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DESCRIPCION
Virus de la gripe con segmento génico PB2 mutante como vacunas vivas atenuadas
Antecedentes

Los virus de la gripe provocan epidemias globales anuales y pandemias esporadicas. Los virus A de la gripe causan
anualmente epidemias caracterizadas por una enfermedad respiratoria contagiosa, fiebre de moderada a intensa y
en algunos casos la muerte (Palese & Shaw, 2007). La investigacion en vacunas y antiviral curativa enfocada en la
prevencién y control de este virus potencialmente fatal esta justificada para evitar considerables cargas en los
sistemas sanitarios y la economia global. La intensiva investigacion ha llevado al descubrimiento de intervenciones
terapéuticas para combatir las infecciones de gripe; no obstante, debido a la tendencia al error de la polimerasa, la
hemaglutinina (HA) y la neuraminidasa (NA) del virus, las proteinas virales de la gripe estan sujetas a mutaciones
puntuales, conocidas como deriva antigénica o genética (Lin et al., 2004), que permiten al virus escapar a las
respuestas inmunitarias del huésped, o producir algunos tipos de resistencia a los farmacos (Moss et al., 2010). La
vacunacion es uno de los medios mas efectivos de prevencion de la morbilidad y la mortalidad asociadas a la gripe.

En las intervenciones terapéuticas y profilacticas disponibles actualmente se incluyen dos tipos de vacunas (es decir,
vacunas inactivadas y vivas) y dos clases de antivirales (es decir, los bloqueadores del canal del ion M2, como la
amantadina y la rimantadina, y los inhibidores de la neuroaminidasa (NA), como oseltamivir y zanamivir)(Davies et
al., 1964; Hayden, 2001). No obstante, la gripe estacional es una enfermedad contagiosa con uno de los mayores
impactos sobre la epidemiologia de la salud publica. Ademés, durante la temporada de gripe 2009-2010, una nueva
cepa del virus A de la gripe, el virus pandémico 2009 H1N, emergi6é y se extendié por todo el mundo, causando la
primera pandemia de gripe en 40 afios con un considerable impacto en la salud y la economia mundial
(http://www.cdc.gov/flu/about/disease/index.htm). En los Estados Enlazados solamente, se calcularon unos 61
millones de casos de HIN1 registrados, incluyendo 274 000 hospitalizaciones y 12 470 muertes
(http://lwww.cdc.gov/flu/about/season/index.htm).

Debido a su sistema inmune subdesarrollado o alterado, los individuos jévenes, mayores o inmunodeprimidos
resultan especialmente susceptibles a enfermedades infecciosas como la gripe. Varios estudios realizados en Japén
han sugerido que elevadas tasas de vacunacion de la gripe entre nifios en edad escolar proporcionaba proteccion,
reducia efectos sobre la comunidad, y también la incidencia y la mortalidad de las personas de mas edad por
infeccion de gripe; el estudio de 2001 informaba sobre la prevencion de aproximadamente de 37 000 a 49 000
muertes por afio, y el aumento de indices excesivos de mortalidad cuando se interrumpia la vacunacién de los
escolares (Reichert et al., 2001).

Las vacunas inactivadas de la gripe actualmente disponibles van asociadas a cortos periodos de proteccion y una
eficacia limitada, especialmente en nifios pequefios y ancianos. Debido a su incapacidad para provocar
efectivamente inmunidad mediada por células, las vacunas inactivadas son en general menos inmunogénicas, y por
lo mismo menos potentes, que las vacunas vivas atenuadas, que estan aprobadas para su uso en un nimero
limitado de paises, como los Estados Enlazados. Los virus vivos atenuados administrados intranasalmente estan
considerados superiores a las vacunas inactivadas para nifios, porque provocan una fuerte inmunidad mucosal y
humoral, y respuestas inmunes celulares unidas a una proteccion eficaz duradera (Cox et al., 2004). No obstante,
las vacunas vivas atenuadas estan autorizadas actualmente solo para individuos de 2 a 49 afios, que no padezcan
enfermedades cronicas y no mujeres embarazadas o individuos inmunodeprimidos, aunque los virus vivos
atenuados autorizados son considerados seguros y estables respecto al riesgo subyacente de emergencia de virus
revertientes.

Las vacunas inactivadas administradas parenteralmente van asociadas también a reacciones adversas o
anafilacticas debido a la propagacion del virus en huevos embrionados, y la propensién de las proteinas del huevo
de esas vacunas a producir alergias, provocando reacciones de hipersensibilidad en huéspedes susceptibles. Un
requisito previo para una propagacion con éxito de una vacuna basada en huevo es la seleccion de variantes
adaptadas a huevos de gallina embrionados; un criterio que puede no coincidir ya con la antigenicidad de los virus
circulantes. Otra complicacion puede ser la posible reduccion de las existencias de pollos teniendo en cuenta un
posible brote zoonético de gripe aviar pandémica, que podria poner en peligro la produccion en masa de vacunas.

La vacuna viva atenuada de la gripe (Live attenuated influenza vaccine, LAIV) derivé originalmente de la adaptacion
en frio de una cepa de gripe tipo A (A/Ann Arbor/6/60 H2N2) y una cepa tipo B (B/Ann Arbor/1/66) por pasos
seriados a temperaturas secuencialmente mas bajas en células primarias de rifion de pollo sin patégenos
especificas (Maassab et al., 1968). Durante este proceso, los virus adquirieron multiples mutaciones en segmentos
génicos proteicos internos (es decir, genes codificando proteinas no glicosiladas “internas”) que producian el
fenotipo adaptado al frio (ca), sensible a la temperatura (TS) y atenuado (att) de los virus donantes maestros (master
donor viruses, MDVs). Los MDVs representan la espina dorsal genética de la LAIV que se actualiza anualmente con
genes de hemaglutinina (HA) y neuraminidasa (NA) de virus de la gripe contemporaneos para producir la
formulacion trivalente anual. Asi, cada una de las tres cepas de virus de la gripe es un virus genéticamente
recombinante 6:2, conteniendo seis segmentos génicos internos de MDVs ca, ts, y att, y dos segmentos génicos
(codificando las proteinas HA y NA) de un tipo salvaje de virus de la gripe que selecciona anualmente la
Organizacion Mundial de la Salud y el U.S. Public Health Service.
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Como multiples loci en varios genes controlan los fenotipos ca, ts, y att de los virus de vacunas LAIV, es altamente
improbable que la LAIV pierda esos fenotipos como resultado de una reversion (Kemble et al., 2003; Murphy et al.,
2002). Dada la tasa de error de 104 a 105 incorporaciones defectuosas por posicion de nucleétido durante la
replicacién del virus de la gripe, y el hecho de que por lo menos cinco mutaciones puntuales son responsables de las
propiedades atenuadas de cada MDV (Murphy et al., 2002; Smith et al., 1987), la probabilidad de que un virus de
vacuna LAIV revierta a gripe tipo salvaje, con mutaciones en los cinco loci atenuantes, seria de una en por lo menos
10% ciclos de replicacion. En un estudio de 135 cepas de vacuna recuperadas de nifios pequefios vacunados, no se
observoé evidencia de reversion (Vesikari et al., 2006).

La primera LIAV administrada nasalmente fue autorizada para su uso en los Estados Enlazados en 2003,
comercializada en los Estados Enlazados como FluMist® [Vacuna de Virus Vivo de la Gripe, Intranasal]). Aunque
los virus de vacunas LAIV se generaron originalmente utilizando recombinacion clasica, en 2008 el proceso cambio
a tecnologia genética inversa. Los virus recombinados genéticamente son preparados utilizando tecnologia genética
inversa en cultivo celular, una técnica en la que los virus de la gripe pueden ser generados a partir de plasmidos de
ADN conteniendo genes de gripe. Tres cepas de vacuna se formulan juntas para producir una vacuna LAIV
trivalente en sprays de dosis Unica. La LAIV intranasal estd actualmente autorizada en los Estados Enlazados para
su uso en individuos de 2 a 49 afios de edad.

Los virus vivos atenuados son considerados superiores a las vacunas inactivadas, debido a su capacidad para
provocar respuestas inmunes tanto humorales como celulares, y por ello proporcionar mayor proteccion en lactantes
y nifilos pequefios. En particular, las vacunas vivas atenuadas administradas intranasalmente provocan fuertes
respuestas de inmunidad mucosal y celular, unidas a una eficacia protectora de mayor duracién (Cox et al., 2004).
Los virus de las vacunas de la gripe vivas atenuadas se replican basicamente en las células epiteliales ciliadas de la
mucosa nasofaringea, para provocar respuestas (via inmunoglobulina IgA de la mucosa, anticuerpos séricos IgG e
inmunidad celular), pero los virus de LAIV no se replican bien a las temperaturas superiores que se dan en las vias
inferiores y el pulmén (Murphy et al., 2002; Gruber et al., 2002). Ademas, la alternativa basada en células ofrece
varias ventajas (ej., células empleadas para amplificar el virus tras su generacion utilizando genética inversa)
respecto al sistema convencional de propagacion de vacuna basada en huevos. Los estudios con vacunas basadas
en células han demostrado ventajas significativas sobre la vaccinologia a base de huevo, en cuanto constituyen una
alternativa mas viable econémicamente, rapida y con menos trabajo manual, cuya capacidad de produccion puede
ser incrementada rdpidamente en respuesta a la demanda, en el contexto de una pandemia. Ademas, la ingenieria
genética de los virus mediante tecnologias basadas en ADN recombinante permite la explotacion de un parasitismo
genético del virus, mientras desarma su potencia patdgena. Se puede hacer que los virus sean incapaces de
replicarse, y no patégenos o manipulados para introducir y expresar un gen extrafio en un huésped receptivo.

