu Asn
130 135 140

Asp Ala Thr Tyr Gln Arg Thr Arg Ala Leu Val Arg Thr Gly Met Asp
145 150 155 160

Pro Arg Met Cys Ser Leu Met Gin Gly Ser Thr Leu Pro Arg Arg Ser
165 170 175

Gly Ala Ala Gly Ala Ala Val Lys Gly Val Gly Thr Met Val Met Glu
180 185 190

Leu lle Arg Met Ile Lys Arg Gly Ile Asn Asp Arg Asn Phe Trp Arg
195 200 205

Gly Glu Asn Gly Arg Arg Thr Arg lle Ala Tyr Glu Arg Met Cys Asn
210 215 220

Ile Leu Lys Gly Lys Phe GIn Thr Ala Ala Gln Arg Ala Met Met Asp
225 230 235 240

——Gln Val Arg Glu Ser. Arg Asn Pro Gly Asn Ala Glu lle Glu Asp Leu
245 250 255
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lie Phe Leu Ala Arg Ser Ala Leu Ile Leu Arg Gly Ser Vatl Ala His
260 265 270

Lys Ser Cys Leu Pro Ala Cys Val Tyr Gly Pro Ala Val Ala Ser Gly
275 280 285

Tyr Asp Phe Glu Arg Glu Gly Tyr Ser Leu Val Gly Iie Asp Pro Phe
290 295 300

Arg Leu Leu Gln Asn Ser Gln Val Tyr Ser Leu lle Arg Pro Asn Glu
305 310 315 320

Asn Pro Ala His Lys Ser Gln Leu Val Trp Met Ala Cys His Ser Ala
325 330 335

Ala Phe Glu Asp Leu Arg Val Ser Ser Phe Ile Arg Gly Thr Arg Val
340 345 350

Val Pro Arg Gly Lys Leu Ser Thr Arg Gly Val Gin Ile Ala Ser Asn
335 360 365

Glu Asn Met Glu Thr Met Asp Ser Ser Thr Leu Glu Leu Arg Ser Arg
370 375 380

Tyr Trp Ala lle Arg Thr Arg Ser Gly Gly Asn Thr Asn Gln Gln Arg
385 390 395 400

Ala Ser Ala Gly Gln Ile Ser Val Gln Pro Thr Phe Ser Val GIn Arg
405 410 415

Asn Leu Pro Phe Glu Arg Ala Thr lle Met Ala Ala Phe Thr Gly Asn
420 425 430

Thr Glu Gly Arg Thr Ser Asp Met Arg Thr Glu lle lle Arg Met Met
435 440 445

Giu Ser Ala Arg Pro Glu Asp Val Ser Phe GIn Gly Arg Gly Val Phe
450 455 460

Glu Leu Ser Asp Glu Lys Ala Thr Ser Pro lle Val Pro Ser Phe Asp
465 470 475 480

Met Ser Asn Glu Gly Ser Tyr Phe Phe Gly Asp Asn Ala Glu Glu Tyr
485 490 435

Asp Asnr

<210>7

<211>988

< 212> ADN

< 213> Virus de la gripe A
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<400> 7
atgagtcttt taaccgaggt cgaaacgtac gttctetcta tegtcecgtic aggeeeecte 60

aaagcecgaga tcgegecagag acttgaagat gtetttgcag ggaagaacac cgatcttgag 120
gctctcatgg aatggctaaa gacaagacca atcctgteac cletgactaa ggggatttta 180
ggatttgtgt tcacgctcac cgtgcecagl gagegaggac tgcagegtag acgcetttgte 240
caaaatgcee ttaatgggaa cggggatcca aataacatqgg acagagcagt taaactgtac 300
aggaagctla agagggagat aacattccat ggggecaaag aagtagcact cagttaticc 360
gctggtgceac ttgccagtty tatgggectc atatacaaca gygatggggac tgtgaccact 420
gaagtggcat ttggcctggt atgegcaacc tgtgaacaga ttgctgattc ccageategy 480
tctcacagge aaatggtgac aacaaccaat ccactaatca gacatgagaa cagaatggta 540
ctggecagcea ctacggctaa ggclatggag caaatggelg gatcgagtga gecaagcagea 600
gaggccatgg aggttgctag tcaggcetagg caaatggtge aggegatgag aaccattggg 660
actcatcecta getecagtge tggtctgaaa gacgatcetta ttgaaaattt gcaggectac 720
cagaaacgaa tgggagtgca gatgcaacga ttcaagtgat cctetegtta ttgeegecaag 780
tatcattggg atcttgeact tgatatigty gattcttgat cgtctttttt tcaaatgcat 840
ttatcgtege cttaaatacyg gtttgaaaag agggecttct acggaaggag tgecggagte 900
tatgagggaa gaatatcgaa aggaacagca gagtgctgtg gatgttgacg atggtcattt 960
tgtcaacata gagctggagt aaggcgec 988

<210>8

< 211> 252

<212>PRT
< 213> Virus de la gripe A

<400> 8
Met Ser Leu Leu Thr Glu Val Glu Thr Tyr Val Leu Ser [le Val Pro
1 5 10 15
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Ser Gly Pro Leu Lys Ala Glu Ile Ala Gln Arg Leu Glu Asp Val Phe
20 25 30

