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DESCRIPCION

Recombinacion de virus de gripe
Campo técnico

La presente invencidén se encuentra en el campo de intercambio de virus de gripe A. ademas, se relaciona
con la fabricacién de vacunas para proteger contra virus de gripe A.

Técnica anterior

La proteccion mas eficiente contra infecciéon de gripe es la vacuna contra cepas circulantes y es importante
producir virus de gripe para la produccion de vacunas lo mas rapido posible.

Los virus de gripe de tipo salvaje a menudo crecen a titulos bajos en huevos y cultivo celular. Con el fin de
obtener la cepa de virus que mejor crezca para la produccion de vacunas en la actualidad es comun la practica de
recombinacion de cepas circulantes de vacuna con una cepa donante de alto rendimiento y de rapido crecimiento.
Esto puede conseguirse co-infectando un huésped de cultivo con la cepa de gripe circulante (la cepa de la vacuna) y
con la cepa donante de alto rendimiento y seleccionando los virus recombinantes que contienen los segmentos de
hemaglutinina (HA) y neuraminidasa (NA) de la cepa de la vacuna y los otros segmentos virales (esto es, aquellos
que codifican PB1, PB2, PA, NP, M1, m2, NSt y NS,) de la capa donante. Otra técnica es recombinar los virus de
gripe mediante genética inversa (véase, por ejemplo, referencias 1 y 2).

La referencia 2 presenta que un virus de gripe recombinantes que contiene un segmento de gen PB1 de
A/Texas/1/77, los segmentos HA y NA de A/New Caledonia/20/99, un segmento PA modificado derivado de A/Puerto
Rico/8/34 y el resto de segmentos virales de A/Puerto Rico/8/34 muestran un mayor crecimiento en células.

Mas virus recombinantes de gripe se describen en Abt et al Vaccine 29(32):5153-5162 (Mayo 2011), Fluvini
e tal PLOS ONE 6(6) (Junio 2011) y WO2010/077986.

En la actualidad hay solamente un nimero limitado de cepas donantes para virus recombinantes de gripe
para fabricacién de vacunas, y la capa mas comunmente usada es la cepa A/Puerto Rico/8/34 (A/PR/8/34). Sin
embargo, los virus recombinantes de gripe que contienen segmentos del eje central de A/PR/8/34 no siempre crecen
lo suficientemente bien para asegurar una fabricacién de vacuna eficiente. Por lo tanto, existe la necesidad en la
técnica de proporcionar cepas donantes adicionales y mejoradas para recombinacion de virus de gripe.

Resumen de realizaciones preferentes

Los inventores ahora han descubierto inesperadamente que los virus de gripe que comprenden segmentos
del eje central de dos cepas donantes de gripe pueden crecer mas rapido en un huésped de cultivo en comparacién
con virus recombinantes de gripe A que contienen todos los segmentos del eje central de la misma cepa donante. En
particular, los inventores han encontrado que los virus de gripo que comprenden los segmentos del eje central
derivados de dos cepas donantes de alto rendimiento pueden producir recombinantes de mayor rendimiento con
genes HA/NA relevantes de la vacuna diana que los recombinantes hechos con cualquiera de las dos cepas
donantes originales.

En principio, todos los segmentos de virus de gripo A muy relacionados pueden recombinarse
especificamente para producir virus viables, peor solamente una pequefia fraccibn de estos virus sera
recombinantes con alto crecimiento, debido a las actividades ineficientes de los componentes virales resultantes. Los
inventores han proporcionado combinaciones del eje central que producen cepas de alto rendimiento.

La invencion proporciona un virus recombinante de gripe A que puede crecer hasta titulos mas altos virales
en células MDCK en el mismo tiempo y bajo las mismas condiciones de crecimiento en comparacion con A/Puerto
Rico/8/34, donde el virus recombinante de gripe A comprende segmentos del eje central de dos cepas donantes,
donde los segmentos virales de PB1 y PB2 son de la cepa donante 105p30y (a) tiene al menos 95% identidad con
las secuencias de SEQ ID Nos: 18 y 19 , o (b) codifican polipéptidos que tiene al menos 99% identidad con la
secuencia de polipéptido codificada por SEQ ID Nos: 18 y 19, donde al menos un segmento viral del eje central del
virus recombinante de gripe A es de la cepa donantes PR8-X, y donde:

a) el segmento PA del virus recombinante de gripe A tiene una secuencia que tiene al menos 95% identidad
con una secuencia seleccionada del grupo consistente en SEQ ID Nos: 9 y 17, el segmento M del virus
recombinante de gripe A tiene una secuencia que tiene al menos 95% identidad con una secuencia
seleccionada del grupo consistente en SEQ ID Nos: 13 y 21, el segmento NP del virus recombinante de
gripe A tiene una secuencia que tiene al menos 95% identidad con una secuencia seleccionada del grupo
consistente en SEQ ID Nos: 12 y 20, el segmento NS del virus recombinante de gripe A tiene una secuencia
que tiene al menos 95% identidad con una secuencia seleccionada del grupo consistente en SEQ ID Nos:
14y 22;0
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b) los segmentos virales del eje central codifican polipéptidos que tiene al menos 99% identidad con las
secuencias de polipéptido codificadas por SEQ ID Nos: 12-14 0 20-22.

Los virus recombinantes de gripe A aqui desvelados que comprenden segmentos del eje central de dos o
mas cepas donantes de gripe pueden contener los segmentos virales PB1 y PB2 de la misma cepa donante, en
particular la cepa del tipo A/New Caledonia/20/1999, aqui referida como la cepa 105p30. Los segmentos virales PB1
y PB2 pueden tener al menos 99% identidad o 100% identidad con la secuencia de SEQ ID NO: 2 y/o SEQ ID NO: 3.

Donde los virus recombinantes de gripe A aqui desvelados comprenden segmentos del eje central de dos o
mas cepas donantes, cada cepa donantes puede proporcionar mas de un segmento de eje central del virus
recombinantes de gripe A, pero uno o mas de las cepas donantes puede también proporcionar solamente un Unico
segmento del eje central.

Donde los virus recombinantes de gripe A aqui desvelados comprenden segmentos del eje central de dos,
tres, cuatro o cinco cepas donantes, una o dos de las cepas donantes pueden proporcionar mas de un segmento de
eje central del virus recombinantes de gripe A. En general, los virus recombinantes de gripe A no pueden
comprender mas de seis segmentos del eje central. Por consiguiente, por ejemplo, si una de las cepas donantes
proporciona cinco de los segmentos virales, el virus recombinante de gripe A solo puede comprender segmentos del
eje central de un total de dos cepas donantes diferentes.

Donde un virus recombinantes de gripe A aqui desvelado comprende el segmento PB1 de A/Texas/1/77,
preferentemente no comprende el segmento PA, NP o M de A/Puerto Rico/8/34. Donde un virus recombinantes de
gripe A aqui desvelado comprende el segmento PA, NP o M de A/Puerto Rico/8/34, preferentemente no comprende
el segmento PB1 de A/Texas/1/77. La invencién no abarca virus recombinantes de gripe A que tengan el segmento
PB1 de A/Texas/1/77 y los segmentos PA, NP o M de A/Puerto Rico/8/34. El segmento PB1 de A/Texas/1/77 puede
tener las secuencia de SEQ ID NO: 46 y los segmentos PA, NP o M de A/Puerto Rico/8/34 pueden tener la
secuencia de SEQ ID Nos 47, 48 o 49 respectivamente.

Los inventores también han descubierto que variantes de cepas donantes conocidas pueden crecer hasta
titulos virales mas altos en comparacién con la cepa donante original y por lo tanto ser mejores cepas donantes para
recombinar virus de gripe. Ejemplos de tales cepas son PR8-Xy 105p30.

Las cepas de virus de gripe A de la invencion pueden crecer a titulos virales mas altos en células MDCK en
el mismo tiempo y bajo las mismas condiciones de crecimiento en comparacion con A/Puerto Rico/8/34 y/o tener
mayor eficiencia de rescate en comparacion con cepas recombinantes de gripe que comprenden todos los
segmentos del e je central de la misma cepa donante de gripes. Como aqui se desvela es un virus recombinante de
gripe A que comprende al menos un segmento viral del eje central de tal cepa de gripe.

Aqui también se desvela un virus recombinante de gripe A que comprende al menos un segmento viral del
eje central de una cepa donante, donde la cepa donante se selecciona del grupo consistente en 105p30 y PR8-X.
Cuando al menos un segmento viral del eje central es el segmento PA puede tener una secuencia que tiene al
menos 95% o al menos 99% identidad con una secuencia seleccionada del grupo consistente en SEQ ID Nos: 9 y
17. Cuando al menos un segmento viral del eje central es el segmento PB1, puede tener una secuencia que tiene al
menos 95% o al menos 99% identidad con una secuencia seleccionada del grupo consistente en SEQ ID Nos: 10 y
18. Cuando al menos un segmento viral del eje central es el segmento PB2, puede tener una secuencia que tiene al
menos 95% o al menos 99% identidad con una secuencia seleccionada del grupo consistente en SEQ ID Nos: 11y
19. Cuando al menos un segmento viral del eje central es el segmento M puede tener una secuencia que tiene al
menos 95% o al menos 99% identidad con una secuencia seleccionada del grupo consistente en SEQ ID Nos: 13y
21. Cuando al menos un segmento viral del eje central es el segmento NP puede tener una secuencia que tiene al
menos 95% o al menos 99% identidad con una secuencia seleccionada del grupo consistente en SEQ ID Nos: 12 y
20. Cuando al menos un segmento viral del eje central es el segmento NS puede tener una secuencia que tiene al
menos 95% o al menos 99% identidad con una secuencia seleccionada del grupo consistente en SEQ ID Nos: 14 y
22.

En casos donde el virus recombinante de gripe A comprende segmentos de al menos dos cepas donantes
de gripe, al menos un segmento del eje central puede derivarse de una cepa donante seleccionada del grupo
consistente en 105p30 y PR8-X, como se ha analizado en el parrafo anterior. Los virus recombinantes de gripe A
aqui desvelados comprenden 1, 2, 3 0 4 segmentos virales de la cepa donante 105p30 donde el segmento PA
puede tener al menos 95% identidad o 100% identidad con SEQ ID NO: 17, el segmento NP puede tener al menos
95% identidad o 100% identidad con SEQ ID NO: 20, el segmento M puede tener al menos 95% identidad o 100%
identidad con SEQ ID NO: 21 y el segmento NS puede tener al menos 95% identidad o 100% identidad con SEQ ID
NO: 22. Tales virus de gripe A también comprenden al menos un segmento viral del eje central de la cepa donante
PR8-X. Donde el al menos un segmento viral es el segmento PA puede tener al menos 95% identidad o 100%
identidad con SEQ ID NO: 9. Donde el al menos un segmento viral es el segmento NP puede tener al menos 95%
identidad o 100%identidad con SEQ ID NO: 12. Donde el al menos un segmento viral es el segmento M puede tener
al menos 95% identidad o 100% identidad con SEQ ID NO: 13. Donde el al menos un segmento viral es el segmento
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NS puede tener al menos 95% identidad o 100% identidad con SEQ ID NO: 9. Los inventores han mostrado que los
virus recombinantes de gripe A que comprenden tales segmentos del eje principal crecen bien en cultivo celular. En
general, un virus recombinante de gripe contendra solamente uno de cada segmento del eje principal. Por ejemplo,
cuando el virus de gripe comprende el segmento PA de 105p30 no comprendera al mismo tiempo el segmento PA
de PR8-X.

En realizaciones preferentes, el virus comprende segmentos virales que tienen al menos 95% identidad o
100% identidad con la secuencia de a) el segmento PB2 de SEQ ID NO: 19, el segmento PB1 De SEQ ID NO: 18 y
el segmento NS de SEQ ID NO: 22; o (b) el segmento PB2 de SEQ ID NO: 19, el segmento PB1 De SEQ ID NO: 18
y el segmento M de SEQ ID NO: 21; o (c) el segmento PB2 de SEQ ID NO: 19, el segmento PB1 De SEQ ID NO: 18
y el segmento NP de SEQ ID NO: 20; o (d) el segmento PB2 de SEQ ID NO: 19, el segmento PB1 De SEQ ID NO:
18 y el segmento PA de SEQ ID NO: 17. Estas realizaciones son preferentes porque los inventores han descubierto
que tales virus recombinantes de gripe A crecen particularmente bien en cultivo celular.

La invencion proporciona un método para preparar los virus recombinantes de gripe A de la invencién.
Estos métodos comprenden las etapas de (i) introducir en un huésped de cultivo una o mas construcciones
expresion que codifica(n) los segmentos virales requeridos para producir el virus de gripe A de la invencién donde
los segmentos virales del eje principal son de dos 0 mas cepas de gripe; y (ii) cultivar el huésped de cultivo con el fin
de producir virus recombinante y opcionalmente (iii) purificar el virus obtenido en la etapa (ii).

El método puede comprender las etapas de (i) introducir en un huésped de cultivo una o mas
construcciones expresién que codifica(n) los segmentos virales requeridos para producir el virus de gripe A de la
invencion donde los segmentos virales del eje principal son de dos 0 mas cepas de gripe y los segmentos PB1 y
PB2 son de la misma cepa donante; y (ii) cultivar el huésped de cultivo con el fin de producir virus recombinante y
opcionalmente (iii) purificar el virus obtenido en la etapa (ii).

También se proporciona un método para preparar un virus recombinante de gripe A de la invencion que
comprende las etapas de (i) introducir en un huésped de cultivo una o mas construcciones expresion que codifica(n)
los segmentos virales requeridos para producir el virus de gripe A de la invenciéon donde los segmentos virales del
eje principal son de dos 0 mas cepas de gripe y los segmentos HA y PB1 son de diferentes cepas de gripe que tiene
el mismo subtipo HA de gripe; y (ii) cultivar el huésped de cultivo con el fin de producir virus recombinante y
opcionalmente (iii) purificar el virus obtenido en la etapa (ii).

La invencion también proporciona un método para preparar un virus recombinante de gripe A de la
invencion que comprende las etapas de (i) introducir en un huésped de cultivo una o méas construcciones expresion
que codifica(n) los segmentos virales requeridos para producir el virus de gripe A de la invencion donde los
segmentos virales del eje principal son de una cepa de gripe 105p30 y/o PR8-X y donde al menos un segmento viral
se deriva de una segunda cepa de gripe; y (ii) cultivar el huésped de cultivo con el fin de producir virus recombinante
y opcionalmente (iii) purificar el virus obtenido en la etapa (ii).

Los métodos pueden ademas comprender las etapas de: (iv) infectar un huésped de cultivo con el virus
obtenido en la etapa (ii) o etapa (iii); (v) cultivar el huésped de cultivo de la etapa (iv) para producir mas virus; y
opcionalmente (vi) purificar el virus obtenido en la etapa (v).

La invencién también proporciona un método para producir virus que comprende las etapas de (a) infectar
un huésped de cultivo con un virus recombinante de la invencion; (b) cultivar el huésped de la etapa (a) para producir
el virus; y opcionalmente (c) purificar el virus obtenido en la etapa (b).

La invencién también proporciona un método para preparar una vacuna, que comprende las etapas de (d)
preparar un virus mediante los métodos de una cualquiera de las realizaciones descritas anteriormente y (e) preparar
una vacuna a partir del virus.

Aqui también se desvelan las cepas de gripe PR8-X y 105p30.

Aqui también se desvelan cepas de virus de gripe variante HIN1 donde el segmento de genoma M tiene
lisina en la posicién correspondiente al aminoacido 95 de SEQ ID NO: 33 cuando se alinea con SEQ ID NO: 33
usando un algoritmo de alineamiento de pares. Las cepas de virus de gripe variante HIN1 pueden ademas tener un
segmento HA que tiene glicina en la posiciéon correspondiente al aminoacido 225 de SEQ ID NO: 35 cuando se
alinea con la SEQ ID NO: 35 y/o tiene asparagina en la posicion correspondiente al aminoacido 231 de SEQ ID NO:
35 cuando se alinea con la SEQ ID NO: 35 usando un algoritmo de alineamiento de pares. La cepa de virus de gripe
variante H1N1 también puede tener un segmento NA que tiene histidina en la posicion correspondiente al
aminoacido 70 de SEQ ID NO: 31 cuando se alinea con SEQ ID NO. 31 usando un algoritmo de alineamiento de
pares.

El algoritmo de alineamiento de pares preferente es el algoritmo de alineamiento global Needleman-Wunsch
[4] que usa parametros estandares (por ejemplo, con penalizacién de apertura de hueco = 10,0, y con penalizacién
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de extension de hueco = 0,5, usando la matriz de clasificacion EBLOSUM®62). Este algoritmo se implementa
convenientemente en la herramienta needle en el paquete EMBOSS [5].

Aqui también se desvela un sistema de expresibn que comprende una 0 mas construcciones que
comprenden los segmentos que codifican VARN de un virus de gripe A donde las construcciones de expresion
codifican los segmentos virales del eje central de dos 0 mas cepas donantes de gripe. Las construcciones de
expresion pueden codificar los segmentos PB1 y PB2 de la misma cepa donante.

Aqui también se desvela un sistema de expresién que comprende uno 0 mas construcciones de expresion
que comprende los segmentos que codifican vVARN de una cepa 105p30 o PR8-X donde las construcciones de
expresion comprenden al menos un segmento viral del eje central de la cepa 105p30 o PR8-X. Las construcciones
de expresion pueden ademas comprender VARNSs que codifican segmentos PB2, NP, NS, M y PA de PR8-X.

Aqui también se desvela una célula huésped que comprende los sistemas de expresion aqui desvelados.
Estas células huéspedes pueden expresar un virus de gripe A de las construcciones de expresion en el sistema de
expresion.

También se proporcionan as construcciones de expresion que pueden usarse en los sistemas de expresion
de acuerdo con la divulgacién. Por ejemplo, aqui también se desvela una construccion de expresién que codifica los
segmentos del eje central de las cepas recombinantes de gripe de acuerdo con la invencién en la misma
construccion.

Cepas donantes

Las cepas donantes de gripe son cepas que tipicamente proporcionan los segmentos del eje central en una
virus recombinante de gripe, aunque algunas veces pueden también proporcionar el segmento HA o NA, pero no
ambos, del virus. Sin embargo, normalmente tanto el segmento HA como NA en un virus recombinante de gripe sera
de la cepa de la vacuna.

Los inventores han descubierto inesperadamente que los virus de gripe que comprenden segmentos del eje
central de dos o0 mas cepas donantes de gripe pueden crecer hasta titulos mas altos en cultivos celulares en
comparacién con virus recombinantes de gripe que contienen todos los segmentos del eje central de la misma cepa
donante. Los inventores también han mostrado que este efecto se debe a la presencia de segmentos del eje central
de dos cepas donantes y no requiere la presencia de segmentos virales con mutaciones especificas. Sin embargo,
se consiguen resultados particularmente buenos con cepas de gripe A donde el segmento de genoma M tiene lisina
en la posicién correspondiente al aminoacido 95 de SEQ ID NO: 33 cuando se alinea con SEQ ID NO: 33.

Los virus recombinantes de gripe A que comprenden los segmentos PB1 y PB2 de la misma cepa de gripe
(por ejemplo 105p30) también son ventajosos porque muestra una mejor eficacia de rescate en comparacion con
virus de gripe donde los segmentos PB1 y PB2 son de diferentes virus. Los segmentos PB1 y PB2 de 105p30 tienen
la secuencia de SEQ ID Nos 18 y 19, respectivamente.

Los inventores también han mostrado que algunas cepas de virus de gripe pueden crecer hasta titulos
virales mas altos en células MDCK en el mismo tiempo y bajo las mismas condiciones de crecimiento en
comparacién con A/Puerto Rico/8/34.

Las variantes de cepas donantes de gripe que se deriva de las cepas donantes aqui desveladas u otras
cepas donantes conocidas como A/PR/8/34 (wt PR8) también pueden ser Utiles como cepas donantes. Estas cepas
donantes pueden crecer hasta titulos virales méas altos (en el mismo tiempo y bajo las mimas condiciones de
crecimiento) en comparacion con la cepa donante de la que se derivan. Por ejemplo, los inventores han descubierto
inesperadamente de la cepa de gripe A/PR/8/34 varias veces en el cultivo celular da como resultado una cepa de
virus (PR8-X) que crecen hasta titulos virales mucho mas altos en comparacion con la cepa original A/PR8/34. De la
misma manera, los inventores han descubierto que el paso de la cepa A/New Caledonia/20/1999 varias veces en
célula da como resultado una cepa (105p30) que crece hasta titulos incluso mas altos en comparacién con la cepa
que no pasd A/New Caledonia/20/1999 en el mismo tiempo y bajo las mismas condiciones de crecimiento. Las
variantes de cepa donante de la presente invencién conseguiran tipicamente titulos virales que son al menos 10%, al
menos 20%, al menos 100%, al menos 200%, al menos 5000% o al menos 1000% mas altos bajo las mismas
condiciones de crecimiento y durante el mismo tiempo (por ejemplo 12 horas, 24 horas, 48 horas 0 72 horas) en
comparacion con los titulos virales obtenidos con la cepa donante de la que se derivé la variante.

Los segmentos de PR8-X tiene las secuencias de: SEQ ID NO: 11 (PB2), SEQ ID NO: 10 (PB1), SEQ ID
NO: 9 (PA), SEQ ID NO: 12 (NP), SEQ ID NO: 13 (M), SEQ ID NO: 14 (NS), SEQ ID NO: 15 (HA) O SEQ ID NO: 16
(NA).
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Los segmentos de 105p30 tiene las secuencias de: SEQ ID NO: 19 (PB2), SEQ ID NO: 18 (PB1), SEQ ID
NO: 17 (PA), SEQ ID NO: 20 (NP), SEQ ID NO: 21 (M), SEQ ID NO: 22 (NS), SEQ ID NO: 23 (HA) O SEQ ID NO: 24
(NA).

Las cepas de gripe que contienen uno, dos, tres, cuatro, cinco, seis o siete de los segmentos de las cepas
105p30 o PR8-X pueden también usarse como cepas donantes.

La invencidon puede practicarse con cepas donantes que tienen al menos un segmento viral que tiene al
menos aproximadamente 70%, al menos aproximadamente 75%, al menos aproximadamente 80%, al menos
aproximadamente 85%, al menos aproximadamente 90%, al menos aproximadamente 95% o al menos
aproximadamente 99% identidad con una secuencia de SEQ ID NOS 12-14 o 18-22. Por ejemplo, debido a la
degeneracion del cédigo genético, es posible tener el mismo polipéptido codificado por varios acidos nucleicos con
diferentes secuencias. Asi, la invencién puede practicarse con segmentos virales que codifican los mismos
polipéptidos como las secuencias de SEQ ID NOS 12-14 o 18-22. Por ejemplo, las secuencias de acido nucleico de
las SEQ ID Nos: 3 y 28 tienen solamente 73% identidad aunque codifican la misma proteina viral.

La invencion también puede practicarse con segmentos virales que codifican polipéptidos que tiene al
menos 99% identidad con las secuencias de polipéptido codificadas por SEQ ID NOS 12-14 o0 18-22.

Las variaciones en el ADN y en la secuencia de aminoacido pueden también surgir de mutaciones
espontaneas que pueden ocurrir durante el paso de los virus. Tales cepas variantes de gripe también pueden usarse
en la invencion.

Virus recombinantes

La invencion proporciona virus recombinantes de gripe que comprende segmentos del eje central de dos
cepas donantes de gripe como se menciona en las reivindicaciones. Los segmentos PB1 y PB2 pueden ser de la
misma cepa donante.

Aqui también se desvelan virus recombinantes de gripe que comprenden al menos un segmento viral del
eje central de una cepa de virus de gripe que pueden crecer hasta titulos virales mas altos en células MDCK en el
mismo tiempo y bajo las mismas condiciones de crecimiento en comparacion con A/Puerto Rico/8/34.

Aqui también se desvelan virus recombinantes de gripe que comprenden al menos un segmento viral del
eje central de las cepas donantes, por ejemplo, una cepa PR8-X o 105p30. Los virus recombinantes de gripe aqui
desvelados pueden recombinarse entre dos, tres, 0 mas cepas diferentes de gripe siempre y cuando al menos un
segmento viral se derive de una cepa donante.

Los virus de gripe son virus de cadena de ARN con segmento negativo. Los virus de gripe Ay B tiene ocho
segmentos (NP, M, NS, PA, PB1, HA y NA) mientras que los virus de gripe C tiene siete. Los virus recombinantes
aqui desvelados contienen los segmentos del eje central de dos o0 mas cepas donantes, o al menos un (esto es,
uno, dos, tres, cuatro, cinco o seis) segmento viral del eje central de las cepas donantes aqui desveladas. Los
segmentos virales del eje central son aquellos que no codifican Ha o NA. Asi, los segmentos del eje central
codificaran tipicamente los polipéptidos PB1, PB2, PA, NP, My, Mz, NS; y NS, del virus de gripe. Los virus
recombinantes no contendran tipicamente los segmentos que codifican Ha y NA de las cepas donantes, aunque
también se conciben los virus recombinantes que comprende Ha o NA pero no ambos de las cepas donantes aqui
desveladas.

Cuando los virus recombinantes aqui desvelados son recombinantes que comprenden los segmentos del
eje central de una unica cepa donante, los virus recombinantes generalmente incluiran segmentos de la cepa
donantes y la cepa de la vacuna en una proporcion de 1:7, 2:6, 3:5, 4:4, 5:3, 6:2 0 7:1. Teniendo una mayoria de
segmentos de la cepa donante, en particular una proporcion de 6:2 es tipica. Cuando los virus recombinantes
comprenden segmentos de dos cepas donantes como se indica en la reivindicaciones, los virus recombinante
incluiran generalmente segmentos de la primera cepa donante, la segunda cepa donante y la cepa de la vacuna en
una proporcion de 1:1:6, 1:2:5, 1:32:4, 1:5:2, 1:6:1, 2:1:5, 2:2:4, 2:3:3, 2:4:2, 2:5:1, 3:1:2, 3:2:1, 4:1:3, 4:2:2, 4:3:1,
5:1:2,5:2:1 06:1:1.

Preferentemente, los virus recombinantes no contienen el segmento H1 de la cepa donante ya que ésta
codifica los principales antigenos de vacuna del virus de la gripe y deberia por lo tanto venir de la cepa de la vacuna.
Los virus recombinantes de la invencion tiene por lo tanto preferentemente al menos el segmento HA y tipicamente
los segmentos HA y NA de la cepa de la vacuna.

Aqui también se desvelan virus recombinantes que contiene segmentos virales de mas de uno, por ejemplo
de dos o tres cepas donantes diferentes donde al menos un segmento viral, preferentemente no HA, se deriva de las
cepas de gripe PR8-X 0 105p30. Tales virus recombinantes de gripe contendran tipicamente el segmento HA y/o NA
de una cepa de vacuna. Donde los recombinantes contienen segmentos virales de mas de una cepa donante de
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gripe, las cepas donantes adicionales pueden ser cualquier cepa donantes que incluya las cepas donantes aqui
desveladas. Por ejemplo, algunos de los segmentos virales pueden derivarse de las cepas de gripe A/PR/8/34 o
AA/6/60 (A/Ann Arbor/6/60). Los recombinantes que contienen segmentos virales de la cepa AA/6/60 pueden ser
ventajosos, por ejemplo, donde el virus recombinante se usara como una vacuna viva atenuada de gripe.

La invencion también abarca recombinantes que comprenden segmentos virales de mas de una cepa de
vacuna siempre y cuando los recombinantes comprendan un eje central de acuerdo con la presente invencién. Por
ejemplo, los virus recombinantes de gripe pueden comprender el segmento HA de una cepa donantes y el segmento
NA de una cepa donante diferente.

Los virus recombinantes de la invencion pueden crecer hasta titulos virales mas altos que la cepa de
vacuna de tipo salvaje de la que se derivan algunos de los segmentos virales del virus recombinantes en el mismo
tiempo (por ejemplo 12 horas, 24 horas, 48 horas o 72 horas) y bajos las mismas condiciones de crecimiento. El
titulo viral puede determinarse mediante métodos estandares conocidos por aquellos expertos en la técnica. Los
virus recombinantes de la invencion pueden conseguir un titulo viral que sea al menos 10% mas alto, al menos 20%
mas alto, al menos 50% mas alto, al menos 100% mas alto, al menos 200% mas alto, al menos 500% mas alto o al
menos 1000% mas alto que el titulo viral de la cepa de vacuna de tipo salvaje en el mismo marco de tiempo y bajo
las mismas condiciones.

La invencion es adecuada para recombinar cepas de vacuna de gripe pandémica asi como inter-pandémica
(estacional). Las cepas recombinantes de gripe pueden contener virus de gripe A HA subtipos H1, H2, H3, H4, H5,
H6, H7, H8, H9, h10, H11, H12, H13, H14, H15 o0 H16. Pueden contener el virus de gripe A NA subtipos N1, N2, N3,
N4, N5, N6, N7, N8 o N9. Donde la cepa de vacuna usada en los virus recombinantes de gripe de la invencion es
una cepa de gripe estacional, la capa de vacuna puede tener un subtipo H1 o H3. En un aspecto de la invencion la
cepa de vacuna es una cepa H1N1 o H3N2.

Las cepas de vacuna para su uso en la invencion también pueden ser cepas endémicas o cepas
potencialmente endémicas. Las caracteristicas de una cepa de gripe que le dan el potencial para causar un brote
pandémico son: (a) contiene una hemaglutinina nueva en comparacion con la hemaglutininas en cepas humanas
actualmente circulantes, es oes, una que n o ha sido evidente en la poblacién humana durante mas de una década
(por ejemplo, H2) o no se ha visto previamente en la poblacién humana (por ejemplo, H5, H6 o H9, que
generalmente solamente se han encontrado en poblaciones de pajaros), de manera que la poblacién humana sera
inmunolégicamente inexperto en la hemaglutinina de la cepa; (b) es capaz de transmitirse horizontalmente en la
poblacién humana; y (c) es patogénico en humanos. Una cepa de vacuna con hemaglutinina tipo H5 es preferente
donde el virus recombinantes se usa en vacunas para inmunizar contra gripe pandémica, como una cepa H5N1.
Otras cepas posibles incluyen H5N3, HON2, H7N1 y H7N7 y otras cepas pandémicas potencialmente emergentes.
La invencién es particularmente adecuada para producir virus recombinantes para su uso en vacunas para proteger
contra cepas de virus pandémico potencial que pueden extenderse o haberse extendido desde una poblacién animal
no humana a humanos, por ejemplo, cepa de gripe H1N1 de origen porcino.