Resumen de lainvencién

La invencién viene expuesta en las reivindicaciones anexas a esta descripcion. La divulgacidn proporciona un virus
de la gripe recombinante contenido biolégicamente, que resulta Gtil para generar una vacuna multivalente, y
satisface los requisitos de seguridad respecto a patogenicidad o reversion, virus que opcionalmente puede expresar
de forma estable un gen extrafio, y asi puede ser rastreado de forma efectiva y evaluar facilmente su replicacion.
Como se divulga aqui méas adelante, se gener6 un virus de la gripe PB2-knock-out (PB2-KO) que contiene un gen
reporter, ej. un gen de proteina fluorescente, como un gen GFP o un gen de luciferasa, en la region codificante de su
ARN PB2 viral (VARN), donde la replicacién del virus estaba restringida a una linea celular que expresaba
establemente la proteina PB2. El vVARN PB2 codificante de gen reporter fue incorporado de forma estable en el virus
de progenie durante la replicacion en células con expresion PB2, y el gen reporter fue expresado en células
infectadas por virus sin evidencia de recombinacion entre el vVARN PB2 recombinante y la proteina mARN PB2. Por
otra parte, los genes HA y NA de distintas cepas de virus fueron facilmente acomodados por el virus PB2-KO. Se
utilizé el virus PB2-KO para establecer un ensayo mejorado de cribado de anticuerpos neutralizantes contra los virus
de la gripe, utilizando la expresion de gen reporter como indicador de infeccion virica, en lugar de observar el efecto
citopatico. Estos resultados indican que el virus PB2-KO tiene potencial para ser una valiosa herramienta en la
investigacion virol6gica basica y aplicada, y que puede ser aplicable a otros virus knock-out del gen polimerasa, €j.,
virus PA-KO o virus PB1-KO.

En una realizacion, la divulgacion proporciona un virus de la gripe aislado infeccioso, biolégicamente contenido, que
tiene un segmento génico viral que no comprende secuencias de acido nucleico contiguas correspondientes a las
gue codifican PB2 (un segmento génico viral PB2 mutante), una proteina que es una de las subunidades de
polimerasa ARN viral, y es esencial para la replicacion del virus. Para preparar tal virus en cultivo celular, se emplea
una linea celular que expresa PB2 en trans en combinacién con vectores para la produccién de vARN de virus de la
gripe, pero no una para un segmento génico viral PB1 tipo salvaje, y en una realizacion vectores para la produccion
de proteina de mARN de virus de la gripe. El virus resultante no es competente para expresar PB2 tras la infeccién
de células que no expresan PB2 en trans, o no estan infectadas con virus helper, lo que proporciona un virus
“contenido biolégicamente”. No obstante, los viriones producidos a partir de células que expresan PB2 en trans
contienen PB2. Dicho virus de la gripe infeccioso, bioldgicamente contenido, con un segmento génico viral PB2
mutante, fue generado en multiples lineas celulares que expresan PB2 en trans, tales como células embrionarias de
riidn humanas 293 con expresion PB2 (293), células epiteliales de adenocarcinoma de pulmén humano (A549), o
células de rifibn caninas Madin-Darby (MDCK) con sobreexpresion de 2,6-sialiltransferasa (células AX4), con el
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resultado de elevados titulos virales de cémo minimo 10%, 10°, 10°, 10” o 10® PFU/mI (PFU, Plaque Forming Units) o
mas.

La vacunacion es el medio primario de grofilaxis contra la infeccién por gripe. Como se expone aqui, el virus PB2-KO
se replicd hasta titulos elevados (>10° PFU/mI) en células con expresion PB2, pero no en células normales no
infectadas (células que no expresan PB2 en trans), acomodo6 genes de HA y NA de un virus de la gripe heterélogo,
incorpord de forma estable un gen reporter en viriones PB2-KO de progenie que fue retenido mediante pasos
secuenciales, y fue atenuado en ratones, sugiriendo su potencial como vacuna. Su capacidad de expresar antigenos
y su candidatura como vacuna fueron comprobadas en un modelo murino. Niveles significativamente mas altos de
anticuerpos IgG e IgA fueron inducidos en suero, lavados nasales y muestras de lavados broncoalveolares de
ratones inmunizados con solamente una dosis de virus PB2-KO (GFP), en comparaciéon con vacunas de la gripe
inactivadas. Todos los ratones tratados con virus PB2-KO sobrevivieron a la exposicion a varias dosis letales de
PR8. La replicacién limitada de ese virus ocurre in vivo, ya que el virus producido en células que expresan PB2 en
trans lleva consigo una pequefia cantidad de proteina PB2 a la célula huésped que es posteriormente infectada
(como una célula huésped que no expresa o comprende PB2, o comprende PB2 VARN tipo salvaje), permitiendo asi
que se produzca una cantidad limitada (ej. una ronda o asi) de replicacion, pero sin un proceso infeccioso (por
ejemplo, ampliaciéon de los titulos virales de alrededor de 1000). La replicacion limitada de los virus KO in vivo
permite una respuesta inmune que proporciona una respuesta inmune mas fuerte de la inducida por las vacunas de
la gripe inactivadas convencionales. Es de destacar que los ratones inmunizados producen anticuerpos contra el
reporter, como determina un ensayo de inmunofluorescencia, sugiriendo que el virus PB2-KO tiene la potencia de
una vacuna multivalente. EI PB2-KO mostr6 unos perfiles de seguridad y eficacia similares o mejores al ser
comparado con controles, lo que resulta prometedor para combatir la infeccion por el virus de la gripe.

En una realizacién, la divulgacion proporciona un virus de la gripe aislado infeccioso, recombinante y biolégicamente
contenido, comprendiendo 8 segmentos génicos, incluyendo un segmento génico viral PA, un segmento génico viral
PB1, un segmento génico viral PB2 mutante, un segmento génico viral HA, un segmento génico viral NA, un
segmento génico viral NP, un segmento génico viral M (M1 y M2), y un segmento génico viral NS (NS1 y NS2). En
otra realizacion, la invencion proporciona un virus de la gripe aislado infeccioso, biolégicamente contenido,
recombinante, comprendiendo 8 segmentos génicos incluyendo un segmento génico viral PA, un segmento génico
viral PB1, un segmento génico viral PB2 mutante, un segmento génico viral HA, un segmento génico viral NA (NA'y
NB), un segmento génico viral NP, un segmento génico viral M (M1 y BM2), y un segmento génico viral NS (NS1y
NS2). En una realizacién, el virus de la gripe infeccioso, biolégicamente contenido y recombinante, tiene un
segmento génico viral M para M1 y M2. En una realizacion, el virus de la gripe infeccioso, biolégicamente contenido
recombinante tiene un segmento génico viral NA para NB y NA. En una realizacion, el virus de la gripe infeccioso,
biol6gicamente contenido y recombinante tiene un segmento génico HEF.

En aun otra realizacion, la divulgacion proporciona un virus de la gripe aislado infeccioso, biolégicamente contenido
y recombinante, comprendiendo segmentos génicos que incluyen un segmento génico viral PA, un segmento génico
viral PB1, un segmento génico viral PB2 mutante, un segmento génico viral NP, un segmento génico viral M, un
segmento génico viral NS (para NS1 y NS2), y un segmento génico viral HEF. En una realizacion, el segmento
génico viral PB2 mutante incluye secuencias de incorporacion codificantes y no codificantes virales PB2 5' y/o 3',
opcionalmente flanqueando una secuencia de nucledtidos heterdloga, y no incluye secuencias contiguas
correspondientes a secuencias codificando un PB2 funcional. EI marco de lectura abierto PB2 en el segmento
génico viral PB2 mutante puede ser sustituido o interrumpido por una secuencia de nucleotidos heteréloga, como
una que sea facilmente detectable tras transfeccion o infeccién, ej., un gen reporter como un gen GFP o un gen
luciferasa, ej., un gen luciferasa Renilla, o un gen codificante de un antigeno procedente de un patégeno. En una
realizacién, la regién codificante PB2 del segmento génico viral PB2 mutante puede incluir mutaciones tales como
inserciones o supresiones de uno o mas nucleétidos, o los que resultan en una o mas sustituciones de aminoécidos,
0 un coddn de parada, o cualquier combinaciéon de lo anterior, que produce una secuencia codificante PB2 no
funcional. En wuna realizaciéon, la secuencia de nucledtidos heteréloga es de aproximadamente 30 a
aproximadamente 5000, ej., aproximadamente de 100 a aproximadamente 4500, o aproximadamente de 500 a
aproximadamente 4000 nucleodtidos de longitud.

Los virus infecciosos, biolégicamente contenidos de la invencion pueden asi ser utilizados como vacunas de la gripe,
para inducir una respuesta inmunogénica en un huésped, sin el riesgo de sintomas asociados a una infeccion, o
reversion genética de una forma atenuada a otra plenamente infecciosa. Los virus infecciosos biolégicamente
contenidos de la invencién pueden provocar una mejor respuesta inmune que los virus inactivados quimicamente,
porque son virus vivos, pero como son bioldgicamente contenidos, los virus de la invencion es probable que no
causen sintomas de la enfermedad, lo que constituye con frecuencia un problema con las vacunas vivas atenuadas.
Y en contraste con el uso de particulas similares a virus (virus-like particles, VLPs), que no son replicativas, los virus
KO de la invencion contienen ARN, que es un adyuvante que potencia la respuesta inmune del huésped contra el
virus. Las propiedades de un virus de la gripe PB2-KO de la invencion fueron sorprendentes, teniendo en cuenta que
un virus similar, un virus M2 deficiente que carece de la transmembrana¥ los dominios citoplasmaticos de M2 (ver,
Watanabe et al., J.Virol., 83:5944 (2009)) produjo titulos bajos, €j. 10%-10° PFU/mlI, en ausencia de M2 suministrado
en trans, y fue asi de replicacion defectuosa pero no biolégicamente contenido.
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En una realizacién, la divulgacién proporciona un virus de la gripe aislado, recombinante infeccioso, biol6gicamente
contenido, que comprende 7 segmentos génicos, incluyendo un segmento génico viral PA, un segmento génico viral
PB1, un segmento génico viral HA, un segmento génico viral NA, un segmento génico viral NP, un segmento génico
viral M, y un segmento génico viral NS1y NS2, es decir, el virus carece de segmento génico viral PB2.