Ala Gly Lys Asn Thr Asp Leu Glu Ala Leu Met Glu Trp Leu Lys Thr
35 40 45

Arg Pro lle Leu Ser Pro Leu Thr Lys Gly lle Leu Gly Phe Val Phe
50 55 60

Thr Leu Thr Val Pro Ser Glu Arg Gly Leu Gln Arg Arg Arg Phe Val
65 70 75 80

GlIn Asn Ala Leu Asn Gly Asn Gly Asp Pro Asn Asn Met Asp Arg Ala
85 90 85

Val Lys Leu Tyr Arg Lys Leu Lys Arg Glu lle Thr Phe His Gly Ala
100 105 110

Lys Glu Val Ala Leu Ser Tyr Ser Ala Gly Ala Leu Ala Ser Cys Met
115 120 125

Gly Leu Ile Tyr Asn Arg Met Gly Thr Val Thr Thr Glu Val Ala Phe
130 135 140

Gly Leu Val Cys Ala Thr Cys Glu Gin lle Ala Asp Ser Gln His Arg
145 150 155 160

Ser His Arg Gln Met Val Thr Thr Thr Asn Pre Leu Ile Arg His Glu
165 170 175

Asn Arg Met Val Leu Ala Ser Thr Thr Ala Lys Ala Met Glu GIn Met
180 185 180

Ala Gly Ser Ser Glu Gln Ala Ala Gha Ala Met Glu Val Ala Ser Gln
195 200 205

Ala Arg Gln Met Val Gin Ala Met Arg Thr lle Gly Thr His Pro Ser
210 215 220

Ser Ser Ala Gly Leu Lys Asp Asp Leu Ite Glu Asn Leu Gln Ala Tyr
225 230 235 240

GIn Lys Arg Met Gly Val Gln Met GIn Arg Phe Lys
245 250

<210>9

<211>97

<212>PRT

< 213> Virus de la gripe A
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<400>9
Met Ser Leu Leu Thr Glu Val Glu Thr Pro Thr Arg Asn Glu Trp Gly
1 5 10 15

Cys Arg Cys Asn Asp Ser Ser Asp Pro Leu Val lle Ala Ala Ser lle
20 25 30

lle Gly lle Leu His Leu lle Leu Trp Ile Leu Asp Arg Leu Phe Phe
35 40 45

Lys Cys Ile Tyr Arg Arg Leu Lys Tyr Gly Leu Lys Arg Gly Pro Ser
50 55 60

Thr Glu Gly Val Pro Glu Ser Met Arg Glu Glu Tyr Arg Lys Glu Gin
65 70 75 80

GlIn Ser Ala Val Asp Val Asp Asp Gly His Phe Val Asn lle Glu Leu
85 90 85

Glu

<210> 10

<211> 1723

< 212> ADN

< 213> Virus de la gripe A

<400> 10
atgaaggcta tcctggtggt getgetgtac accttegeca cegecaacge cgatacectg 60

tgcateggcet accacgcecaa caacagcacc gacacegtgg atacegtgcet ggaaaagaac 120
gtgaccgtga cccacagegt gaacctgetg gaagataagce acaacggceaa geigtgcaag 180
ctgagaggcg tggeecctet gecacctggge aagtgeaata tegoceggetg gatectggge 240
aaccccgagt gcgagagect gagceaccgec agetettggt cctacategt ggagacacce 300

agcagcgaca acggcacctg ttaccecgge gactteateg actacgagga actgcgggag 360

cagctgicea gegtglocag citegagegg ticgagatct tececaagac cagetectgg 420
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cccaaccacy acagcaacaa gggegtgacce geegectgte ctcacgetgg ggecaagage 480
tictacaaga acctgatctg getggtgaag aagggcaaca getaceccaa getgtccaag 540
agctacatca acgacaaggg caaagaggtly ctggtgetgt ggggceateca ccacectage 600
accagcgecg accagcagag cctgtaccag aacgccgaca cctacgtgtt cgtgggeage 660
agccggtaca gcaagaagtt caagcccgaq atcgecatca gacccaaagt gcgggaccag 720
gaaggccgga tgaactacta ctggaccctg gtggagceeg gegacaagat caccttegag 780
gccaccggca atctggtggt geccagatac gecttegeca tggaaagaaa cgecggeage  B40
ggcatcatca tcagegacac cccegtgeac gactgcaaca ccacctgtca gacceccaag 900
ggggccatca acaccagect goecttccag aacatccacc ccatcaccat cggeaagtge 960
cctaagtacg tgaagtccac caagctgaga ciggecaceg gectgeggaa catceccage 1020
atccagagca gaggectgtt cggggecatt geceggcettta tcgagggegg ctggaccgga 1080
atggtggacg ggtggtacgg ctaccaccac cagaatgagc agggcagegg ctacgcegee 1140
gaccigaagt ccacacagaa cgccatcgac gagatcacca acaaagtgaa cagegtgatc 1200
gagaagatga acacccagtt caccgeecgtg ggcaaagagt tcaaccacct ggaaaagegg 1260
atcgagaacc tgaacaagaa ggtggacgac ggcttcctgg acatctggac ctacaacgee 1320
gagctgetgg tgctgetgga aaacgagegg acectggact accacgactc caacgtgaag 1380
aatctgtacg agaaagtgecg gagccagectlg aagascaacg ccaaagagat cggcaacgge 1440
tgcttegagt tctaccacaa gtgegacaac acctgtatgg aaagegtgaa gaacggcace 1500
tacgactace ccaagtacag cgaggaagcece aagctgaace gggasagagat cgacggegty 1560
aagctggaaa gcacccggat ctaccagatce ctggcecatct acageaccgt ggecagctca 1620
ctggteetgg tegtgteect gggegcetate agettctgga tgtgcageaa cggecagectg 1680
cagtgccgga tctgeatctg aggcgccgaé aattcttaat taa 1723