La cepa e gripe recombinante de la invencién puede comprender el segmento HA y/o el segmento NA de
una cepa A/California/4/09. Asi, por ejemplo, el segmento de gen HA puede codificar una hemaglutinina H1 que es
mas relacionada con la SEQ ID NO: 32 que con la SEQ ID NO: 25 (esto es, tiene una identidad secuencial de mayor
grado cuando se compara con la SEQ ID NO: 32 que con la SEQ ID NO: 25 usando el mismo algoritmo y
parametros). Las SEQ ID Nos: 32 y 25 son 80% idénticas. Similarmente, el gen NA puede codificar una
neuraminidasa N1 que esta mas relacionada con la SEQ ID NO: 27 que con la SEQ ID NO: 26. Las SEQ ID Nos: 27
y 26 son 82% idénticas.

Las cepas que pueden usarse como cepas de vacuna incluyen cepas que son resistentes a terapia antiviral
(por ejemplo, resistente a oseltamivir [6] y/o zanamivir), incluyendo cepas pandémicas resistentes [7].

La eleccion de una cepa donante para su uso en los métodos de la invencién puede depender de la cepa
de vacuna que se esté recombinando. Como los recombinantes entre cepas distantes evolucionarias no pueden
replicar bien en cultivo celular, es posible que la cepa donante y la cepa de vacuna tengan el mismo subtipo HA y/o
NA. En otras realizaciones, en cambio, la cepa de vacuna y la cepa donante pueden tener diferentes subtipos HA y/o
NA, y esta disposicion puede facilitar la seleccién de virus recombinantes que contiene el segmento HA y/o NA de la
cepa de vacuna. Por lo tanto, aunque las cepas 105p30 y PR8-X contienen el subtipo de gripe H1 estas cepas
donantes pueden usarse para cepas de vacuna que no contienen el subtipo de gripe H1.

También pueden usarse recombinantes de las cepas donantes aqui desveladas donde el segmento HA y/o
NA se ha cambiado a otro subtipo. El subtipo de gripe H1 de la cepa 105p30 o PR8-X puede cambiarse, por
ejemplo, a un subtipo H3 o H5.

Asi, la invencién abarca un virus de gripe A que comprende uno, dos, tres, cuatro, cinco, seis o siete
segmentos virales de las cepas 105p30 o PR8-X y un segmento HA que no es el subtipo H1. Las cepas donantes
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recombinantes pueden ademas comprender un segmento NA que no es el subtipo N1. Las técnicas adecuadas para
recombinar las cepas donantes seran evidentes para aquellos expertos en la técnica.

Aqui también se desvelan cepas donantes recombinantes que comprenden al menos uno, al menos dos, al
menos tres, al menos cuatro, al menos cinco, al menos seis 0 al menos siete segmentos virales de las cepas 105p30
o PR8-Xy un segmento HA H1 que se deriva de una cepa diferente de gripe.

Los virus recombinantes que contienen un segmento NS que no codifica una proteina NS también estan
dentro del alcance de la presente invencién. Los mutantes noqueados NSI se describen en la referencia 8. Estas
cepas de virus mutantes NS1 son particularmente Utiles para preparar vacunas de gripe atenuada.

La “segunda cepa de gripe” usada en los métodos de la invencion es diferente de la cepa donante que se
usa.

Genética inversa

La invencion es particularmente Util para producir cepas de virus recombinante de gripe a través de técnicas
de genética inversa. En estas técnicas, los virus se producen en huéspedes de cultivo usando un sistema de
expresion.

En un aspecto, el sistema de expresién puede codificar los segmentos PB1 y PB2 de la misma cepa
donante. En este aspecto de la invencion, el sistema puede codificar al menos uno (esto es, uno, dos, tres o cuatro)
de los segmentos NP, M, NS y/o PA de otra cepa donante de gripe.

En un aspecto, el sistema puede codificar 1 o mas (por ejemplo, 1, 2, 3, 4, 5 0 6) segmentos de genoma de
la cepa PR8-X, pero normalmente éste/estos no incluiran el segmento PR8-X HA y normalmente no incluira el
segmento PR8-X NA. Asi, el sistema puede codificar al menos uno de los segmentos NP, M, NS, PA, PB1 y/o PB2
(posiblemente los seis) de PR8-X.

El sistema puede codificar 1 0 mas (por ejemplo, 1, 2, 3, 4, 5 0 6) segmentos de genoma de la cepa
105p30, pero normalmente éste/estos no incluiran el segmento 105p30 HA y normalmente no incluird el segmento
105p30 NA. Asi, el sistema puede codificar al menos uno de los segmentos NP, M, NS, PA, PB1 y/o PB2
(posiblemente los seis) de 105p30.

La genética inversa para virus de gripe A y B pueden practicaras con 12 plasmidos para expresar las cuatro
proteinas necesarias para iniciar la réplica y transcripcién (PB1, PB2, PA y nucleoproteina) y los ocho segmentos de
genoma viral. Para reducir el nUmero de construcciones, en cambio, puede incluirse una pluralidad de casetes de
transcripcion de polimerasa | de ARN (para sintesis viral de ARN) en un Unico plasmido (por ejemplo, secuencias
que codifican 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, o los ocho segmentos de gripe VARN) y una pluralidad de regiones que codifican
proteina con promotores de polimerasa Il de ARN en otro plasmido (por ejemplo, secuencias que codifican 1, 2, 3, 4,
5, 6, 7 u 8 transcripciones de gripe mARN) [9]. También es posible incluir uno 0 mas segmentos vARN de gripe bajo
el control de un promotor de polimerasa | y uno o mas regiones que codifican proteina de gripe bajo el control de otro
promotor, en particular un promotor de polimerasa Il, en el mismo plasmido. Esto se hace preferentemente mediante
plasmidos bi-direccionales.

Los aspectos preferentes del método de la referencia 9 incluyen: (a) regiones que codifican mMARN de PB1,
PB2 y PA en una Unica construccién de expresion; y (b) los 8 segmentos que codifican vARN en una Unica
construccion de expresion. La inclusién de segmentos neuraminidasa (NA) y hemaglutinina (HA) en una
construccion de expresién y los otros seis segmentos virales en otra construccién de expresion es particularmente
preferente ya que cepas de virus de gripe recién emergentes normalmente tienen mutaciones en los segmentos NA
y/o HA. Por lo tanto, la ventaja de tener los segmentos HA y/o NA en una construccién de expresion separada es
que solamente el vector que comprende la secuencia HA y/o NA necesita sustituirse. Asi, en un aspecto de la
invencion los segmentos HA y/o NA de la cepa de vacuna pueden incluirse en una construccién de expresion y los
segmentos que codifican VARN de las cepas donantes, excluyendo los segmentos HA y/o NA, se incluyen en una
construccion de expresion diferente. La invencién puede usar una construccion de expresion que comprende uno,
dos, tres, cuatro, cinco o seis segmentos virales del eje central que codifican VARN de una cepa donante. La
construccion de expresion puede no comprender segmentos virales de HA y/o NA que producen una proteina
funcional de HA y/o NA.

Los sistemas conocidos de genética inversa implican la expresiéon de moléculas de ADN que codifican
moléculas virales de ARN deseadas (VARN) de promotores de pol I, promotores de polimerasa bacteriana de ARN,
promotores de polimerasa bacteriéfago, etc. Como los virus de gripe requieren la presencia de polimerasa viral para
completar el ciclo de la vida, los sistemas también pueden proporcionar estas proteinas, por ejemplo, el sistema
puede comprender ademas moléculas de ADN que codifican proteinas de polimerasa virales de manera que la
expresion de ambos tipos de ADN lleve al montaje de un virus infeccioso completo. También es posible suministrar
la polimerasa viral como una proteina.
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Donde se usa genética inversa para la expresion de vARN de gripe, sera evidente para aquel experto en la
técnica que el espacio suficiente de los elementos secuenciales con referencia entre si es importante para que la
polimerasa inicie la réplica. Es por lo tanto importante que la molécula de ADN que codifica el ARN viral esta
colocada correctamente entre el promotor de pol | y la secuencia de terminacion, pero este posicionamiento esta
bien dentro de las capacidades de aquellos que trabajan con sistemas de genética inversa.

Con el fin de producir un virus recombinante, una célula debe expresar todos los segmentos del genoma
viral que son necesarios para montar un virén. El ADN clonado en las construcciones de expresién para su uso en
los métodos de la presente invencién proporciona preferentemente todo el ARN viral y proteinas, pero también es
posible usar un virus ayudante para proporcionar algo del ARN y proteinas, aunque los sistemas que no usan un
virus ayudante son preferibles. Como el virus de gripe es un virus segmentado, el genoma viral normalmente se
expresara usado mas de una construccion de expresion en los métodos de la invencién. Sin embargo, también se
concibe combinar uno o mas segmentos o incluso todos los segmentos del genoma viral en una Gnica construccién
de expresion.

En algunas realizaciones, también se incluird una construccion de expresién que lleve a la expresion de una
proteina accesorio en la célula huésped. Por ejemplo, puede ser ventajoso expresar una proteasa de serian no viral
(por ejemplo, tripsina) como parte de un sistema de genética inversa.

Construcciones de expresion

Las construcciones de expresién usada en los métodos de la invencion pueden ser construcciones de
expresion uni-direccionales o bi-direccionales. Donde se usa mas de un transgen en los métodos (ya sea en la
misma construccion de expresion o en diferente) es posible usar expresion uni-direccional y/o bi-direccional.

Como los virus de gripe requieren una proteina para infectividad, es generalmente preferible usar
construcciones de expresion bi-direccionales ya que se reduce el nimero total de construcciones de expresién
requeridas por la célula huésped. Asi, el método de la invenciéon puede utilizar al menos una construccion de
expresion bi-direccional donde un gen o cADN esta situado entre un promotor corriente arriba de pol Il y un promotor
corriente abajo no endégeno de pol I. la transcripcion del gen o cADN del promotor de pol Il produce mARN viral con
capuchoén en sentido positivo que puede traducirse en una proteina, mientras que la transcripcion del promotor de
pol | no enddégeno produce VARN en sentido negativo. La construccion de expresion bi-direccional puede ser un
vector de expresién bi-direccional.

Las construcciones de expresion bi-direccionales contienen al menos dos promotores que impulsan la
expresion en diferentes direcciones (esto es, de 5 a 3’ y de 3’ a 5’) desde la misma construccion. Los dos
promotores pueden unirse operativamente a diferentes cadenas del mismo ADN con doble cadena.
Preferentemente, uno de los promotores es un promotor de pol | y al menos uno de los promotores es promotor de
pol Il. Esto es util ya que el promotor de pol | puede usarse para expresar vVARNs sin capuchdn mientras que el
promotor de pol Il puede usarse para transcribir mMARNs que pueden posteriormente traducirse a proteinas,
permitiendo asi la expresion simultanea de ARN y proteina desde la misma construccion. Donde mas de una
construccion de expresién se usa dentro de un sistema de expresion, los promotores pueden ser una mezcla de
promotores enddgenos y no endégenos.

Los promotores de pol | y pol Il usado en las construcciones de expresién pueden ser endégenos a un
organismo desde el mismo orden taxonémico desde el que se deriva la célula huésped. Alternativamente, los
promotores pueden derivarse de un organismo en un orden taxonémico diferente al de la célula huésped. El término
“orden” se refiere a la clasificacion taxondmica convencional, y ejemplos de 6rdenes son primates, roedores,
carnivoros, marsupiales, cetaceos, etc. Los humanos y chimpancés estan en el mismo orden taxonémico (primates),
pero los humanos y los perros estan en diferentes érdenes (primates vs. Carnivoros). Por ejemplo, el promotor
humano de pol | puede usarse para expresar segmentos virales en células de caninos (por ejemplo, células MDCK).

La construccion de expresion tipicamente incluird una secuencia de terminacion de transcripcion de ARN.
La secuencia de terminacién puede ser una secuencia endégena de terminacién o una secuencia de terminacion
que no es enddgena para la célula huésped. Las secuencias de terminacién adecuadas seran evidente para
aquellos expertos en la técnica e incluyen, aunque no se limitan a, secuencia de terminacion de transcripcion
polimerasa | de ARN, la secuencia de terminacién de transcripcion depolimerasa Il de ARN y ribozimas. Ademas, las
construcciones de expresion pueden contener una o mas sefales de poliadenilizacion para ARNms, particularmente
al final de un ge cuya expresién se controla mediante un promotor pol Il.

Un sistema de expresion puede contener al menos dos, al menos tres, al menos cuatro, al menos cinco, al
menos seis, al menos siete, al menos ocho, al menos nueve, al menos diez, al menos once o al menos doce
construcciones de expresion.
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Una construccion de expresion puede ser un vector, como un plasmido u otra construccion episémical.
Tales vectores comprenderan tipicamente al menos un origen bacteriano y/o eucaridtico de réplica. Ademas, el
vector puede comprender un marcador seleccionable que permita la seleccion en células procaridticas y/o
eucarioticas. Ejemplos de tales marcadores seleccionables son genes que confieren resistencia a antibiéticos, como
ampicilina o kanamicina. El vector puede ademas comprender uno o mas sitios multiples de clonacién para facilitar la
clonacioén de una secuencia de ADN.

Como una alternativa, la construccion de expresion puede ser una construccion de expresion lineal. Tales
construcciones de expresion lineales no contendran tipicamente ninguna secuencia de amplificacion y/o seleccion.
Sin embargo, las construcciones lineales que comprenden tales secuencias de amplificacién y/o seleccién pueden
también usarse en los métodos de la presente invencion. La referencia 10 describe una construccién de expresion
lineal que describe construcciones de expresion lineales individuales para cada segmento viral. También es posible
incluir mas de uno, por ejemplo dos, tres, cuatro, cinco o seis segmentos virales en la misma construccién de
expresion lineal. Tal sistema se ha descrito, por ejemplo, en la referencia 11.

Las construcciones de expresion pueden generarse usando métodos conocidos en la técnica. Tales
métodos se describieron, por ejemplo, en la referencia 12. Donde la construccion de expresion es una construccion
de expresion lineal, es posible la linealizacién antes de la introduccién en la célula huésped utilizando un Unico sitio
de enzima de restriccion. Alternativamente, es posible sacar la construccion de un vector usando al menos dos sitios
de enzima de restriccion. Ademas, también es posible obtener una construccion de expresién lineal amplificandola
usando una técnica de amplificacion de &cido nucleico (por ejemplo, mediante PCR).

Las construcciones de expresiéon usadas en los métodos de la invencion pueden ser construcciones de
expresion no bacterianas. Esto significa que la construccion eude direigir la expresion en una célula eucaridtica de
segmentos virales de ARN codificados en la misma, pero no incluye componentes que serian necesarios para la
propagacion de la construccion en bacterias. Asi, la construccion no incluira un origen bacteriano de réplica (ori), y
normalmente no incluird un marcador de seleccién bacteriano (por ejempo, un marcador de resistencia antibiética).
Tales construcciones de expresién se describen en la referencia 13.

Las construcciones de expresion pueden prepararse mediante sintesis quimica. Las construcciones de
expresion pueden prepararse por completo mediante sintesis quimica o en parte. Los métodos adecuados para
preparar las construcciones de expresion mediante sintesis quimica se describen, por ejemplo, en la referencia 13.

Las construcciones de expresion pueden introducirse en células huéspedes usando cualquier técnica
conocida por aquellos expertos en la técnica. Por ejemplo, las construcciones de expresion pueden introducirse en
células huéspedes empleando electroporacion, DEAE-dextrano, precipitacion con fosfato de calcio, liposomas,
microinyeccion o bombardeo de microparticulas.

Células

El huésped de cultivo para su uso en los métodos de la presente invencion puede ser cualquier célula
eucaridtica que pueda producir el virus de interés. La invencidon usara tipicamente una linea celular aunque, por
ejemplo, pueden usarse células primarias como una alternativa. La célula sera tipicamente de mamifero. Las células
adecuadas de mamifero incluyen, aunque no se limitan a, células de hdmster, ganado, primate (incluyendo humanos
y monos) y de perro. Pueden usarse varios tipos celulares, como células de rifion, fibroblastos, células de retina,
células de pulmones, etc. Los ejemplos de células de hamster adecuadas son las lineas celulares que tienen los
nombres BHK21 o HKCC. Las células adecuadas de monos son, por ejemplo, células de mono verde africano, como
células de rifidbn como en la linea celular Vero [14-16]. Las células de perro adecuadas, por ejemplo, células de rifion,
como en las lineas celulares CLDK y MDCK.

Mas células adecuadas incluyen, aunque no se limitan a: CHO, 293T; BHK; MRC 5; PER.C6 [17]; FRhL2;
WI-38; etc. Las células adecuadas estan ampliamente disponibles, por ejemplo, de la coleccidn del cultivo americano
de célula tipo (ATCC) [18], de los depositos de células Coriell [19], o de la coleccion europea de cultivos celulares
(ECACC). Por ejemplo, ATCC suministra varias células diferentes Vero bajo los niumeros de catalogo CCL 81, CCL
81.2, CRL 1586 y CRL-1587 y suministra células MDCK bajo el nimero de catalogo CCL 34. PER.C6 esta disponible
del ECACC bajo el numero de depédsito 96022940.

Las células preferentes para su uso en la invencion son células MDCK [20-22], derivadas de rifién canino
Madin Darby. Las células MDCK originales estan disponibles en ATCC como CCL 34. Es preferente que se usen los
derivados de MDCK. Tales derivados se describieron, por ejemplo, en la referencia 20 que desvela células MDCK
que se adaptaron para crecimiento en cultivo de suspension (“MDCK 33016” o “33016-PF”, depositadas como DSM
ACC 2219; también véase la ref. 20). Ademas, la referencia 23 desvela células derivadas de MDCK que creen en
suspensién en cultivo libre de suero (“B-702”, depositado como FERM BP-7449). En algunas realizaciones, la linea
celular MDCK usada es tumorigena. También se concibe usar células MDCK no tumorigenas. Por ejemplo, la
referencia 24 desvela células MDCK no tumorigenas que incluyen “MDCK-S” (ATCC PTA-6500), MDCK-SF101”
(ATCC PTA-6501), MDCK-SF102” (ATCC PTA-6502), MDCK-SF103” (ATCC PTA-6503), MDCK-S” (ATCC PTA-
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6500). La referencia 25 desvela células MDCK con elevada susceptibilidad a la infeccién, incluyendo células
“MDCK.5F1” (ATCC CRL 12042).

Es posible usar una mezcla de mas de un tipo de célula para practicar los métodos de la presente
invencion. Sin embargo, es preferente que los métodos de la invencién se practiquen con un Unico tipo de célula, por
ejemplo, con células monoclonales. Preferentemente, las células usadas en los métodos de la presente invencién
son de una unica linea celular. Ademas, la misma linea celular puede usarse para recombinar el virus y para la
posterior propagacion del virus.

Preferentemente, las células se cultivan en ausencia de suero, para evitar una fuente comun de
contaminantes. Una persona experta en la técnica conoce varios medios libres de suero para cultivo de células
eucariéticas (por ejemplo, medio de Iscove, medio ultra CHO (BioWhittaker), EX — CELL (JRH Biosciences)).
Ademas, pueden usarse medios libres de proteinas (por ejemplo, PF-CHO (JRH Biosciences)). De otra manera, las
células para réplica pueden también cultivarse en el medio habitual que contiene suero (por ejemplo, medio MEM o
DMEM con 0,5% a 10% de suero feta bovino).

Las células pueden estar en cultivo adherente o en suspension.
Recombinacion convencional

Tradicionalmente, los virus de gripe se recombinan co-infectando un huésped de cultivo, normalmente
huevos, con una cepa donante y una cepa de vacuna. Los virus recombinantes se seleccionan afadiendo
anticuerpos con especificidad para las proteinas HA y/o NA de la cepa donante con el fin de seleccionar los virus
recombinantes que contengan las proteinas HA y/o NA de la cepa de vacuna. Durante los varios pasoso de este
tratamiento se pueden seleccionar virus recombinantes de rapido crecimiento que contengan los segmentos HA y/o
NA de la cepa de vacuna.

La invencion es adecuada para su uso en estos métodos. Puede ser mas facil usar las cepas de vacuna
con un subtipo HA y/o NA diferente en comparacién con las cepas donantes ya que esto facilitar la seleccion de virus
recombinantes. Sin embargo, es posible usar cepas de vacunas con el mismos subtipo HA y/o NA como las cepa
donantes y en algunos aspectos de la invencion es preferente. En este caso, los anticuerpos con especificidad
preferencial para las proteinas HA y/o NA de las cepas donantes deberian estar disponibles.

Preparacion del virus

En una realizacién, la invencion proporciona un método para producir virus de gripe que comprende las
etapas de (a) infectar un huésped de cultivo con un virus recombinantes de la invencién; (b) cultivar el huésped de la
etapa (a) para producir el virus; y opcionalmente (c) purificar el virus obtenido en la etapa (b).

El huésped de cultivo puede ser células o huevos embrionados de gallina. Donde las células se usan como
un huésped de cultivo en este aspecto de la invencion, es conocido que las condiciones de cultivo celular (por
ejemplo, temperatura, densidad celular, valor de pH, etc.) son variables durante un amplio rango sujeto a la linea
celular y al virus empleado y pueden adaptarse a los requisitos de la solicitud. Por lo tanto, la siguiente informacién
representa meramente reglas generales.

Como se ha mencionado anteriormente, las células se cultivan preferentemente en medio libre de suero y
libre de proteina.

La multiplicacién de las células puede realizarse de acuerdo con métodos conocidos por aquellos expertos
en la técnica. Por ejemplo, las células pueden cultivarse en un sistema de perfusién usando métodos ordinarios de
soporte como centrifugacion o filiracion. Ademas, las células pueden multiplicarse de acuerdo con la invencién en un
sistema de lotes de alimentacion antes de la infecciéon. En este contexto de la presente invencién, un sistema de
cultivo es referido como un sistema de lotes de alimentacién donde las células inicialmente se cultivan en un sistema
de lotes y disminucion de nutrientes (o parte de los nutrientes) en el medio se compensa mediante alimentacion
controlada de nutrientes concentrados. Puede ser ventajoso ajustar el valor pH del medio durante la multiplicaciéon
de células antes de la infeccién a un valor entre pH 6.6 y pH 7.8 y especialmente entre pH 7.2 y pH 7.3. El cultivo de
las células preferentemente ocurre a una temperatura entre 30 y 40°C. Cuando se cultivan las células infectadas
(etapa i), las células se cultivan preferentemente a una temperatura de entre 30°C y 36°C o entre 32°C y 34°C 0 a
33°C. Esto es particularmente preferente ya que se ha demostrado que la incubacion de células infectadas en este
rango de temperatura da como resultado una produccion de virus que da como resultado una eficacia mejorada
cuando se formulan en una vacuna [26].

La presion parcial de oxigeno puede ajustarse durante el cultivo antes de la infeccion preferentemente en
un valor entre 255 y 95% y especialmente en un valor entre 35% y 60%. Los valores para la presion parcial de
oxigeno en el contexto de la invencion se basan en saturacion de aire. La infeccion de células ocurre normalmente
en una densidad celular de preferentemente aproximadamente 8-25x10° células/ml en el sistema de lote o
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preferentemente aproximadamente 5-20x10° células/ml en el sistema de perfusion. Las células pueden infectarse
con una dosis viral (valor MDI, “multiplicidad de infeccion”; corresponde al niumero de unidades de virus por célula en
el momento de la infeccién) entre 10°® y 10, preferentemente entre 0,0001 y 0,5.

Los virus pueden crecer en células en cultivo adherente o en suspension. Pueden usarse cultivos
microtransportadores. En algunas realizaciones, las células pueden asi adaptarse para crecimiento en suspension.

Los métodos de acuerdo con la invencion también incluyen cosecha y aislamiento de virus o las proteinas
generadas por ellos. Durante el aislamiento de virus o proteinas, las células se separan del medio de cultivo
mediante métodos estandares como separacion, filtracion o ultrafiliracion. Los virus o proteinas después se
concentran de acuerdo con métodos suficientemente conocidos por aquellos expertos en la técnica, como
centrifugacién con gradiente, filtracion, precipitacion, cromatografia, etc., y después se purifican. También es
preferente, de acuerdo con la invencién, que los virus se inactiven durante o después de la purificacién. La
inactivacion de virus puede ocurrir, por ejemplo, con B-propiolactona o formaldehido en cualquier punto durante el
proceso de purificacion.

El huésped de cultivo puede ser huevos. El método estandar actual para crecimiento de virus de gripe para
vacunas usa huevos de gallina SPF embrionados, con virus estando purificado de los contenidos del huevo (fluido
alantoideo). También es posible pasar un virus a través de huevos y posteriormente propagarlo en un cultivo celular
y viceversa.

Vacuna
La invencion utiliza virus producidos de acuerdo con el método para producir vacunas.

Las vacunas (particularmente para virus de gripe) se basan generalmente en virus vivos o0 virus inactivados.
Las vacunas inactivadas pueden basarse en viriones enteros, viriones “partidos” o en antigenos de superficie
purificada. Los antigenos también pueden estar presentes en forma de virosomas. La invencién puede usarse para
fabricar cualquiera de estos tipos de vacunas.

Donde se usa un virus inactivado, la vacuna puede comprender virién entero, virién partido o antigenos de
superficie purificada (para gripe, incluyendo hemaglutinina y, normalmente, también incluyendo neuraminidasa). Los
medios quimicos para inactivar un virus incluyen tratamiento con una cantidad efectiva de uno mas de los siguientes
agentes: detergentes, formaldehido, B-propiolactona, azul metileno, psoraleno, carboxifulereno (C60), etilamina
binaria, acetil etileneimina o combinaciones de los mismos. Los métodos de inactivacion viral son conocidos en la
técnica, como por ejemplo luz UV o irradiacion gamma.

Los viriones pueden cosecharse de fluidos que contienen virus, por ejemplo, fluido alantoideo o
sobrenadante de cultivo celular mediante varios métodos. Por ejemplo, un proceso de purificacion puede incluir
centrifugacién zonal usando una solucién gradiente de sacarosa lineal que incluye detergente para interrumpir los
viriones. Los antigenos pueden después purificarse, después de dilucion opcional, mediante diafiltracion.

Los viriones partidos se obtienen tratando viriones purificados con detergentes (por ejemplo, éter etilico,
polisorbato 80, deoxicolato, tri-N-butil fosfato, Triton X-100, Triton N101, bromuro de cetiltrimetilamonio, Tergitol NP9,
etc.) para producir preparaciones de subvirién, incluyendo el proceso de particion “Tween-eter”. Los métodos para
partir virus de gripe, por ejemplo son bien conocidos en la técnica, véase, por ejemplo, referencias 27-32, etc. La
particién de los virus se realiza tipicamente interrumpiendo o fragmentando el virus entero, sea infeccioso o no
infeccioso con una concentracién interruptora de agente de particién. La interrupcion da como resultado una
solubilizacién total o parcial de las proteinas del virus, alterando la integridad del virus. Los agentes de particidén
preferentes son surfactantes no io6nicos e idnicos (por ejemplo, catidnicos), por ejemplo, alquilglicésidos,
alquiltioglicésidos, azucares de acilo, sulfobetainas, betainas, polioxietilenoalquileteres, N,N-dialquil-glucamidas,
Hecameg, alquilfenoxi-polietoxietanoles, NP9, compuestos de amonio cuaternario, sarcosilo, CTABs (bromuros de
cetil trimetil amonio), tri-N-butil fosfato, Cetavlon, sales de miristiltrimetilamonio, lipofectina, lipofectamina y DOT-MA,
los polioxietanoles de octil- o nonilfeonxi (por ejemplo, los surfactantes Triton, como Triton X-100 o Triton N101),
ésteres de sorbitan de polioxietileno (los surfactantes Tween), éteres de polioxietileno, ésteres de polioxietileno, etc.
Un procedimiento Util de particion usa los efectos consecutivos de doxicolato de sodio y formaldehido, y la particion
puede tener lugar durante la purificacion inicial del virion (por ejemplo, en una solucién gradiente con densidad de
sacarosa). Asi, el proceso de particion puede incluir la clarificacién del material que contiene el virién (para retirar el
material no virion), la concentracion de los viriones cosechados (por ejemplo, usando un método de adsorcién, como
adsorcion con CaHPQg), separacion de viriones enteros de material no viridn, particion de viriones usando un agente
de particiébn en una etapa de centrifugacion con gradiente de densidad (por ejemplo, usando un gradiente de
sacarosa que contiene un agente de particon como doxicolato de sodio), y después filtracién (por ejemplo,
ultrafiltracién) para retirar los materiales no deseado. Los viriones partidos pueden volverse a suspender Utilmente en
una solucién de cloruro de sodio isotonica amortiguada con fosfato de sodio. Ejemplos de vacunas de gripe partidas
son productos BEGRIVAC™, FLUARIX™, FLUZONE™ y FLUSHIELD™,
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Las vacunas de antigeno de superficie de virus de gripe purificada comprende hemaglutinina de antigenos
de superficie y, tipicamente, también neuraminidasa. Los procesos para preparar estas proteinas en forma purificada
son bien conocidas en la técnica. Los productos FLUVIRIN™, AGRIPAL™ e INFLUVAC™ son vacunas de
subunidad de gripe.

Otra forma de antigeno inactivado es el virosoma [33] (particulas de liposoma de tipo viral libres de acido
nucleico). Los virosomas pueden prepararse mediante solubilizacion de virus con un detergente seguido de retirada
del nucleocépsido y reconstitucién de la membrana que contiene las glicoproteinas virales. Un método alternativo
para preparar virosomas incluye la adicion de glicoproteinas de membrana viral para exceder cantidades de
fosfolipidos, para dar liposomas con proteinas virales en su membrana.