En una realizacion, en el virus de la gripe PB2-KO de 8 segmentos con un segmento génico viral PB2 mutante, el
segmento génico viral PB2 mutante tiene una supresion de secuencias codificantes PB2, una supresion de
secuencias codificantes PB2, y una insercion de secuencias de nucleétidos heter6loga, o una insercion de
secuencias de nucledtidos heterdloga que interrumpe las secuencias de codificacion PB2. Ese virus replica in vitro
cuando se suministra PB2 en trans a titulos que son sustancialmente los mismos o como maximo 10, 100 o 1000
veces menores que un virus de la gripe tipo salvaje correspondiente, pero es atenuado in vivo o in vitro en ausencia
de PB2 suministrado en trans. En una realizacion, la supresion de la secuencias codificantes de PB2 incluye 1 o mas
nucleétidos contiguos o no contiguos de PB2, y puede incluir la supresién de toda la region codificante, ej., una
region codificando 759 aminoacidos. En una realizacién, la supresién incluye por lo menos un 10%, 30%, 40%, 50%,
70%, 80%, 85%, 90%, 93%, 95% y hasta un 99%, o un valor numérico porcentual que es cualquier entero entre 10y
99, pero no todos, de la region codificante PB2. En una realizacion, la supresion de las secuencias codificantes de
PB2 no incluye la supresion de secuencias codificantes 5’ o 3’ que potencia la incorporacion del gen viral resultante
en viriones, ej., secuencias contiguas a secuencias PB2 no codificantes 3’ o 5, relativas a un segmento génico viral
recombinante con solamente secuencias de incorporacion PB2 no codificantes.

En una realizacion, el segmento génico BP2 mutante puede comprender una insercién de uno o mas nucledtidos, ej.
los que resultan en un desplazamiento del marco, de forma que no puede expresarse PB2 funcional. En una
realizacién, la insercion no comprende la alteracion de secuencias codificantes 5° 0 3' que aumentan la incorporacion
del segmento génico en viriones relativos a un segmento génico recombinante con solamente secuencias de
incorporacion PB2 no codificantes.

En una realizacion, el segmento génico viral PB2 mutante puede comprender por lo menos una mutacion lo que
resulta en por lo menos una sustitucion de aminoacido relativo a una proteina PB2 tipo salvaje correspondiente, ej.,
una mutacion que elimina o sustituye el codon iniciador, o que introduce a uno o mas codones parada en la region
codificante, de forma que no se puede expresar PB2 funcional de ese segmento génico viral tras infeccion. En una
realizacién, la sustitucién, eliminacion o reemplazo del codén iniciador, o la introducciéon de un mas codones parada
en el marco de lectura para PB2, no incluye la alteracién de las secuencias codificantes 5' 0 3' que fomenta la
incorporacion del segmento génico en viriones relativos a un segmento génico recombinante con solamente
secuencias de incorporacién PB2 no codificantes.

En una realizacion de la divulgacion la secuencia de nucleétidos heteréloga puede codificar una proteina heteréloga
(una proteina viral de no gripe, como una glicoproteina o una proteina especifica citosélica, nuclear o mitocondrial, o
cualquier proteina antigénica, como un antigeno de un patdégeno microbiano), que puede conferir un fenotipo
detectable. En una realizacion, la secuencia de nucleétidos heterdloga puede fusionarse a porciones truncadas de
secuencias codificantes de PB2, ej., las correspondientes a secuencias de incorporacion codificantes PB2 5' o 3/,
formando opcionalmente una proteina quimérica. En una realizacién, la secuencia de nucledtidos heteréloga
sustituye o es introducida a secuencias en el segmento génico viral correspondiente a la regién codificante para este
segmento, de forma que no interrumpe las secuencias de incorporacion en la regidon de codificacion del segmento
génico. Por ejemplo, la secuencia de nucledtidos heterdloga puede ir flanqueada por aproximadamente 3 a
aproximadamente 400 nucledtidos de la region de codificacion PB2 5' y/o 3' adyacente a la secuencia no codificante.
En una realizacion, las secuencias de incorporacién PB2 3’ corresponden a nucledétidos 3 a 400, nucledtidos 3 a 300,
nucleétidos 3 a 100, nucledtidos 3 a 50, o cualquier entero entre 3 y 400, de la regién de codificacion PB2 terminal N
y/o terminal C. En una realizacién, tras la infeccion de una célula huésped con el virus PB2-KO contenido
biolégicamente, se produce una proteina heteréloga que es una fusion con el N-terminal y/o el C-terminal de los
residuos restantes de la proteina PB2 suprimida.

Se introduce un vector para la produccion de VARN del segmento génico PB2 mutante en una célula junto con un
vector o vectores para la produccion de vARN para PA vVARN, PB1 vARN, NP vARN, HA vARN, NA vARN, M vARN,
y NS (NS1 y/o NS2) vARN, y vectores para la produccion de mARN (proteina) para uno o mas de PA, PB1, PB2,y
NP, o vectores para la produccion de mARN de hasta tres de PA, PB1, PB2, y NP, donde la célula expresa de forma
estable la proteina(s) viral restante, y opcionalmente expresa HA, NA, M, gj., M1y M2, NS1 y/o NS2. El vARN para
el segmento génico PB2 mutante puede ser incorporado a viriones con una eficiencia que es por lo menos un 1 %,
5%, 10%, o 30%, o por lo menos 50%, de la de un vVARN PB2 tipo salvaje correspondiente.

En una realizacién, el virus de la gripe de la invencion produce inmunidad tanto sistémica como de la mucosa en el
portal primario de infeccion. La divulgacién proporciona una vacuna viva atenuada o una composicion inmunogénica
comprendiendo el virus contenido biolégicamente recombinante de la invencion, y un método de utilizacion de la
vacuna o composicién inmunogénica para inmunizar a un vertebrado, ej., un ave o un mamifero, como un ser
humano, o inducir una respuesta inmune en un vertebrado, respectivamente. En una realizacioén, la composicion o
vacuna esta formulada para la administracion intranasal. En una realizacién, el virus biolégicamente contenido
recombinante de una vacuna comprende un segmento génico HA para HA de virus A de la gripe, €. H1, H2, H3, H5,
H7, o H9 HA. En una realizacién, la HA en el virus biol6gicamente contenido recombinante de una vacuna esta
modificado en el sitio de escisién HA. En una realizacion, la vacuna comprende por lo menos una cepa de virus de la
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gripe que es distinta del virus biolégicamente contenido recombinante de la invencién, por ejemplo, la vacuna
comprende dos o tres virus de la gripe distintos.

La divulgacion proporciona diversos vectores para preparar un virus A de la gripe A infeccioso, biolégicamente
contenido, con uno o mas vectores incluyendo cassettes de transcripcién para la produccion de vVARN, y cassettes
de transcripcion para la produccion de mARN. Las cassettes de transcripcion para la produccion de vVARN son
cassettes de transcripcion que comprenden un promotor para la produccién de VARN, ej., un promotor Poll, enlazado
operativamente a un PA ADN de virus de la gripe en una orientacién para la produccién de ARN viral genémico
enlazado a una secuencia de terminacién de transcripciéon que da lugar a terminales de VARN similares al virus de la
gripe, por ejemplo, una secuencia de terminacion de transcripcion Poll, una cassette de transcripciéon comprendiendo
un promotor para la produccion de VARN, ej., un promotor Poll, enlazado operativamente a un ADN PB1 de virus de
la gripe en una orientacién para la produccién de ARN viral genémico enlazado a una secuencia de terminacién de
transcripcion que resulta en terminales de VARN similares al virus de la gripe, por ejemplo, una secuencia de
terminacion de transcripcion Poll, una cassette de transcripcion comprendiendo un promotor para la produccion de
VARN, ej., un promotor Poll, enlazado operativamente a un ADN PB2 del virus de la gripe mutante en una
orientacion para la produccion de ARN viral gendmico, enlazado a una secuencia de terminacion de transcripcion
gue resulta en terminales de vARN similares al virus de la gripe, por ejemplo, una secuencia de terminacion de
transcripcion Poll, una cassette de transcripcion comprendiendo un promotor para la produccion de vARN, e€j., un
promotor Poll, enlazado operativamente a un ADN HA de virus de la gripe en una orientacion para la produccién de
ARN viral gendmico enlazado a una secuencia de terminacion de transcripcion que resulta en terminales de vVARN
similares al virus de la gripe, por ejemplo, una secuencia de terminacion de transcripcion Poll, una cassette de
transcripcion comprendiendo un promotor para la produccion de VARN, ej., un promotor Poll, enlazado
operativamente a ADN NA de un virus de la gripe en una orientacion para la produccion de ARN viral genémico
enlazado a una secuencia de terminacién de la transcripcion que resulta en terminales de VARN similares al virus de
la gripe, por ejemplo, una secuencia de terminacion de transcripcién Poll, una cassette de transcripcion
comprendiendo un promotor para la produccion de vVARN, ej., un promotor Poll, tnico operativamente a ADN NP de
virus de la gripe en una orientacion para la produccion de ARN viral genémico, enlazado a una secuencia de
terminacion de transcripcion que resulta en terminales de vVARN similares al virus de la gripe, por ejemplo, una
secuencia de terminacion de transcripcion Poll, una cassette de transcripcion comprendiendo un promotor para la
produccién de VARN, ej., un promotor Poll, enlazado operativamente a ADN M de un virus de la gripe en una
orientacion para la produccion de ARN viral gendmico, enlazado a una secuencia de terminacion de transcripcion
gue resulta en terminales de vARN similares al virus de la gripe, por ejemplo, una secuencia de terminacion de
transcripcion Poll, y una cassette de transcripcion comprendiendo un promotor para la produccion de vARN, €j., un
promotor Poll, enlazado operativamente a ADN NS (NS1y NS2) de un virus de la gripe en una orientacion para la
produccion de ARN viral gendémico enlazado a una secuencia de terminacidon de transcripcién que resulta en
terminales de vARN similares al virus de la gripe, por ejemplo, una secuencia de terminacion de transcripcion Poll. El
ADN PB2 mutante incluye secuencias de incorporacion 5'y 3' flanqueando una secuencia de nucleétidos heteréloga,
y no incluye secuencias contiguas correspondientes a secuencias que codifican un PB2 funcional. Las cassettes de
transcripcion para la produccion de mARN son cassettes de transcripcidn que comprenden un promotor Pol 11
enlazado operativamente a una region codificante de ADN para virus de la gripe PA, enlazado a una secuencia de
terminacion de transcripcion Pol 11, una cassette de transcripcion que comprende un promotor Pol 11 enlazado
operativamente a una region codificante de ADN para virus de la gripe PB1 enlazado a una secuencia de
terminacion de transcripcion Pol 11, y una cassette de transcripcion comprendiendo un promotor Pol 11 enlazado
operativamente a una region de ADN codificante para virus de la gripe NP enlazado a una secuencia de terminacion
de transcripcion Pol 11, y opcionalmente una cassette de transcripcién comprendiendo un promotor Pol 11 enlazado
operativamente a una region ADN codificante para virus de la gripe, uno o mas de PB2, HA, NA, NS1, NS2, M1 y/o
M2 enlazado a una secuencia de terminacion de transcripcion Poll I. Se proporciona ademas una compaosicién con
los vectores, y un método de empleo de los vectores.