<210> 11

< 211> 566

<212>PRT
< 213> Virus de la gripe A

<400> 11
Met Lys Ala [le Leu Val Val Leu Leu Tyr Thr Phe Ala Thr Ala Asn
1 5 10 15

Ala"Asp Thr Leu Cys Ile GIy Tyr His Ala Asn AsnSer Thr Asp Thr
20 25 30
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Val Asp Thr Val Leu Glu Lys Asn Val Thr Val Thr His Ser Val Asn
35 40 45

Leu Leu Glu Asp Lys His Asn Gly Lys Leu Cys Lys Leu Arg Gly Val
50 55 60

Ala Pro Leu His Leu Gly Lys Cys Asn Ile Ala Gly Trp lle Leu Gly
65 70 75 80

Asn Pro Glu Cys Glu Ser Leu Ser Thr Ala Ser Ser Trp Ser Tyr Ile
85 90 g5

Val Glu Thr Pro Ser Ser Asp Asn Gly Thr Cys Tyr Pro Gly Asp Phe
100 105 110

[le Asp Tyr Glu Glu Leu Arg Glu Gin Leu Ser Ser Val Ser Ser Phe
115 120 125

Glu Arg Phe Glu lle Phe Pro Lys Thr Ser Ser Trp Pro Asn His Asp
130 135 140

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

Phe Tyr Lys Asn Leu lle Trp Leu Val Lys Lys Gly Asn Ser Tyr Pro
165 170 175

Lys Leu Ser Lys Ser Tyr lle Asn Asp Lys Gly Lys Glu Val Leu Val
180 185 196

Leu Trp Gly lle His His Pro Ser Thr Ser Ala Asp Gln GIn Ser Leu
195 200 205

Tyr Gln Asn Ala Asp Thr Tyr Val Phe Val Gly Ser Ser Arg Tyr Ser
210 215 220

Lys Lys Phe Lys Pro Glu lle Ala lle Arg Pro Lys Val Arg Asp Gln
225 230 235 240

Glu Gly Arg Met Asn Tyr Tyr Trp Thr Leu Val Glu Pro Gly Asp Lys
245 250 255

Ile Thr Phe Glu Ala Thr Gly Asn Leu Val Val Pro Arg Tyr Ala Phe
260 265 270

Ala Met Glu Arg Asn Ala Gly Ser Gly Ile Ile Ile Ser Asp Thr Pro
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275 280 285

Val His Asp Cys Asn Thr Thr Cys Gln Thr Pro Lys Gly Ala [le Asn
290 285 300 -

Thr Ser Leu Pro Phe GIn Asn Ile His Pro Ile Thr Ile Gly Lys Cys
305 310 315 320

Pro Lys Tyr Val Lys Ser Thr Lys Leu Arg Leu Ala Thr Gly Leu Arg
325 330 335

Asn lle Pro Ser lle GIn Ser Arg Gly Leu Phe Gly Ala lle Ala Gly
340 345 350

Phe Ile Glu Gly Gly Trp Thr Gly Met Val Asp Gly Trp Tyr Gly Tyr
355 360 365

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

Thr Gin Asn Ala Ile Asp Glu lle Thr Asn Lys Val Asn Ser Val lle
385 390 395 400

Glu Lys Met Asn Thr Gln Phe Thr Ala Val Gly Lys Glu Phe Asn His
405 410 415

Leu Glu Lys Arg lle Glu Asn Leu Asn Lys Lys Val Asp Asp Gly Phe
420 425 430

Leu Asp lle Trp Thr Tyr Asn Ala Glu Leu Leu Val Leu Leu Glu Asn
435 440 445

Glu Arg Thr Leu Asp Tyr His Asp Ser Asn Val Lys Asn Leu Tyr Glu
450 455 460

Lys Val Arg Ser GIn Leu Lys Asn Asn Ala Lys Glu lle Gly Asn Gly
465 470 475 480

Cys Phe Glu Phe Tyr His Lys Cys Asp Asn Thr Cys Met Glu Ser Val
485 490 495

Lys Asn Gly Thr Tyr Asp Tyr Pro Lys Tyr Ser Glu Glu Ala Lys Leu
500 505 510

Asn Arg Glu Glu lle Asp Gly Val Lys Leu Glu Ser Thr Arg Ile Tyr

GIn lle Leu Ala lle Tyr Ser Thr Val Ala Ser Ser Leu Val Leu Val

530 535 540

Val Ser Leu Gly Ala Ile Ser Phe Trp Met Cys Ser Asn Gly Ser Leu
545 550 555 560

GIn Cys Arg lle Cys lle

365

<210>12
<211> 1432
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< 212> ADN
< 213> Virus de la gripe A