Los métodos de la invencién también pueden usarse para producir vacunas vivas. Tales vacunas
normalmente se preparan purificando viriones de fluidos que contienen viriones. Por ejemplo, los fluidos pueden
clarificarse mediante centrifugacién y estabilizarse con amortiguador (por ejemplo, que contenga sacarosa, fosfato
de potasio y glutamato monosodio). Actualmente hay disponibles varias formas de vacuna de virus de gripe (por
ejemplo, véase capitulos 17 y 18 de referencia 34). Las vacunas de virus vivo incluyen el producto FLUMIST™ de
MedImmune.

El virus puede atenuarse. El virus puede ser sensible a la temperatura. El virus puede adaptarse al frio.
Estas tres caracteristicas son particularmente Gtiles cuando se usa virus vivo como un antigeno.

HA es el principal inmunogen en vacunas de gripe inactivadas actuales, y las dosis de vacuna se
estandarizan por referencia a niveles HA, tipicamente medidos por SRID. Las vacunas existentes contienen
tipicamente aproximadamente 15 pg de HA por cepa, aunque pueden usarse dosis mas bajas para nifos, o en
situacion pandémicas, o cuando se usa un adyuvante. Las dosis fraccionales tales como 2 (esto es, 7,5 ug de HA
por cepa), 4y 1/8 se han usado, ya que tienen dosis mas altas (por ejemplo 3x o0 9x dosis [35,36]). Asi, las vacunas
pueden incluir entre 0,1 y 150 ug de HA por cepa de gripe, preferentemente entre 0,1 y 50 ug, por ejemplo 0,1-20 ug,
0,1-15 pg, 0,1-10 pg, 0,1-7,5 ug, 0,5-5 g, etc. Las dosis particulares incluyen, por ejemplo, aproximadamente 45,
aproximadamente 30, aproximadamente 15, aproximadamente 10, aproximadamente 7,5, aproximadamente 5,
aproximadamente 3,8, aproximadamente 3,75, aproximadamente 1,9, aproximadamente 1,5, etc., por cepa.

Para vacunas vivas, la dosis se mide por la dosis infecciosa de cultivo en tejido media (DICTso) en lugar del
contenido de HA, y una DICTs, de entre 10° y 10° (preferentemente entre 10%°-10"°) por cepa es tipica.

Las cepas de gripe usadas con la invencién pueden tener un HA natural como se encuentra en un virus de
tipo salvaje, o un HA modificado. Por ejemplo, es conocido modificar HA para retirar determinantes (por ejemplo,
regiones hiperbasicas alrededor del sitio de division HA1/HA2) que provoca que un virus sea altamente patogénico
en una especie aviar. El uso de genética inversa facilita tal modificacion.

También siendo adecuadas para inmunizar contra cepas inter-pandémicas, las composiciones de la
invencion son particularmente Gtiles para inmunizar contra cepas pandémicas o potencialmente pandémica. La
invencion es adecuada para vacunar humanos asi como animales no humanos.

Otras cepas cuyos antigenos pueden incluirse Gtilmente en las composiciones son cepas que son
resistentes a terapia antiviral (por ejemplo, resistentes a oseltamivir [37] y/o zanamivir), incluyendo capas
pandémicas resistentes [38].

Las composiciones de la invencién pueden incluir antigenos de una o mas (por ejemplo, 1, 2, 3, 4 0 mas)
cepas de virus de gripe, incluyendo virus de gripe A y/o virus de gripe B siempre y cuando una cepa de gripe sea
una cepa de gripe recombinante de la invencion. Las composiciones donde al menos dos, al menos tres o todos los
antigenos son de cepas de gripe recombinantes de la invencién también se concibe. Donde una vacuna incluye mas
de una cepa de gripe, las diferentes cepas crecen tipicamente por separado y se mezclan después de que el virus
se haya cosechado y los antigenos se hayan preparado. Asi, un proceso de la invencién incluye tipicamente la etapa
de mezclar antigenos de mas de una cepa de gripe. Una vacuna trivalente es tipica, incluyendo antigenos de dos
cepas de virus de gripe A y una cepa de virus de gripe B. una vacuna tetravalente es también util [39], incluyendo
antigenos de dos cepas de virus de gripe A y dos cepa de virus de gripe B, o tres cepas de virus de gripe A y una
cepa de virus de gripe B.

Composiciones farmacéuticas
Las composiciones de vacuna fabricadas de acuerdo con la invencion son farmacéuticamente aceptables.
Normalmente incluyen componentes ademas de antigenos, por ejemplo, tipicamente incluyen uno o mas

transportadores farmacéuticos y/o excipientes. Como se describe mas abajo, también pueden incluirse adyuvantes.
Una exposicion exhaustiva de tales componentes esta disponible en la referencia 40.
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Las composiciones de vacuna estaran generalmente en forma acuosa. Sin embargo, alguna vacunas
pueden estar en forma seca, por ejemplo, en forma de sélidos inyectables o preparaciones secadas o polimerizadas
en un parche.

Las composiciones de vacuna pueden incluir conservantes como tiomersal o 2-fenoxietagonl. Sin embargo,
es preferente que la vacuna esté libre sustancialmente de (esto es, menos de 5 ug/ml) material de mercurio, por
ejemplo, libre de tiomersal [31, 41]. Las vacunas que no contienen mercurio son preferentes. Un succinato de o-
tocoferol puede incluirse como una alternativa a compuestos de mercurio [31]. Las vacunas libres de conservantes
son particularmente preferente.

Para controlar la tonicidad, es preferente incluir una sal fisiolégica, como una sal de sodio. El cloruro de
sodio (NaCl) es preferente, que puede estar presente entre 1 y 20 mg/ml. Otras sales que pueden estar presentes
incluyen cloruro de potasio, fosfato dihidrégeno de potasio, dehidrato de fosfato disodio, cloruro de magnesio, cloruro
de calcio, etc.

Las composiciones de vacuna generalmente tendran una osmolaridad de entre 200 mOsm/kg y 400
mOsm/kg, preferentemente entre 240-360 mOsm/kg, y mas preferentemente estaran en el ragno de 290-310
mOsm/kg. Se ha presentado previamente que la osmolaridad no tiene impacto en el dolor causado por la vacunacion
[42], pero mantener la osmalirdad en este rango es sin embargo preferente.

Las composiciones de vacuna pueden incluir uno o mas amortiguadores. Los amortiguadores tipicos
incluyen: un amortiguador de fosfato, un amortiguador Tris, un amortiguador de borato, un amortiguador de
succinato, un amortiguador de histidina (particularmente con un adyuvante de hirdxido de aluminio) o un
amortiguador de citrato. Los amortiguadores se incluirdn tipicamente en el rango de 5-20mM.

El pH de una composicion de vacuna estara generalmente entre 5,0 y 8,1 y mas tipicamente entre 6,0 y 8,0,
por ejemplo 6,5 0 7,5, o entre 7,0 y 7,8. Por lo tanto, un proceso para la invenciéon puede incluir una etapa de ajuste
de pH de la vacuna al por mayor antes del empaquetado.

La composicion de vacuna es preferentemente estéril. La composicién de vacuna es preferentemente no
pirogénica, por ejemplo, contiene <1 UE (unidad de endotoxina, una medida estandar) por dosis, y preferentemente
<0,1 UE por dosis. La composicion de vacuna esta preferentemente libre de gluten.

Las composiciones de vacuna de la invencién pueden incluir detergente, por ejemplo, un surfactante de
éster sorbitan de polioxietileno (conocido como “Tweens”), un octoxinol (como octoxinol-9 (Triton X-100) o t-
octilfenoxipolietoxietanol), un bromuro de cetil trimetil amonio (“CTAB”) o deoxicolato de sodio, particularmente para
una vacuna partida o de antigeno de superficie. El detergente puede estar presente solamente en cantidades de
trazas. Asi, la vacuna puede incluir menos de 1mg/ml de cada octoxinol-10 y polisorbato 80. Otros componentes
residuales en cantidades de traza podrian ser antibiéticos (por ejemplo, neomicina, kanamicina, polimixina B).

Una composicion de vacuna puede incluir material para una dnica inmunizacién, o puede incluir material
para multiples inmunizaciones (esto es, un kit “multidosis”). La inclusion de un conservante es preferente en
disposiciones de multidosis. Como alternativa (o en adicién) a incluir un conservante en composiciones multidosis,
las composiciones pueden estar contenidas en un recipiente que tiene un adaptador aséptico para la retirada del
materia.

Las vacunas de gripe se administran tipicamente en un volumen de dosis de aproximadamente 0,5 ml,
aunque puede administrase media dosis (esto es, aproximadamente 2,5ml) a nifios.

Las composiciones y kits se almacenan preferentemente entre 2°C y 8°C. No deberian congelarse.
Deberian mantenerse idealmente fuera de la luz directa.

ADN de célula huésped

Donde los virus se han aislado y/o crecido en una linea celular, es una practica estandar minimizar la
cantidad de ADN de linea celular residual en la vacuna final, con el fin de minimizar cualquier actividad oncogénica
potencial del ADN:

Asi, una composicién de vacuna preparada de acuerdo con la invencion contiene preferentemente menos
de 10ng (preferentemente menos de 1ng, y mas preferentemente menos de 100pg) de ADN de célula huésped
residual por dosis, aunque pueden estar presentes cantidades de traza de ADN de célula huésped.

Es preferente que la longitud media de cualquier ADN de célula huésped residual sea inferior a 500bp, por
ejemplo, menos de 400bp, menos de 300bp, menos de 200bp, menos de 100bp, etc.
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El ADN contaminante puede retirarse durante la preparacion de vacuna usando procedimientos estandares
de purificacién, por ejemplo, cromatografia, etc. La retirada de ADN de célula huésped residual puede mejorarse
mediante tratamiento con nucleasa, por ejemplo, usando ADNasa. Un método conveniente para reducir
contaminacion de ADN de célula huésped se desvela en las referencias 432 y 44, que incluye un tratamiento de dos
etapas, primero usando ADNasa (por ejemplo, Benzonasa), que puede usarse durante crecimiento viral, y después
un detergente catidnico (por ejemplo, CTAB), que puede usars durante interrupcién de virién. El tratamiento con un
agente alquilante, como B-propiolactina, también puede usarse para retirar el ADN de célula huésped, y
ventajosamente puede también usase para inactivar viriones [45]

Adyuvantes

Las composiciones de la invencién pueden incluir ventajosamente un adyuvante, que puede funcionar para
mejorar las respuestas inmunes (humorales y/o celulares) obtenidas en un sujeto que recibe la composicion. Los
adyuvantes preferentes comprenden emulsiones de aceite en agua. Varios adyuvantes son conocidos, y tipicamente
incluyen al menos un aceite y al menos un surfactante, siendo el aceite (o aceites) y surfactante (o surfactantes)
biodegradables (metabolizables) y biocompatibles. Las gotitas de aceite en la emulsion son generalmente menos de
5um en diametro, e idealmente tienen un diametro de sub-micrén, consiguiéndose estos tamafos pequefos con un
microfluidizador para proporcionar emulsiones estables. Las gotitas con un tamafo inferior a 220nm son preferentes
ya que pueden someterse a esterilizacion con filtro.

La emulsiéon puede comprender aceites como aquellos de origen animal (como pescado) o vegetal. Las
fuentes de aceites vegetales incluyen frutos secos, semillas y granos. Aceite de cacahuete, aceite de soja, aceite de
cojo y aceite de oliva, los mas disponibles cominmente, ejemplifican los aceites de frutos secos. El aceite de jojoba
puede usarse, por ejemplo, obtenido de la alubia de jojoba. Los aceites de semillas incluyen aceite de alazor, aceite
de semilla de algoddn, aceite de semilla girasol, aceite de semilla de sésamo y similares. En el grupo de cereales, el
aceite de maiz es el mas facilmente disponible, pero el aceite de otros granos de cereales como trigo, avena,
centeno, arroz, teff, triticale y similares también pueden usarse. Los ésteres de acido graso 6-10 carbonos de glicerol
y 1,2-propanodiol, mientras no ocurran de manera natural en aceites de semillas, pueden prepararse mediante
hidrolisis, separacion y esterificacion de los materiales apropiados que parten de los aceites de frutos secos y
semillas. Las grasas y aceites de leche de mamifero son metabolizables y por lo tanto puede usarse en la practica
de esta invencioén. Los procedimientos para separacion, purificacién, saponificacion y otros medos necesarios para
obtener aceites puros de fuentes animales son bien conocidos en la técnica. La mayoria de los pescados contienen
aceites metabolizables que pueden recuperarse facilmente. Por ejemplo, aceite de higado de bacalao, aceites de
higado de tiburén y aceite de ballena como esperma de ballena ejemplifican varios de los aceites de pescados que
pueden usarse aqui. Un namero de aceites de cadena ramificada se sintetizan bioquimicamente en unidades de
isopreno de 5 carbonos y son generalmente referidos como terpenoides. El aceite de higado de tiburén contiene
terpenoides ramificados no saturados conocidos como escualeno, 2,6,10,15,19,23-hexametil-2,6,10,14,18,22-
tetracosahexaeno, que aqui es particularmente referido. El escualano, el analogo saturado para escualeno, es
también un aceite preferente. Los aceites de pescadeos, incluyendo escualeno y es escualano, estan facilmente
disponibles de fuentes comerciales o pueden obtenerse mediante métodos conocidos en la técnica. Otro aceite
preferente es un a-tocoferol (véase mas abajo).

Pueden usarse mezclas de aceites.

Los surfactantes pueden clasificase por su “EHL” (equilibrio hidréfilo/lipéfilo). Los surfactantes preferentes
de la invencién tienen un EHL de al menos 10, preferentemente al menos 15 y mas preferentemente al menos 16. La
invencion también puede usarse con surfactantes que incluyen, aunque no se limitan a: surfacatantes de éster de
sorbitan de polioxietileno (comunmente referidos como Tweens), especialmente polisorbato 20 y polisorbato 80;
copolimeros de 6xido de etileno (OE), 6xido de propileno (OP), y /o éxido de butileno (OB), vendido bajo el nombre
comercial DOWFAX™, como polimeros de bloque OE/OP; oxtoxinoles, que pueden variar en el nimero de
repeticiones de grupos etoxi (oxi-1,2-etanodil), con oxtoxinol-9 (Triton X-100, o t-octilfenoxipolietoxietanol) siendo de
particular interés; (octilfenoxi)polietoxietanol (IGEPAL CA-630/NP-40); fosfolipidos como una fosfatidilcolina (lecitina);
nonilfenol etoxilatos, como Tergitol™ serie NP; éteres grasos de polioxietileno derivados de alcoholes de laurilo,
cetilo, estearilo y oleilo (conocidos como surfactantes Brij), como éter de trietilenoglicol monolaurilo (Brij 30); y
ésteres de sorbitan (comdnmente conocidos como SPANSs), como trioleato de sorbitan (Span 85) y monolaureato de
sorbitan. Los surfactantes no idnicos son preferentes. Los surfactantes preferentes para incluir en la emulsiéon son
Tween 80 (monooleato de sorbitan de polioxietileno), Span 85 (trioleato de sorbitan), lecitina y Triton X-100.

Pueden usarse mezclas de surfactantes, por ejemplo, mezclas Tween 80/Span 85. Una combinacién de
éster de sorbitan de polioxietileno como monooleato de sorbitan de polioxietileno (Tween 80) y un octoxinal como t-
octilfenoxipolietoxietanol (Trion X-100) es también adecuada. Otra combinacién util comprende laureth 9 mas un
éster de sorbitan de polioxietileno 7/O un octoxinol.

Las cantidades preferentes de surfactantes (% por peso) son: ésteres de sorbitan de polioxietileno (como
Tween 80) 0,01 a 1% en particular aproximadamente 0,1%; octil- o nonilfenoxi polioxietanoles (como Triton X-100, u
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otros detergentes en la serie Triton) 0,001 a 0,1%, en particular 0,005 a 0,02%; éteres de polioxietileno (como laureth
9) 0,1 a 20%, preferentemente 0,1 a 10% y en particular 0,1 a 1% o aproximadamente 0,5%.

Donde la vacuna contiene un virus partido, es preferente que contenga surfactantes libres en la fase
acuosa. Esto es ventajoso ya que el surfactante libre puede ejercer un “efecto de division” en el antigeno, por lo que
interrumpe cualquier viridon no partido y/o agregados de viriones que pueden estar presentes de otra manera. Esto
puede mejorar la seguridad de vacunas con virus partido [46].

Las emulsiones preferentes tiene un tamafo medio de gotitas de <1um, por ejemplo, <750nm, <500nm,
<400nm, <750nm, <300nm, <250nm, <220nm, <200nm o0 mas pequefo. Estos tamafnos de gotitas se consiguen
convenientemente mediante técnicas tales como microfluidizacién.

Los adyuvantes de emulsion de aceite en agua Utiles con la invencion incluyen, aunque no se limitan a:

- Una emulsién submicrén de escualeno, Tween 80 y Span 85. Las composicion de la emulsién por volumen
puede ser aproximadamente 5% escualeno, 0,5% polisorbato 80 y aproximadamente 0,5% Span 85. En
términos de peso, estas proporciones se vuelven 4,3% escualeno, 0,5% polisorbato 80 y 0,48% Span 85.
Este adyuvante es conocido como “MF59” [47-49], como se describe con mas detalle en el Capitulo 10 de
ref. 50 y capitulo 12 de ref. 51. La emulsién MF59 incluye ventajosamente iones de citrato, por ejemplo,
10mM de tampon de citrato de sodio.

- Una emulsiéon que comprende escualeno, un tocoferol y polisorbato 80. La emulsién puede incluir salina
amortiguada con fosfato. Estas emulsiones pueden tener por volumen desde 2 a 10% escualeno, desde 2 a
10% tocoferol y desde 0,3 a 3% polisorbato 80 y la proporcién de peso de escualeno:tocoferol es
perferentemente <1 (por ejemplo, 0,90) ya que esto puede proporcionar una emulsibn mas estable. El
escualeno y polisorbato 80 pueden presentar una proporcion de volumen de aproximadamente 5:2 0 una
proporcion de peso de aproximadamente 11:5. Asi, los tres componentes (escualeno, tocoferol, polisorbato
80) pueden estar presente en una proporcion de peso de 1068:1186:485 o alrededor de 55:61:25. Tal
emulsion (“AS03”) puede hacerse disolviendo Tween 80 en PBS para dar una solucién 2%, después
mezclando 90ml de esta solucion con una mezcla de (5g de DL a tocoferol y 5ml escualeno), después
microfluidizando la mezcla. La emulsion resultante puede tener gotitas de aceite de submicrion, por
ejemplo, con un didametro medio de entre 100 y 250nm, preferentemente aproximadamente 180nm. La
emulsion también puede incluir un lipido 3-de-O-monosofosforil acilado (3d MPL). Otra emulsion Gtil de este
tipo puede comprender, para dosis humana, 0,5-10 mg escualeno, 0,5-11 mg tocoferol y 0,1-4 mg
polisorbato 80 [52], por ejemplo en las proporciones que se han sefialado anteriormente.

- Una emulsion de escualeno, un tocoferol y un detergente Triton (por ejemplo, Triton X-100). La emulsion
también incluye un 3d-MPL (véase mas arriba). La emulsion puede contener un tamp6n de fosfato.

- Una emulsién que comprende un polisorbato (por ejemplo, polisorbato 80), un detergente Triton (por
ejemplo, Triton X-100) y un tocoferol (por ejemplo, un a-tocoferol succinato). La emulsion puede incluir
estos tres componentes en una proporcién de masa de aproximadamente 75:11:10 (por ejemplo, 750ug/mi
polisorbato 80, 110ug/ml Triton X-100 y 100ug/ml a-tocoferol succinato), y estas concentraciones deberian
incluir cualquiera contribucion de estos componentes de antigenos. La emulsién también puede incluir
escualeno. La emulsién también puede incluir un 3d-MPL (véase mas arriba). La fase acuosa puede
contener un tampdén de fosfato.

- Una emulsion de escualano, polisorbato 80 y poloxamaro 401 (“Pluronic™ L121”). La emulsién puede
formularse en salina amortiguada con fosfato, pH 7,4. Esta emulsiéon es un vehiculo de entrega util para
muramil dipéptidos, y se ha usado con treonil-MDP en el adyuvante “SAF-1” [53] (0,05-1% Thr-MDP, 5%
escualano, 2,5% Pluronic L121 y 0,2% polisorbato 80). Puede también usarse sin Thr-MDP, como en el
adyuvante “AF” [54] (5% escualano, 1,25 Pluronic L121 y 0,2% polisorbato 80). La microfluidizacion es
preferente.

- Una emulsion que comprende escualano, un disolvente acuoso, un surfactante no ionico hidrofilico de
polioxietileno alquil éter (por ejemplo, polioxietileno (12) cetostearil éter) y un surfacante no idnico
hidorfébico (por ejemplo, un éter de sorbitan o éster de mannide, como monoleato de sorbitan o “Span 802).
La emulsion es preferentemente termorreversible y/o tiene al menos 90% de gotitas de aceite (por volumen)
con un tamario inferior a 200 nm [55]. La emulsién puede también incluir uno o mas de: alditol; un agente
crioprotector (por ejemplo, un azicar, como dodecilmaltoside y/o sacarosa); y/o un alquilpoliglicésido. La
emulsion puede incluir un agonista TLR4 [56]. Tales emulsiones puede liofilizarse.

- Una emulsiéon de escualeno, poloxamero 105 y Abil-Care [57]. La concentracién final (peso) de estos
componentes en las vacunas de adyuvantes son 5% escualeno, 4% poloxamero 105 (poliol plurénico) y 2%
Abil-Care 85 (Bis-PEG/PPG-16/16 PEG/PPG-16/16 dimeticona; caprilico/triglicérido caprico).

- Una emulsion que tieen de 0,5-50% de un aceite, 0,1-10% de un fosfolipido y 0,05-5% de un surfactante no
i6nico. Como se describe en la referencia 58, los componentes fosfolipidos preferentes son fosfatidilcolina,
fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina, fosfatidilinositol, fosfatidilglicerol, acido fosfaticido, esfingomielina y
cardiolipina. Los tamafos de las gotas de submicron son ventajosos.

- Una emulsiéon agua en aceite de submicrén de un aceite no metabolizable (como aceite mineral ligero) y al
menos un surfactante (como lecitina, Tween 80 o Span 80). Pueden incluirse aditivos, como saponina
QuilA, colesterol, un conjugado saponina-lipofilo (como GPI-0100, descrito en al referencia 59, producido
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por la adicién de amina alifatica a desacilsaponina por medio del grupo carboxilo de &cido glucurénico),
dimetidioctadecilamonio bromuro y/o N,N-dioctadecil-N,N-bis (2-hidroxietil)propanodiamina.

- Una emulsién donde una saponina (por ejemplo QuilA o QS21) y un esterol (por ejemplo, un colesterol)
estan asociados como micelas helicoidales [60].

- Una emulsion que comprende un aceite mineral, un alcohol graso etoxilado lipofilico no iénico y un
surfactante hidrofilico no iénico (por ejemplo, un alcohol graso etoxilado y/o polimero de bloque
polioxietileno-polioxipropileno) [61].

- Una emulsiéon que comprende un aceite mineral, un alcohol graso etoxilado hidrofilico no i6nico y un
surfactante lipofilico no iénico (por ejemplo, un alcohol graso etoxilado y/o polimero de bloque polioxietileno-
polioxipropileno) [61].

En algunas realizaciones, una emulsion puede mezclarse con antigeno extemporaneamente, en el momento de
la administracion, y asi el adyuvante y antigeno pueden mantenerse por separado en una vacuna empaquetada o
distribuida, lista para la formulacion final en el momento de uso. En otras realizaciones una emulsién se mezcla con
antigeno durante la fabricacion, y asi la composicién se empaqueta en una forma de adyuvante liquido. El antigeno
estara generalmente en forma acuosa, de tal manera que la vacuna se prepare finalmente mezclando dos liquidos.
La proporcion de volumen de los dos liquidos para mezclar puede variar (por ejemplo, entre 5:1 y 1:5) pero es
generalmente aproximadamente 1:1. Donde las concentraciones de los componentes se dan en las descripciones
anteriores de emulsiones especificas, estas concentraciones son tipicamente para una composicién no diluida, y la
concentracion después de mezclar con una solucién de antigeno asi disminuira.

Empaquetado de composiciones de vacuna

Los recipientes adecuados para las composiciones de la invencién (o componentes del kit) incluyen viales,
jeringas (por ejemplo, jeringas desechables), pulverizadores nasales, etc. Estos recipientes deberian ser estériles.

Donde una composicion/componente se localiza en un vial, es vial estd hecho preferentemente de cristal o
material de plastico. El vial se esteriliza preferentemente antes de que se afiada la composicion. Para evitar
problemas con pacientes sensibles al latex, los viales se sellan preferentemente con un tapén libre de latex, y la
ausencia de latex en todo el material de empaquetado es preferente. El vial puede incluir una dosis Unica de vacuna,
o puede incluir mas de una dosis (un vial “multidosis”), por ejemplo, 10 dosis. Los viales preferentes estan hecho de
cristal incoloro.

Un vial puede tener un tapdn (por ejemplo, un cierre Luer) adaptado de tal manera que la jeringa pre-
llenada se pueda insertar en el tapdn, los contenidos de la jeringa pueden expulsarse en el vial (por ejemplo, para
reconstituir material liofilizado en él), y los contenidos del vial puedan retirarse de vuelta a la jeringa. Después de la
retirada de la jeringa del vial, una aguja puede unirse después y la composicion puede administrase a un paciente. El
tapdn esta preferentemente situado dentro de un sello o cubierta, de tal manera que el sello o cubierta puedan
retirarse antes de que pueda accederse al tapon. Un vial puede tener un tapén que permita la retirada aséptica de
sus contenidos, particularmente para viales multidosis.

Donde un componente se empaqueta en una jeringa, la jeringa puede tener una aguja unida a la misma. Si
no se une una aguja, puede suministrase a la jeringa una aguja separada para montaje y uso. Tal jeringa puede
tener funda. Las agujas de seguridad son preferentes. Las agujas de 1-pultaade 23-gauge, 1-pulgada 25-gauge y 5/8
pulgadas 25-gauge son preferente. Las jeringas pueden estar provistas de etiquetas que se despegan donde
pueden estar impresos el nimero de lote, la estacion de gripe y la fecha de caducidad de los contenidos, para
facilitar el mantenimiento de registros. El émbolo en la jeringa tiene preferentemente un tapén para prevenir que el
émbolo se retire por accidente durante la aspiracion. Las jeringas pueden tener un tapén de goma de latex y/o
émbolo. Las jeringas desechables contienen una Unica dosis de vacuna. La jeringa tendra generalmente una un
tapdn en la punta para sellar la punta antes de la uniéon a la jeringa, y el tapon de la punta estd hecho
preferentemente de goma de butilo. Si la jeringa y la aguja se empaquetan por separado, entonces la aguja esta
preferentemente adaptada con un escudo de goma de butilo. Las jeringas preferentes son aquellas comercializadas
bajo el nombre comercial “Tip-Lok”™.

Los recipientes pueden marcarse para mostrar un volumen de media dosis, por ejemplo, para facilitar su
administracion a nifios. Por ejemplo, una jeringa que contiene una dosis de 0,5 ml puede tener una marca que
muestra un volumen de 0,25 ml.

Donde se usa un recipiente de cristal (por ejemplo, una jeringa o un vial), entonces es preferente usar un
recipiente hecho de un cristal de borosilicato en lugar de un cristal cal-soda.

Un kit o composicién puede empaquetarse (por ejemplo en la misma caja) con un folleto que incluya
detalles de la vacuna, por ejemplo, instrucciones para administracion, detalles de los antigenos en las vacunas, etc.
Las instrucciones pueden también contener advertencias, por ejemplo, para mantener una soluciéon de adrenalina
facilmente disponible en caso de reaccion anafilactica después de la vacunacion, etc.
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Métodos de tratamiento y administracion de la vacuna

La invencion proporciona una vacuna fabricada de acuerdo con la invencién. Estas composiciones de
vacuna son adecuadas para su administracién a sujetos animales humanos y no humanos, como cerdos o aves, y la
invencion proporciona un método para provocar una respuesta inmune en un sujeto, que comprende la etapa de
administracion de una composicion de la invencién al sujeto. La invencién también proporciona una composicion de
la invencién para su uso como un medicamente, y proporciona el uso de una composicion de la invencién para la
fabricacién de un medicamente para provocar una respuesta inmune en un sujeto.

La respuesta inmune provocada por estos métodos y usos incluird generalmente una respuesta de
anticuerpo, preferentemente una respuesta de anticuerpo protector. Los métodos para evaluar las respuestas
inmunes, neutralizar la capacidad y proteccion después de la vacuna del virus de gripe son bien conocidos en la
técnica. Los estudios humanos han mostrado que los titulos de anticuerpo contra hemaglutinina de virus de gripe
humana y correlacionados con proteccién (un titulo de inhibicién de hemaglutinacion de muestra de suero de
aproximadamente 30-40 da alrededor de 50% de proteccién de infeccién por un virus homélogo) [62]. Las
respuestas de anticuerpo se miden por inhibicion de hemaglutinacién, por microneutralizacion, por inmunodifusién
radial simple (IRS) y/o por hemolisis radial simple (HRS). Estas técnicas de ensayo son bien conocidas en la técnica.

Las composiciones de la invencion pueden administrase de varias maneras. La ruta de administracion mas
preferente es mediante inyeccién intramuscular (Por ejemplo, en el brazo o pierna), pero otras rutas disponibles
incluyen inyeccion subcutanea, intranasal [63-65], oral [66], intradérmica [67,68], transcutanea, transdérmica [69],
etc.