La divulgacion proporciona también diversos vectores para preparar un virus de la gripe B infeccioso, biolégicamente
contenido, de 8 segmentos, con uno 0 mas vectores que incluyen cassettes de transcripcion para la produccion de
VARN, y cassettes de transcripcion para la produccion de mARN. Las cassettes de transcripcion para la produccion
de VARN son cassettes de transcripcién que comprenden un promotor para la produccién de vARN, €j., un promotor
Poll, enlazado operativamente a ADN PA de un virus de la gripe en una orientacién para la produccién de ARN viral
gendmico, enlazado a una secuencia de terminacion de transcripcion que resulta en terminales de VARN similares al
virus de la gripe, por ejemplo, una secuencia de terminacion de transcripcion Poll, una cassette de transcripcion
comprendiendo un promotor para la produccién de vARN, ej., un promotor Poll, enlazado operativamente a ADN
PB1 de un virus de la gripe en una orientacidn para la produccién de ARN viral gendmico, enlazado a una secuencia
de terminacion de transcripcion que resulta en terminales de vVARN similares al virus de la gripe, por ejemplo, una
secuencia de terminacion de transcripcion Poll, una cassette de transcripcion comprendiendo un promotor para la
produccién de vVARN, ej., un promotor Poll, enlazado operativamente a ADN PB2 de un virus de la gripe mutante en
una orientacion para la produccion de ARN viral gendmico, enlazado a una secuencia de terminacion de
transcripcidon que resulta en terminales de VARN similares al virus de la gripe, por ejemplo, una secuencia de
terminacion de transcripcion Poll, una cassette de transcripcion comprendiendo un promotor para la produccion de
VARN, ej., un promotor Poll, enlazado operativamente a ADN HA de un virus de la gripe en una orientacion para la
produccién de ARN viral genémico, enlazado a una secuencia de terminaciéon de la transcripcion que resulta en
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terminales de VARN similares al virus de la gripe, por ejemplo, una secuencia de terminacién de transcripcién Poll,
una cassette de transcripcion comprendiendo un promotor para la produccion de vARN, ej., un promotor Poll,
enlazado operativamente a ADN NA y NB de un virus de la gripe en una orientacion para la producciéon de ARN viral
gendmico, enlazado a una secuencia de terminacion de transcripcion que resulta en terminales de vVARN similares al
virus de la gripe, por ejemplo, una secuencia de terminacion de transcripcion Poll, una cassette de transcripcion
comprendiendo un promotor para la produccion de vVARN, ej., un promotor Poll, enlazado operativamente a DNA NP
del virus de la gripe en una orientacion para la producciéon de ARN viral genémico, enlazado a una secuencia de
terminacion de transcripcién que resulta en terminales de vARN similares al virus de la gripe, por ejemplo, una
secuencia de terminacion de transcripcion Poll, una cassette de transcripcion comprendiendo un promotor para la
produccién de vARN, ej., un promotor Poll, enlazado operativamente a ADN M de un virus de la gripe, en una
orientacion para la produccion de ARN viral genédmico, enlazado a una secuencia de terminacion de transcripcion
gue resulta en terminales de vARN similares al virus de la gripe, por ejemplo, una secuencia de terminacion de
transcripcion Poll, y una cassette de transcripcion comprendiendo un promotor Poll, enlazado operativamente a ADN
NS (NS1 y NS2) de un virus de la gripe en una orientacion para la produccion de ARN viral gendmico, enlazado a
una secuencia de terminacién de transcripcion Poll. EI ADN PB2 mutante incluye secuencias de incorporacién 5'y 3',
opcionalmente flanqueando una secuencia de nuclettidos heteréloga, y no incluye secuencias contiguas
correspondiendo a secuencias que codifiquen un PB2 funcional. Las cassettes de transcripcion para la produccion
de mARN son cassettes de transcripcion comprendiendo un promotor Polll enlazado operativamente a una region de
ADN codificante para virus de la gripe PA, enlazado a una secuencia de terminacion de transcripcion Polll, una
cassette comprendiendo un promotor Polll enlazado operativamente a una region de ADN codificante para virus de
la gripe PB1, enlazado a una secuencia de terminacién de transcripcion Polll, y una cassette de transcripcion
comprendiendo un promotor Polll, enlazado operativamente a un region de ADN codificante para virus de la gripe
NP, enlazado a una secuencia de transcripcion Polll, y opcionalmente una cassette de transcripciéon comprendiendo
un promotor Polll enlazado operativamente a una region de ADN codificante para virus de la gripe uno o mas de
PB2, HA, NA, NS1, NS2, M1 y/o BM2, enlazado a una secuencia de terminacién de transcripcion Poll. Se
proporciona ademas una composicion con los vectores y un método de empleo de los mismos.

En una realizacién, el promotor en un vector VARN incluye, pero sin limitacion, un promotor de ARN polimerasa
(Poll), €j., un promotor de ARN humano Poll, un promotor de ARN polimerasa Il (Polll), un promotor de ARN
polimerasa Ill, un promotor SP6, un promotor T7, o un promotor T3. En una realizaciéon, uno o mas vectores de
VARN incluyen un promotor Pol 11 y secuencias de ribozima 5' en secuencias de virus de la gripe, y las mismas o
distintas secuencias de ribozima 3' en las secuencias del virus de la gripe. En una realizacién, el segmento génico
PB2 mutante estd en un vector y estd unido operativamente a un promotor, incluyendo, pero sin limitacién, un
promotor de ARN Poll, ej., un promotor de ARN Poll humano, un promotor de ARN Polll, un promotor de ARN
polimerasa lll, un promotor SP6, un promotor T7, o un promotor T3. En una realizacion, los vectores de VARN
incluyen una secuencia de terminacién de transcripcion incluyendo, pero sin limitacion, una secuencia de
terminacion de transcripcion Poll, una secuencia de terminacion de transcripcién Pol 11, o una secuencia de
terminacion de transcripcion Pol 111, o uno o0 mas ribozimas.

Varios vectores de la divulgacion pueden estar fisicamente unidos, o cada vector puede estar presente en un
pladsmido individual u otro, €j., vehiculo de suministro de acido nucleico lineal. En una realizacion, cada vector de
produccion de vARN esta en un plasmido distinto. En una realizacién, cada vector de produccion de mARN esta en
un plasmido distinto. En una realizacion, uno o mas vectores para la produccion de VARN estan en el mismo
plasmido (ver €j. solicitud USA publicada N° 20060166321).

En una realizacion, uno o mas vectores para la produccion de mARN estan en el mismo plasmido (ver ej. solicitud
USA publicada N° 2006/0166321). En una realizacion, los vectores de vVARN empleados en el método estan en un
plasmido o en dos o tres plasmidos distintos. En una realizacion, los vectores de mARN para PA, PB1, y NP, y
opcionalmente PB2, empleados en el método, estan en un plasmido o en dos o tres plasmidos distintos.