<400> 12
atgaacccca accagaagat catcaccatc ggeagogtgt gcatgaccat cggcatggec 60
aacctgatce tgcagateqgg caacatcatc ageatetgga teagecacag catccagetg 120
ggcaaccaga accagatcga gacatgeaac cagagegtga tcacctacga gaacaacacc 180
tgggtgaacc agacctacgt gaacatcage aacaccaact tegeecgetgy ccagagegtg 240
gtgtctgtga agetggecgg caacageage ctgtgecctg tatceggetg ggecatctac 300
agcaaggaca acagcgigeg gatcggcage aagggegacg tgttegigat ccgggagece 360
ttcatcagcet gcageceect ggaatgeegyg accttettee tgacccaggyg ggeectgetg 420
aacgacaagc acagcaacgg caccatcaag gacagaagec cctaccggac cctgatgage 480
tgcececateg gegaggtgece cageccctac aacagcagal tegagteegt ggettggage 540
gectetgect gecacgacyg catcaactgg ctgacaatcg gcatcagegg cectgataac 600
ggcgetgtgg cegtgctgaa gtacaacggce atcatcaceg acacaatcaa gagetggegg 660
aacaacatce tgeggaccea ggaatcegag tgegectgeg tgaacggeag ctgcttcace 720
gtgatgaccg acggeectag caatggecayg gecagetaca agatctteeg gatcgagaag 780
ggcaagateg tgaagtcegt ggagatgaac gecceccaact accactacga ggaatgcage 840
tgctaccceg acageagcega gatcacctgt gtgtgeccggg acaactggea cggcagecaac 900
agaccctggyg tgtecttcaa ccagaatctg gaataccaga teggcetacat ttigeagegge 960
atcttcggeg acaaccceag acccaacgac aagaccggaa getgeggecce tgtgtctage 1020
aacggggceca acggegtgaa gyggcttcage ttecaagtacyg geaatggegt gtggatcgge 1080
cggaccaaga gcatcagcag ccggaacggc ttcgagatga tetgggaccee caacggetgg 1140

accggcaccg acaacaactt cagcatcaag €aggacateq tgggcatcaa cgagtggage ~1200

gyctacageg geageticgt geageacecet gagetgaceg gectggacty cateeggeee 1260
tgcttttggg tggagetgat cagaggceaga cocaaagaga acaccatetg gaccagegge 1320
agcagcatca gettttgegg cgtgaacage gacacegtgg getggtctig geccgatggg 1380
gcegagcetge cettcaccat cgacaagtga ggcgecgaga attcttaatt aa 1432
<210> 13

<211> 469

<212>PRT
< 213> Virus de la gripe A
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<400> 13
Met Asn Pro Asn GIn Lys Ile Ile Thr Ile Gly Ser Val Cys Met Thr
1 5 10 15

lle Gly Met Ala Asn Leu Ile Leu GIn Ile Gly Asn Ile Ile Ser lle
20 25 30

Trp Ile Ser His Ser Ile Gln Leu Gly Asn Gln Asn Gln lle Glu Thr
35 40 45

Cys Asn Gln Ser Val Ile Thr Tyr Glu Asn Asn Thr Trp Val Asn GIn
50 55 60

Thr Tyr Val Asn Ile Ser Asn Thr Asn Phe Ala Ala Gly Gln Ser Val
65 70 75 80

Val Ser Val Lys Leu Ala Gly Asn Ser Ser Leu Cys Pro Val Ser Gly
85 90 95

Trp Ala lle Tyr Ser Lys Asp Asn Ser Val Arg lle Gly Ser Lys Gly
100 105 110

Asp Val Phe Val lle Arg Glu Pro Phe Ile Ser Cys Ser Pro Leu Glu
115 120 125

Cys Arg Thr Phe Phe Leu Thr Gin Gly Ala Leu Leu Asn Asp Lys His
130 135 140

Ser Asn Gly Thr Ile Lys Asp Arg Ser Pro Tyr Arg Thr Leu Met Ser
145 150 155 160

Cys Pro Ile Gly Glu Val Pro Ser Pro Tyr Asn Ser Arg Phe Glu Ser’
165 170 175
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Val Ala Trp Ser Ala Ser Ala Cys His Asp Gly Ile Asn Trp Leu Thr
180 185 180