Las vacunas preparadas de acuerdo con la invencidn pueden usarse para tratar tanto nifos como adultos.
Las vacunas se recomiendan actualmente para uso en inmunizacién pediatrica y adulta, desde la edad de 6 meses.
Asi, un sujeto humano puede tener menos de 1 afio, 1-5 afos, 5-15 afos, 15-55 afos, o al menos 55 afos. Los
sujetos preferentes para recibir las vacunas son las personas mayores (por ejemplo, >50 afos, >60 afos y
preferentemente >65 afios), los nifios (por ejemplo, >5 anos), sujetos hospitalizados, trabajadores en sanidad,
servicio armado y personal militar, mujeres embarazadas, enfermos crénicos, sujetos inmunodeficientes, sujetos que
han tomado un compuesto antiviral (por ejemplo, un compuesto de oseltamivir o zanamivir; véase mas abajo) en los
7 dias antes de recibir la vacuna, personas con alergia al huevo y personas que viajen al extranjero. Sin embargo,
las vacunas no son solamente adecuadas para estos grupos, y pueden usarse mas generalmente en una poblacion.
Para cepas pandémicas, es preferente la administracién a todos los grupos de edad.

Las composiciones preferentes de la invencion satisfacen 1, 2 o 3 de los criterios CPMP para eficacia. En
adultos (18-60 afios), estos criterios son: (1)_>70% seroproteccion; (29 >40% seroconversion; y/o (3) un aumento
GMT de >2,5-veces. En personas mayores (>60 afnos), estos criterios son: (1)_>60% seroproteccion; (29 >30%
seroconversion; y/o (3) un aumento GMT de >2-veces. Estos criterios se basan en estudios de etiqueta abierta con
al menos 50 pacientes.

El tratamiento puede ser un programa de una Unica dosis 0 un programa de mdltiples dosis. Las dosis
multiples pueden usarse en un programa de inmunizacién primaria y/o en un programa de inmunizacion de recuerdo.
En un programa de multiples dosis las varias dosis pueden darse mediante la misma ruta o diferentes rutas, por
ejemplo, principal parenteral y refuerzo mucosa, principal mucosal y refuerzo parenteral, etc. La administracién de
mas de una dosis (tipicamente dos dosis) es particularmente Gtil en pacientes que inmunolégicamente no se han
sometido a tratamiento, por ejemplo, pacientes que nunca han recibido antes una vacuna de gripe, o para vacunar
contra un nuevo subtipo HA (como en un brote pandémico). Las dosis multiples se administraran tipicamente al
menos con una semana de separacién (por ejemplo, aproximadamente 2 semanas, aproximadamente 3 semanas,
aproximadamente 4 semanas, aproximadamente 6 semanas, aproximadamente 8 semanas, aproximadamente 10
semanas, aproximadamente 12 semanas, aproximadamente 16 semanas, etc.).

Las vacunas producidas por la invencion pueden administrase a pacientes sustancialmente al mismo
tiempo que (durante la misma consulta médica o visita a un profesional de la salud o centro de vacunacion) otras
vacunas, por ejemplo, sustancialmente al mismo tiempo que la vacuna del sarampion, vacuna de paperas, vacuna
de rubeola, vacuna MMR, vacuna de varicela, vacuna de MMRV, vacuna de difteria, vacuna de tétanos, vacuna de
tos ferina, vacuna DTP, una vacuna conjugada de H. influenzae tipo b, una vacuna de polivirus desactivado, una
vacuna de virus de hepatitis B, una vacuna de conjugado de meningococo (como vacuna tetravalente A-C-W135-Y),
una vacuna de virus sincitial respiratorio, una vacuna de conjugado neumococo, etc. La administracion
sustancialmente al mismo tiempo de una vacuna de neumococo y/o una vacuna de meningococo es particularmente
util en paciente mayores.

Similarmente, las vacunas de la invencién pueden administrarse a pacientes al mismo tiempo que (durante
la misma consulta médica o visita a un profesional de la salud o centro de vacunacion) un compuesto antiviral, y en
particular un compuesto antiviral activo contra virus de gripe (por ejemplo, oseltamivir y/0 zanamivir). Estos
antivirales incluyen inhibidores de neuraminidasa, como (3R,4R,5S)-4-acetilamino-5-amino-3(1-etilpropoxi)-1-
ciclohexeno-1-acido carboxilico o 5-(acetilamino)-4-[(aminoiminometil)-amino]-2,6-anhidro-3,4,5-trideoxi-D-glicero-D-
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galactonon-2-adido enénico, incluyendo ésteres de los mismos (por ejemplo, ésteres de etilo) y sales de los mismos
(por ejemplo, sales de fosfato). Un antiviral preferente es (3R,4R,5S)-4-acetilamino-5-amino-3(1-etilpropoxi)-1-
ciclohexeno-1-acido carboxilico, éster de etilo, fosfato (1:1), también conocido como fosfato de oseltamivir
(TAMIFLU™),

General

El término “comprendiendo” engloba “incluyendo” asi como “consistiendo”, por ejemplo, una composicion
comprendiendo X puede consistir exclusivamente en X o puede incluir algo adicional, por ejemplo, X+Y.

La palabra “sustancialmente” no excluye “completamente”, por ejemplo, una composicion que es
“sustancialmente libre” de XY puede estar completamente libre de Y. Donde es necesario, la palabra
“sustancialmente” puede omitirse de la definicién de la invencién.

El término “aproximadamente” en relacién con un valor numérico x es opcional y significa, por ejemplo,
x+10%.

A menos que se establezca lo contrario, un proceso que comprende la etapa de mezclar dos 0 mas
componentes no requiere ningun orden especifico de mezcla. Asi, los componentes pueden mezclarse en cualquier
orden. Donde hay tres componentes, entonces dos componentes pueden combinarse entre si, y después la
combinacion puede combinarse con el tercer componente, etc.

Las varias etapas de los métodos pueden realizarse al mismo tiempo o en diferentes momentos, en la
misma o diferente localizacién geografica, por ejemplo, paises, y por el mismo o diferentes personas o entidades.

Donde se usan materiales animales (y particularmente bovinos) en el cultivo de células, deberian obtenerse
de fuentes que estén libres de encefalopatias espongiformes transmisibles (EETs) en particular libre de
encefalopatia espongiforme bovina (EEB). En general, es preferente cultivar células en ausencia total de materiales
derivados de animales.

Donde un compuesto se administra al cuerpo como parte de una composicion, entonces ese compuesto
puede sustituirse alternativamente por un profarmaco adecuado.

Las referencias a una identidad secuencial porcentual entre dos secuencias de aminodcido significa que,
cuando se alinean, ese porcentaje de aminoacidos es el mismo comparando las dos secuencias. Este alineamiento y
la homologia porcentual pueden determinarse usando programas de software conocidos en la técnica, por ejemplo,
aquellos descritos en la seccion 7.7.18 de la referencia 70. Un alineamiento preferente es el determinado por el
algoritmo de blusqueda de homologia Smith-Waterman que usa una busqueda de hueco afin con una penalizacién
de apertura de hueco de 12 y una penalizaciéon de extension de hueco de 2, matriz BLOSUM de 62. El algoritmo de
busqueda de homologia Smith-Waterman se muestra en la referencia 71.

Las referencias a una identidad secuencial porcentual entre dos secuencias de acido nucleico significa que,
cuando se alinean, ese porcentaje de bases es el mismo comparando las dos secuencias. Este alineamiento y la
homologia porcentual pueden determinarse usando programas de software conocidos en la técnica, por ejemplo,
aquellos descritos en la seccion 7.7.18 de la referencia 70. Un programa de alineamiento preferente es GCG Gap
(Genetics Computer Group, Wisconsin, Suite Versién 10.1), que preferentemente usa parametros estandares, que
son los siguientes: hueco de apertura = 34; hueco de extension = 1.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 ilustra varios titulos (por ensayo de formacion de foco (FFA); Figura 1A) Titulos HA (por ensayo
de hemaglutinacion de glébulo rojo; Figura 1B) en tiempos diferentes de post-infeccion de virus wt PR8 y PR8-X que
crecieron en células MDCK. La linea continua en la Figura 1A y las columnas sombreadas en la Figura 1B
representan resultados con PR8 de tipo salvaje. La linea de puntos en la Figura 1A y las columnas vacias en la
Figura 1B representan resultados de PR8-X de tipo salvaje. El eje x muestra las horas después de la infeccion y el
eje y en las figura 1A'y 1B muestra el titulo del virus (Ul/ml) y titulo HA, respectivamente.

La Figura 2 ilustra titulos de virus (por FFA; Figura 2A) y titulos HA (por ensayo de hemaglutinacién de
glébulo rojo; Figura 2B) en diferentes tiempos después de la infeccion de genética inversa derivo virus PR8 y PR8-X
que crecieron en células MDCK. La linea continua en la Figura 2A y las columnas sombreadas en la Figura 2B
representan resultados con PR8. Las linea de puntos en la Figura 2A y las columnas vacias en la Figura 2B
representan resultados con PR8-X derivado de RG. El eje x muestra las horas después de la infeccion y el eje y en
las figuras 2A y 2B muestra los titulos del virus (Ul/ml) y titulo HA, respectivamente.

La Figura 3 copara titulos de virus (por FFA; Figura 3A) y titulos HA (por ensayo de hemaglutinacion de
glébulo rojo; Figura 2B) en diferentes tiempos después de la infeccion en células MDCK de virus recombinantes 6:2
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derivados de genética inversa hechos con segmentos del eje principal de PR8 o PR8-X que contienen los
segmentos HA y NA con el eje principal de PR8. La linea de puntos en la Figura 32 y las columnas vacias en la
Figura 3B representan resultados con el eje principal de PR8-X. El eje x muestra las horas después de la infeccion y
el eje y en las figuras 3A y 3B muestra el titulo de virus (Ul/ml) y titulo HA, respectivamente.

La Figura 4 compara titulos de virus por FFA (Figura 4A) y titulos HA (por ensayo de hemaglutinacion de
glébulo rojo; Figura 4B) en diferentes tiempos después de la infeccion en células MDCK de virus recombinantes 6:2
derivados de genética inversa hechos con segmentos del eje principal de PR8 o PR8-X que contienen los
segmentos HA y NA de 105p30. La linea continua en la Figura 5% y las columnas sombreadas en la Figura 5B
representan resultados con el eje principal de wt PR8. La linea de puntos en la Figura 52 y las columnas vacias en la
Figura 5B representan resultados con el eje principal de PR8-X. El eje x muestra las horas después de la infeccion y
el eje y en las figuras 3A y 3B muestra el titulo de virus (Ul/ml).

La Figura 6 ilustra titulos de virus por titulos por ensayo de formacion de foco (FFA) en tiempos diferentes
de post-infeccién de virus PR8-X de tipo salvaje y 105p30 (Figura 6A) o virus PR8-X y 105p30 derivados de genética
inversa (Figura 6B) que crecieron en células MDCK. En las figuras 6A y 6B, las lineas continuas representan
resultados con 105p30. Las lineas de puntos representan resultados con PR8-X. El eje x muestra las horas después
de lainfeccién y el eje y en las figura 6A y 6B muestra el titulo del virus (Ul/ml) y titulo HA, respectivamente.

La Figura 7 muestra las caracteristicas de crecimiento de virus recombinantes que contie4en los segmentos
del eje principal de la cepa wt Pr8 (linea con triangulos) o cepa 105p30 (linea con cuadrados) y los segmentos HA y
NA de una cepa pandémica de gripe H1 (cepa 2). El eje x en las figura 7A y 7B indica las horas después de la
infeccion. El eje y en la Figura 7A muestra el titulo Log10 en FFU por ml. El eje y en la Figura 7B muestra el titulo
log10 en particulas de virus por mL.

La Figura 8 compara titulos de virus por ensayo de formacién de foco (FFA) en tiempos diferentes de post-
infeccion en células MDCK de virus recombinantes 6:2 derivados de genética inversa hechos con segmentos del eje
principal de 105p30 o PR8-X que contienen los segmentos HA y NA de (A) una cepa H1 (cepa 1) o (B) una cepa
pandémica de H1 (cepa 2). Las lineas continuas representan los resultados con el eje principal de 105p30. Las
lineas de puntos representan los resultados con el eje principal de PR8-X. El eje x muestra las horas después de la
infeccion y el eje y muestra el titulo de virus (Ul/ml).

La Figura 9 compara titulos de virus mediante ensayo de formacion de foco (FFA) en tiempos diferentes de
post-infeccion en células MDCK de virus recombinantes 6:2 derivados de genética inversa hechos con el segmento
principal de #17, #19 o PR8-X en combinacion con los segmentos HA y NA de (A) cepa pandémica de H1 (cepa 3) o
(B) un H3 (cepa 1). Las lineas continuas con marcadores de diamante representan resultados con el eje principal
#19. Las lineas de puntos con marcadores cuadrados representan resultados con el eje principal de PR8-X. El eje x
muestra las horas después de la infeccién y el eje y muestra el titulo de virus (Ul/ml).

La Figura 10 compara titulos de virus mediante ensayo de formacién de foco (FFA) en tiempos diferentes
de post-infeccion en células MDCK de virus recombinantes 6:2 derivados de genética inversa hechos con el
quimérico #19 o segmento principal de PR8-X més los segmentos HA y NA de las siguientes cepas: (A) una cepa
pandémica H1 (cepa 2), (B) una cepa pandémica H1 (cepa 4), (C) una cepa H1 (cepa 2), (D) una cepa H1 (cepa 3) o
(E) una cepa H3 (cepa 2). En las Figuras 10A-E, las lineas continuas con los marcadores de triangulo representan
resultados con el eje central #19. Las lineas de puntos con marcadores cuadrados representan resultados con el
segmento principal de PR8-X. El eje x muestra las horas después de la infeccion y el eje y muestra el titulo de virus
(Ul/mil).

La Figura 11 compara las producciones HA (por ELISA de captura de lectina) y 60 horas post-infeccién en
células MDCK de diferentes virus recombinantes 6:2 con quimérico #19 (columnas vacias) o segmento principal de
PR8-X (columnas continuas) mas los segmentos HA y NA de las siguientes cepas: (A) una cepa pandémica H1
(cepa 2), (B) una cepa pandémica H1 (cepa 4), (C) una cepa H3 (cepa 1) y (D) una cepa H3 (cepa 2). Los virus
correspondientes recombinantes 6:2 hechos mediante recombinacion clasica (“clasicos”) con el segmento principal
de wt PR8 se incluyeron como controles (columnas sombreadas). El eje y muestra el contenido HA en pg por mL.

La Figura 12 muestra las curvas de crecimiento de virus recombinantes de gripe que comprenden
segmentos principales 17, 18, 19 y 20 (mostrados en la tabla 1; linea con diamantes, cuadrados, triangulos y cruces,
respectivamente), un control que comprende los mismos segmentos HA y NA de una cepa de gripe H3 (cepa 1) pero
todos los segmentos del eje principal de PR8-X (linea con circulos) y la cepa de tipo salvaje equivalente (linea con el
signo mas). El eje x indica las horas post-infeccion (hpi) y el eje y muestra Ul/ml.

La Figura 13 muestra la curva de crecimiento de virus recombinantes de gripe que comprenden los
segmentos principales 17, y 18 (linea con diamantes y triangulos, respectivamente9 y los segmentos HA de una
cepa H3 de gripe (cepa 3), un control que comprende los mismos segmentos HA y NA pero todos los segmentos del
eje principal de PR8-X (linea con el signo mas) la cepa de tipo salvaje equivalente (linea con circulos).
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La Figura 14 muestra los resultados de FFA (14(A) y 14 (C)) y HA-ELISA (14(B) y ensayo 14 (D)) usando
virus recombinantes de gripe que comprenden segmento principal 19 (caja abierta). El eje principal de PR8-X (caja
sombreada) y el virus de gripe de tipo salvaje (caja con puntos). Las Figuras 14(A) y 14(B) muestran los resultados
con una cepa de gripe H1 (cepa 2) y las figuras 14(C) y (D) muestran los resultados con una cepa de virus de gripe
H3. El eje y en las figuras 14(A) y (C) indica el titulo de virus en Ul/mL y el eje y en las figuras 14(B) y 14(D) indica
HA en pg/mL.

La Figura 15 es un alineamiento del segmento viral M1 de A/New Caledonia/20/99 (SEQ ID NO. 33) y
105p30 (SEQ ID NO: 45).

Modos para realizar la invencion
Desarrollo de nuevas cepas donantes

Con el fin de proporcionar cepas donantes de alto crecimiento, la cepa donante A/Puerto Rico/8/34 pasa en
las células MDCK 33016 cinco veces. Usando este método, los inventores fueron capaces de obtener la cepa PR8-X
que muestra caracteristicas mejoradas de crecimiento en comparacién con la cepa original.

La cepa donante de gripe 105p30 se proporcion6 aislando un virus de gripe A/New Caledonia/20/199 de un
aislado clinico en células MDCK 33016 y pasando el virus 30 veces. La cepa resultante tiene un segmento M con
lisina en la posicién correspondiente al aminoacido 95 en la SEQ ID NO: 33 cuando se alinea con SEQ ID NO: 33.

Caracteristicas de crecimiento de virus wt PR8 y PR8-X

Con el fin de comparar las caracteristicas de crecimiento de cepas donantes PR8-X y wt PR8, el titulo viral
de estas cepas de virus se mide en células MDCK mediantes ensayos de formacion de foco y ensayos de
hemaglutinina.

Ensayos de formacion de foco (FFA)

Para FFA, células MDCK no infectadas se colocaron en placas en una densidad de 1,8x10* células/pocillo
en 96 placas con pocillo en 100 pul de DMEM con 10% SFB. Al siguiente dia, el medio se aspird y las células se
infectan con virus en un volumen de 50 pl (virus diluidos en DMEM + 1% SFB). Las células se incuban a 37°C hasta
el siguiente dia.

En varios puntos en el tiempo después de la infeccion, el medio se aspira y las células se lavan una vez con
PBS. Se afiaden 50 pl de 50%/50% acetona-metanol helado a cada pocillo seguido de incubacién a -20°C durante
30 minutos. La mezcla de acetona se aspira y las células se lavan una vez con PBST (PBS + 0,1% Tween). Se
afnaden 50 ul de 2% BSA a cada pocillo seguido de incubacion a temperatura ambiente (TA) durante 30 minutos. Se
anaden 50 pl de una diluciéon 1:6000 de anti-NP en el tamp6én bloqueador seguido de incubaciéon a TA durante 1
horas. La solucion de anticuerpo se aspira y las células se lavan tres veces con PBST. Se afade anticuerpo
secundario (cabra anti ratén) en una dilucién 1:2000 en 50 pl de tampdn bloqueador y la placa se incuba a TA
durante 1 horas. La solucién de anticuerpo se aspira y las células se lavan tres veces con PBST. Se anaden 50 pl de
KPL True-Blue a cada pocillo y se incuba durante 10 minutos. La reacciéon se para aspirando el True-Blue y
lavandolo una vez con dH2O. El agua se aspira y se deja secar las células.

Los resultados (Figura 1) muestran que la cepa PR8-X puede crecer en titulos mas altos en el mismo
contexto de tiempo en comparacion con la cepa wt PR8 de la que se deriva.

Caracteristicas de crecimiento de virus recombinantes que contienen segmentos principales de PR8-X o wt
PRS8

Con el fin de probar la idoneidad de la cepa PR8-X como cepa donante para virus recombinantes, se
producen virus recombinantes mediante genética inversa que contienen las proteinas HA y NA de una cepa
pandémica H1 y los otros segmentos virales de PR8-X o PR8. Los titulos virales de estos virus recombinantes se
determinan mediante ensayos FFA y HA como se ha descrito anteriormente. Los resultados se muestran en la
Figura 4.

Los resultados indican que los virus recombinantes que contienen segmentos virales de PR8-X crecen mas
rapido en células MDCK en comparacién con virus recombinantes que contienen segmentos virales de la cepa
PR8/34.

Caracteristicas de crecimiento de cepa 105p30 en comparacion con PR8-X
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Las células MDCK se infectan con 105p30 y PR8-X en una multiplicidad de infeccion de 10 y las muestras
se toman en varios puntos en el tiempo después de la infeccion. El titulo se determina mediante un ensayo FFA. Los
resultados muestran que 105p30 crece incluso mas rapido en células MDCK en comparacion con PR8-X (Figura 6).

Caracteristicas de crecimiento de virus recombinantes que contienen segmentos principales de 105p30 o wt PR8.

Con el fin de probar la idoneidad de la cepa 105p30 como cepa donante para virus recombinantes, se usa
genética inversa para producir virus recombinantes que contienen los segmentos HA y NA de una cepa pandémica
de gripe H1 y los segmentos del eje principal de la cepa 105p30 o wt PR8. Las células MDCK se infectan con los
virus recombinantes en una multiplicidad de infeccion de 10 y las muestras se toman 1 hora, 12 horas, 36 horas y
60 horas después de la infeccion. Los titulos se determinan mediante ensayo de formacion de foco o determinando
las particulas de virus mediante deteccién en tiempo real PCR. Los virus recombinantes que contienen los
segmentos principales del eje central de la cepa 105p30 crecen mas rapido que los virus que se recombinan con los
segmentos del eje principal de la cepa wt PR8. Esto muestra que la cepa 105p30 es una buena cepa donante para
producir virus recombinantes de rapido crecimiento (Figura 7).

Rescate de virus de gripe usando segmentos del eje principal de dos cepas donantes

La eficacia de rescate de virus recombinantes de gripe que contienen los segmentos HA y NA de un virus
de gripe H3 y los segmentos del eje principal de las cepas donantes 105p30 y PR8-X se prueba en células MDCK.
Los virus recombinantes de gripe contienen segmentos del eje principal de las cepas donantes 105p30 y PR8-X,
como se indica en la siguiente tabla:

Tabla 1

Eje principal # PB1 PB2 PA NP M NS

1 PR8-X PR8-X PR8-X 105p30 105p30 105p30
2 PR8-X PR8-X 105p30 PR8-X 105p30 105p30
3 PR8-X PR8-X 105p30 105p30 PR8-X 105p30
4 PR8-X PR8-X 105p30 105p30 105p30 PR8-X
5 PR8-X 105p30 PR8-X PR8-X 105p30 105p30
6 PR8-X 105p30 PR8-X 105p30 PR8-X 105p30
7 PR8-X 105p30 PR8-X 105p30 105p30 PR8-X
8 PR8-X 105p30 105p30 PR8-X PR8-X 105p30
9 PR8-X 105p30 105p30 PR8-X 105p30 PR8-X
10 PR8-X 105p30 105p30 105p30 PR8-X PR8-X
11 105p30 PR8-X PR8-X PR8-X 105p30 105p30
12 105p30 PR8-X PR8-X 105p30 PR8-X 105p30
13 105p30 PR8-X PR8-X 105p30 105p30 PR8-X
14 105p30 PR8-X 105p30 PR8-X 105p30 PR8-X
15 105p30 PR8-X 105p30 PR8-X PR8-X 105p30
16 105p30 PR8-X 105p30 105p30 PR8-X PR8-X
17 105p30 105p30 PR8-X PR8-X PR8-X 105p30
18 105p30 105p30 PR8-X PR8-X 105p30 PR8-X
19 105p30 105p30 PR8-X 105p30 PR8-X PR8-X
20 105p30 105p30 105p30 PR8-X PR8-X PR8-X

Los virus recombinantes de gripe que contiene un segmento principal de acuerdo con el nimero 3, 4, 10,
11, 14 y 16-20 son rescatables. Los virus de gripe que contienen el nimero de segmento prmcnpal 3,4,10,11 016
consiguen titulos virales de menos de 10% Ul/ml. Los V|rus de gripe que contienen los ndmeros del segmento
principal 17 y 18 consiguen titulos virales de entre 10? y 10° UI/mI y los virus de gripe que tienen los nimeros del
segmento principal 19 y 20 consiguen titulos incluso de mas de 10° Ul/m.
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Estos datos muestran que los virus de gripe donde los segmentos PB1 y PB2 vienen de la misma cepa
donante de gripe pueden mostrar una mayor eficacia de rescate en comparaciéon con virus de gripe donde estos
segmentos vienen de diferentes cepas donantes de gripe.

Caracteristicas de crecimiento de virus recombinantes de gripe que contienen segmentos del eje principal
de dos cepas donantes

Se crean cepas recombinantes de gripe que contienen numeros del segmento principal 17, 18, 19 y 20
(como se muestra en la tabla 1 anterior) y los segmentos HA y NA de una cepa de gripe H3 (cepa 1). Como
controles, se usan el virus de gripe H3 de tipo salvaje equivalente y un virus recombinante de gripe que comprende
los mismos segmentos HA y NA y todos los segmentos del eje principal de PR8-X.

Ademas, se producen cepas recombinantes de gripe que contienen nimeros del segmento principal 17 y 19
y el segmento HA y NA de un segundo virus de gripe H3 (cepa 1) o un virus pandémico de gripe H1 (cepa 3). Como
controles para la cepa H3, se usan el virus de gripe H3 (cepa 3) de tipo salvaje equivalente y un virus recombinante
de gripe que comprende los mismos segmentos HA y NA y todos los segmentos del eje principal de PR8-X. Para el
virus pandémico de gripe H1, se usa un virus recombinante de gripe que comprende los segmentos HA y NA y todos
los segmentos del eje principal de PR8-X.

Los virus recombinantes de gripe y los virus de control crecen en células MDCK y el titulo viral se mide por
FFA en diferentes puntos en el tiempo. Para los virus recombinantes H3 (cepa 1) que contienen los segmentos 17,
19y 20 y los virus de gripe H3 (cepa 3) que contienen los segmentos principales 17 y 19, los virus de gripe que
contienen los segmentos del eje principal de dos cepas donantes crecen hata titulos mas altos en comparacion con
el virus de tipo salvaje y el virus recombinante que contiene los segmentos del eje principal de solamente una cepa
donante (véase las figuras 11y 12).

Para el virus pandémico de gripe H1, las cepas recombinantes de gripe que contiene los segmentos
principales 17 y 19 crecen hasta titulos mas altos en comparacion con el control que contenia todos los segmentos
del eje principal de PR8-X (véase figura 9).

Los datos muestran que los virus recombinantes de gripe que contienen los segmentos del eje principal de
dos cepas donantes diferentes pueden mostrar mejores indices de crecimiento con virus recombinantes de gripe que
contienen segmentos del eje principal de solamente una Unica cepa donante.

Los experimentos también se repitieron usando virus recombinantes de gripe que contienen el segmento
principal 19 o los segmentos del eje principal de PR8-X en combinacién con los segmentos HA y NA de cuatro cepas
diferentes H1 o una cepa H3. Los resultados se muestran en la Figura 10.

Virus recombinantes de gripe con segmentos del eje principal de dos cepas donantes diferentes dan
mayores producciones

Para probar si los virus recombinantes de gripe que contienen los segmentos del eje principal de dos cepas
donantes diferentes de gripe pueden también proporcionar producciones mas altas, la produccién de la cepa
recombinante se prueba con HA-ELISA. Con este fin, se usan los mismos virus recombinante de gripe que se han
descrito anteriormente que contienen segmento principal #19 y los segmentos HA/NA de H3 (cepa 2) y cepas de
gripe H1. Como controles, se usan los virus de gripe de tipo salvaje equivalente y virus recombinantes de gripe que
comprenden los mismos segmentos HA y NA y todos los segmentos del eje principal de PR8-X. Ademas, los titulos
virales se confirman con un ensayo FFA.

Los resultados confirman que las cepas recombinantes de gripe que contiene los segmentos del eje
principal de dos cepas donantes diferentes pueden crecer hasta producciones mas altas en comparacién con virus
de gripe que contenian todos los segmentos principales de PR8-X (véase figuras 13 (A) y (C)). Ademas, los virus
recombinantes de gripe que comprenden los segmentos del eje principal de dos cepas donantes también dan
mayores producciones de HA (véase las figuras 13(B) y (D)).