También se proporciona una célula huésped comprendiendo un vector con expresion PB2, ej., PB2 de PR8 u otra
cepa maestra de vacuna. En una realizacion, el PB2 tiene por lo menos una identidad del 90%, 95%, 98%, 99% o
100% con PB2 codificado por SEQ ID NO: 3. En una realizacion, la célula huésped es transducida con un vector
viral, €j., un vector que es mantenido establemente en la célula como un episoma, o integrado en un cromosoma,
como un vector lentiviral o retroviral. En una realizacion, la célula huésped incluye ademas uno o mas vectores que
incluyen cassettes de transcripcion para la produccion de vVRNA transitorio, y cassettes de transcripcion para la
produccién de mARN transitorio. Las cassettes de transcripcion para la produccién de vVARN son cassettes de
transcripcidon que comprenden un promotor para la produccion de ARN, ej., un promotor Poll, unido operativamente a
ADN PA de virus de la gripe en una orientacion para la produccion de ARN viral gendmico, unido a una secuencia de
terminacion de transcripcion que resulta en terminales de vVARN similares a virus de la gripe, por ejemplo, una
secuencia de terminacion de transcripcion Poll, una cassette de transcripcion comprendiendo un promotor para la
produccién de vVARN, ej., un promotor Poll unido operativamente a ADN PB1 de virus de la gripe en una orientacién
para la produccion de ARN viral genémico, unido a una secuencia de terminaciéon de transcripcion que resulta en
terminales de vVARN similares a virus de la gripe, por ejemplo, una secuencia de terminacion de transcripcion Poll,
una cassette de transcripcion comprendiendo un promotor para la produccion de vVARN, €j., un promotor Poll, unido
operativamente a ADN PB2 de virus de la gripe mutante, en una orientaciéon para la produccion de ARN viral
gendmico unido a una secuencia de terminacién de transcripcion que resulta en terminales de vVARN similares a
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virus de la gripe, por ejemplo, una secuencia de terminacion de transcripciéon Poll, una cassette de transcripcion
comprendiendo un promotor para la produccion de VARN, ej., un promotor Poll, unido operativamente a ADN HA de
un virus de la gripe en una orientaciéon para la produccion de ARN viral genémico unido a una secuencia de
terminacion de transcripcion que resulta en terminales de vVARN similares a virus de la gripe, por ejemplo, una
secuencia de terminacién de transcripcion Poll, una cassette de transcripcion comprendiendo un promotor para la
produccién de vARN, ej., un promotor Poll, unido operativamente a ADN NA de un virus de la gripe en una
orientacion para la produccion de ARN viral genémico unido a una secuencia de terminacion de transcripcion que
resulta en terminales de VARN similares a virus de la gripe, por ejemplo, una secuencia de terminacion de
transcripcion Poll, una cassette de transcripcion comprendiendo un promotor para la produccion de vARN, ej., un
promotor Poll, unido operativamente a ADN NP de virus de la gripe, en una orientacion para la producciéon de ARN
viral genémico unido a una secuencia de terminacion de transcripcion que resulta en terminales de vARN similares a
virus de la gripe, por ejemplo, una secuencia de terminacién de transcripcion Poll, una cassette de transcripcion
comprendiendo un promotor para la produccion de vVARN, ej., un promotor Poll, unido operativamente a ADN M de
un virus de la gripe en una orientaciéon para la produccion de ARN viral gendmico unido a una secuencia de
terminacion de transcripcion que resulta en terminales de VARN similares a virus de la gripe, por ejemplo, una
secuencia de terminacion de transcripcion Poll, y una cassette de transcripcion comprendiendo un promotor para la
produccion de vVARN, ej., un promotor Poll, unido operativamente a ADN NS (NS1 y NS2) de un virus de la gripe en
una orientacion para la produccion de ARN viral gendmico unido a una secuencia de terminacion de transcripcion
gue resulta en terminales de VARN similares a virus de la gripe, por ejemplo, una secuencia de terminacion de
transcripcion Poll. EIl ADN PB2 mutante incluye secuencias de incorporacién 5'y 3', opcionalmente flanqueando una
secuencia de nucledtidos heteréloga, y no incluye secuencias contiguas correspondiendo a secuencias que codifican
un PB2 funcional. Las cassettes de transcripcion para la produccién de mARN son cassettes de transcripcion que
comprenden un promotor Polll, unido operativamente a una regiéon de ADN codificante para PA de virus de la gripe,
unido a una secuencia de terminacion de transcripcion Polll, una cassette de transcripcion comprendiendo un
promotor Polll unido operativamente a una region de ADN codificante para PB1 de virus de la gripe, unido a una
secuencia de terminacion de transcripcion Polll, y una cassette de transcripcion comprendiendo un promotor Polll
unido operativamente a una region de ADN codificante para NP de virus de la gripe, unido a una secuencia de
terminacion de transcripcion Polll. La célula huésped no incluye secuencias que correspondan a secuencias
codificantes PB2 para la produccion de VARN de un segmento génico viral PB2 de tipo salvaje.

La divulgacion proporciona un método para preparar virus de la gripe, €j., utilizando una célula huésped de la
invencién. El método comprende contactar una célula con diversos vectores de la divulgacion, ej., secuencial o
simultaneamente, en una cantidad efectiva para producir virus de la gripe infecciosos. La divulgacion incluye también
aislar virus de una célula contactada con los diversos vectores. Asi, la divulgacién proporciona ademas virus
aislados, asi como una célula huésped contactada con virus de la invencion. En otra realizacion, la divulgacion
incluye contactar la célula con uno o mas vectores, vectores de produccion de vVARN o de proteinas, antes de otros
vectores, de produccion de vVARN o proteinas.

En una realizacién, la divulgacion proporciona un método para preparar un virus de la gripe recombinante
comprendiendo un segmento génico viral PB2 mutante. El método comprende contactar una célula huésped con
diversos vectores de gripe, incluyendo un vector que comprende la secuencia de segmento génico PB2 mutante,
para producir virus recombinante. Por ejemplo, la célula huésped es contactada con vectores para la produccion de
VARN, incluyendo un vector que comprende un promotor para la produccion de vARN unido operativamente a ADN
PA de un virus de la gripe, unido a una secuencia de terminacién de transcripcién, un vector comprendiendo un
promotor para la produccion de vVARN unido operativamente a ADN PBlde un virus de la gripe, unido a una
secuencia de terminacién de transcripcion, un vector que comprende un promotor para la produccién de vVARN unido
operativamente a ADN PB2 de un virus de la gripe mutante, unido a una secuencia de terminacion de transcripcion,
un vector comprendiendo un promotor para la produccion de VARN unido operativamente a ADN HA de un virus de
la gripe unido a una secuencia de terminacion de transcripcién, un vector comprendiendo un promotor para la
produccion de vVARN, unido operativamente a ADN NP de un virus de la gripe unido a una secuencia de terminacion
de transcripcion, un vector comprendiendo un promotor para la produccion de vVARN unido operativamente a ADN
NA de un virus de la gripe unido a una secuencia de terminacion de transcripcion, un vector comprendiendo un
promotor para la produccion de VARN unido operativamente a ADN M de un virus de la gripe, unido a una secuencia
de terminacion de transcripcién, y un vector comprendiendo un promotor para la produccién de vARN unido
operativamente a ADN NS (NS1 y NS2), de un virus de la gripe unido a una secuencia de terminacion de
transcripcion, donde el ADN PB2 mutante esta en una orientacién para la produccién de vVARN gendmico e incluye
secuencias de incorporacion 5' y 3', opcionalmente flanqueando una secuencia de nucleétidos heteréloga, y no
incluye secuencias contiguas correspondientes a las de un PB2 funcional, y vectores para la produccion de mARN
incluyendo un vector que comprende un promotor unido operativamente a un segmento de ADN que codifica PA de
virus de la gripe, un vector comprendiendo un promotor unido operativamente a un segmento de ADN codificando
PB1 de virus de la gripe, un vector comprendiendo un promotor unido operativamente a un segmento de ADN
codificando NP de virus de la gripe, donde la célula no es contactada por secuencias correspondientes a secuencias
codificantes de PB2 para la produccién de VARN. Opcionalmente, la célula huésped es contactada con un vector
que comprende un promotor unido operativamente a un segmento de ADN que codifica HA de virus de la gripe, un
vector comprendiendo un promotor unido operativamente a un segmento de ADN que codifica NA de virus de la
gripe, un vector comprendiendo un promotor unido operativamente a un segmento de ADN que codifica M1 de virus
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de la gripe, un vector comprendiendo un promotor unido operativamente a un segmento de ADN que codifica una
proteina M2, ej., una proteina M2 mutante, y un vector comprendiendo un promotor unido operativamente a un
segmento de ADN que codifica NS1 y/o NS2. En una realizacion, se proporcionan y emplean vectores separados
para mARN M1y M2, y/o para mARN NS1y NS2.

En una realizacion de un método para preparar un virus de la gripe recombinante biolégicamente contenido de la
invencion, cada cassette de transcripcion estd en un vector plasmidico. En una realizacion de un método de
preparacion de un virus de la gripe biolégicamente contenido de la invencion, una o mas cassettes de transcripcion
estan en uno o mas vectores plasmidicos, ej., un vector plasmidico tiene cassettes de transcripcion para la
produccién de vVARN de PA, PB1, HA, NP, NA, M1, NS1 y/o NS2, y cADN PB2 mutante. En una realizaciéon de un
método para preparar el virus de la gripe contenido bioldgicamente de la invencién, un vector plasmidico tiene una
de las cassettes de transcripcion para la produccion de mARN, y otro vector plasmidico tiene las otras cassettes de
transcripcion para la produccién de mARN. En una realizacion de un método para preparar el virus de la gripe
biolbgicamente contenido de la invencién, se emplean tres vectores plasmidicos para la produccion de mARN, cada
uno con una de las cassettes de transcripcion para la producciéon de mARN. En una realizaciéon de un método para la
preparacion del virus de la gripe biolégicamente contenido de la invencién, un vector plasmidico tiene seis de las
cassettes de trascripcion para la produccion de VARN, y otro vector plasmidico tiene la otra cassette de transcripcion
para la produccion de vARN, ej., un vector plasmidico tiene una de las cassettes de transcripcion para la produccion
de mARN, y otro vector plasmidico tiene las otras cassettes de transcripcion para la produccion de mARN. En una
realizacién de un método de preparacién de un virus de la gripe contenido biolégicamente de la invencion, se
emplean tres vectores plasmidicos para la produccion de mARN. En una realizacion de un método para la
preparacion del virus de la gripe biol6gicamente contenido de la invencion, un plasmido tiene las tres cassettes de
transcripcion para la produccién de mARN. En una realizacion de un método de preparacion de un virus de la gripe
contenido bioldgicamente de la invencion, el cDNA HA codifica un punto de escision avirulento. En una realizacion
de un método de preparacion de un virus de la gripe biolégicamente contenido de la invencion, HA y NA son del
mismo aislado de virus. En una realizacion de un método de preparacion de un virus de la gripe biol6gicamente
contenido de la invencidn, la HA es una HA tipo B.