Ile Gly Iie Ser Gly Pro Asp Asn Gly Ala Val Ala Val Leu Lys Tyr
195 200 205

Asn Gly Ile Ile Thr Asp Thr Ile Lys Ser Trp Arg Asn Asn lle Leu
210 215 220

Arg Thr Gln Glu Ser Glu Cys Ala Cys Val Asn Gly Ser Cys Phe Thr
225 230 235 240

Val Met Thr Asp Gly Pro Ser Asn Gly Gln Ala Ser Tyr Lys Ile Phe
245 250 255

Arg lle Glu Lys Gly Lys Ile Val Lys Ser Val Glu Met Asn Ala Pro
260 265 270

Asn Tyr His Tyr Glu Glu Cys Ser Cys Tyr Pro Asp Ser Ser Glu lle
275 280 285

Thr Cys Val Cys Arg Asp Asn Trp His Gly Ser Asn Arg Pro Trp Val
290 295 300

Ser Phe Asn GIn Asn Leu Glu Tyr Gin lle Gly Tyr lle Cys Ser Gly
305 310 315 320

lle Phe Gly Asp Asn Pro Arg Pro Asn Asp Lys Thr Gly Ser Cys Gly
325 330 335

Pro Val Ser Ser Asn Gly Ala Asn Gly Val Lys Gly Phe Ser Phe Lys
340 345 350

Tyr Gly Asn Gly Val Trp Ile Gly Arg Thr Lys Ser lle Ser Ser Arg
355 360 365

Asn Gly Phe Glu Met Ile Trp Asp Pro Asn Gly Trp Thr Gly Thr Asp
370 375 380

Asn Asn Phe Ser lle Lys GIn Asp lle Val Gly Ile Asn Glu Trp Ser
385 390 395 400

Gly Tyr Ser Gly Ser Phe Val Gln His Pro Glu Leu Thr Gly Leu Asp
405 410 415

Cys Ile Arg Pro Cys Phe Trp Val Glu Leu Ile Arg Gly Arg Pro Lys

420 425 430

Glu Asn Thr lle Trp Thr Ser Gly Ser Ser [le Ser Phe Cys Gly Val

435 440 445

Asn Ser Asp Thr Val Gly Trp Ser Trp Pro Asp Gly Ala Glu Leu Pro

450 455 460

Phe Thr Ile Asp Lys
465
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<210> 14

<211> 1698

< 212> ADN

< 213> Virus de la gripe A

<400> 14
atgaaaacca tcategecct gagetacate ctgtgectgg tgttegecea gaagetgeee 60
ggcaacgaca acagcaccgce caccctgtge ctgggecace acgeegtgee caacggeace 120
atcgtcaaaa ccattaccaa tgatcagatc gaggtgacca acgccaccga getggtgcag 180
agcagcagca ccggeggceat ctgcgacage cocccaccaga tectggacgg cgagaactge 240
acccigatcg acgcetetget cggegaccet cagtgegacg geticcagaa caagaagtgg 300
gacctgticg tegagegeag caaggectac agcaactget accectacga cgigeecegac 360
tacgecagee teegeteect ggtegectice ageggeacce tggagticaa cgacgagage 420
ttcaactgga ccggcegtgac ccagaacggc accageagea getgecaageg ccgeagcaac 480
aacagcttct tcageegect gaactggetg acccacctga agttcaagta ccccgeecty 540
aacgtgacca tgcccaacaa tgagaaattc gacaagetgt acatctgggg cgtgeaccac 600
ccegtgaccg acaacgacca gatcttectg tacgccecagg ccageggeeg catcaccgtg 660
agcaccaagce geagecagea gaccglgate cecaacateg geageegece caggateege 720
aacatcccca gecgceatcag catctactgy accategtga ageecggega catectgetg 780
atcaactcea ceggeaacct gategeccec aggggctact tcaagateeg cageggcaay 840
agcagcatca tgcgeagega cgcccccatc ggeaagtgea acagcgagtg catcacccee 900
aacggcagca tceccaacga caagcecctic cagaacgtga accgcatcac ctacggagee 860
tgtccceget acgtgaagea gaacaccctg aaactggceta coggcatgeg gaacgtgece 1020

-_-ygagaagcaga cccggggeat ctteggggec atcgeeggcet tcatcgagaa cggetgggag 1080

ggcatggtgg acgggtggta tggcettecge caccagaact ccgagggceat cggeccaggee 1140

gcegacclga agageaccea ggecgecate aaccagatea acggeaaget gaacegectg 1200
atcggcaaga ccaacgagaa gticcaccag atcgagaagg agtttagega ggtcgaggge 1260
cgeatccagg acctggagaa gtacgtggag gacaccaaga tegacctglg gagctacaac 1320
geegagetge tggtegecct ggagaaccag cacaccateg acctgaccga cagegagatg 1380
aacaagctgt icgagegceac caagaagceag ctgcgegaga acgecgagga catgggeaac 1440
ggctactica agatctacca caagtgegac aacgectgea teggctecat cegeaacgge 1500
acctacgacc acgacgtgta ccgegacgag gocctgaaca accgcticca gatcaaggge 1560
gtggagctga agageggcta caaggactgg atcctgtgga tcagcttege tatcagetge 1620
ttectgetgt gegtggecct getgggcttc atcatgtggg cctgecagaa gggeaacatc 1680
cgctgcaaca tetgeatc 1688