Estos datos muestran que los virus recombinantes de gripe que contiene los segmentos del eje principal de
dos cepas donantes dan mayores producciones en comparacion con virus recombinantes de gripe que contiene
segmentos del eje principal de solamente una Unica cepa donante.
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SECUENCIAS

SEQ ID NO: 1 (PA, A/New Caledonia/20/1999)

GATTCGAAA TGGAAGAT TTTGTGCGACAATGC TTCAATCOGATGAT TG TCGAGT T TEOEGAAAAGGCRAT GAMAG
AGTATGEACAGGACC TEARRR TOCA AR AT AR AT T T ASCAR T ATECAC TEAC T TEGRASTATSCTTCATET
AT TCAGATTITTCAT T ICATCRATGAGT RAGGCGAATCRAT AR TAGT AGAGC TEAGERCCCARATGORCTTTT AR
AGCACAGAT TTERAGA TARTRGAGEEACGREA TS TACRA TSR TEEACAGT TETARRCRGTAT TTECRACACCR
CAGGAGCTGAGRRACCARAGTTTC TGO CAGATC TG TATGATTACARAGAGAA TAGAT TLATCGAGATTGGAGTGA
CAAGRAGGGAAGTTCACATATAC TAT, THGAAAAGECCAACARRRT TARAA T TCAGARGRCACACATTCACATTT
TCTCATTCACTGECGARGARA TGECCACARACECCGAT TACACTCTCGATGALGE AR GEAGGEC TAGGATTAR R
CCAGRCTATTCACCATARGROANGA A TEECARGCAGRGETCTT TEEEAC TCCTT TOETCAGTCCEARRGAGEDG
AACABACARTTGRAGARRCATTTCAAN TOACACEGACRA TEOCCACE TG TEACCARLGOCT TOCGOCGARDT
I T GCATTRAGAA T TT TAGAGC T AT G TEEA TEGA T T TEAA L EARC GEC TACA TTGAGEECARGUTTTOTE
ARARTETCCARRGRAGTARA TG TAGARA TTEAGOC TTTT TTEARARC ARCACCRCEACCARTTAGAD TTOCGEA TS
GO TCCTTGTTTTCAGCGETCAAMAT TCCTECTGATGGATTCTTTAARA T TARGCATTGRAGEATCCARATCA TG
AAGERGRGEEANTACCACTATATCA TG AR TC ARG TGTATGRGRRCAT T TT TEEATEERRRAGARCCCTCTET TG
TCAAGCCACACGGGAAGEEARTAAA TOCGRAT TATC TG TETCATGGARGCAGGTAT TEGARGAGC TG AGEATAE
TTGAGAGTEAGGAGAAGATTCCAAGARCEAAR AR A TGAARARRLCEACTCAGCTARRST GEGCACTTEETGAGA
A AT GG A AGRGA A T CEAT T T A T CAC T T AL A TATARCCCAT T T CARCC AR TR TCATACTCACEA BT
CIGART TAAGE T AT TT TC ARG T TCGA T CAGAA TEAG T TC AR ARG A TG CGAGC TRACCGAT TURRTC TEGER
TAGAGCTCEATGAGATTEEAGALGA TG TEGCCOCGATT AR ACATTECAAGC AT EAGALGARATTACTTCACRG
CTGAGGTGTOCCATTGCAGRGCCACAGAATATATAA TGAAGEEEGTATACAT TAATACTGCTTTGC TTRATGCAT
TG TGC A AL TGGATGATTTOCAAC TR TTOCCA TGATARGC AR A T TAG AR TARRGRGEGAREERGAAR A
COAATTTGTACGGC T TCATCGTAAAAGGAAGA T TCAC TTAAGGAATGACACCOATETEE TARAC TTTGTGAGCA
TEEAGTTTTOCC TCAC TEACC ARG AC TTEACC RO R AR A TEEGAGEA ACTACTETETTC T TIEAGATRGGAGA TR
TECTTCTAAGEAGTGCAATAGGCCARG TETCARGECCCATGTTCTTGTATETARGEACAAATGGEARCCTC AN R
TTAARATGARATGRGGAATGERAGATGAGECGT TGO T TOCAATCCC TTCARCAAA TRGRGAGCATGRTT GARG
CTGAGTCCTOCGTCAAGGAGRARGACA TEACAARRGAGTTTTTTGAGARATAGATCAGARRRCATGGCCCATTREAG
A TR AR R GEAG TG ARG ARG TT oA T T EEGAN A TA TGO ARG EACAC TATTEEC TRRGTCAGTRATTC AR TR
GTCTETATECATC TCCACART TACA AGCAT TT TCAGC TEAGTCARGAR AET TGC T TCAT TET TCAGGCTCT TA
GEEACARTC TEGRACCTGEEACCTT TGATC TTEGEEGEC TATAT GRAAGCAAT TEAGERET GOCTEATTRAT GA TE
O TEEETTT TGO T TAA TG TTO T TRET TOAAC TO T TO S TARC R A TECA T TEAEATREC TEEEECARTECTACT
ATTTACTATCCATAC TG TOLAAANMR

SEQ ID NQ: 2(PBI, A/New Caledonia/20/1999)

AATGGEATCTCAATCCGACATTACTTTTCTTARARGTGCCAGTACAR AR T O TATRAGCACRRCTTTTCCTTATAC
TEETEACCC TOC T TAC AT CATGGEEAC AGGARCAGEGT AR CATGEA TACAGTCARCRGGACACATCRGTAC TE
AGARRGAGEAAGR TGGACARAARATACCGRAARC TEEAGCACCEC AR CTCARC CORRT TEATGEECCACTACCARR
AGRCAATEAACCAAG TG TATGCCCAARCAGA T TR TG TATTAGRAAGC AR TG GO T TTLC T TEAGGEARTCCCATOC
TG TAT T T T TEAR A T T TETA T TEA RO AR TEGAGE T TG T TOAGCA A ACARGEETEEACARAC TERCACARGE
CAGACAGACCTATGACTGRACTC TAAA TAGGAACCAGCCTRC TECCACAGCATTGEOCARCACTATAGRAGTGTT
CAGATC AR GG T A TAGC AR A T A T T e R GG TAR TR T IO TT AR AR TETRA T EASTOGATECR
CAGAGACGARGTAGAGATCACARCTCATTTTCARAGARAGAEEAGAGTGAGAGRC AR TETARCTARRARARTGRET
GACC ARG CRAT A LR A AR B TA R A TTAGAC AR ARG TTAC CTAATTRAGGGCAT TRACCCTRRR
CACARTGACCALAGA TEC TERGA GGG AT TARA L O RS RGO RAT TECARC OO ARG GRA TR A RAT AAGEEE
GITTGTATACTTTGT TGAGACAC TGECAAGAAGCATAT GTEAAAAGC T TEAA AR TCAGEETTECCAGT TRENGE
AAATCARRRCALRGEARRCTTAGC AR TET TETALGGRACATCATCACCAAC TCCCAGEACACTEARATTTCT TT
CACCATCACTEGAGATAACACAAAA TGEAACGARAA TCARARCCCTAGRATG TTCTTGECCATGATCACATATAT
ARCCRARRATC RGO TERA TG G T TCAGRR R TATTC TARGTAT TEC TCC AATARTETTTTCRAACARARTIGGIGERG
ACTAGGTARGEGETACATETTTGAAAGCARGAGTATGAARCTGAGAAC TCALATACC TECAGAGA TG TAGCC AR
CATRGATTTGARRTAT T TC AR TGAT TCRRC TARARAGRAARTTERAAR RATCCEEOCATTATTAATAGRTGEARS
TGCATCATTGAGTCC TG EAATGATGATGEECATETTCAATATGT TAAGCACCETCTTEEECGTC TCCATTC TGAR
I T T GG G ARAAGAGA T A AL CAAGAC TAC TTAC TEG T GEEATEETCT TCAR TCGTC TRATGAT TTTGUTC TGEAT
TETEAAT G AT AR TATGCAGCAAT TC AT TGEAGTTEACAGGTT TTAT CEARCC TR T ARG TECTCGEART
TAATATGAGCARRAAMGAAGTCT TACATARMACAGARCAGGTACCTTTGAGT TCACGAGCTTTTTC TATCGTTATGE
GTTTGET T CAR T T T A A TGGAG T TOC TR T TT TG ETETO T R TC AR TIEARTC TECAGRC AT GRETAT
TEEAGTCAC TETCATC AR CAATATGAT AR RCIA TGACCT TEGCCCAGC AR TEC TCARATGEOCCTTOAGTT
ATTTATARAAGAT TACAGSTACACGTATCGATGOCACAGAGETEGRCACACRARTACARAC CCGGAGATCATTTGEA
GATARAGARACTATGGGACCARLCCCGCTCCAARGCTGGGCTETTGGTCTCTGATREAGECCOCCARTTTATATAR
CATTAGAARATCTCCATATTCC TRAAGT O TGO T TRRAA T GEEAGT TRATGEAT GAGEAT TR CAGGEECGTTTA TG
CARCCCATTGAACCCGT TTGTCAGTCATARAGAGAT TGAATCAGTGARCAAT GCAGTEATGATGCCEGLACATEG
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ToCAGCCAA AR TATCEACTATGACG TET TECARCARCACACTCCTEEET TCCCARRAGGARTCEATCCATTTT
GAATRCGAGOCARAGGEGEATAC TTGAGEATGAGIARR TG TA TCAGAGETGE TECAR TTTATTTERARAATTCTT
OO ARGTAGC TCATAC AGARGACCAGT TEGEAA TATCCAGTATGETACRGEC TATGET TTCCAGRECC CEAATTER
TECACGGAT TGATTTCGAATCTGGARGGATAAARAARGAGGART TCGC TGAGATCATGAAGACCTGT TCCACCAT
TEARGACCTCAGRC G ARRRR T ACEEARTTTEEC TTETCCT TCATEARAR

SEQ ID NO: 3 (PB2, A/New Caledonia 20,7999}

ARATATGGAAAGRR T AARAGRGC TAAGGAAT CTGA TG T CAC AR T TC G A TGO GAGATAC TTAC AARRACTALT
GIAGACCACATGECCATARATCARGARA TACACATCAGGARGACAGGRGARRRACCCA TCACTTAGAR TGARATES
ATGATGECAATGAAATAOCCAAT TACAGLAGATARARAGGATARCGEAAATGAT TCC T GRAMGAAA TRAGCANGGER
CAGACATTATGEAGTAAAGTGAATGATGCCGEATCAGRCCGAGTGATGATATCACCCCTEECTGTGACATGETES
AACAGAAATGEACCAGTGECARG TACTATTCACTATCCAARAATC TACAARACTTACTTTGAAAAGGTTGARAGE
TTARRRCATGERACC TT T EGCCC T TACRC TT TAGARRCC ARG TEAAR ATACGCOGARGRETOGACATRARTOCT
GGTCATGCAGACCT CAGIGCCAAGGRGECACAGGATGTAATTATGGAAGT TGT TT TCCC TAATGARG TGEGAGTT
AGARATACTAACATCAGAATOGCAAT TARCGATARCCARGGAGARRRANAGAAGARACTCCAGRATTGOARRATTTOD
CCTTTGATGETTGCATACATGTTAGRGRGGGARCTTGTCCECAARACGAGAT T TCTCCCGETTGCTGETGGAMACA
AECAGTGIGTACATTGARGTTTTGC AT T TAAC ACAGEGEACA TR TEEEAGCAGATGTACACTCC ARG GTRGEERG
T AGGAATCATCAT T IR T LA A G TA T TA T T T T AGCARC AT AC T CACARCAGCTECRE TATC AECR
GATCCACTAGCATCTITAT TAGAAR TG TGCCATAGEACAC AGRT TRETREEAC ARGGRTGETERATATTC TCAGE
CARARTCCARCRGARGARCRRGE TETEEATATATECRRAGCAGCRA TS0 TEAGARTORETTCATCC TTCAGT
TITGECGGATTCACATT TARGAGAACARAGTGGATCATCAGTC AARAGEEAGEAAGANGTGC TCACGEGCAATC TG
CARRCATTGARGC TAAC TG TGCATEGAGGEEATATGRAGRGET ICACAATEET TEEEARARGEECAACRGCTATACTC
AGARRAGCARCCAGGAGATTGAT TCAAC TAATAGTGAGTOEARGAGACGARCAGTCARTAGTCGARGCAATAGTT
GTAGCAATGGTATTC T A AR GAAGAT TECA TG TARRACCAG T TAGAGE TEATC TGRATTTEGT TRRTAGRGDE
AATCAGCGETTGRATCOCATGCATC AACTTTTGAGACATTTTCAGARGEA TGC TAARGTACTTTTCTTAAATTGG
GEAATTGARD TAT CGACAR TG TGATGGGAATGATTGGGATATTACCTGATAT GACTCCARGTACC GRAGATEZTTA
ATGAGAGGAGTERAGACTCAGCARAA TEEETETAGATERATAC TCCART GO TERARGEETAGTEETGAGCATTGAC
CGETTTTTIGAGRGT COGGERC CAMGAGEAM TG TACTAC TG TC TCCAGAGEAAG TCAGTEAAMCACAGGGANTA
GAGARACTGRCAATARCTTACTCTTCATCAATGATGTGEEAGAT TAATGGCCC TCAGTCAGTGT TGATCAATACC
TATCAGTGGATCATCAGARARC TGGGAGRCTGT TARAATTCAG TGETCTCAGARRCCCTACAATGC TATACAATARA
AT GERAT T GAGC AT T T ARG T T TAG TOCC TARGECC A TTAGRGECCAR TR RS TEEET TTET TRGRACTC TR
TTTCAACAA A TARGGCEATETGCT TGGGACCTT TGACACARCTCAGATAATARAACTTCT TCCCT T TECAGCCECT
O R CAA AR AT ACAA TG AA T T T A TC AT TGRAC T TG AR T TEAGEEEATCAGEARTGAGARTRCTTETA
AGGGGTAATTCTCCAGTAT TCAACT ACAACARGACCAC TARGAGAC TCACAGT COTOGEARAGGA TECTGGCACT
TTAACTGARNGA CCCAGA TERA GG ARG TEEAG TEERATC TG TR TTC TARG EEEATTCC TCAT T TRGGCARA
GAAGATRGARGATAT GG CAGCAT TARGCATCAR TR T TGAGCARCCT TECERARGEGEARR A RGCTARTETE
CTAATTGGGCARAGGGGAOGTAGTGT TG TAATGAAACGAAANCGEGACTC TAGCATAC T TACTGACRGCCAGACH
GUGACCAARRGRAT TORGATGGCCATCAATTARTTTCGARTARTTTARR

SEQ ID NO: £ (NP, ANew Caledonia 201999

ATCACTCAC TGRGTGACATCARAGTCATGGCG T CARGECATCAAMC GETC T TACGARCAGAT GEAGRC TEA TG
GEGARCGCCAGRATGCARC TGRARAATCAGAGCATCCGTCGEARGAATGATTGETGGARTTGEGUGATTCTACATCC
AARTGETGC AL RAGC T T AARC TCAA TGR T TATGAGEEACGAC TEAT CCAGRACAGC TTGACAATAGRGRGARTEG
TECTCTCTGCTTTTGATGAGRGGAGEAR TAARTATC TEGARGAACATC O AGCGUGEEEARAGATCC TRAGARRA
CIGERGGACCCATATAC AAGRAGAGT AGR TGEARRGTEEETEAGEGAN TOGTCCT TTATGRCAMAGRAGAANT I
BECEEAT T TGO ARG CRARC AR TG TEATEA TECRAC G TEETT TEAC TCACATTATEATC TEGCAT TETA
ATTTGAATGATACAACT TACCAGAGGACAAGAGC TCTTGTCOGCACCGEAATGGATCODCAGGATGTGCTCTTTGA
TR ARG T T AR TC T TAGAAGA T TRRAGE ARG LA G TG AT ARRGGAGTTGEEACARTGETGTTES
AGTTARTCAGGATGATCAARCGTGGGATCAATGACCGARRCT TCTGGAGGEEET GAGARTGGARGARALACARGER
TTGCTTATGERGRGAA TG TGCARCAT TC T AARGERARRTT T RARRCAGCTECRCARRRRGCARTEATGEATCARS
TEAGRGRAAGIOEGAACOTAGLASS TEC TEAGATOGRRGATC TCACTTTTC TRECACEETC TECACTCATATTAR
GAGEETCAG T TEU TCAC ARG T T IO TR O TGO TR TG TG T AT GEACCAGECGTAGL L AGTGEE TACGACTTLG
AARARGAGEEATAC TCT TT GG TAGGEETAGACCC TTTTARRC TEGL TTCARRC CAGTCAGETATACAGCCTARTCA
GACCAAACGAGRATCCOGCACACAMGAG TCAGTTGETGTGEA TEECATGCRAT TCTGUTGUATT TEAAGATCT AR
GAGTGTCARGCTTCATC AGRGGGAC AAGAGTACT TCCRAAGGEEERAGC T TCCACTAGRGGAGTACARATTECTT
CARATGARARCATGGATGCTATTGTATCAAGTACTCTTGARC TGAGAAGCAGATACTEEGCCATARGAACCAGAA
GIGGRGEEARCRC TARTCARCARAGGEC TCTEOEEECCARA TCAGCACACARCCTACSTTTTC TG TGCAGAGRA
ACCTCCCATTTGACARAMCAACCATCATGGCAGCATTCACTGGGAATACGEAGGGARGRACATCAGACATGAGES
CAGARATCATARAGATGATGGARAG TG AAGACCAGARAGARG TETCCT TOCAGGEECGEEEEAGTCTTTGAGCTIT
COHEACGARAGEECAACGAACCCGATOGTGCCCTOCTTTGACATGAG TAATGARGGATCTTATTTC TTCGGAGATA
ATGCAGAGGAGTRACGACIATTAATCAR
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SEQ 1D Nov: § (M, ANew Caledonia20:1999)

GATGRGTCT T TR CGAGE T GAARC G TAC T T T T TAT G T O G T A GO D TCARRGOC GRGATOGE
ACAGAGACT TEAAAA T T TTT GC T EGARAGA R TACCGATCT TGAG GC T TCATCEART GECTARAGRCARGADT
AT T T A T T GAC TAAG GGG AT T T TAGGA TT TG TG T T AL G C T C A G TGO CAGTGAGO GRG GAC TEIA
GETAGACECTTTET O AR T GC T TAA T EEAR T GG CATCCAAR TAA TATEEACAGAGCAG T TARAC TETA
TCGARAAGCT TRAGAGGGAGATAMC A TTOCATGEGECCAARGARATAGC AC TCAGT TATTCTGC TG ETECACTTGD
CAGTTGTATEEERCTCATATACAAC AGER TR0 T TEACCRCE GAATCAGCATT TEECCTTATAT GEGCARD
CTETGARCAGATTGECCEAC TCCCAGCATARGTCTCATAGGE ARATGETARCALCARCCALCCCATTALTARGATA
TEAGRACAGARATEGT I TEECCAGCAC TRAC AR TRAGGC TATGEAGCAAR TRGCTEEAT CGAGTGAACAAGCAGT
THAGGCCATGEAGET TR TAGT CAGGOCAGGC AGATOE TG AGGCAATGAGAGCCATTEEGACTCATCCTAGC TE
TAGCACTGG T TEAAMMATGAT CTOC TTRAAAR T TTGCAGGCCTAT CAGRARCGAATGEEGGTGCAGRTGC AMDG
ATTCARGTEATCCTC T TGT TGT TG ARCTATAAT TEGEEATTGT GCACC TRAT AT TETGEAT TATT GAT OG0T
TTTTTTCCAARRGCATT TATCGTATCTT TARACACGETTTAARARG AGGEOCTTCTACGGAAGGAGTACCAGAGT
CTATEAGEEARGRAT ATOSAGAGEA ACAECACARR TEC TETEEA TG TEACEAT CETCAT TTTETCAGCATAGASE
TAGAGT AN

SEQ ID NO: & (NS, ANew Caledonia/20:199%)

ATGEATTCCCACAC T GTG T CARGC T T TCAGGTAGAT TGCTICCT TT GECA TR TCCRCARRC ARGT TGCAGACCAR
GATCTAGGCGATECCOCAT TCC T TGATOGGC T TOGCCGAGATCAGRAGTC TCT AMAGGEAAGAGGCAGCACTCTC
GO TGAACA TOEAAACAGCCAC T TG TG T TEEAA RGO AR TAG TG ACAGEAT TCTGARLGARGA A TC CGA TGRS
GEATTTAMA TR AT GG T O oA T TG T TG G TACCTARC T GACAT GACTAT TGAAGARAT GTC ANGE
GACTGGTTCA TGO TC AT GO O ARG AR A T TE G T TTT T ETCAG AR TEGACCAGGOGATRAT ZERT
ARGAMCATCATRCTGARAGOGAATT TCAGTGTGATTT T TGACCGGT TGREAGAATC IGACATTACTARGGGC TTTC
A ERAG A EERECA AT TS T TEGCEARAR T T TC A AT T T TC T TTOC AGEACATAC TRATEAGERTETCARR
A TECAATTEEGETCCTCATCOGRGEAC T TEEATGEAR TCATAACACAGT TCGAGTC TC TGARRC TCTACAGAGA
TTOGECTTEEAGRRGCAGTARTGACAC T EEGEEEACCTCCATTCAC TCCARCATREARARCEEAARR TEECEEEAATCHE
ATTAGGTCAGRRGTT TEARGRARTA AGA TG AT TCARGARGTGAGECATAAL TTCARGACGACAGRGARTAS
TITTGAGCARATAAC AT TTATGC ARG AT TACAGC TAT TG T T TRAAGTGEAACARGAGATTAGARADGTTTTOGTT
TCRGCTTATTTRRETGATRR

SEQ ID NO: 7 (HA, A/New Caledonia/20/199%)

R AT AR RGO AR A AT A T T T ETTAT S TRCATT TACAGC TACA TAT CCAGACRCAATATETATAGECT
ACCATGCCARCAACTCARCCGACACTGT TRACACACSTACT TEAGAR GAATETEACACTRACACAC TCTGTC ARDE
TACTTGAGGACAGTC ACAA TGRAMAC TATGTC TAC TAAPAGEAAT AGO DD ACTACAR TTGRGTAAT TGO AGDG
TIGCCGGATEEATCT TAGGALACCC AGAR TGUEAATTACTGAT T TCCARGEAATCATGETCCTACATTGTAGARS
CACCAAATCCTRAGAATGGAACATG TTACCCAGGETAT TTOGUCGACT ATGAGGAN TEAGGGAGCAATTGAGTT
CAGTATCITCATTTGAGAGATT CEARA TATTOOCCARRGA ARG TCATGECCCARCCACACCGTARCC GGAGTAT
CAGCATCATECTCCC ATAA TEEGAARAAGCAGT TTTTACAGAAATTT GUTA TEGCTGACGEECAAGAATGGTTTET
AR A A TER G A T TAT S TAARC AAC AR ARG AR AGAAGT OO TTETACTATEEEETET TCAT CACCOGD
CTARCATAGGEAACC ARAGGECCCTCTATCATACAGRAARTECTTATGTC TCTGTAGTETCTTCACAT TAT AGTA
GARAGRTTCACCCCAGARATAGL CARRAGRCCCARRGTRAGAGATCAGEARGEARAGAATCARCTAC TAC TGGACTC
THCTGEGAACCTGEGEATACAATAATAT T TGAGECARATGGAAATCT ARTAGCGCCATGETATGC T TTTGCACTGA
GTARGRGGCT TTGEAT CAGGRAT CATCROC TCARA TECRCC AR TEEATGAR TET GATGOGARGTGTCARACACC TC
AGGEAGCTATARRCAGCACTCT TCC TT T AGAR TETACADCCAGT CACAA TAGEACAG TG TCCARAGTATET A
GEAGTGCARAATTARGEATGGET TACAGGAC TARGEAACATOCCATC CATTCARTCCAGRGGTTTGT TTGGAGC DA
TTGCCGETT TOAT THARGSEGEE G TEEA T THEA A TEETREA TEEETECTAT ST TATCATCATCAGAAT GAGCARS
GATCTGGECTATGCTGCAGA TCAAMPRG TACACARAR TGO CATTARCGGEAT TACARACAAGSTGAAT TCTGTAA
TIGAGAAAA TERRRCACTCARTT CAC ARG TR TCEGCARMGA AT TCARCAAR TTGEAARGRAGGATGEARRACTTAR
ATARAAAAGTTGATGATGEETT TCTAGRCATT TGEACATATAATGCAGAR TTGTTGETTCTACTGGAAAAT GARA
RO T T T GA T T T AT A T LA TE T LA AR T TG TAT A G AL A TARAR A AR TTARACAR TRATEOCR
AMGARATACCRRACOEETSTTT TCART TCTATCACARCTCTAMC AL TCAR TRCATCEAGAGTGTGARL AL T GEAR
CITATGACTA T AARATA T T O GARGRATC AR G T T AAACAGEGAGAARATTGATGRAGTGARA TTGGAATCAR
TEEEAGTCT A TC R GA T T T GG GAT T TAC TCARC TR T OO CAG T T O TG TTCT TT TR G TC T O C TG GGG EEAR
T RG T T T GEA TG T T PO AR T GG T T T TR AG TG TAGAATAT G CATC TRAGAOCAGRATTTC AGRALT ATAA
GhAR

SEQ ID NO: 8 (NA, A/New Caledonio/20/7999)

AR TERATCCARRTCARAARRALTAATA R AT TR T RRTCAGTATACC AR T GEAATARTTAGTCTARTGT TR
ARTAGGRAATATTAT TTCAATATGGEC TAGTCAC TCARTCCARRC T GGARGTC ARAADCACACTGEAGTAT GCAR
COARAGAMTCATCAC ATATGRAAM. A A TEEETGRATCACACATATE TTAATAT TARCAMC ACTRAATGTTET
TECTGGARAGERCAR A AT TCAGTGACA T TG AAT T ATCT CT T TG TTCTATCAGTGEATGEGCTATATA
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CACARAAGACALCAGCATARGERE TR TCCARRGERGATGTTT TTETCATARCACARCCTTTCATATCAT ST TC
TCACTTGGEAATGOAGAACC TTTT TTC TRRCCCARGETGCTCTAT TAAA TEACAAACA TTCAAATGEERCCGTTAA
GEACAGAAGTCCTTATAGEECCT TARTEAGCTETOCTC TAGE TG AL G TG TCCOTATAC AR T TCARRGT TTGER
ATCAGTTGCATGETCAGCARGEGCATGLCATGATGECATGEGC TGETTAACAATCGSAAT T TC TG TLCAGAC AR
TR G T TG TG TAC TARART A AR GG A TAR TR T EARACCATAARARST TEGARAA RGO EARTATTARS
ARCACARGAGTCTGRATGETGETC TG TETERRCGEETCATGT TTCACCATAATGACCEATEGLCOGAGTART GERGEED
SO TC G TACARRATC T T AR GA TOGARA ARG EEARGETTACTARATC AR TAGAGTTGRATSCACCCRRTTTTCR
TTATGAGGAATGTTCC TG T TACCCAGRCACTGECACAGTGATG T GTGTATGCAGGGACARC THHCATGETTC AR
TCGAC T TG TG T T T TTAR TCAA AR TEEAT TATCAAATAGGATACATC TECAGTEEEGTGT TEGETGACHRA
TCOGCGTOCCALLGA TEEAGRGGEC AGCTETARTCCAGTGAC TG T TCATEEAGCAGACGGAGT AR REGGGETTTTE
ATARCRAATATGETAATGETGTTT GEATAGGAAGERC TAARAGTARC AGAC TTACGAMGEGETTTEAGRTGATITE
GEATCCTAA TG TG AT AR TAC ARG TEATTTC TCAGT GARRCAGCA TG TTETEECAATARCTGRATT T
AGGETACAGCGEAAGTT TG TTCARCATCC TGAGTTARCAGGA T TGGACTETATAAGACCT TR T TOTGGGTTRA
GTTAGTCAGAGERC TGO TREAGAA R TRCARCARTC T CEAC TAGTGEGAGCAGCATTTCTTTT TS TEECGTARR
TAGTGATAC TGCAAACTGETCTTGROCAGACGETGCTGAGTTGCCGTTCACCATTGACARGTAG

SEQ 1D NO: 9 ¢PA, PRE-X)

AGCGR ARG GG TAC TR TOC AR AR TEERRCA TTTTET CCGAC AR TEC TTCAR TCOGATEATTETOERECT TE0E
GAAARAACAA TERAAGAETAT GG EEAGERCCTEARAAT CEARARC AR AT ARAT T TGCAGC AR TATECACTCACT TG
GARGTATGC TTORTGTATTCAGATT TTCAC TTCATC AR TEAG ARG GAGTCAR TARTCGTAGARC TTGGTERT
COARATGCACTTTTOARGCRCAGAT TTERAAT AR TCGAGGEGALGAGATOGCACAATEECCTGEACAGTAGT ARAD
AGTATTTGCARCRCT ACRGEEGE TEAGARACC ARRGTTTC TADCAGAT TTGTATGAT TACRAGGAGRATAGATTT
ATCGAAATTGRAGTARC ARGLAGAGARGTTCACATATACTATC TGGARAAGECCARTARRATTARATCTGRAGARA
ACACA AT AR TT I TCTOGTTCAC TEEGEARGRAR TGO AL AR A GG AGRCTACAC TC TOGATERRGARRGD
AGGECTAGEATCARR AT CAGRCTAT IR CATARGACRAGARA T GECCAGCAGREEICTCTHAATTCCTTTOET
CAGTCCGAGAGRGEAGAGERGAC AR TTERAGAAAGET T TGARA T CACAGEAACAA TEUGCRAAGC TTECCGACC A
AT T OGO G R A T T TCC RGO T T R A AR TTTTAGACCC TA TG TEGATEEAT TOGARC CEARCEGCTACATT
GAGGECAMCTETCTCARATGTCCARRGRAGTARRTGCTAGAA T TGARCCTTTTT TEAAAACAMCRECACGAC TR
T TAGAC T T GRA T S T TS T T T A GBS TECARA T TEC T T A TS EATSCC TTAR AR TTRAGCATT
GRGEACCCAAGTCATEAAGEERGAGEEAR TACC GO TATATGAT GO AR T ARATGCA TEAGRACAT TC TTTGGATEE
ARGERACCCARTETTET TRRRCCAC A GRAARGEEARTARATOCRAAT TATC TTC TS TOAT GEARGOARGTAC TS
G A T A A AT TG TR CACAR R s TTCC AR AGRC TA AR A A TATCAACARLLCARCTCRCCT ARG
TEEECACTTGETEAGARCA TEECACCAGAAAAGETAGAC T TTGACGAC TG TARAGATGTAGGTGATTTGARGC AR
TATGAT AGTEATGARCC AEAL T T A TGO T TECAAGTTGEAT TCAGAR TEACT TTAACR R GGC A TGCGARCTE
ACAGRT T ARG TGGATAGRGCTCEA TEAGAT TEEAGRAGATE T GECTOCARTTEARCACATTRCARGLAT GAGER
AGGARTTAT TTOA A T AR GG T T TR T AGRGCCACAGAR TAC ATARA TEARGEEEETETACATCARATALT
GoCTT G T TAATGCATC TTE TG AGCAATGEATEATTTCC AR T TAATTOCAATGATAAGCAAGTETAGRACTARG
GAGGEARGEO G R G AT AR TTETATEETTT AT AT AR A AGERRGA TOCCAC T TARGERATEACACCGRCETE
GTARACTTTGTGAGCATGEAGTT TTCTCTCAC TERCCCARGAC T TGARCCACATARATEEGAGAAGTRCTGTGETT
I TGAGATAGGRRGATATG TTAT ARG G TGO ATAGGCCAGE T TTCARGGLCCATGTTCTTETATETRAGARTHA
AATEEAACC TCARAAAT TARARAT GARR TEGGGAR TEGAGATGAGGLGT TECCTCCTCCAGTCACT TEARRCARRTT
GAGAGTATGATTGARGC TERGTCCTC TR TC AR AGRERAAGACAT GACC ARAAGRGT TCTTTEAGARCARATC MG
ACATGGCCCATTGGERCASTCCCCCARRGERCTEEREEARAGT TCCATTGEEARGET T TECAGERC TTTATTAGCA
ARGT GG TAT TR AT TR TA TGO A T TOCACRRC TAGARGEAT TT TCAGC TEAAR TCARGARAAL TGCTTOTT
ATOGT T oA IO T T A SR AR OO T T R A T AT TTEA T T TG EEEEC TATA TG ARG AR TTEARERE
TR T GATTAATGATCCCTEEET TT TEL TTAATGLTTCTTGGET TCAAC TCCTTCO TTACACATGCATTGAGTTAG
TTGTEECACTECTACTATTTGCTATCCATAC TS TCCRAAA ARG TACCTTSTTTCTACT