El promotor o la secuencia de terminacion de transcripcion en un vARN o vector de expresion de proteina viral
puede ser el mismo o distinto respecto al promotor o cualquier otro vector. En una realizacién, el vector o plasmido
que expresa VARN de la gripe comprende un promotor adecuado para la expresion en por lo menos una célula
huésped particular, ej., células huésped de ave o mamifero, como células caninas, felinas, equinas, bovinas o de
primate, incluyendo células humanas, o para expresion en mas de un huésped. En una realizacion, el promotor Poll
para cada vector conteniendo Poll es el mismo. En una realizacion, el promotor Poll es un promotor Poll humano.
En una realizacion, el promotor Polll para cada vector que contiene Polll es el mismo. En una realizacion, el
promotor Poll para dos o mas, pero no todos los vectores que contienen Polll, es el mismo. En una realizacion, el
promotor Polll para cada vector que contiene Polll es diferente.

En otra realizacion, el método incluye el contacto de una célula huésped con un vector que tiene un promotor Polll
unido a una secuencia de terminacion de transcripcién Poll unido a DNA PA de un virus de la gripe unido a un
promotor Polll unido a una secuencia de terminacion de transcripcion (una cassette bidireccional) Polll, un vector
con un promotor Polll unido a una secuencia de terminacion de transcripcion Poll, unido a ADN PB1 de un virus de
la gripe unido a un promotor Poll unido a una secuencia de terminacién de transcripcion Polll, un vector con un
promotor Polll unido a una secuencia de terminacion de transcripcion Poll unido a DNA PB2 de un virus de la gripe
mutante, unido a un promotor Polll unido a una secuencia de terminacion de transcripcion Polll, un vector con un
promotor Polll unido a una secuencia de terminacion de transcripcion Polll, unido a ADN HA de un virus de la gripe
unido a un promotor Polll unido a una secuencia de transcripcion Polll, un vector con un promotor Polll unido a una
secuencia de terminacion de transcripcion Poll unido a DNA NP de un virus de la gripe unido a un promotor Poll
unido a una secuencia de terminacién de transcripcién Polll, un vector con un promotor Polll unido a una secuencia
de terminacion de transcripcion Poll unido ADN NA de un virus de la gripe unido a un promotor Poll unido a una
secuencia de terminacién de transcripcion Polll, un vector con un promotor Polll unido a una secuencia de
terminacion de transcripcion Poll unido a ADN M de un virus de la gripe unido a un promotor Poll unido a una
secuencia de terminacion de transcripcion Polll, y un vector con un promotor Polll unido a una secuencia de
terminacion de transcripcion Poll unido a ADN NS1 y/o NS2 de un virus de la gripe unido a un promotor Poll unido a
una secuencia de terminacion de transcripcion Polll. La célula huésped comprende ADN PB2 expresando una
proteina PB2, ej., de un promotor beta actina de pollo. No esta presente ninguna fuente de vVARN para PB2 de tipo
salvaje por lo que se proporciona un virus incompetente para replicacion.

En una realizacion, el promotor para la produccion de vARN en una cassette bidireccional incluye pero no esti
limitado a un promotor de ARN polimerasa | (Poll), ej., un promotor de ARN Poll humano, un promotor de ARN
polimerasa Il (Polll), un promotor de ARN polimerasa lll, un promotor SP6, un promotor T7, o un promotor T3. En
una realizacion, uno o mas vectores de VANR incluyen un promotor Polll y secuencias de ribozima 5' a secuencias
de virus de la gripe y las mismas o distintas secuencias de ribozima 3' a las secuencias del virus de la gripe. En una
realizacién, el segmento génico PB2 mutante esta en un vector y va unido operativamente a un promotor incluyendo,
pero sin limitacién, un promotor de ARN Palll, ej., un promotor de ARN Poll humano, un promotor de ARN Polll, un
promotor de ARN polimerasa Ill, un promotor SP6, un promotor T7, o un promotor T3. En una realizacion, los
vectores de VARN incluyen una secuencia de terminaciéon de transcripcion incluyendo, pero sin limitacién, una
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secuencia de terminacién de transcripcion Poll, una secuencia de terminaciéon de transcripcion Polll, o una
secuencia de terminacién de transcripcién Polll, 0 uno o mas ribozimas. Dentro del marco de la invencion, los
ribozimas incluyen, pero sin limitacion, ribozimas de tetrahymena, RNasa P, ribozimas de cabeza de martillo,
ribozimas de horquilla, ribozima de hepatitis, y también ribozimas sintéticas. En una realizacién, por lo menos un
vector para VARN comprende un promotor de ARN polimerasa Il unido a una secuencia de ribozima unido a
secuencias codificantes virales unido a otras secuencias de ribozima, opcionalmente unido a una secuencia de
terminacion de transcripcion de ARN polimerasa Il. En una realizacion, por lo menos 2, €j., 3, 4, 5, 6, 7 0 8, vectores
para la producciéon de vVARN comprenden un promotor de ARN polimerasa Il, una primera secuencia de ribozimas,
que es 5' en una secuencia correspondiente a secuencias virales incluyendo secuencias codificantes virales, que es
5' en una segunda secuencia de ribozimas, que es 5' en una secuencia de terminacién de transcripciéon. Cada
promotor de ARN polimerasa Il en cada vector de VARN puede ser el mismo o distinto del promotor de ARN
polimerasa Il en cualquier otro vector de VARN. De forma similar, cada secuencia de ribozimas en cada vector vVARN
puede ser la misma o distinta de las secuencias de ribozimas en cualquier otro vector de VARN. En una realizacién,
las secuencias de ribozimas en un vector individual no son las mismas.

La pluralidad de vectores, composiciones y células huésped de la divulgacién puede incluir también otro vector para
la produccion de vARN o de proteinas que incluye secuencias heterélogas, €j., para un gen terapéutico o profilactico
de interés, ej., un inmundgeno para un antigeno asociado al cancer, o para un patégeno, como una bacteria, un
virus no de la gripe, hongo u otro patégeno. Por ejemplo, el vector o plasmido que comprende el gen o cADN de
interés puede sustituir a un vector o plasmido para un gen viral de la gripe, o puede afiadirse a vectores o plasmidos
para todos los genes virales de la gripe. Asi, otra realizacion de la divulgacién comprende una composicion o
pluralidad de vectores como se describe anteriormente, en la que uno de los vectores es sustituido, 0 comprende
ademas, secuencias de virus de la gripe 5’, incluyendo opcionalmente secuencias codificantes de virus de la gripe 5'
0 una porcion de ellas, unido a una secuencia de &cido nucleico deseada, ej., un cADN deseado, unido a secuencias
de virus de la gripe 3' incluyendo opcionalmente secuencias codificantes de virus de la gripe 3' 0 una porcion de
ellas. En una realizacién, la secuencia de &acido nucleico deseado, como un cADN estd en una orientacion
antisentido (antigendmica). La introduccion de tal vector en conjuncion con los otros vectores descritos mas arriba en
una célula huésped permisiva para la replicacion del virus de la gripe, da como resultado el virus recombinante
comprendiendo VARN correspondiente a las secuencias heterélogas del vector.

En una realizacion, el virus recombinante de la divulgacién incluye uno o mas genes de virus de la gripe A. En otra
realizacién, el virus recombinante de la divulgacion puede incluir uno 0 mas genes de virus de la gripe B, €j., un gen
de HA de gripe B. Y aun en otra realizacion, el virus recombinante de la invencién puede incluir uno 0 mas genes de
virus de gripe C. El ADN para la produccion de vRAN de NA puede ser de cualquier NA, ej., cualquiera de N1-N9,
una secuencia quimérica de NA o cualquier secuencia de NA no nativa, y el ADN para la produccién de vARN de HA
puede ser de cualquier HA, ej., H1-H16, una secuencia quimerica de HA o cualquier secuencia de HA no nativa. En
una realizacion, los ADNs para la produccion de vVARN pueden ser para un virus de la gripe B o C. En una
realizacién, pueden introducirse en los vectores otras mutaciones atenuantes, ej., una mutaciéon en un punto de
escision de HA que tiene como resultado un punto no escindido. Los ADNs para la produccion de vARN de NA y HA
pueden ser de distintas cepas o aislados respecto a los de (6:1:1 reordenantes) o de la misma cepa o aislado (6:2
reordenantes), la NA puede ser de la misma cepa o aislado que para los genes internos (7:1 reordenante), o uno de
los genes internos, NA y HA pueden ser de la misma cepa o aislados (5:3 reordenante).