<210> 15

< 211> 566

<212>PRT
< 213> Virus de la gripe A
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<400> 15
Met Lys Thr Ile Ille Ala Leu Ser Tyr Ile Leu Cys Leu Val Phe Ala
1 5 10 15

GIn Lys Leu Pro Gly Asn Asp Asn Ser Thr Ala Thr Leu Cys Leu Gly
20 25 30

His His Ala Vat Pro Asn Gly Thr Ile Val Lys Thr Ile Thr Asn Asp
35 40 45

Gln Ile Glu Val Thr Asn Ala Thr Glu Leu Val Gln Ser Ser Ser Thr
50 55 60

Gly Gly Ile Cys Asp Ser Pro His Gln Ile Leu Asp Gly Glu Asn Cys
65 70 75 80

Thr Leu lle Asp Ala Leu Leu Giy Asp Pro GIn Cys Asp Gly Phe Gln
85 a0 g5

Asn Lys Lys Trp Asp Leu Phe Val Glu Arg Ser Lys Ala Tyr Ser Asn
100 105 110

Cys Tyr Pro Tyr Asp Val Pro Asp Tyr Ala Ser Leu Arg Ser Leu Val
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115 120 125

Ala Ser Ser Gly Thr Leu Glu Phe Asn Asp Glu Ser Phe Asn Trp Thr
130 135 140

Gly Val Thr Gin Asn Gly Thr Ser Ser Ser Cys Lys Arg Arg Ser Asn
145 150 155 160

Asn Ser Phe Phe Ser Arg Leu Asn Trp Leu Thr His Leu Lys Phe Lys
165 170 175

Tyr Pro Ala Leu Asn Val Thr Met Pro Asn Asn Glu Lys Phe Asp Lys
180 185 190

Leu Tyr lle Trp Gly Val His His Pro Val Thr Asp Asn Asp Gln Ile
195 200 205

Phe Leu Tyr Ala GIn Ala Ser Gly Arg lle Thr Val Ser Thr Lys Arg
210 215 220

Ser Gln GlIn Thr Val lle Pro Asn Ile Gly Ser Arg Pro Arg Ile Arg
225 230 235 240

Asn lle Pro Ser Arg lle Ser Ile Tyr Trp Thr lle Val Lys Pro Gly
245 250 255

Asp lle Leu Leu Ile Asn Ser Thr Gly Asn Leu lle Ala Pro Arg Gly
260 265 270

Tyr Phe Lys lle Arg Ser Gly Lys Ser Ser Ile Met Arg Ser Asp Ala
275 280 ) 285

Pro lie Gly Lys Cys Asn Ser Glu Cys Ile Thr Pro Asn Gly Ser lle
290 295 300

Pro Asn Asp Lys Pro Phe Gin Asn Val Asn Arg Ile Thr Tyr Gly Ala
305 310 315 320

Cys Pro Arg Tyr Val Lys Gln Asn Thr Leu Lys Leu Ala Thr Gly Met
325 330 335

Arg Asn Val Pro Glu Lys GIn Thr Arg Gly lle Phe Gly Ala lle Ala
340 345 350

Gly Phe lle Glu Asn Gly Trp Glu Gly Met Val Asp Gly Trp Tyr Gly
355 360 365
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Phe Arg His GIn Asn Ser Glu Gly Ite Gly Gln Ala Ala Asp LeuLys
370 375 380

Ser Thr Gln Ala Ala lle Asn Gin Ile Asn Gly Lys Leu Asn Arg Leu
385 390 395 400

Ile Gly Lys Thr Asn Glu Lys Phe His GIn lle Glu Lys Glu Phe Ser
405 410 415

Glu Val Glu Gly Arg lle GIn Asp Leu Glu Lys Tyr Val Glu Asp Thr
420 425 430

Lys lle Asp Leu Trp Ser Tyr Asn Ala Glu Leu Leu Val Ala Leu Glu
435 440 445

Asn Gln His Thr lle Asp Leu Thr Asp Ser Glu Met Asn Lys Leu Phe
450 455 460

Glu Arg Thr Lys Lys Gln Leu Arg Glu Asn Ala Glu Asp Met Gly Asn
465 470 475 480

Gly Cys Phe Lys lle Tyr His Lys Cys Asp Asn Ala Cys lle Gly Ser
485 490 495

[le Arg Asn Gly Thr Tyr Asp His Asp Val Tyr Arg Asp Glu Ala Leu
500 505 510

Asn Asn Arg Phe Gln lle Lys Gly Val Glu Leu Lys Ser Gly Tyr Lys
515 520 525

Asp Trp Ile Leu Trp Ile Ser Phe Ala lle Ser Cys Phe Leu Leu Cys
530 535 540

Val Ala Leu Leu Gly Phe lle Met Trp Ala Cys Gin Lys Gly Asn Ille
545 550 555 560

Arg Cys Asn Ile Cys lle
565

<210> 16

<211> 1410

< 212> ADN

< 213> Virus de la gripe A
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<400> 16
atgaacccca accagaagat catcaccate ggatcegtca goctgaccat ctccaccate 60