SEQ IDNO: 10 (PBI, PRS-X)
AGCGR ARG AGGC AR ACCATT TEAR TERATCTCARTCCGACC TTAC TTTTC TTARARGTGCCARCACARARTELT
ATRRGCACARCTTTCCCTTATAC TEGAGACCCTOC TTACAGOCA TEGGACAGEARCAGEATACACCATGSGATACT
GICARCAGGACARCATCASTAC TCAGA AR GEEAAGRTGEACARC AAAC A CGAMC TGERGCACCGORAC T O AT
CoGAT T AT GG AT T O GA A R R T RO R G TEET TA TGO ARACACAT TETETAT TEAGGC A TS
T T T T GEAGGAR T A TCC TG TAT T T T TEARRACTOGTE TATTGARACGATEEAGE TTG T TCAGC AR
A G T A A ARG TEAC A R R GG OO AR GAC T TRTGAC T EAC T TARA TAGAR AT AR C TR TECRAC AR
TTGECCAM ACAATAGARGTGTTCAGA TCAAATGECCTCACGEC CAATGAGTC TGGAAGGC TCATAGRACTTCCTT
AAGEATGTAATGEAGTCARTGRAACARRGARCARA TEGGEATCACRACTCATTTTCAGRGRRAGRGRCGEET GAGR
GACARTATGACTAAGARAATGAT ARCACAGAGRRCARTGGEETARAAAGAAGCAGAGATTGRACAAAAGGRGTTAT
CTAAT TAGAGEAT TGACCC TEAACACAR TGACCARAGA TGO T GAGAGAGEEAR GO TARAAL GEAGRECAAT TELA
A A G A T O AL A T AR GG T T TATACT T TG T TEAGRC AL TEEAACEACTATAT CTEAGARACT TEAR
CAATCAGGGTTGLCCAGT TEGEAGGCAATERGARAGRARGCARAGT TGECARATET TG TAAGGRAGATGATGACCAART
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T PCAGGACACCGAACT TTC TTTCACCATCAC MGGAGA TANC ACCAAA TECARCEARAATCAGA R TCCTCGEATS
TITTTGGCCATGATCACATATAT GACCAGAM TCRGCCCGAR TR T T AGRARTGTTC TARGTATTGCTCC AR TA
ATGTTCTCARRCARR A TEEOGAGAC TEEGAAR AGEETATATETTTGAGAGCALGAGTATGARRC T TAGRACTCAS
ATACCTGCAGRAATGCTAGCAAGCATOGATTTGARATATT TCAA TGAT TCARC AAGAAAGRAGAT TGAAAAMATC
CERCCGC T TTAA T AGAGEGEAC TR A TCATTEAGC CC TG AR TGATEATEEGCATGT TCAATA TG TTAAGEACT
GTATTAGHCGTCTCCATOC TGARTC T TGGACARARGAGATACACCARGACTACT TACTEET GHGATEGTCTTCAR
TCCTUTGEACGATTT TG T TEAT TETERA TEC ACCC AR T AT GRRGEEA T TORAAGOOGERE TCGACAGGTTTTAT
CEAACCTOTAAGCTACT TEEAAT CAATATGAGCARAGRRAANG TCT TACATARACAGAACAGGTACATTTGAATTC
ACAAGTTI I TTCTAT G TTATGGGT T TG T TGO AR T T T AGC ATGRAGC T TOCCAGT TT TR GGG TGRTCTRGEATE
ARCGAGTCAGCEGEACATGAGTAT TEEAGTTACTETCATCARARACAATATGATARACARTGATC T TEGTCCAGCA
ACAGCTCAMATEGCCCT TCAGTT T TCATCARRGAT TR AGE TACACG TACCGATGCCATAGAGE TRACAC AT AR
ATARCAAACCOGAAGATCATT TGAAA TARAGAS AT TG TGCCAGCARACC O TTCCARRGC TEGACTEE TGGTCTOC
GROGGAGGCCCARATTTATACAACATTAGAAA TC TCCACATTOCTGAAGTCTGCCTAAART GEGAATTGAT GGAT
BREER T T A R GGG T T TR TS AR A T AR AT TS TR CATAR A AR A TTEARTCAATHARTART
GCAGTGATGATGCCAGCACATGGTCCAGCCARRARC AT GEAG TATGATGCTETTOCAAC AR CACACTCCTGEATE
AR AR GAR A TCGATC AT TT GAR TR ARG T AR RGAGGAGTAC TTGAGEAT GARCARRTGTACC RAAGETED
TECAATTTATTTGAAAAAT TCTTCOOCAGCAGTTCATACAGARGACCAGTCEGGATATCCAGTATGE TGGAGGET
ATGETTTCCAGRGCCOGAA T TGATGOACGGAT TGAT TTCGAA TO T GEARAGGAT ARAGAAAGARGAGT TCAC TGRS
ATCATGARGATCTGT TCCACCAT TEARGAGCTCAGACGEC AR ARR TACTEARTTTAGC T TG TCC I TCATGARR AR
ATGCCTTGTITTCTACT

SEQ ID NOQ: 11 (PB2, PR8-X)

AGOGAR G A TCAAT TATATTCARTATGERARAGARATARRAGRACTARGARSTCTAATGT CECAGTCTCGIADT
CEOGRGATACTCACAAR RN A CETGEACCATATGGCCATARTCAAGARGTACACA TCRAGGARGAC MGGAGARG
ARCCCAGCAC T TAGGAT AL TCGA TEA TG AR TGARATATCC AN TTACACCAGACAAGRGGATARCGGARATE
AT TCCTGAGAGRAA T GAGCAAGGAC AR TTTATGEAGTAMAATGRATGATGCC GEA TCAGACCGAGTGAT GETA
TR T TG TET G A A TGE T AR TR GG AR TG AR TA R R AT AT RS TTCATTATC CARARATUTACARE
ACTTATTTTGRAAGAGTAGRAAGGC TARRGCATGGAACCT TTGECCCTGTOCAT T TTAGAAM C ARG TCAAMA TA
T EGACAS T TEACATARR T TS TR TR AGA T C T AG T G LA AR SECRCAGEATE TAR TCATGEARSTT
GITTTCCC T AR CGAAG T GEEAGCCAGGRRTACTARCATCGGEAA TCGU AR TARCGATARC CAARGAGRAG AN GIR
AR T ACGA T TECAARA T TTC IO T T ToA TGS T TGO ATACATG T TEEAGRGRGARC TEETCCECARAACEAGR
TIOCTCCCAGT GG T T EEAAC A T T TAC AT TEAAGTGT TECAT T T AT ARG GARC A TGO T GIEEAR
CAGATGTATAL TCCAGAGEGGANG TEAGEAR TGATGAT G TTGA T C AR ARG TTGATTAT TG C TG TAGGAACATA
GIGAGARGAGC TGCAGTATCAGCAGATCCACTAGCATCTTTA T TGGAGATGTGCCACAGCACACAGA T TG TGER
AITAGGATGETAGACATOC T TAGGCAGRACCCARCAGRAGAGUARGCCGTEGEATATATECAAGGC TECAAT G ER
CTGAGARTTAGCTC AT ST TCAG T T TTGG T AT TCRACAT TTARGREA ACARGEGEATCAT CAGTCARGAGAGRE
GRAGAGGTECTTACGGGAAL TCT TCARACATTGAAGAT AAGAGTGCAT GAGEGATATGAAGAGT TCACAATGETT
GEEAGARCAGC AR C A A TAC T CAGA AL A AR O A G CAGA TTGATTCAGC TEATAGTGRGTGEEAGAGACTAR
CAGTCGATTGCCGAAGCAATAAT TG TGECCATGETATTTTCACARGAGGATTGTATGATARAAGCAGTCAGAGET
GATCTGAAT TTOGTCAATAGGGC AR T CAGC AT TEAR T O TATGCATCARC TTT TRAGAC ATT T TCAGAAGEAT
GOGAGAGTECTTTT TCARAR T TGGGEAGT TEARCCTATCGACARTGTGATGEGAATGAT TG GGATAT TGCCCEAL
ATGACTCOARGCATCGAGA TGTC AN TRRGAGERGTGAGAA TCAGCAMATGEET GTAGATGAGTAC TCCAGCALE
GAGAGGGTAGTEGTGAGCAT TGACCET T T T T TGAGARTCCEEEACCARCEACEAAATETAC TACTETCTCCOGRAE
GRGETCAGTGARACACAGGEAAC AGRGRAACTGACAAT ARCT TACTCATCSTCAATGATET GEGAGATTAATEET
O TERATCAGTAT T GET AR TR T AT RR T A TR T AR AR TS EARAC T ETTARRRTTCASTHETOCCRE
ANCCCTACAATGETATACAA TAAMTGEAATT IGAACCAT TTCAGTCT TTAGTACC TARGG COATTAGAGGCT AR
TACAGTGEETTTGTAAGRARC TCTGT T CRACAARTERGEEATGTGCTTEEEACATTTGATACCGCACAGATAATA
ARACTTCTTCCCTTO G AGCCGC TCCACCARAGCARAGTAGAATGCAGTTCTCC TCATTTACTGTGRATGTGAGE
GEATCAGEARTERGAATAC T THT ARGEEECAR TTCTCCTETATTCAAC TATARC ARGECCRCEARGAGRCTCACR
GITCTCGEARRGGA TG TEECAC TT TARC TGARGAC CCAGAT GAAGCE ACACCT GEAG TGRAGTCOGCTGTICTE
AGGEGATTCCTCAT TC T GGGUARAGAAGRCAAGARGA TAT GGG AGCACTARGCATCAATGAAC TGAGCAACTTT
AR ARG GR A G TAR THT G TAR T T S AR GG ACAC S TG TET TS TAA TEAARC GEA R A CEGEACTOT
AGCATACTTAC TEACAGOCAGAC AGOER CARRAGART TOGERTGECC ATCART TAGTETC GAATAGT TT AMARR
CGACCTTETITTCTACT

SEQ ID NO: 12 (NP, PR8-X)

AGCARARGC AGEETAGA TAR TCAC T AC TEAG TGAC AT C AMA R TCATGEOGTC TCAAGGECACCARAD GRTCTTAD
EAACAGATEEAGACTEATEGAGRACEOCAGAR TECCACTGARATCAGRGEATCCETUGELA BB TEATTGHETEEA
ATTGGACGATTCTACATOCARAAT GTECACCGARC TCARACTCAGTGAT TATGAGGGACEET TGATOCAAAACAGT
TIAACAATAGRGAGAAT S TGUTCTCTEC TTT TEAC GRAAGGAGARATARATACCTTEARGARCATCCCAGTEOE
GEAARAGATOC TAAGMAAC TEGAGERCC TATATACAGEAGAGTARAC GEAARG TGEATGAGAGARC TCATCCTT
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TATGACAARCARGAAATARGECGAA TU TGLC AN GC TARTAR TECTEACEA TG AR CGECTEE TCTGACTCRL
ATGATGATC TEECAT TCCARTTTGAATGA TGO AAL T TATC AGRGEACARGRGCTC TG T TOGCAC DEERATGEAT
COCAGGATETGCTCTCTGATGLAAGET TCAAC T TCCOTAGEAGGT CTEEAGCCGUAGETGC TG AGT CARAGER
GTTGEAACAATGETGATGEAAT TG TCAGRAATGATCARACGTGEGATC AR TGATCGERAC T TCTGGAGGGGTGRG
AR TGGACGARRRRC R AR R TTGC T TATGARAGAA TG TGCARCATTC TC ARREEEARATTTCARRC TECTGCACAR
ARARGCARTGATGGATCARGTGAGAGAGAGCCGEARC CCAGEEAATGCTEAGTTCGARGATC TCAC TTTTCTAGCR
G T TGCAC TR TA T T ARG GGETO G T T T A AR T O TECC TR TECC T ETE TETATEEACC TECOE TR
GUCAGTGEE TALGAC T T TGAAAGGGAGGGATACTC TCTAGTOGEAATAGRLUCCT T TCAGAC TGO T TCARARC AGE
CARGTGTACAGCC TAATCAGRCCAA A TRAGAR T A G AC ACAAGRGTC AR TEETETEEATGECATGOCATTICT
GOCGLATTTGAAGATCTARGAGTAT TARGC TTCATCARRGEEACGARGETECTCOCARGAGGEAAGET TTCCACT
AGAGEAGTTCARA T TR TTOCAA TG AR IA TATGEAG A TATGERAT CARGTRACAC T T GAAC TEAGA G CAGETRE
TEEECCATARAGGRCCACRARGTGLAGEARRCACTAR T CARCACAGGECATCTECEEECCARRTCAGCATACARCCT
ACGTTCTCAGTACAGAGARATCTCOCT TTTGACAGARC AR CCA T TA TR CAGCAT TCARTGGGAR TAC MGAGEEE
AR A AT T AR T A A GAA A TR TR A TR AT AR R TEC A RCRCCREA R GATETETC TTTOCAGEEE
COGEEAGTC TTEGAGCTCTLGGACGARAAGGCAGLGAGCCOGATCGTROCTTCCT TTGRCATGAG TRAT GANGER
T TR T T I T TG GAGACAR TGO ARG GRGTACGRC AR TTARAGRAAA ATRCCCTTGTTTCTACT

SEQ ID No: 13 (M, PRS-X)

AGCARAAGCAGETAGATAT TRAAAGATRAGTC TTC TARC CGAGETC GA ARG TACGTAC TC TCTATC AT G T
AGGCCCCCTCARR GO ERAGR TG ACAGRGAC TTEARGATGTCTTT O AGEERAGARCACCEATC TTERGETTICT
CATGGAA TGO TARAAGACARGACCAA T TGTCACC TO TGAC TARGGEEATTTTAGGEATTTGTGT TCALGC TORL
CETGCCCAGTEAG L GAGGAC TG AGC G TAGAC G T T TG TOCAARRT OO TTAR T GEEAACGLEEAT L CARRTAR
CATGRACAAAGCAGTTARRCTGTATAGERAGC TCAAGAGEEAGATARC AT TCCATREEECCARRGARATCTCACT
CAGTTATIC TGO T GG T AL T TGO CAG T TG TAT GGG CC TCATATAC AR AGEAT GRGEEC TGTGACCAC TGARGT
GECATT TGO TEGTATETECARCC T TGAACAGA T TECTEACTCCCASCATCGE T TCATAGE AR TGG TR
ACARCCAATCCACTAA TCRGACATGAGRACAGAAT GETT TTAGCCAGCAC TACAGC TAAGGC TATEERGCAAAT
G TGEGATCGAGT GAG, ARG AL A A GG A T EEA GG TT G TR T CASEC TRGACA R A TEET GO ARGOGATERE
ARCCATTGEEACTCATCCTAGCTCCAGTGLTGETC T GARARA TGATCT TOTTGAAMM T TTGCAGFIC T ATC AGRR
ACGARTGEEEE TG ACA TR AL TTC ARG TEATCCTCTCACTAT TR GO AR A TATC AT TEEEATC TTECACT
A AT TG T GEAT T T GA T G T T T T T T T T AR T G AT TTACCG TOGC TT TAAA T AL GEAC T GARRGGAGEED
T T T A A A GG AL T A R AL T TA TGA G EA R G AL TA T SRR G A R O R GO AGR S TEC TETEEATEC TEADS
ATGGTCATTTTGTCAGC ATAGAGC TEEAGTARARBACTRCCTTETTTCTACT

SEQID NO: 14 (NS, PRE-X)

AGCARARGC RGEETGACRARRACATAATGGATOCRARCAC TS TETC ARGC TTTCAGSTAGRTTECT TTCTT TEED
ATGTCCGCARACGAGTTOCAGACCARGRAC TAGETGATGOCCCATTOCTTGATCGEC T TCGCTGAGA T CAGARRT
o TR A A ARG GG A TR TC T oSG TC TR EACA T AR GA RGO CACACE TGO TEEARRGCCAGATRGTEEAGE
GEATTCTGAAAGRAGAR TCCGATGAGGCALTTAARA TGRCCATGECCTCTETACCTEUETCGCGT TACCTARC TG
A AT T T TR GG AR TE T ARG E TR TOCA TEC TOA TR O A RGO R GRA RS TEECAGECCOTOTTTETR
TCAGRATGEACCAGGL AT CATGEA TARGRACATCATACTEARAGE R ACTTCAGTETEATTTT TEACCGGITES
AGARCTCT AR TAT TG TARGEEC T T T AL GAAGAGE GAGC AR TTGT TEECGARAT TTCACCAT TGO TTCTOT T
CAGGACATACTGCTGAGGATGTCAR AR TGCAGT TEEAGTCCTCAT CREAGEACT TEAATGGAR TEAT AR ACAG
TTOGAGTCTCTEAAACTCTACAGAGAT TUGCT TGGEAGARGCAGTAA TGAGRATGEEAGRECTCCAC TCRC TOCRR
AN AR A AR A A T O CaGAAC AR TT A T A A T TT ARG AR A TR R CATRET TEATTCARGRRCTCACE
CACAAACTGAAGATAACAGAGAATAGTTTTGAGTARATARCATTTATRCARGCCTTACATC TAT TECTTGARGTE
CAGCRAGAGATRRGA R TTTC TC ST TTCRGC T TAT T TRAGTAC TARR AR ACACCCTTSTTTC TACT

SEQ ID NO: 15 (HA, PRE-X)

AGCARAAGCAGGGGAARATALALAC ARCCAAAATGARGGCARACCTAC TGETCCTET TATGTGCACTTGCAGC TG
CAGATGCACAC R AR TA T TR TR TR CATAC AR AR TTC AR CEAC R TET TEACACAGCTAC TC GAGARGR
ATGTGACAG TEACACACTCTGT TAACC TGC TCGARGAC AGOCALARCGEARRAC T AT G TAGAT TARRAGGART ARG
oA TAC AR T TG AR R T T AR A TGO GEA T GECTOTTEGEAR ACCCREA A TEOGRCCCACTECTTOCRE
TGAGATCATGETCCTACAT TG TAGAARCACCAAACTCTGAGAATGGEAATATETTATCCAGGAGAT TTCATCGALT
ATGAGGAGE TEAGGGAGCAR T TGAGC TCAGTGTOAT CATTOGARAGAT TOGRARTAT T TCCCARAGRARGI TCRT
GEOCCARCCACAACAC AR A DGGAGTARDGGCAGCAT U TCOC AT GAGEEEAR LA GCARTTTTTAC AGRAATTTEE
AT GGE T A G RR G ARG A GGG T AT A L AR A G TG AR R R AT TC TTAT G T GRACARRARAGEERRRGARGTUD
TTGETAC T T GEEETAT T AT CACC GO TAAC AG TARGEAACAACAEA ATCTCTATCAGRATCARRATGCTTATS
oM TGTAG TEAC T TCARA T TAT AACAGEAGATT TACCCOGERARAT AGCAGRAAGAC DUARAGT ARGRGAT CARG
T GG AGEA TE AR T AT TR TG G A T TG TAAA R AR L A TA R TAT T T EAGEC AR TEEARATCTAR
TAGCACCAATGTATGCT TTOGCACTGAGTAGAGGC TTTGEETCCGECATCATCACCTCARRCGCATCARTGCATE
AGTGTARCACGRRGTEICARRCACCO TGGEAGT TATARACAGCAGTC T TTACCAGRRTATACAC CCAGTCR
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CARTRGOACAGTGCCCARR R TAC T AGRACTGOCAR A TTEAGGATCETTACAGGAC TARGEARTATTCCGTOCA
TICAATCCAGAGETC TATTTGGAGCCA T TGCCGETTT TAT TGAAGEEGEA TERRC TERAAT GATAGATGGATGET
ATGETTATCATCATC AGAR TEARCAGEEATCAGECTATECAGDEGATCARAARAGTACACA R TECCAT T ARDE
GEATTAC AMCAAGG TGAARCACTGT TATCGAGARAR T GAACATTCAAT TCACAGC TG TGEE TAAAGRATT CAMCA
AR T TR AN R A T A R A T T T AR R T RS A A ST T A T A TE AT TT O TEEACAT TTECACATATAATZIRE
AATTGTTAGTTCTACTGEARAAT GAAMGEACTCTGEAATTOCATGACT CAAA TG TEARGRATC TG TATGAGARAG
TAAA A AR T T AR A AR TR T AR ARG A A TSR SR TETT TTEAG T TOTACCRC ARG TETEAC AR TS
AATGCATGGARMGTGTARGRAATGRGACTTATGATTATCCCARATATTCAGRRAGAGT CARAGTTHARCAGGGARA
AGGTRGATGEA G TGAAA T TREAR T AR TG AT TATCAGA T T TEEOGATC TACTCARC TETCGECAGT TOAT
TEETGECTTT MGG TC T CO T P EEGEG AN TCAGT T TC T GGAT G TG T TCTAATGEATC T T TECAGT G AGRA TATGCA
TCTEAGATTAGRATT TCAGARGATATGAGEAM PN CACCCTTIGTTTO TACT

SEQ ID NO: 16 {NA, PR$-X)

AGCARARGTAGGEGT TTARRATGAA T CAAATCAGRARATAA TAACCATTGEATCAATCTGTCTGETAGT CGGAT
TAATTAGOC TARTAT TGCARATAGEGEAA TATAR TCTCAATATGEAT TAGC CAT TCAA TTCRAARC TEEARG T CARA
ACCATACTCEARTATCC ARCCAR AR TCATTACCTAT ARA AR TAGCRCE TEGETAARGGACATARCTTCAGTER
TATTRAC GG AR T T AT T T T T T O A TG TR TEEEC TATAT ACAGC AAAGRU AR TAGCATARGAATTG
GITCCARAGGAGRCG T T T T TETCATAMGAGAGOCCTT TATTICATGTTC I CAC T TEGAA TGCAGEACCTTTTTTC
TEACCCAMGGTGOCT TACTGRAT GACAAGC AT TC ARG TG EAC TR T TARGEACAGAGCCC TTATAGGGC CTTAR
TEAGC TG o T e TG T ARG TG T CC O TACAR T T AAGA T TTEARA TCGE T TGC T TG TCAGC ARG T GOAT
GICATGATGECATGGGC TG TAAC AR TCGGAATTTCAGG TOCAGATAATGEAGCAGTEGCTGTATTARAATACA
ACGECAT AR TARC TG AR AT AR AR G T T CEAGEAR G AR AR TAT TEAGEACAC ARGAGTC TEAATETGCCTETG
TARATGETTCATGTT ITACTATAA TEAC TGATGECCCGAGTEATGEECTEECCTCETACAAAATTTTCARGATOG
ARG GARGE T TAC T ARR TCAAT AGRGTIGAR TRCRACC TARTTCTCAC TAT GAGGRATGTTCC TETTACCC TG
ATACCGACAMAGTGA T T e TG T AGRGAC AR TTEECATSETTCCARCCGECCATGEGTCTCTTTCGATCARS
A TEGATTATCAM TASGA TACA T TGoAGT GGG T T TTOSE TGACAACCOGOG TO D OGAAGATGERARC AGETA
B TE TGS T AL TET AT T TEAT G EAG RAACSERETAARGEEATTTTCA TAT AGGETATGETARTEETGT T TEER
TAGGAAGGACCAAMAGTCACAGT TOCAGRCATGEETT TGAGATGAT TTEEGATCCTARTGGATGEACAGAGAC TG
ATRGTAACT T T TG T RGEC AR A TG T TE TR A A T GAC TEA T TEETCAGGEE TATAGUGGAACT TTCGT TCART
ATCCTGAGE TRACAGGEU TAGAL TG TA TRAGE O G TG TTO T GEG T TEARA TTAR TCAGGGGACGACT TRAMGARA
AR AT TG T A T R G A A T TTCT TT T T TGOS TaAA TASTEATAC TS TAGATTEE TO T TGOS RS
ACGETGUTEAGT TGCCATTCAGCAT TEACAACTAGTC TCT ICARRRARCTOCT TG T T TOTACT

SEQIDNO: 17 (P4, 105p3il)

AGCERARGCAGETAC TEA T TOGRAA TEERAGA TT T TG T GACARTEC TTCAR TCSATGATTETOGRAGE T TS
GARAAGGCAATGAAAGAGTATGGAGAGGRCCTGAARA TCGARAMCAAMC ARAT T TGCAGCAATATZCACCCACT TG
GARGTAT G TTCATG TAT T AGATT T T AT TTCA TO AR TEAGCARGECGARTCAATAR TAGTAGAGCC TGAGERT
CCARATGCACTT T TAARACRCAGAT TTGRGATARTAGAGGEEOGAGATCS TACAATGECAT GEACAGT TG TARAC
ACTATTTECARCACC A ASERGC TEAGRRACC AR RS T T T TS CAGATC TS TATGAT TACRAASAGAATAGET TC
ATCGRAR T T EGAG TG AC AR GGG ACAN G TTCACATATACTATCTOGAR ARGECCARCARRATTAR ATCTGAGA G
ACARCRTATTCACATT ITCTCRT T TAC TGO EARGAAR T GO AT ARAGECCGAT TACAC TC TCGA TEARGARAGT
AGGECTAGAATTARAACCAGRCTAT T ACCATARGECARGAAN THECARGCAGRGETCTTTGEEACTCCTTTOGT
CAGTCCGAMGRGGCGARGRGAC AN TTGRAGAARGET T TGARATCACAGEGACAATGUGCAGECTCGUTGATCAA
AGCCT TG RRAC T TCC TGCA T T GAGAA TT T T AGAG D TATCTCEA TGEAT TTRAACCCAA CEECTACATT
GAGGGECAAGCTTTCTCARATGTCCARAGRAGT ARATCC TARRATTGAGTC TTTTT TGAAAACAACACCTCGACCA
ATTAGAC TTOCERAT GGG T TTET T T TC RGO GG T AR AR TTEC TR TEAT SEAT T TTTARAA TTRAGCATT
GAGEATCCAARTCAT GARGEEGEAGEGERATACCACTATATGATGCAATCARGTGTATGAGARCATTCTTTGGATEG
ARRGRAC A TG T TG T ARG LA A GRGAAGGEAA T ARA T OO GAAT TATC TGO TG TG TGRAAGIAGG TGT TG
GARGAGC TGCAGGAC AT TGAGAG TGAGGAGARGATTCCARGARCAAARARCATGARAARACGAGTCAGT TARAG
TEEECACTTGETGAGAACA TGECACCAGRGAAGETGEATT TTGATGAC TG TARAGATATARGCGA TTTGAMGT IR
TATGATACTEACGARCC TR T T AAGGTCATT T TCAR G TTGEATCCAGAR TEAGT TCAACARGETATGCGAGC TG
ACCGATTCAATCTGGATAGRGCTCGATGRGAT TEGAGAAGATETGECCCCGAT TGAACACAT TG ARGCAT GAGA
AGARRARTTAC T TR A T ER GG T TR T T AGR GO AT T AR TATATART GARAGSEEETATACATTARTALT
GUTT TG TTAATGCATC TG TGCAGC AR THEATEAT T T AR TAATTOC TATGATARGCAAATGTAGRACTARS
GAGGEAACCAGRAAGACC AR TTTCTACGGCTTCATOATAR A AGGRARCA TC TCAC TTARGGRATGATACCGATETS
GTARACTTTGETGAGC ATGEAGTTTTODC TCAC TGACCCARGACTTGAGTCACACAMA TEGGAGAASTACTGTGTT
CITGERGATAGERGAT ATEC TTC T ARGERG TG AR TAG GO ARGTGTCARGECCCATGT TCTTGTATETARGAACA
ARTEGARCCTCARRR AT TARLATEA RS TEGEEAATEEAGATEAGGCET TECCTCCTOCARTCCCTOCARCA RS TA
GAGAGCATGATTGAAGC TGAGTCCTC TG TCAAGGAGARAGACATGACAARAGAGTTTTTTGAGAATAGAT CAGRA
AC A TEGC O A T T eGAGA G T A AR A G AT AR A AT TCCATTEEEARRGTA TECAGEACAC TAT TEECT
AR TCAGTATTCAAT AGTC TR TATGCATC TOC ACART TAGAAGGAT TT TCAGC TGAGTCARGAAAGTTGC TOOTT
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ATTETTCAGECTCT T AR AR T TG AR CC TR C T TTEATC TTEEEEEAC TATATC ARG AR T TGARERS
T TGATTAATGAT OO TGGEGT T T T TTAA TGO TTC T T GG TTCRAC T O TTCCTARAAC ATGCATT GAGATAG
CTGAGGCAATGCTACTATTTGTTATCCATACTSTOCARAR ARGTA

SEQ 1D NQ: T8 (PEI, 103p30)