Los virus que pueden proporcionar los genes internos para reordenantes dentro del marco de la i |nvenC|on incluyen
virus que tienen elevados tltulos de celulas Vero, €j., titulos de como minimo aproximadamente 10° PFU/mI, ej.,
como minimo 10° PFU/ml, 10’ PFU/ml o 108 PFU/mI; elevados titulos en huevos embrlonados ej., tltulos de como
minimo aproximadamente 10" EID50 (Egg Infective Dose)/ml, ej.,, como minimo 10® EIDso/ml, 10° EID50/mI o]
10"°EIDso/ml; elevados titulos en MDCK, de AX5, células, ej., titulos de por lo menos aproximadamente 107 PFU/mI,
ej., como minimo 10® PFU/mI, o elevados titulos en dos o méas de esas células huésped. En una realizacion, los
ADNs para la produccién de vARN de vARN PB1, VARN PB2 mutante, vVARN PA,vARN NP, vVARN M (para M1 y/o
M2 o M1 y/o BM2), y/o vVARN NS (para NS1 y/o NS2), pueden tener secuencias de un virus de la gripe que se replica
a titulos elevados en células de cultivo de mamifero, como células AX4, células Vero o células PER.C6®, y también
opcionalmente huevos embrionados, y/o de un virus de vacuna, €j., uno que no cause enfermedad significativa en
humanos.

Por ejemplo, se pueden emplear reordenantes con genes internos de otros aislados PR8 o virus de vacunas en virus
reordenantes recombinantes de la invencion. En particular, se pueden emplear reordenantes 5:1:2 con segmentos
génicos PR8(UW) PB1, PB2, PA, NP, y M ("5") y PR8(Cam) NS ("1"); reordenantes 6:1:1 con PR8(UW) NA, PB1,
PB2, PA, NP, y M ("6") y PR8(Cam) NS ("1"); y se pueden emplear reordenantes 7:1 con PR8(UW) PB1, PB2, PA,
NP, M, NA, y NS ("7").

En una realizacion, los ADNs de los genes internos para PB1, PB2, PA, NP, M, y NS codifican proteinas con
sustancialmente la misma actividad que un polipéptido correspondiente codificado por una de las SEC. ID N°1-6 o
10-15. Como se emplea aqui, "sustancialmente la misma actividad” incluye una actividad que es aproximadamente
el 0,1%, 1%, 10%, 30%, 50%, 90%, €j., hasta el 100% o mas, o un nivel de proteina detectable de aproximadamente
el 80%, 90% o mas, de la actividad o nivel proteico, respectivamente, del correspondiente polipéptido de longitud
completa. En una realizacién, el acido nucleico es una secuencia que codifica un polipéptido que es
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sustancialmente el mismo que, €j., tiene por lo menos 80%, ej., 90%, 92%, 95%, 97% o 99%, incluyendo cualquier
entero entre 80 y 99, de identidad de secuencia de aminoacido contigua, un polipéptido codificado por una de la
SEC. ID N°1 -6 o0 10-15. En una realizacion, la molécula de &cido nucleico aislada y/o purificada comprende una
secuencia de nucleétido que es sustancialmente la misma que, €j., teniendo por lo menos un 50%, ej., 60%, 70%,
80% 0 90%, incluyendo cualquier entero entre 50 y 100, o mas de identidad de secuencia de acido nucleico
contigua a una de las SEC. ID N°:1-6 o 33-38 y, en una realizacion, codifica también un polipéptido con por lo menos
un 80%, ej., 90%, 92%, 95%, 97% 0 99%, incluyendo cualquier entero entre 80 y 99, de identidad de secuencia de
aminoacido contigua a un polipéptido codificado por una de las SEC. ID N°:1-6 o 10-15.

En una realizacion, el polipéptido del virus de la gripe tiene una o mas, por ejemplo, 2, 5, 10, 15, 20 o mas
sustituciones de aminoacidos conservadoras, ej., sustituciones conservadoras de hasta el 10% o 20% de los
residuos, respecto a un polipéptido codificado por una de las SEC. ID N°1-6 o 10-15. Las sustituciones
conservadoras del aminoacido se refieren a la intercambiabilidad de los residuos con cadenas laterales similares.
Por ejemplo, un grupo de aminoacidos con cadenas laterales alifaticas es glicina, alanina, valina, leucina e
isoleucina; un grupo de aminoacidos con cadenas laterales hidroxil-alifaticas es serina y treonina; un grupo de
aminoacidos con cadenas laterales conteniendo amidas es asparagina y glutamina; un grupo de aminoacidos con
cadenas laterales arométicas es fenilalanina, tirosina y triptéfano; un grupo de aminoacidos con cadenas laterales
bésicas es lisina, arginina e histidina; y un grupo de amino&cidos con cadena lateral que contenga azufre es cisteina
y metionina. En una realizacion, los grupos de sustitucién conservadora de aminoacidos son: valina-leucina-
isoleucina; fenialanina-tirosina; lisina-arginina; alanina-valina; glutamico-aspartico; y asparagina-glutamina. En una
realizacién, el polipéptido del virus de la gripe tiene una o mas, por ejemplo, 2, 3 0 4, sustituciones de aminoacidos
no conservadoras, respecto a un polipéptido codificado por una de las SEC. ID N°:1-6 o 10-15.

Los métodos de produccién de virus descritos aqui, que no requieren infeccién de virus helper, resultan Utiles en los
estudios de mutagénesis viral, y en la produccion de vacunas (ej., para SIDA, gripe, hepatitis B, hepatitis C, rinovirus,
filovirus, malaria, herpes, y fiebre aftosa) y vectores de terapia génica (ej., para cancer, SIDA, adenosina
desaminasa, distrofia muscular, deficiencia de ornitina transcarbamilasa y tumores del sistema nervioso central). Por
tanto, se proporciona un virus para su uso en terapia médica (ej., para una vacuna o terapia génica).

Los métodos incluyen la administracion a un organismo huésped, ej., un mamifero, de una cantidad efectiva del virus
de la gripe de la invencién, ej., una preparacion de virus vivo o inactivado, opcionalmente en combinacién con un
adyuvante y/o un portador, €j., en una cantidad efectiva para prevenir o mejorar la infeccion en un animal, como
puede ser un mamifero, por este virus o un virus estrechamente relacionado antigénicamente. En una realizacion, el
virus es administrado intramuscularmente, mientras en otra realizacién, el virus es administrado intranasalmente. En
algunos protocolos de dosificacion, todas las dosis pueden ser administradas intramuscular o intranasalmente,
mientras en otros se emplea una combinacion de administracion intramuscular e intranasal. En una realizacion, se
administran de dos a tres dosis. La vacuna puede ser multivalente como resultado de la secuencia de nucleétidos
heterdloga introducida en un segmento génico viral en el virus de la gripe de la invencién. La vacuna puede contener
ademas otros aislados de virus de la gripe, incluyendo virus de la gripe recombinante, otro(s) patégeno(s), agentes
bioldgicos adicionales o componentes microbianos, e€j., para formar una vacuna multivalente. En una realizacion, la
vacunacion intranasal, conteniendo, por ejemplo virus de la gripe inactivado y un adyuvante mucosal, puede inducir
IgA especifica del virus y anticuerpo neutralizante en la nasofaringe, ademas de 1gG sérica.

El virus de la gripe de la invenciéon puede emplearse con otros antivirales, ej., amantadina, rimantadina y/o
inhibidores de la neuraminidasa, €j., puede ser administrado separadamente en conjuncién con esos antivirales, por
ejemplo, administrado antes, durante y/o después.

En una realizacion, los virus de la gripe de la invencion pueden ser vectores de vacuna para el virus de la gripe y por
lo menos otro patégeno, como un patégeno bacteriano o viral, 0 para un patégeno distinto al virus de la gripe,
patégenos incluyendo pero sin limitacién, lentivirus tales como VIH, virus de la hepatitis B, virus de la hepatitis C,
virus herpes tales como CMV o HSV, virus de la fiebre aftosa, virus del sarampion, virus de la rubeola, virus de la
parotiditis, rinovirus humano, virus paragripales, tales como el virus sincitial respiratorio y el virus paragripal tipo 1
humano, coronavirus, virus nipah, hantavirus, virus de la encefalitis japonesa, rotavirus, virus del dengue, virus del
Nilo Occidental, Streptococcus pneumoniae, Mycobacterium tuberculosis, Bordetella pertussis, o Haemophilus
influenza. Por ejemplo, el virus de la gripe biol6gicamente contenido de la invencion puede incluir secuencias para la
proteina H del virus del sarampion, proteina E1 de la envoltura viral del virus de la rubeola, proteina HN del virus de
la parotiditis, RV capside proteinica VP1 de rinovirus humano, proteina G de virus sincitial respiratorio, proteina S de
coronavirus, proteina G o F de virus nipah, proteina G de hantavirus, proteina E del virus de la encefalitis japonesa,
VP6 de rotavirus, proteina E de virus del dengue, proteina E del virus del Nilo Occidental, PspA de Streptococcus
pneumonia, HSP65 de Mycobacterium tuberculosis, IRP1-3 de Bordetellapertussis, o la proteina de utilizacion heme,
el antigeno protector de superficie D15, proteina de unién heme A, o proteina de membrana exterior P1, P2, P5 o P6
de Haemophilus influenza.

Se proporciona ademas un método para detectar anticuerpos neutralizantes para una cepa de virus de la gripe
seleccionada en una muestra fisiolégica de un vertebrado. El método incluye contactar la muestra, un virus
recombinante de la invencion que exprese A y/o NA de la cepa seleccionada, y células susceptibles de infeccién por
virus de la gripe. Se detecta la presencia o cantidad del reporter o el antigeno en las células, donde la ausencia del
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reporter 0 antigeno o una cantidad reducida del reporter o antigeno en la muestra en relacion con una muestra
control, es indicativo de un vertebrado que ha sido infectado con la cepa de virus de la gripe.