tgctitttca tgcagatege catcctgate accacegtga cectgeactt caagcagtac 120
gagttcaaca geccccccaa caaccaggtc atgetgtgeg ageccacceat catcgagege 180
aacatcaccg agatcgigta ccigaccaac accaccatcg agaaagagat ctgecccaag 240
ctggcegagt accgcaactg gtccaagcecc cagtgeaata tcacaggctt cgeececctte 300
agcaaggaca acagcatceg cctgageget ggagggagaca tetgggtcac ccgegagece 360
tacgtgagct gcgaccccga caagtgctac cagttegece tcggacaggg gaccacactg 420
aataacgtcc acagcaacga caccgtgeac gacegcacec cetacegeac cotgctgatg 480
aacgagctgg gegtgeectt ccacectggge accaageagg tetgeatege ctggtccage 540
agcagctgee acgacggceaa ggectggcetg cacgtgtgeg tgaccggega cgacaagaac 600
gecacegeca getteateta caacggcecge ctggtggaca geategtgag ctggtccaaa 660
gagatectge gecacccaaga aagegagtac gtetgeatca acggeaccty caccgtggty 720
atgaccgacg gecagcegectc cggecaaggee gacaccaaga tectgticat cgaagaggge 780
aagategtge acaccageac actgtecgge agegeccage acgtggaaga gtgeagetge 840
tacccceget acetgggegt gegetgegtg tgecgegaca actggaaggg cageaaccge 900
cccateglgg acatcaacat caaggactac tccatcgtga geagcetacgt gtgeagegge 960
ctggtcggcg acacaccceg caagaacgac agcagctcea geagecactg cetggaccee 1020
aacaacgaad agggcggcca cggegtgaag ggctgggect tcgacgacgy caacgacgty 1080
tggatgggcc gcaccatcag cgagaagcelg cggageggct atgagacatt caaggtgate 1140
gagggctggt ccaaccccaa cagcaagcetg cagatcaace gecaggtgat cgtggacege 1200
ggcaaccgct ceggetacag cggeatcttc agegtggagg geaagicetg calcaaccge 1260
tgcttctatg tggagetgat tcgggggagg aaagaagaga ccgaggtect ctggaccage 1320
aacagcatcg tggtgttctg cggcaccage ggcacctacg gecaccggceag ctggecegac 1380
ggggccgaca tcaacctgat geccatetga 1410

<210> 17

< 211> 469

<212>PRT
< 213> Virus de la gripe A

<400> 17
Met Asn Pro Asn Gin Lys Ile lle Thr lle Gly Ser Val Ser Leu Thr
1 5 10 15
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Lle Ser Thr lle Cys Phe Phe Met Gin lle Ala lle Leu lle Thr Thr
20 25 30

Vai Thr Leu His Phe Lys Gln Tyr Glu Phe Asn Ser Pro Pro Asn Asn
35 40 45

Gin Val Met Leu Cys Glu Pro Thr lle Ile Glu Arg Asn Ile Thr Glu
50 55 60

Ile Val Tyr Leu Thr Asn Thr Thr Ile Glu Lys Glu lle Cys Pro Lys
65 70 75 80

Leu Ala Glu Tyr Arg Asn Trp Ser Lys Pro Gln Cys Asn lie Thr Gly
85 a0 95

Phe Ala Pro Phe Ser Lys Asp Asn Ser lle Arg Leu Ser Ala Gly Gly
100 105 110

Asp lle Trp Val Thr Arg Glu Pro Tyr Val Ser Cys Asp Pro Asp Lys
115 120 125

Cys Tyr Gln Phe Ala Leu Gly Gln Gly Thr Thr Leu Asn Asn Val His
130 135 140

Ser Asn Asp Thr Val His Asp Arg Thr Pro Tyr Arg Thr Leu Leu Met
145 150 155 160

Asn Glu Leu Gly Val Pro Phe His Leu Gly Thr Lys Gln Val Cys lle
165 170 175

Ala Trp Ser Ser Ser Ser Cys His Asp Gly Lys Ala Trp Leu His Val
180 185 190

Cys Val Thr Gly Asp Asp Lys Asn Ala Thr Ala Ser Phe lle Tyr Asn
195 200 205 ’

Gly Arg Leu Val Asp Ser lle Val Ser Trp Ser Lys Glu lle Leu Arg
210 215 220

Thr Gln Glu Ser Glu Cys Val Cys Ile Asn Gly Thr Cys Thr Val Val
225 230 235 240

Met Thr Asp Gly Ser Ala Ser Gly Lys Ala Asp Thr Lys Ile Leu Phe
245 250 255

Ile Glu Glu Gly Lys Ile Val His Thr Ser Thr Leu Ser Gly Ser Ala
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260 265 270