AGCGRARGCAGGC AR R ATT TGAATGRAT T AR TCCGACATTAC TTT IO TTAAAAGTGL CAGCACRRARTGLT
ATARGCACARCTTTTCCTTATAC TGETGACCC TCC TTACAGCCATGEAACAGGAACAGEAT ACACCATGGATACA
GTCRRCAGERCRCATCAS TR TOAGAARGREEARGATGEACERARRATACDERARCTEERGCACCGORACTCARD
CCAAT TGATGEGCCACTACCAGAACACA AT CA M CARGTEEC TATCCCCARACECAT TG TG TAT TAGRGGCAR TS
G TT T T T GAAGAR T AT e TG TATT T T TRAARAC T T T TAT TEARRC AR TGEAGG TTGT TU ARG AR R
AGEETEEAC AR RO TGAC R RR GG AR R R A TR TEAC TR T TARATAGEAACCAGC CTEO TECCACAGCR
TTGECARM ACCATAGARAGTATTCAGATCAM TGGCCTCATAGCAAAT GARTCTGEAGEC TAATAGACTTCCTT
ARAGATGTAATGERAGTCGA TG GACAGAGACGARGTAGRGETCACRRCTCATTTTCARAGRAAGAGRAGRGTGAGA
GACAATGTAACTAAAAAAA TG TGACCCARAGARCAAT AGCARRAAAGAARCATAANTTAGACAARAGAAGTTAC
CTAATTAGGECAT TARCOC TEARCACAR TEACCARAGA T TERGAGEEEEARAC TARRRCGCAGAGCRAT TECR
A A AR TGO AR A T AR GGLGGET TG TATACT T TG T TEAGACAC TG AAGRRGCATAT CTEAARLGCT TGAR
CAAT GGG TR CAG T TERA GG AAR TGAG AR GAAA G AR ARG TTAGCARA TR T TG TARGGRAGATGAT GACCARD
TCOCAGGACACTGARATTTCT T T TACCATCAC TGEAGA TAACACAR R TEEARCGAARATC AL ACCCTAGAATE
T TTGGCCATGAT CACATATAT AN ARACGA TCRGCCTEAA TGET TCAGRAAT AT T TARGTATTGC TCC AN TR
ATGTT T T AR A TG AGAC TAGE T A GG TATA T T T TCAA MGCARGAGTATCAAACTOAGRACCCAR
ATACCTGCAGRGATGCTAGCCAACATAGAT TTGAAATATTTCAATGAT TCAACT AANAAGRAAAT TGAAAARATT
A AT TATTAR T AGA TGGRAC TG AT A TTGAG TCC TEEAATGATGAT GG ECATGT TCAATATGTTARGCALT
GICTTGEECETTTCCAT IO TGRAR T TTGEGCARARARGATACACCARGACTACT TACTGET GHGATEOTCTICAR
TGO TGATGATTT TG T T TGAT TG TGRA T G A OO RA TTAT GO AG AR T TC ARG TGEAGTTGACAGGTTITAT
CAACCT T AR GO TGO T O GAAT TAR T TCACGCARARACA A TC T TACATAARCAGAACAGGTACC TTTGAATTC
ARG T T T TTCTAT O T T AT GGG T TTG T TGO AR T T T AGC AT GEAGC T TEC TAGT TT TR GGG TETC TGGEETE
ARTGRATC TGO AGAC A TERAGTAT TEGAG T A TS TCRTCARARACRATATEATARACAATGACC TTEECCCASCR
A TGCTCARATGECCCTTCAGTTAT TTATAAAAGA T TACAGS TACACT TATCGATGOCACAGAGG TGALAC ACAA
ATARCRAR O CERG AT ATTTERAA TARAGAR AT TATGEEACCARRC OO TCCARRGC TEGECTETTGETOTCT
GATEGEAGGCCCCART TTATATARCATTAGG A TC TACATATTCC TEAAGTC TGO T TEAAAT GEGAGTTGATGERT
BAGERT TAC R GEGE e T T TR T E AR A T T AR O ST TT ST RGO A TARACAGE TTEAATC RS TEARCART
G AT GATAATGCC GG AT ATGL TCCAGCCARAAR TATCEAG TATGACGC TG T TGCARCARCACACTCTTGEETC
AR AR GR AR TCGATCCAT T TT ARAC R G A ARG AGGEEATAC TTGARGAT GAGCARRTGTAC CRRAGETED
TECAATTTATTTGARRS A TTC T TCC ARG T AGCTCATACAGARGACCAGT TEGAATATICAGTATGETAGREECT
ATGETT T AAGAGCCCGAR TTGATGACGEAT TRATTTOGAR TC TEGARGRATAAAGRARGAGGARTTCGC IGRG
ATCATGAAGACC TG T TOCACC AT TEARGAC T AGA LG AR AR T A RATTTOEC TTG TOCT TCATGARR RS
ATGCCTTGTTTCTACT

SEQ ID N 19 fPB2, 105p30)

AGOEARR G ACETCAATTATATTCAATATGEAARGAATAR AR CAGCTARGEARTCTEATGTCACARTCTCGCACT
CEOGAGRTACTTRCCARARC TAC TG TAGACCACA TEECCATAATARAGRARTACACATCAGGARGACAGGAGA AR
ARCCCATCACT TAGGATGALL THGATEA TEGC AR TGAARTACCCAATTACAGCT GATARRAGGATARCGGARATE
AT TCCTGAMAGARA T GAGCARGGACAGACACTATGEAGTARGTGAATGATGCCGEATCAGACCGAGTGAT GA TR
DA TAGE T T A A TGE TOEARCAGRA AR TEEACC AT ARACACTATCCACTATC CAARARATCTACARS
ACTTACT TTGRAAAGGT TEARAGGT TAAAACATGGAACCTTTGECCCTGTACACT TTAGARAACCARGTCAAAATA
O GARGACTCCACATAR L TCC TG T AT G ACR OO TC A GO ARG AGECACASCGATE TAATTAT GGARETT
GITTTCCCTAATGAMGTEEEAGCCAGARATACTARCATCAGAR TCGCAATTAACGATARC TAAGGAGAALLLNGRG
GARCTCCAGRATTGCAARARTTTCCCCTTTGATGETTGCATACATGT TAGRGRGEGAARLTTGTOCGUARRACARGH
TTTCTCCOGET TECAGETEGRACAAGCAGTGTGTACAT TGARGT TTTGCATT TARCACAGG GEACATGCTGOGAG
CAGRTGTAC AL TCCAGE TEEEGAGE TEAGE A TEA TGA TG TTGATCAMAGOC TAATTATTGCTGC TAGGAACATA
GTEAGRR A TECAGTATCAGCAGATOCACTAGCATCTT TATTAGRAR AT TGCCATAGCACAC AGAT TGGETIEA
ACARGEATOETGEATAT TCTCAGGC ARAATCC ARCAGRAGARCARGCTETGEACATATGCARAGCAGCART GGG
I GAGARTCAGTTCATC T T AG T T TT GG GCAT TR AT TT AR GACARC RA G TEEA TG T CAGTCARRAGEERG
GAAGAAGTRCTALC GG AR TC TG ARAC A TTGARGCTARCTETGC AT GAGGEATATGAAGARTTCACART AGTT
GEERRARAGGC AR A TR TR TCAGAR ARG AR RGEACA TTERATTC AR TAR TAGTERETEEARGREACERR
CAGTCAATAGTCGAAGCARTAGT TG TAGCAATGETATTCTCACRAGAAGATTGCATSETARAAGCGET TAGAGET
GATCTGAAT TTCGT TAATAGR GO GAA TCAGC GG T TRAA T OO ATGCAT CARC TTT TGAGACATT T TOAGAAGGAT
G TARAGTACTTTTCC TARA T TOGEEAA T TR ACA TAT TEACAR TG T CATEEGAA TEATTEGEATATTACC TEAT
ATGACTCCARGTACCGAGA TG TCAA TGAGAGGAGTGAGAG TCAGCARMATGEETGTAGATGAATACTCCARTGET
GAAAGEETAGT LT AR AT TEACCSTT TT TT ARG TCCEEERACCAS REAEGAS ATETAT TACTGTC TCCAGRS
GARGTCAGTERARC A AAGGERACAGAGRAACTGRCART ARCT TRACTC T TCATCAT DGATET GEGAGRT TAATGED

33



ES 2628301 T3

P EAGTCAC TG T TGAT AR TACCTACCAR TEEATCATCACARACT CEEAGAC TG TTARAR TTCAGTGETC TCAS
ARCCCTACART GO TATACAATAAAA TGEAATT TEARGCCAT TTCAATCTC TAGTCCOCARGECCATTAGRGGOC AR
TACAGTGGEETTTGTTAGAACTCTATTTCARCARA TEAGEEATETGCTCGEEACCTTTEACACARC TCAGAT AR TA
ARRCTTCTTOCCTTT GO AGLLGL TCCALCAAAGTAAAGTAGARTGCAATTCTCGTCATTAACTGTGRATGTGAGG
A TR A T GRGA A T A T T T AR S GG TAR T TCC A TATTCAAC TACARC AR AT CACTARCAGRCTCACA
ATCCTOGGARAGGAT GO TEGCACTT TARC TGRAGRCCC AGATGRAGGC ACAGC TGEAGTGGAATC TECTGTTTTA
AGEEEAT TCC TCAT T TAGGL AR A AR GA T AGARGATA TS GO AECA TTARGCATCASTGAAT TEAGCARDC TT
GUGARAGGGEAGRAAGC TRATGT GO TART TGGGCARGGGEATETAG TG TTEET AR TGARACGARAACGEGACTCT
AGCATACTTAC TGACAGO D RGACAGOGR CARRAGRATTCGGA T GG CATCARTTAARATTTCGAATAATTTAAARA
CEACCTTETITTCTACT

SEQ ID NO: 20 (NP, 103p30)

AGCARAAGE A GGG TAGA TAATCAC T AL TGAG TEACATCARAGTCAT RO G TCCCAAGECACCARADGETCTTAT
GRACAGATGEAGACT GATGGEEAACGCCAGAATGCAAC TGARATCAGAGCATCCG TOGEAAGAATGATTGEEGGEA
ATTGEGCGATTCTACATOCARATG TGO AL CGAGC TTARGC TCARATGAT TATGAGGEATGAC TGAT DD AGAACAGT
TTAACANTACAGRGAA TGS TEC T TTC TG T TT IGATGAGACGAGALA T ARATATCTGEARGARCA TCCCAGIGCR
GERARAG AT TAAGARRRC TG AGGARUC CATA TR AAGAGRG TAGAT GRAARGTGEE T GRAGEEAALTCGTOCTT
TATGRCASRGARGAR A TANGECGEATT TEGCEOCAAGCCAACAn TRGTEATEATGCARCAGCTEETTTGAC TCAL
ATTATGATC TGGCAT TC TAATTTGAATGA T AC AR TTACC AGRGGACAAGRGCTC TTGTCCGLACCGGRATGGAT
AL G AT T e T CT T T A TG A T T A T IO CC T A ARG A T C TR AGC AGCAGECGCTECASTC AR RCEA
GTTGEGAC AR TGETATTGEAGTTAR TCAGGATGATC AR ACGTGEGATC ARCEACCEARACT TCTREAGGGG TEAG
AR TGEGAGAAARACAAGEA TTGC TTATGAGAGAA TETGCARCATTC TC ARARGGARAA TTTCARACAGC TGO ACAR
AAAGCARTGEATGEAT CARGTEAGAGARAGCCEEARTCCAGEARA TRCTEAGATCEAREATCTCAC TTTTCTEECA
CEET TG A T CATA T T GAGRGGATCAGT T TR ARG T T TR C TR TR TTE TG TG TATGRACCRGCOGTA
GOCAGTGEE TATGAC T T GARAA A ACEEA TACTC T T T TEEEAGTAGACCC T T ICAARC TRET TCARACCAGT
CAGGTATACARGCCTAAT TAGRCCAMNRCGRGAR IO GCAC AC AR GRGCCAGT TEETETEEATEECATGCAATTOT
GO TG AT TTEARGAT T AR GG T T ARG TTCA T AGAGGE A AR A TAC T TOCARGGEGEARGETCTCCACT
AGRGGAGTACARATTGC TTCAAA TGAARACATGGATGC TATTGTCTCARGTAC TC TTGAAC TGAGARGCAGATAC
TEEECCATARGRACCAGARGTGGAGGERARCACCAR TCAACARAECECCTC TECGEECCARA TCAGCACRCARCCT
ACGTTTTCTGT GCAGAGIRAACCTCOCATT TGACAAAACAMCC R TCATGECRGCAT TCAC TEEGEAM TACAGAGEER
ACRACATCAGACATGOEGGCRGAAA TCATARAGAE TEATCEARAGTECARCRCCAGAAGARGTETOC TTCCAGGGER
CEEEEAGTC T T T GAGC T T CEGACGAR ARG GG ARG O G A TCR TCCCC TCCT T TRACA TGAG TAATGA MGER
TCTTATTIC TTOGGAGACAR TG AGAGRAGTACGRCARTTAAR TGARARATACCCTTGTTTCTACT

SEQ D NO: 21 (M, 105p30)

AGCARRAAGC RGETAGATAT TGAAMGATGRGTC TTCTARCCGAGETCGARARCETACGT TCTCTCTATOGTCCCA TS
AGGC T ARR G CEAGR TGO A AGRGAC T T RAAGATGTAT TT G TEEARAGAA TACCGATC TTRRGGOTCT
CATGGARTGEC TARAGACAMGACCARTOC T GTCACCTC TGAC TARGGGEATTTTAGGAT TTGTGT TLACGC TCAL
e TECCC A TERAG G A GO TE A S TAGAC G T T TR TO AR R T EC O TTAA TESEART GEEEATCCARATRR
TATGGACARGECTGTCARRC LT ATOGARA G T TARGACCAGATARC AT TCCATREEECCARRGARATAGTACT
CAGTTATTC TGO TGGAGCACTTGCCAGT TG TATGEEACTCATATACAACAGEATGEGEECTGTRADCACCGARA T
AGCATTTGECCTTATATGTGCARCC TG TEAACAGA T TRCCGACTCCCAGCATARGTC TCAT AGEIARATGETARC
AACARCCAATCCATTAATAAGACATGAGAACAGRATGGTTCTGECCAGCACTACAGC TARGGCTATGGAGC AT
GECTEGATCCAGTGAACARGCAGCTEAGECCATEEAGLTTEC TAGT CAGGCCACGCAGA T GETEIAGGCAA TGRS
AGCCATTGHEACTCATCCTAGC TCTAGLAC TOGTCTGAARAA TGATCTCCTTGAARA TT TGCAGGCCTATC AGRA
A GRRTEGEEE TGO AGA T AL A T T RACTEATCCTC T TS T T T TR O G ARG TATAR T TEEEATTETECADT
TGATATTGTGGATTATTGATCGLCT TTTTTCCARRAGCATTTATCGTATT TTTAANCACGGTTTARRAAGAGGEC
I T TACGGAAGGAG TACGEAG T TATGAGGGARGAR TATCGAGAGGARCAGCAGAR TGL TGTGRATGC TGALG
ATGETCATTTTGTCAGCATAGAGC TAGAG T ARARARCTACCTTGTTTCTACT

SEQ ID NO: 22 (NS, 105p3)

AGCRR ARG GGG TG AR MR ATAR TEGAT T A AT T TG TO ARG TT T AGS TAGATTETT TCCTT TGED
ATGTCCGCARACAAGTTGCAGADCARGATC TAGGLGAT GO O CCTTCC TTRAT OGO TTCGCCGAGATCAGARGT
CTCTRAAGGGER CGAG G AR CACTCTOGGT C T AR A TC A AR CAGCCACT TETET TEEARAGC AR A TAG T AGRGR
GEATTCTEARAGRRAGAATOCGATEAGRCAT TTAGAA TGACCATEGCCTOOGCACT IEETTCGCEETACCTARC TG
ACATGACTGTTGRAGAAATGTCAAGGGRL T GETTCATGCTCA TECCCARGLAGAARGTEECTGEOCCTCTT TG TG
ToRGRA TR C GG CATAR TGGATARGAAC AT ATAC T AR AGC GARC TTCAGTETEAT TTTTGACCGGTTGE
AGAATCTGEACAT TACTARGGEC T TTCACC GAAGRGEGAGC AR TTGT TEEOGAAA T TTCACCATTGRU TTCTTTTO
CAGGRCATACTRAATGACGATETCAARARTGCARTTEGGETOC TOAT CEEEEEAC T TEAAT GGAATEATRACACRS
TTOGAGTCTC TGAAGCTCTALAGAGAT TCGCT TEGAGAAGCAGTAATGAGAC TGGLGEACCTCCATTCACT ACAR
CACAGARACGERAAATGEOGEGAACAAT TAGG TCAGARAGT TTGRAGARATARGATGGL TGATTGAAGRAGT GAGE
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CATARATTCAAGRCGACACACAGTAGTTTTCARCAART ARCATTTATCCAMICAT TACAGC TAT TG TTTGARGTE
GAACRAGAMGATTAGAACGTTC TCGT TTCARGCT TAT TTAATGATARAAACACC CTTGTTTCTACT

SEQ ID NO: 23 (HA, 105p30)

AGOGARRGCAGEGGARSATARRAGCAROCAAL A TCARRCTAARACTACTGEET TCTET TATGTACA T TTACAGTTA
CATATGC AR R AT A TG TR T A TR C AT G CARC AR T AR GAC AL TET TGAC AL AGTAC TTGAGARGR
ATGTAACAGTGRCACACTC TG TCAACC TACTTGAGEAC AGTCACAATOEARARCTATGTCTACTARAAGGAATAG
OO RO TAC AR T TG T AR T T GC A G T TECC A TGEATC T TAGGAA A DO ACAATGCGRATTAC TGRATTTOCA
AGGRRTCATEGTCCTACAT TG TAGA ANCACCARATCCT GAGAR TOGAACA TG T TACCCAGGETAT T TCGCCEALT
ATGAGGAMN TGAGGGAGCART TGAGTTCAGTATC TTCATT TGRARGET TOGARATAT TCCCCARAGRGRGC TCAT
AR ARG TARC G ERAETATCRGCA TR TG TO O A TRRC I EEAR RAGCAGSTTT TTAC AGRRAT TTED
TATGECT GACGEEGANARTGET TTGTACCCARRCC TGAGCARGTCCTATGCAMMCARCARMGAGARAGAAGTOC
TGO TAT GGG TG T I A TC AL OO GO U TAAC A TAG GG GACCAAR GO T CTATCATAL AGRARRTGCTTATG
TCTCTGTAGTGTCTTCACATTAT AGCAGRAGATTCACC CCAGRAAT AGCCAAAAGACCCARGETGAGAGACCAGG
ARGERAGAR TCRRCTACTAC T GEAC T TGO TEGARCCCGEEEATACAA TAATATT TEASGCARA TEEARATCTAR
TAGCECCAAGGTATGC T T TOGCAC T GAGTAGRGEC T TG EEATCAGGAR TCAT CACCTCARL TECACCART GEATE
AR TETGATGCARRGT G TCARA AT TCAGGRAGC TAT A AR AGCAGTC TTOC TTTOCAGRATGTACACCCAGT O
CAATAGEAGAGTGTCCARAGTATGTCAGGAGTGCAAL TTAAGEATGETTACAGGAC TALGEARCATCCCATOCA
TICAR T AR GG T T TG T T TG AT AR T TG GG T T T AT TGRAGGGEEE TG GACTGERAT GETAGR TG T TGET
ATGETTATCATCATCAGAA TGAGCARGEATCTEEE TAT GO TGCAGATCARAA RN CUACACAAAA TCOCATTARCE
GGATTACARACAAGGTGAATTCTGTAATTGAGARAATGAACACTCAAT TCACAGC TG TEEECAAAGRATTCARCA
AR T TEGAARGAAGEA T GEARAAC TTARATAAA ARG TTGATGRTGGCT TTC TAGACA TTTGGACC TATAATGORG
AARTTETTEETTCTACTGEARLATEA R AGEACT TTEEAT TTCCATGAC T AA CETEARGRL TCTETATGAGAR AL
TARRLA GO R TT AR AR TR AT AR AL A T RGN TG T T TTGARTTCTATCACARG TG TRACGA TG
AN TCCAT G AGRG TG TCARARAA TCCANC TTATGACTAT CCAARA TAT T OO GARGAATCARA CTTARRCAGAGAGA
AR TTGATGEAG TGAMA TTGEAATC AR TGGGASTC TAT CAGA TTCTGEOGAT CTACTCARC AGTC GLCAGT TOOD
TS TTOT TT GG T T e TG E GGG AR T oA T T TG G AT TS T TEC AR T GGG TC T T TECAGTG TAGRATATECR
TCTARGACCAGRATTTCASAAAT AT ARGEAAMAACACCCTTGTTTCTACT

SEQ ID NO: 24 (NA, 105p3 1)

AGCALRRGCAGGAGTITARAL TGAA TOCARATCARALR A TAA TAACCATTGEATCAR TCAGTATAGCARTCEEAR
TART AT TAR TG T I G R T A N T A T T AT T TR A T AT GG TAGT AL TC AR TCCAAMCTGRARGT CARE
ACCACACTCEARTATGCARCCARAA AN TCATCACATAT GARARCAGC A TG ECTEARATCACACATATGTTARTA
TIAACARCAC TAATG T TG T TG TG AAAGGAC AR AAC T TCAGTGAC AL TEEC CGGOARTTCATC T TTTGTOOTA
T AT e AT GG TATATAC AL AAR R R A A A T A A AR TTEEC T O AR LG ACATETTTT TS TORT ARERE
ARCCTTTCATATCATGT TCTCAC TTGEART GCAGAACC TTTTTTCTGACCCAAGG TGO TCTATTARRTGAC ARAC
AT TCRAR TEEAR G T TARGEACACARGTOCT TATAGG GO ST TAR TEAGE TE TCC TE TAGE TEARGUCCCG TERDS
CATACAATTCARRGT TTGARAT CAGT TECAT G TCAGCARGOGCATGCCATGEA TG ARGEECTGEFT TARCAATCG
CAATTTC T e T AGAC AR TG GG N TGGC T G TR TAA R A TR A C SRR TAA TARC TERAACCA TRRAR AETT
GEEARAR AR TAT TCACARCACA ARG TCTGAA TG T CT T I G T T CANC GGG TCATETTTCACCATARTGACES
ATGECCCGAGTRAATGGEEOCGCC TCGTACAAARTC TTC AAGA TCGAARAGGEGE GARGETTAC TARA TCARCAGRGT
TEAATGCACCCAATTITCATTATGAGERATGT TCCTGT TACCCAGAC AT GECACAGTEAT GTG TG TATGC AGEE
ACARCTGECATGETTCARATCGACC TTGEGTATC T TTTAATCRARACT TEGATTATCARAT AGGATARCATC TGO
GIGEAGT T TCGETGAC AR TCCGCE T AA R CA GGG ARGEECAGCTETAA TCCAGTEAC TET TEATGEAGTAS
ACGEAGT TAAGGEGT T T TCAT AL AAATATGGTARTEGT GTTTGEAT AGGAAG GACTARAAG TAAC AGACT T AGARA
ACGEETT TEAGR TGATT TEGEATCC TAL TGEA TEEACRGATACCGACACTGATTTCTCAGT GARA CAGGATET TS
TEECAATAM TEATTGETCAGGGTACAGLGEAAGT TTCGTCCRACATOCTGAGTTARCAGGATTGGRCTGTAT AR
GACCTTGC T T TGGG T TGAGT TAGT CAGRGGAC TGO C TAGAGRARATACAAC AATCTGRRAC TAGT GEGRGCAGTA
T TT T TG T GeCG T T EATAGTGATACTGCARAT TG TCTTGECCAGADGE TGO TEAGTTRCOGT TCACCATTE
ACAAGTAGT TCGTTGAAARARAC TCCTTGTTTOTALT

SEQ ID NO: 25 (HA, AChile/1/7983)

HEARLLVLLCALSATDADT IC IGYHANNST DTVRTVLE FHVTVTHSVHLLEDMARGE LCKLEGTAPLOLGECS TA
GW1LGHPECESLFSEESWS Y IAETPHSENGTCY PG Y FADYEELREQLS SVASFERFE IF PHESSWEKHITVTHEVT
AACSHEGESSFYRNLLWLTEKHNGSY PHLESESYVHHKEREVLVLAGYHHESHNIEDOET IYREENAYVSVWESHYHR
RETEETAKRPEVENIECRINY YTLLEPGDTI IFERHGHLIAPNYAFA LS RGFGAGE I TSHASMDECDRECOTR]
GAINSSLEFQEVHEY T IGECPEY VRS TELRMTGLENLBS [OSEGLFGALAGE IEGEH TGN L DEW Y SYHHOWEDG
SGYARDQES TOUA INGI THEVHS I IEKMHTOF TAVGKE FHELEK FMEN LHKEVDDGE LD INTYHAELLY LLEHER
TLOFEDSHVENLY EEVESOLENNARE I GHGCFEF Y HECHHECHESVENGTYD Y FEY SEESHLHRER TDGVELESH
GO ILATY S TVASSLVLIVS LGAI SFWHCSHGS LOCRICT
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SEQ ID NO: 26 (NA, A/Chife/1/1983)

MNPHOEIITIGSICMTIGIISLILOIGHI ISIWVSHS IOTGSOHETGICHOR T ITYENSTHVHDT YVHIHN THVY
AEEDTTSVTLAGHSSLEPTRGHA IY SEDNS IR IGSKGOVEVIREFF ISCSHLECRTE P LTOGALLNDKESHETVE
DREEYRALMSCEI GEARSEYHSRFESVANSAS ACHDGHGHLT 1G I SGEDDGAVAVLEYHET ITETIKSHRRRILE
TOESECVCVHGECFT IMTDGPENGEAS YR IFEIENGK ITES IELDAFH SHYEECSCY PDTGTVMCVCRDNWHESH
REWVESFHONLDYQ IGY ICSGVFGLH PRPEDGEGSCOPVTVDGRDGVEGE S YRYGHGVH IGRTRENSSREGFERTW
DEWGHT DT DSHFLVEQDVVANT DNSGY SE5FVOHPELT GCLOCMRFCFWVE LV RGRFREG TTVHT 5555 T SFOEVH
SDPTANWSWEDGRELEETIDE

SEQ ID NO: 27 (NA, A/Californiai4/09)
HMHFHOEIITIGSVCHT IGHMANLILOIGHNI ISIWI SHE IQLGRONO I ETCHOSY ITYEHNTWVHOT YV I SHTHEA
AGDEVVEVELAGHS SLC PVEGHA I Y SEDNSVRIGEEGDVFVIREPF ISCSPLECRTFF LTOGALLHDEHSHGTTE
DR EFYRT LM SO PIGEVESEYNSRFESV AN S AS ACHDGINWLTIG ISGPDRGAVAVLEYNGI ITDTIESHRNNILE
TOESECACVHGECFTVHTDGPSNGOASYE IFRIEKGE IVESVEMHA PN YHYEECSCYPOSSELTCVERDNWHGS N
REWVEFHOH LEYQ I G Y ICSG IFGLH PRFNDE T GE OGPV SSHGRNGVEGFSFEYGHEVHIGRTES ISSREIGFEMIW
DERGATGTODHNFE IEQDIVGINEWSGY 3G FVOHPELTGLDC IRPCFWVELI RGRPEENT IWNTSG53 ISFCGVHE
DIVGHSHPDGAELPFTIDE

SEQ ID NO: 28 (encodes the same amino aeid sequence as SEQ ID NO: 3)

ATGEAACGCATTAAAGAAC TGLGCARC TEATEAGT CAGARGC D GCACCOGEAMA TTL TRACCAMAARCCACOGTE
CATCATATCGCCAT TAT TARAAR A TATACCACOEECCGCCAGEARL AR R R OO CCAGCC TGO GCATCRARTGEATE
ATGECGATGARATATCCGAT TACCGOGEATARACGCAT TACCGRRATGAT T COGARCECAACGARCAGGGOCAG
AC OO TRTGEAG ARG TEARCGATEOGEECAGDEA TGO TEATGATTAGOC CGC TEEIGETEACC TRETGEAADT
COCARCGECOCGE T GECEAGCACCATTCAT TAT ODGAA AL TTTATAAR AT ATT TTGARL B G TEEARCGICTE
ARRCATGECACCT T TEEOCOGETECATTT TCECARC CAGETGRARA TTOGCC GOCGOETERATATTARCCCGEGED
CATGCGGATCTGAGCGCGARAGRAGCGCAGGATETGAT TATGERAGTGETET TTCOGARCG ARG TEEGCGC GG
ATTCTGACCAGLGAAMNGOCAGC TEADC AT TACCARAGAAAPAAAAGAAGAARD TCOAGRACT GCAMARA TTAGCODG
CTGATGOTEGCGTATATGC TEGEAACGOGRACTEETECGCARRRCCCECTT TE TECOEE TG CGEECEECACCAGE
AGCGTGTATATTGAAGT GO TGCATC TGACCCAGGECACCTERC TEGGEARCAGA TGTATACCCOGEGLEGCGARGTE
AR CGATEA TG T GEA TCAGRGCC TEAT TAT IO GG O AR CA TTETEC GOCEoECEECEETERGCGUEEART
COGCTGGCGAGLC TGO TOEAAATETECCATAGCACCCAGATTGECGGCACCCGCATGETGGATATTOTGCGOCAG
A A A A A A A S G T A TA T T T A R A G e SR TG OO T G A TTRECAGCAGC TTTAGCTTT
CEOGECTTTACCT T T AR ACGCACC ACCGEC ACCAGEGT AR R OGO GARCARE LA CTECTGRCCGECARCCTECAS
ACOCTEAMMC TEACCETGOATGAAGGC TATGARGIAT T TACCA TGETEEECAAM GG GROCECER TTC TEOGEE
AR AGCGACCOGICGCCTEAT TCAGC TEA T TETEAGEGRCCEOGA TG ARCAGAGCATTE TG ARG GATTGTEETE
GUGATEETGTTTAGCCAGGAAGATTOCAT GG T GARAGLGETEUELEEUEA TU TGAM TTTE TEAACGUGCGARL
CAGCELCTEAACCCGAT G A TCAGU TG TGO AT T T TE AGARR G AT O GARRG TS TET TTC TEARC TG ZEE0
ATTGAACCGATTGATAACGTGATGRGCATGAT TGEECAT TC TGO GEATATGACCDOGAGCACTGARATGAGTATE
GGG TEOGOET A ARAR TG TGER TERATA TR AR CGCEEARC GO TEETEETEAGCATTGATORE
TTTCTGCGCGTGCGCGA TCAGCGC G AL GT RO TEC TGAGC DO GEARGARG TGAGCGARL OO AGEGCACOGAR
AR TRACCATTACCTATAGCAGCAGCATGATG T GEGAAA TTAA GO GEARRGOE TGO TEATTARCACCTAT
CAGTGEATTATTCOCARCTGGGAARCCGTGARAR TTCAGTGEAGCCAGARCE CGACCATGC TGTATRACARARTE
GAATTTGARCCGT T TOAGRGCCTEE TGO GAAAGOGAT TCECGECCAGTATAGOGGC TTTRTEOGCACCCTGTTT
CAGCAGATCOGUGAT IO TEEECACC T T TEATACCACCCACAT TATTAR R TEC TEOCGT TTROGECEGCEI0E
COGARACAGAGLCGCATGOAGT TTAGCAGCC TR GTGARCG TGO GECAGOGEECA TR GCATTO TRETEIGEE
AR CAGC GG TG T T TARC TATARCARAACCACCARAC O TEACCETE TEEECARRGAT O GEECACCCTE
ACCGAAGATOCGEATGARGEUALCEOGEELGTEEARAMAGUEOGETGUTEOECEECT TTLTGATTC TEEECAAMNGRR
GATCGECCGE TATGGCCCGE0GCTEAGCAT TARCERAC T GAGCARCC TEEOEARAGEOEARR A RGFCERACGTECTE
ATTGEGCCAGGECGATGTGETGCTEETEATGARACGUARRCECGATAGC AGCATTC TEACCEATAGCCAGRCOGOE
ACCARACCCATTOGCATGECGATTARS

SEQ ID NO: 29 (PA, A/New Caledonia/20/1999)

medfvegoinpmivelaskamkeygadpkistnkiaaicthleveimysdfhfidergesiivesgdpnal Lkhe
feilegrdrimawtvvnsicnttgeekpkilpdlydykenrfieigvtrrevhiyylekankiksekthihifsf
tgeematkadytldeasrariktrlftirgamasrslwdsirgsergaetieekisitgtmrkladgslppnips
lenfrayvdgfepngeoiegklagmskevnakiepflrttprplrlpdgplchgrakflimdal klsiedpshege
giplydaikcmktffgwkepnivkphekginpnylmawkgrlaelgdieneekiprtknmkrtsglkwalgeanma
pelvdidde kdvgdl kgydadepepralaswrgnetfnkaceltdsawisldeigedvapiehliaamernyitasy
sherateyimkgryintallnascaamddiqlipmiskertkegrrkenlygfiikgrshlondtdvrnfvsmef
sltdprlephkwekyevlaigdmllirtalgquasrpmilyvrtngtskl kmkwgmanrrellgslagicsnienes
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svkekdmtkef fenksetwpigesprgveagsigkvcrtllaksvEnslyaspglegfsaesrklllivgalrdn
lepgtfdlgglyeaiseclindpwvllnaswinsflthalk

SEQ ID NQ: 30 (PRI, A/New Caledonia/20/1999)
mdwnptllflkvpagnaisttipyigdppyshytotaymdtrnrthyysergrwekntetgapglnpidaplepk
dnepsgyagtdevleamaflesshpgifenscistmevvggtrvdkltggrgtydwtlnrngpaatalantiewe
rsnglianssgrlidflkdmesmdrdevevtthfqrirrerdnvtkkmrtgrtigkkkhkldkrsyliraltln
tmtkdasrgklkrralatpgmgirgfvyivetlarsiceklegaglprggnekkaklanvrrkmmtnagdtelist
titgdntkwnengnprmflamityitkngpewirnilsiapimfsnkmarlgkgymfesksmklrtgipaemlan
LdlkyIndstkrkiekirpllidgtaslspgmamaminmlstrlgrsi lnlggkeyekttywwdglassddfall
vnapnyagigagvdrfyrtckllginmskkksyinrtgtfeftsffyrygfvanfasmelpsfgvsgrnesadmsi
aetviknnmanndlgpatagmalgl Bakdyrytyrehegdogigtees feakk lwdat rskagl Ivsdggpnlyn
irnlhipevelkwelmdedyggrlenpenpfvshkeiesvnnavmmpahgpaknmeydavatthewvpkenreil
ntsgegiladegnygrocnlfekffpsssyrepygissmeeanvscar idaridliesgrikkealasimnktestl
edlrragk

SEQ ID NO: 31 (PB2, A/New Caledonia/20/1999)

merikelrnlmegertreiltkttvdhmaiikkytsgrgeknpslrmkwmmamkypitadkritemiperneqgyg
tlwskvndagsdrvmisplavtwwnrngpvastihypkiykryfekverlkhgtfgpvhfrngvkirrrvdinpg
hadlsakeagdvimevwipnevgariltsesgqliitkekkeclgnekisplmraymlerelvrkief1pvaggts
svylievlhltggtowegqmytpggevrnddvdgsliiaarnivrraavsadplasllemchstgiggtrmydilrg
npteegavdickaamglrisssEsfggftikrosgssvkresevltgnlgtlkltvhegyeaftmvgkratails
katrrliglivegqrdegaiveaivvamviasgademvkavegdlnfvnrangrlnpmhgllrhfgkdakvlflnwg
iapidnvegmigilpdmtpstensmogvryskmyrdey snasovyvsidrflrvrdgqrgnvllspesvrsatqgte
kltitysasmmweingpesavlintygwiirnwetvkigwasgnptmlynkmetfepfqgalvpkalirggysgfvrtls
ggmrdvlgtfdttgiikllpfasappkgsrmgfssltvnvrgsgmrilvrgnsprinynkttkrltvlgkdagtl
tedpdegtagvesaviegflilgkedreygpalsinelsnlakgekanvligggdwelemkekedssiltdsgta
tkrirmain

SEQ D NO: 32 (NP, ANew Caledonia20/71999)

masgytkrayvegmetdgergnateirasvgrmiggigrfyigmetelklindyegrliignaltiermrlsafderr
nkyleshpsagkdpkktggpirykrvdgkwrrealvlydkesirriveganngddataglthimiwhsnlndt tygr
rralvrtgmdprmeslnggetlprragaagaavkgrgtmelalirni krgindenfwegengrktriayermenl
lkgkfgqtaagkammdgrresrnpgnasgiedltflarsalilrgsvahksclpacrygpavasgydfekegyslvyg
wdpfkllgtsguyslirpnenpahksglvwmacnsaafedlevassiiogteviprgklstegrglasnenmdaliy
sstlelrsrywairtrsggntnggrasaggistgptisvgrnlpfdkttimaaftgntegriadmraciikemes
arpeevsigorgvielsderatnpives fdmsnegsy L Igdnasaydn

SEQ IDNG: 33 (M1, A/New Caledonia 20/71999)

mslltevatyvlsivpsgplkasiagrlenviagkntdlealmewlktrpilsplokgilgfvitltvpsarnglyg
rrrivgnalngngdpnnmdravklyrklkreitfhgakeialsysagalaacmgliynrmgavttesafglicat
cegiladsghkshrgovtttnplirhenrmvlasttakamagmagssegaasanayasgargmrganraigthpss
stglkndllenlgayqgkrmguromagr £k

SEQ ID NO: 3 (NA, A/New Caledonia/20/1999)
mnpngkiitigsisiaigqiislmlgqigniisiwashsigqegsqnhtgrengriityenstwrnhtyrninntnwry
agkdktsvrlagnessleosisgwalythdneirigaskgdvivirepfiscahlecroffltggal lndkhengtvk
drspyralmscplgeapspynskfesvawsasachdgmgwltigisgpdngavavlkyngiitetikswkkrilr
tgesecvovngscitintdgpengaasykifkiskgkvtksielnapnfhyescscypdtgtvmeverdnwhgsn
rpwvsIngnldygigyicsgrigdnprpkdgegsenpritvdgadgrkgfsykygngrwigriksnrlrkgfeniv
dpngwitdtdsdfsvigdwraitdwsgysgs fvghpeligldeirpeiwvelveglprentbiwt sgssisfogun
sdtanwswpdgaelpftidk

SEQ ID NO: 35 (PA, AWisconsin/67/2005)

maedfvegqofnpmivelaskamkeygedlkietnkfaalcthlevefmysdfhfineggesivrelddpnal 1khe
failegrdrtmawvtvensicnttgagkpkilpdlydykenrfieigvtrrevhiyylekankiksenthihifsf
rgeematkadytldessrarikirlftirgemancglwds frgsergestieeklisitginrrladaslppnisc
lanfrayvdgfepngciegklsgmskevnagiepflkttprpiklpngppoygrskflimdalklsiedpshage
giplydatkemkt ffgwkepyivkphekginsnyllswkgulselgdieneekiprtknnkktsglkwalgenma
pekvdfencrdisdl kqydsdepalrslsswignefnkacel tdsvwiseldeigadvapiehiasmrrnyftasy
sherateyimkgvyintal lnascaamddfglipniskoertkegrekinlygfilkgrshlondedven fvsmef
sltdprlephkwekycvleigdmllirsaiggisrpmilyvringtskvimkwgmemrrellgslggiesmieaes
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svkekdmtkef fenkssawpigespkgveegsigkvcrtllaksvEnslyaspglegfsassrklllvrgalrdn
lapgtidlgglyeaisaclindpwwllinaswinsflthalk

KSEQ D NG: 36 (PRI, AWisconsin/a72005)

sdvnptllilkvpagnaisttipyvogdppyshatotgytmdonrthgysekghwitntetgapglnpidaplpe
dnepsgyagqtdevleamafleeshpgifenacletmeavggtrvdr ltggrgtydwtlnrngpaatalantiaevE
rsagltangasgrlidflkdvmasmdkeemeitthfqrkrrvrdnmtkkortgreigkkkgrvnkrgyliraleln
tmikdaergklkrralatpgmglrgfvyivetlarsiceklegsglpvggnekkaklanvrrkmmonsgdtelst
titgdntkwnengnprmflanityitkngpewfrnilsiapimfsnkmarlgkgymieskrmklrtgipacemlas
Ltdlkyfinestrkkiekicpllidgtaslspgmmmgninmlstvlgrsilnlggkkytkttywadglgssddlfall
wnapnhegigagvnriyrteklvginmskkksyinktgtfseftsffyrygfvanfamelpsfgrsginesadmsl
aetviknnmanndlapatacgmalgl fakdyrytyrchegdtgigtresfelkklwdatagsragl lrsdagonlyn
irnlhipavclkwelmdenyrgrlonplnpfvshkeiesvnnavvmpahgpaksmaydavratthewipkenrsil
ntsqrgiledegnyqgqkccnlfekffpsssyrepigissmeeanvsraridaridfesgrikkeafseinkicstl
eslrrgr

SEQ ID NO: 37 (PB2, A/Wisconsin/67/2005)

merikelrnimegertreiltkttvdhmaiikkytagrgeknpslrmkwmmamkypltadkritemvperneggg
tlwskmsdagsdrymvsplavtwwnrngpvtstvhypkvyktyfdkverlkhgtfgpvhfrngrkirrrvdinpg
hadl sakeagdvimeveipnevgariltsesglritkekkeslodekisplnvaymleralvrkieflpvagats
siyievlhltggtowagmytpggevrnddvdgsliiaarnivrraavsadplasl lemchstgiggtrmydilrg
npteegavdickaamglrisssfsfgyftfkresgssvkkesevltgnlgtlkisvhegyeeftavgkratails
katrrlvglivegrdegaiaeaiivamvisgedocmikavegdlnfvnrangr lnpmhgllrhigkdakvl fgnwg
ishidsvegurrgvlpdmtpstensmrgirvskmprdayssterrrrsidrElrvrdgrgnrllspasrsatgyte
rltitysssmmwelngpeavlivntygwiirnweavkigwagnpamlynkmetfepfgalvpkairagyagfvecle
ggmrdvlgtfdttgiikllpfaaappkgsrmgfssltvnvrgsgmrilvrgnspvinynkttkrltilgkdagtl
tagpdestsgresarirgflijigkedrrygpalsinel snlakgekanvligggdeelvmkrkedssilodagta
tkrirmain

SEQ ID NO: 38 (NP, A/Wisconsin/bT/2005)

magggtkrayegqmetdgdrgnateirasvgkmidgigrfyigmetelkladyegrligneltiakmrlzafdary
nkyleshpsagkdpkktggpiyrrvdgkwmralvlydkaairriveganngedataglthimivhsnlndacygr
tralvrtgedprmeslmggatlprrasgaagaavkgiotmemelirnvkegindenfwrgengrktrsayermcnl
legkfqtaagramvdgqrresrnpgnasisdliflarsalilrgsvahksclpacrypgpavssgynfekegysleg
Ldpfkllgnsgyyslirpnenpahksqglvwmachsaafedlrllsficgtkvsprgklstegurgl asnenmadnimg
sgtlelrsgywairtrsggntnggrasaggtsvgptisvgrnlpfekstimaaftgntegrtadmraeiirmmeg
akpeevsirgrovielsdekatnpivpsidmsnegsy L Igdnasaeydn

SEQ ID NQ: 39 (M1, A/Wisconsin/t7/2005)

milltevartyvlsivpsgpllasiagrledvifagkntdlealmewlktrpilsplekgilgfvicltvpsarglyg
rrrfvgnalngngdpnnmdkavklyrklkreitfhgakeialaysagalascmgliynrmgavttevafglvocat
pegiadsghrshrgmvattnplichenrmylasttakamagmagssagqaaeanaiasgargmeganraigthpss
stgleddllenlgtygkemgrogngrfk

SEQ ID NO: 40 (M2, A/Wisconsin 7/2005)

msllteverplirnewgerendssdplvvaanilgilhlilwildrl ffkevyrl fkhglkrgpsteqrpasmoes
yrkeggnavdaddshivaiele

SEQ ID NO: 41 (NS, AWiseonsin'6 77 2005)

AATGGAT TCCAACAC TG TG TCAAGT TTOCAGG TAGATTGC TT T T T TRGCATATC COGEAAAC ARG TTGTAGACCA
AGARCTGAGTEATGCCCCA T TEC TTGA TC GG TTOGECGAGA TEAGAGETOC U TARGEEGRAGAGECARTACTLT
COGTOT AR A TC A A a GO AR PR TEER R R G AR A T TETAGE A A AGA T T T GALLGEREA R TOTGATER
GECACTTAARA TRACC A TEET T O AR O T T TG GATACA TAAC TGAC A TGAC TATTEAGEARTTGTCARG
ARACTGGTTCATGCT AR TGLCCAAGTAGRAAG TGERAGGACC T T T TGCA TCAGARATGEACCAGHIARTCATEER
G AC AT A TG T T ARG AR T TTCAG TG TEAT TTC T RALCGAC TAGRGACCATAGTATTAC TAAGGGCTTT
ARG A G AGC AR TTET T AR TC TR CA T T T T T TT IO AGGACATAC T AT T AGGATGTCRR
AMATECAAT TEEEGTCCTCATCGEAGERCT TEAR TEGAATGATARCACAGT TCGAGT U TCTARAMA TCTAC AGRE
AT TCGCT TEEAGRAGCAGTAR TEAGRR TEGEEEACC TCCACT TAC TCC ARAACAGARRC GEANAA TEECGAGART
A TARGGTC ARG T TTGARGAGATARGAT GO TRAT TEARGAAG TCACAC A CAGAC TARAAAC AR TEAA NN TR
T T TGAAC AR T A A T TR TGO A RO T TAC AR T T ST T T ARG T AR C A AT ARCA RCTTTCTCRT
TTCAGCTTATTTAATGATARA
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SEQ ID NO: 42 (HA, AWisconsin/t 7/2005)

mietiialsyilelviagklpgnodnstatlelghhavpngbivktitndgievinatelvgsestggicdsphgil
dgenctlidallgdpgodgfgnkkwdl fverskaysnoypydvpdyaslrslvassgtlefndesfnwtgrtgng
tsssckrrsnnsf farlnwlthlkfkypalnvempnnekfidklyiwguihprtdndgiflyagasgritvstkes
gtvipnigsrprirnipsrisiywtivkpgdillinstgnliaprgyfkirsgkssimresdapigkonsecitp
nasipndkpfgnvnritygacpryvigntlklatgnenvpekgtral Egaiagfiengwegmedawygf rhagnse
giggaadlkstgaaingingklnrligktnekfhgiekefeevegrigdlekywedtkidlwaynaellvalang
htidltdsemnkl fartkkglrenasdmgngefkiyhkednacigsicngtydhdvyrdealnnrigikgvalks
gykdwilwiafaiscfllcovallgfimwacghgnircnici

SEQ ID NO: 43 (NA, A/Wisconsin/67/2005)

mnphgkiivigsvsleisticiimpiailivevelhfkgyelnsppnngemloceptiieenitaivylinttiek
gicpklasyrnwskpgonitgfapfskdnsirlsaggdiwvetrepyvscdpdheygfalgggttlnnvhsndvh
drtpyrellmnelgvpfhlgtkgeeliawsssschdgkawlhvovtgddknatasfiyngrlvdsivswsheilrt
gesecveingtetvvmtdgsasgkadt kil fisagkivhtatlagesaghveecacyprylgvreverdnwhkgant
pivdinikdysivssyvesglvadiprkndssssshaldpnneegahgrkgwa Eddgndvwngrtisekl sgye
cfkviegwanpnaklginrgvivdrgnragyegl faveghkacinectfywalirgrkesteviwtansivviogts
grygtaswpdgadinlepl

SEQ 1D NO: 44 (PA, 105p3i)

medfvrgefnpmivelaskamkeygedpkietnkfaaicthlevefmyadfhfidergesiivesgdpnal lkhry
Faiiegrdrimawbvinsicnttgvekpkflpdl ydvkencfieigverrevhiyylekankiksakthihifsE
rgeematkadytldessrariktrlftirgemaskalwds frgeergeatiesk el tgtmrkladgslppnips
lanfrayvdgfepngoiegklsgmskevnakiepflritprplrlpdgplechgrskEllndalkl siedpshage
giplydaikcmkt ffgwkepnivkphekginpnylmawkgwlaelgdiensesekiproknmkrtagl kwalgenma
pakvdiddekdrgdl kqydsdepaprs laswegnefnkacel tdsswialdeigedvapichiasnrony fraew
sherateyimkgvyintallnascaamddfglipmiskerckegrekenlygfil kgrahl endedvrnfvamef
gltdprlephkwekycvleigdmllrtaiggqusrpmflyvrengtakikmkwgmemrrecllgelggiesmisars
svkekdmtkel fenksetwpigesprgveagsigkrcrillaksvinslyvaspglegisaesrklllivgalodn
lepgtfdlgglyeaieeclindpwvwllnaswinsflthalk

SEQ ID NO: 45 (M1, 103p3t)
mallteveryvlsivpsgplkasiagrlenviagkntdlealmewlktrpileplokgilgfvictlivpeerglg
rrrivgnalngngdpnnmdkavklyrklkreictfhgakeialsysagalasengliynrmgavttesafglicat
cegiadsghkahrquvittnplirhenrmvlasttakamegmagsseqaacamnavasgargqmygantraigthpas
stglkndllenlgaygkrmgvgmgrfk

SEQ ID NO: 46 (A/Texas/1/77 PBI)

mdvnptllflkipagnaisttfpytgdppyshgtgtayimdrvnrthgysekgkwitntetgapglnpidgplpe
dnepsgyagtdevleamaf leeshpgl fenscletnevvygcovdrlcggrgtydwt lnrngpaatalantieve
rsngltanasgrlidfl kdvmesmdkesisitthigrirevrdnmikkartge tigkkkgevnkesylicraluln
tmtkdasrgklkrraiatpgmgirgfvyfvetlarsiceklegsglpvggnekkaklanvvrkmmtnsgdtalsf
ritgdntkwnengnpraflamityitkngpewirnilsiapimfsnkmarlgkgymfeskemklrtgipasmlasg
idlkyfnestrkkiekirpllidgtaslspgmmmgmfnmletvlgveilnlggkkytkttywwdglgssddfala
vnapnhegigagvdr fyrtcklvaginmskkksyinrtotfeftsffyrygivansmelps fgrsginesadnsi
guiviknnminndlgpatagmalglfikdyryoyrchrgdogigtrestfelkklwegtrakagl ivadggpnlyn
irnlhipavel kwelmdedyggr lenplnp fvshkeiesvynnavvmpahgpaksmeydavatthswipkonrsial
ntagrgiledegmygqkecenlfekffpassyrrprgissmveanvararidaridfeagrikkeafaeimkicati
aalrrdgkdg

SEQ IDNQ: 47 {APuevto Rico/8/34 PA)

medfvrgofnpmivelasktmkeygedlkietnkfaaicthlevcimysdfhfineggesiivelgdpnal lkhr
foiiegrdrtmawtvensicnttgaskpkilpdl ydykencfieigverrevhiyylekankiksekthihifsf
tgeematkadyvtldessrariktrlftirgemasrglwdsfrgeergeatieerfeitgtmrkladgslppnfas
lanfrayvdgfepngyviegklsgmskevnarispflkttprplrlpngppesgrskilindal klsiedpshage
giplydaikemetffgwkepnvvkphe kginpnyllswkgrlaelgdienssekipktknmkktaglkwalganma
pakvdiddekdvgdl kqydsdepalrslaswignefnkacel tdsswieldeigadvapiehiasnrrnyfosew
sherateyimkgryintallnascaamddiglipmiskertkegrrkinlygfiikgrshl endodvern fvsme
sltdprlephkwekycvleigdmlirsaiggqesrpmiflyvrtngtskikmkwgmemrrocllgslggiesmisass
sekokdmtkef fenksetwpigesphyveassigkrortllaksvinslyvaspglegfsaesrklllivgalodn
lapgtfdlgglyeaisaclindpwvllnaswinsflthals
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SEQ ID NO: 48 (A/Puerto Rico/8/34 NP)

masggtkrasyeqmetdgergnateirasvgkmigqgigriyignetel klasdyegrlignsltiermvlsatdars
nkyleshpsagkdpkktggpiyrrvngkwmrelilydkesirriwrganngddataglthmmiwhanlndatygr
tralvrbgmdprmes leggst lprrsgaagaavikgrgtmmelvermikrgindrnfivegengrktriayermcnl
lkgkfgqtaagkammdgvresrdpgnasfedltflarsalilrgsvahksclpacvygpavasgydferegyslvg
idpfrllgnsgvyslirpnenpahks

SEQ D N 9 (A Puerto Rico/ 834 M)
mslltevetyvlsiipsgplkasiagrledviagkntdlevimewlktrpilspltkgilgfvitltvpserglg

rrefvgnalngngdpanmdkavklyrklkraitfhgakeislaysagqalasenglivarmgavttevafglveat

cegladsghrshrgmvtttnplirhenrmvlasttakamegmagssegaacamevasgargmygamrtigthpas
saglkndllenloayagkrmagvagmear £k

SEQ LD N 50 (HA, A7Califormia0408)

mkallvvllytfatanadtloigyvhannstdtvdtrleknvivthsenlledkhngkloklegraplhlgkonaa
gHilgnpeceslstasswsyivetpssdngtoypadfidysslreglssvssferfeifpktsswpnhdsnkavt
aacphagaksfyknliwlvkkognsypklsksyindkgkevivlwgihhpstsadggslygnadt yeivgssrysk
Efkpeiatrpkvrdgegrmnyywilvepgdiitfeatgnlvrpryalamernagsgilisdiprhdont bogipk
gaintslpfgnihpitigkepkyvkstklrlatglrnipsigsrglfgaiagfieggwtgmvdgwygyhhgnegg
sgyvaadlkstgraideitnkrnsviekmotgf tavgkefnhlekrianlnkkvddgfldivwtynasllvlleanar
tldyhdsnvknlyekvrsglknnakeigngefefyhkodntemesvkngtydypkysecsaklnreelidgvklest
rivgilatvstvrasslvlvislgalsfvmesngslgorich
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REIVINDICACIONES

1. Un virus recombinante de gripe A que puede crecer hasta titulos virales mas altos en células MDCK en el mismo
tiempo y bajo las mismas condiciones de crecimiento en comparacion con A/Puerto Rico/8/34, donde el virus
recombinante de gripe A comprende segmentos del eje principal de dos cepas donantes, donde los segmentos
virales PB1 y PB2 son de la cepa donante 105p30 y (a) tienen al menos 95% identidad con las secuencias de SEQ
ID Nos: 18 y 19, o (b) codifican polipéptidos que tiene la menos 99% identidad con las secuencias de polipéptido
codificadas por SEQ ID Nos: 18 y 19, donde al menos un segmento viral del eje principal del virus recombinante de
gripe A es de la cepa donante PR8-X, y donde:

a) el segmento PA del virus recombinante de gripe A tiene una secuencia que es al menos 95% identidad
con una secuencia seleccionada del grupo consistente en SEQ ID Nos: 9 y 17, el segmento M del virus
recombinante de gripe A tiene una secuencia que tiene al menos 95% identidad con una secuencia
seleccionada del grupo consistente en SEQ ID Nos: 13 y 21, el segmento NP del virus recombinante de
gripe A tiene una secuencia que tiene al menos 95% identidad con una secuencia seleccionada del grupo
consistente en SEQ ID Nos: 12 y 20, el segmento NS del virus recombinante de gripe A tiene una
secuencia que tiene al menos 95% identidad con una secuencia seleccionada del grupo consistente en
SEQID Nos: 14y 22;0

b) los segmentos virales del eje central codifican polipéptidos que tiene al menos 99% identidad con las
secuencias de polipéptido codificadas por SEQ ID Nos: 12-14 0 20-22.

2. El virus recombinante de gripe A de la reivindicaciéon 1, donde el virus de gripe A comprende un segmento de
genoma M que tiene lisina en la posicion correspondiente al aminoacido 95 de la SEQ ID NO: 33 cuando se alinea
con la SEQ ID NO: 33 usando un algoritmo de alineamiento de pares.

3. El virus recombinante de gripe A de la reivindicacion 2, donde la cepa de gripe A es una cepa H1N1.

4. El virus recombinante de gripe A de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde al menos un segmento
viral del eje principal:

(a) tiene la secuencia de SEQ ID NO: 17 o SEQ ID NO: 20; o

(b) tiene la secuencia de SEQ ID NO: 14; o

(c) codifica la misma secuencia de amino&cido que la secuencia de SEQ ID NO: 14; o

(d) codifica los mismos polipéptidos que las secuencias SEQ ID NOs: 18-22.

5. El virus recombinante de gripe A de la reivindicaciéon 1, donde el virus comprende ademas un segmento viral que
tiene al menos 95% identidad con una secuencia seleccionada del grupo consistente en SEQ ID NOs: 17-22.

6. Un método in vitro para preparar un virus recombinante de gripe A que comprende las etapas de:

(i) introducir en un huésped de cultivo una 0 mas construcciones de expresion que codifican los segmentos
virales necesarios para producir un virus de gripe A donde los segmentos virales del eje central son de dos
cepas donantes;y

(ii) cultivar el huésped de cultivo con el fin de producir virus recombinante de gripe A;

donde el virus recombinante de gripe A puede crecer hasta titulos virales mas altos en células MDCK en el mismo
tiempo y bajo las mismas condiciones de crecimiento en comparacion con A/Puerto Rico/8/34, donde el virus
recombinante de gripe A comprende segmentos del eje principal de dos cepas donantes, donde los segmentos
virales PB1 y PB2 son de la cepa donante 105p30 y (a) tienen al menos 95% identidad con las secuencias de SEQ
ID Nos: 18 y 19, o (b) codifican polipéptidos que tiene la menos 99% identidad con las secuencias de polipéptido
codificadas por SEQ ID Nos: 18 y 19, donde al menos un segmento viral del eje principal del virus recombinante de
gripe A es de la cepa donante PR8-X, y donde:

a) el segmento PA del virus recombinante de gripe A tiene una secuencia que es al menos 95% identidad
con una secuencia seleccionada del grupo consistente en SEQ ID Nos: 9 y 17, el segmento M del virus
recombinante de gripe A tiene una secuencia que tiene al menos 95% identidad con una secuencia
seleccionada del grupo consistente en SEQ ID Nos: 13 y 21, el segmento NP del virus recombinante de
gripe A tiene una secuencia que tiene al menos 95% identidad con una secuencia seleccionada del grupo
consistente en SEQ ID Nos: 12 y 20, el segmento NS del virus recombinante de gripe A tiene una
secuencia que tiene al menos 95% identidad con una secuencia seleccionada del grupo consistente en
SEQID Nos: 14y 22;0

b) los segmentos virales del eje central codifican polipéptidos que tiene al menos 99% identidad con las
secuencias de polipéptido codificadas por SEQ ID Nos: 12-14 0 20-22.

7. El método in vitro de la reivindicacion 6 donde al menos una construccién de expresion comprende una secuencia
que tiene 90% identidad con una secuencia seleccionada del grupo consistente en SEQ ID Nos: 12-14 y 18-22.
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8. El método in vitro de la reivindicacién 6 o reivindicaciéon 7, que ademéas comprende la etapa (iii) de purificar el virus
recombinante obtenido en la etapa (ii).

9. Un método in vitro para producir virus de la gripe, que comprende las etapas de (a) infectar un huésped de cultivo
con el recombinante del virus de la gripe de las reivindicaciones 1-5; (B) cultivar el huésped de la etapa (a) para
producir el virus; y opcionalmente (c) purificar el virus obtenido en la etapa (b).

10. Un método in vitro para preparar una vacuna, que comprende las etapas de (a) preparar un virus por el método
de la reivindicacion 9 y (b) preparar la vacuna del virus.

11. El método in vitro de las reivindicaciones 9 é 10, en el que el huésped de cultivo es (a) un huevo de gallina
embrionado o (b) una célula de mamifero, por ejemplo una célula MDCK, Vero o PerC6.

12. El método in vitro de la reivindicacién 11 (b), en el que la célula crece (a) adherentemente o (b) en suspension.

13. El método in vitro de la reivindicacion 12 (b), en el que la célula MDCK es la linea celular MDCK 33016 (DSM
ACC2219).

14. The in vitro method of one of claims 9 to 13, wherein

(i) step (b) involves inactivating the virus; and/or

(ii) the vaccine is a whole virion vaccine, a split virion vaccine, a surface antigen vaccine or a virosomal vaccine;
and/or

(iii) the vaccine contains less than 10ng of residual host cell DNA per dose; and/or

(iv) at least one of the influenza strains is of the H1, H2, H5, H7 or H9 subtype.

14. El método in vitro de una de las reivindicaciones 9 a 13, en el que

(i) la etapa (b) implica la inactivacién del virus; y/o

(i) la vacuna es una vacuna de viribn completa, una vacuna de virién dividida, una vacuna de antigeno de
superficie o una vacuna virosomal;

y/o

(iii) la vacuna contiene menos de 10 ng de ADN residual de la célula huésped por dosis; y/o

(iv) al menos una de las cepas de influenza es del subtipo H1, H2, H5, H7 o H9.
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