Gln His Val Glu Glu Cys Ser Cys Tyr Pro Arg Tyr Leu Gly Val Arg
275 280 285

Cys Val Cys Arg Asp Asn Trp Lys Gly Ser Asn Arg Pro lie Val Asp
290 295 300

lle Asn lle Lys Asp Tyr Ser lle Val Ser Ser Tyr Val Cys Ser Gly
305 310 315 320

Leu Val Gly Asp Thr Pro Arg Lys Asn Asp Ser Ser Ser Ser Ser His®
325 330 335

Cys Leu Asp Pro Asn Asn Glu Glu Gly Gly His Gly Val Lys Gly Trp
340 345 350

Ala Phe Asp Asp Gly Asn Asp Val Trp Met Gly Arg Thr lle Ser Glu
355 360 365

Lys Leu Arg Ser Gly Tyr Glu Thr Phe Lys Val [le Glu Gly Trp Ser
370 375 380

Asn Pro Asn Ser Lys Leu Gln Ile Asn Arg Gln Val lle Val Asp Arg
385 390 395 400

Gly Asn Arg Ser Gly Tyr Ser Gly Ile Phe Ser Val Glu Gly Lys Ser
405 410 415

Cys lle Asn Arg Cys Phe Tyr Val Glu Leu lle Arg Gly Arg Lys Glu
420 425 430

Glu Thr Glu Val Leu Trp Thr Ser Asn Ser Ille Val Val Phe Cys Gly
435 440 445

Thr Ser Gly Thr Tyr Gly Thr Gly Ser Trp Pro Asp Gly Ala Asp lle
450 455 460

Asn Leu Met Pro lle
465
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REIVINDICACIONES

1. El uso de polinucleétidos que codifican proteinas del virus de la gripe procedentes de una cepa H1N1 y una cepa
H3N2 para la preparacion de una composicion inmunogénica o un componente de vacuna contra infecciones de la
gripe A en seres humanos y cerdos, en donde los polinucleétidos codifican hemaglutinina (HA) y neuraminidasa (NA)
y proteina matriz (M) y la nucleoproteina (NP) en donde los polinucleétidos codifican SEQ ID NO: 11y 13y SEQ ID
NO: 6 y 8 0 9 y en donde las secuencias de ADN o ARN contienen codones que estan optimizados para la expresion
en células de mamifero.

2. El uso segun la reivindicacion 1, que comprende adicionalmente polinucleétidos que codifican SEQ ID NO: 15 y
17.

3. El uso segun la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, en donde los codones de ADN o ARN estan optimizados,
usando codones de proteinas humanas con expresion elevada.

4. El uso segun la reivindicacion 3, en donde los polinucledtidos se seleccionan a partir de SEQ ID NO: 5,7, 10, 12y
14.

5. Una vacuna contra infecciones de la gripe A de seres humanos y/o cerdos que comprende polinucleétidos que
codifican proteinas del virus de la gripe procedentes de una cepa H1N1 y una cepa H3N2, en donde los polinucledti-
dos codifican hemaglutinina (HA) y neuraminidasa (NA) y proteina matriz (M) y la nucleoproteina (NP) en donde los
polinucledtidos codifican SEQ ID NO: 11y 13y SEQID NO: 6 y 8 0 9, y en donde las secuencias de ADN o ARN
contienen codones que estan optimizados para una expresion en células de mamifero.

6. Una vacuna segun la reivindicacion 5, en donde los polinucledtidos codifican SEQ ID NO: 6, 8, 11, 13 y 15.

7. Una vacuna segun la reivindicacion 5 o la reivindicacion 6, en donde los codones estan optimizados usando co-
dones de proteinas humanas con expresién elevada.

8. Una vacuna segun la reivindicacion 5, en donde los polinucleétidos se seleccionan a partir de SEQ ID NO: 5, 7,
10,12y 14,

9. Una vacuna segun la reivindicacion 5 o la reivindicacion 6, que comprende adicionalmente polinucleétidos que
codifican SEQ ID NO: 2,4 0 17.

10. Una vacuna segun la reivindicacion 9, en donde los polinucleétidos se seleccionan a partir de SEQ ID NO: 1, 3 0
16.

11. Una vacuna segun la reivindicacion 5, en donde algunos o todos los codones que codifican Asn-X-Ser o Asn-X-
Thr, en donde X puede ser cualquier aminoacido excepto prolina, estan modificados.

12. Una vacuna segun las reivindicaciones 5 a 11, en donde la vacuna se administra mediante inyeccion de ADN y/o
ARN desnudo con o sin electroporacion o se inocula mediante una pistola de genes.

13. Una vacuna segun las reivindicaciones 5 a 11, en donde los genes de la vacuna se administran incorporados en
cuerpos apoptoticos celulares o en un virus vivo o bacteria.

14. Una vacuna segun la reivindicacion 13, en donde el virus vivo se selecciona a partir de adenovirus, poxvirus,
virus adenoasociado, alfavirus y virus herpes.

15. Una vacuna segun la reivindicacion 13, en donde la bacteria se selecciona a partir de especies de Shigella o
especies de Salmonella o especies de Lactobacillus o especies de Lactococcus.

60



ES 2614802 T3

Figura 1
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Figura 2
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Figura 3
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Figura 4
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Figura 5
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Figura 6
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Figura 7
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Figura 8

Valoracion virica en lavado nasal posterior a la exposicion
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Figura 9
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Valoracion de IgG anti gripe
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Figura 10
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Valoracion Hl de HIN1v
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Figura 11
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Figura 13
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