Breve Descripcion de las Figuras

Figura 1. Diagrama esquematico de VARNs PB2 mutantes y sus eficiencias en la formacion e incorporacion de
viriones. Las cifras de VLPs y las eficiencias de incorporacion de viriones de vVARNs PB2 mutantes fueron
determinados utilizando las cifras de células expresando WSN HA y GFP como denominador. Todos los mutantes se
muestran en la orientacion de sentido negativo. Cada mutante contiene el marco de lectura GFP (barra verde); 27 y
34 nucledtidos de las regiones no codificantes 3' y 5', respectivamente (barras grises); y regiones codificantes de
varias longitudes (barras negras). Las lineas de puntos representan secuencias borradas de la region codificante
PB2. PB2(-) indica la omision de este VARN (es decir, los VLPs se generaron utilizando solamente siete segmentos
VARN).

Figura 2. Ejemplo de secuencias génicas internas de virus de vacuna (SEC. ID N°:1-8 y 10-15).

Figura 3. Caracterizacién de virus PR8/PB2-GFP. A) Diagrama esqueméatico de VARNSs tipo salvaje PB2 y
PB2(120)GFP(120). vVARN PB2(120)GFP(120) posee la region no codificante 3', 120 nucleotidos de la secuencia
codificante de vVARN PB2, el gen GFP, y 120 nucleétidos de las regiones 3’ codificantes y 5’ no codificantes de vARN
PB2. La region no codificante y las regiones codificantes de VARN PB2 estan representadas por barras grises y
rojas, respectivamente. El gen GFP viene representado por la barra verde. B) Expresion génica PB2 en células
AX4/PB2 (las células AX4 se derivan de células MDCK). Se extrajo ARN de células AX4 tipo salvaje y AX4/PB2. Se
realizé RT-PCR utilizando un cebador oligo(dT) seguido por sintesis de cADN y PCR con cebadores especificos PB2
(panel superior) o beta-actina canina (panel inferior). C) Expresion de proteina PB2 en células AX4/PB2. Las células
reaccionaron con un anticuerpo anti-PB2 18/1 (Hatta et al., 2000) (paneles de la izquierda) y Hoechst 33342
(paneles de la derecha). Barra de escala, 50 um. D) Cinética de crecimiento de PR8/PB2-GFP monitorizada durante
72 horas. Células tipo salvaje AX4 (panel superior) y AX4/PB2 (panel inferior) fueron infectadas con virus tipo salvaje
PR8 (rojo) o PR8/PB2-GFP (verde) a una MOI (multiplicidad de infeccion) de 0,001. Los sobrenadantes recogidos en
los puntos de tiempo indicados fueron ensayados respecto a virus infecciosos en ensayos de placa con células
AX4/PB2.

Figura 4. Acomodacion de varios genes HA en virus PB2-KO. Expresion HA en células infectadas con virus PB2-KO.
Células AX4/PB2 fueron infectadas con PR8/PB2-GFP, WSN/PB2-GFP, CA04/PB2-GFP, o VN1203/PB2-GFP. A las
16 horas post infeccion, las células fueron tefiidas con anticuerpos monoclonales especificos para WSN, CA04, o
proteina VN1203 HA. La expresion de HA y GFP fue examinada utilizando microscopio fluorescente.

Figura 5. Acomodacion de varios genes reporter en virus PB2-456 KO. A) Actividad de luciferasa en células
infectadas con virus PB2-KO. Células AX4 tipo salvaje y AX4/PB2 fueron infectadas con PR8/PB2-Fluc (grafico
superior) y PR8/PB2-Rluc (gréfico inferior) a las MOIs indicadas. A las 8 horas post infeccion se midieron las
actividades Fluc y Rluc en las células utilizando un sistema de ensayo de reporter de luciferasa dual. Los resultados
de células infectadas por virus fueron comparados con los procedentes de células no infectadas (indicadas por '0) y
se calcularon los valores de P utilizando el test t de Student. Asterisco, P < 0,05. RLU, unidad de luz relativa. B)
Intensidad de GFP en células infectadas por virus PB2-KO. Células AX4/PB2 fueron infectadas con PR8/PB2-GFP
con la MOl indicada. A las 8 horas post infeccién se midi6 la intensidad de GFP con el lector de microplacas Infinite
M1000. Los resultados de las células infectadas por virus fueron comparados con los procedentes de células no
infectadas (indicadas por '0") y se calcularon los valores de P utilizando el test t de Student. Asterisco, P < 0,05.
RFU, unidad fluorescente relativa.

Figura 6. Ensayo de microneutralizacion basado en virus PB2-KO. Células AX4/PB2 fueron infectadas con 100 PFU
de CAO04/PB2-Rluc que se mezclaron previamente con sueros de hurédn diluidos en pocillos triplicados. Se midio la
actividad Rluc en las células utilizando un sistema de ensayo luciferasa Renilla a las 24 horas post infeccién. Los
resultados de las células infectadas por virus fueron comparados con los procedentes de células infectadas con virus
de suero no tratados (indicado por 'Suero (-)). Se calcularon los valores de P utilizando el test t de Student.
Asterisco, P< 0,05. RLU, unidad de luz relativa.

Figura 7. Cambio en peso corporal tras la exposicién en ratones. Ratones inmunizados con los agentes indicados
una (A), dos (B), o tres veces (C) fueron expuestos a 0,5 (i) o 5 (ii) MLDso de virus PR8. Los valores se expresan
como cambios medios en peso corporal + DE (n = 3).

Figura 8. Respuestas de anticuerpos especificos de virus en ratones inmunizados. Se utilizo virus PR8 purificado
como antigeno para analizar los titulos de anticuerpos IgG e IgA en suero, lavados nasales y fluidos BAL (superior,
medio e inferior, respectivamente) de ratones mock inmunizados con medio o inmunizados con el virus inactivado
con formalina o con el virus PB2-KO. Se obtuvieron sueros (paneles superiores) en diferentes tiempos, es decir,
prevacunacion (barras A), antes de la segunda vacunacion (barras B), antes de la tercera vacunacion (barras C), y
antes de la exposicién (barras D). Se obtuvieron lavados nasales y fluidos BAL (paneles medios e inferiores,
respectivamente) 1 dia antes de la exposicién de ratones a quienes se administraba 1 vacunacion (barras 1), 2
vacunaciones (barras 2), o 3 vacunaciones (barras 3). Los valores se expresan como la absorbancia media *
desviacion estandar (DE) (n = 3). Se indica significacion estadistica entre las muestras obtenidas de ratones
inmunizados con virus inactivado y virus PB2-KO.

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2655051 T3

Figura 9. Titulos virales en los pulmones y cornetes nasales (CN) de ratones inmunizados tras la exposicion. Las
cifras del eje x indican el numero de vacunaciones. Tres ratones BALB/c por grupo fueron infectados
intranasalmente con las dosis indicadas de virus PR8 (50 pl por ratén) y sacrificados los dias 3 y 6 post infeccion
para la titulacién del virus. Las barras indican el titulo viral en cada 6rgano de cada ratén. La ausencia de barras
indica que los titulos virales estaban por debajo del limite de deteccion de 5 PFU/ml/6rgano.

Figura 10. Deteccién de anticuerpos contra GFP en el suero de ratones inmunizados con el virus PB2-KO. Células
confluentes 293 que expresan transitoriamente GFP fueron tratadas con suero (dilucion 1/20) obtenido de ratones
inoculados con medio (A), el virus inactivado con formalina (B), o el virus PB2-KO (C) o fueron tratadas con un
anticuerpo anti-GFP comercial (D). EI ADN (primera columna) fue tefiido con Hoechst 33342. GFP (segunda
columna) representa células transfectadas con un plasmido para la expresion de GFP. El anticuerpo GFP (tercera
columna) representa la presencia del anticuerpo GFP en las muestras. Estas tres imagenes fueron fusionadas
(cuarta columna). Barras de escala, 20 pm.

Figura 11. Deteccién de expresion de antigeno heterélogo tras infeccion de células con virus PB2-KO con
secuencias para PspA de neumococos (S. pneumoniae). Se utilizaron anticuerpos de antivirus de la gripe y
anticuerpos anti-PspA para detectar la expresion de virus de la gripe y proteinas PspA en células con PB2-KO-GFP
0 PB2-KO-PspA.

Figura 12. Cinética de crecimiento de PB2-KO-PspA en células que no expresan PB2 y células que expresan PB2
establemente.

Figura 13. IgG e IgA especificas de antigeno de la gripe en suero, BAL y lavados nasales de ratones inmunizados
tres veces con PB2-KO-PspA o PB2-KO-GFP.

Figura 14. 1gG especifica de PspA en suero de ratones inmunizados tres veces con PB2-KO-PspA.

Figura 15. IgG e IgA especificas de PspA en BAL y lavados nasales de ratones inmunizados tres veces con PB2-
KO-PspA.

Figura 16. Supervivencia post exposicion de ratones inmunizados tres veces con PB2-KO-PspA y expuestos a 10
DLso 0 100 DLsp de virus de la gripe.

Figura 17. Replicacion del virus en el tracto respiratorio el dia 3 post exposicion en ratones inmunizados tres veces
con PB2-KO-PspA y expuestos a 10 DLsg 0 100 DLsg de virus de la gripe.

Figura 18. NUumero de neumococos en lavados nasales de ratones inmunizados tres veces con PB2-KO-PspA o
PB2-KO-GFP y expuestos a 10°CFU S. pneumoniae (EF3030)/raton.

Figura 19. Supervivencia post exposicién de ratones inmunizados tres veces con PB2-KO-PspA y expuestos a 2 x
10" CFU neumococos WU2 (una cepa letal)/ratén.

Descripcion Detallada
Definiciones

Como se utiliza aqui, virus "infeccioso, biolégicamente contenido” significa que el virus es incapaz de producir
progenie en células normales, o incapaz de una replicacion significativa in vitro o in vivo, ej., titulos inferiores a
aproximadamente 10% a 10° PFU/mI, en ausencia de virus helper o una proteina viral suministrada establemente en
trans.

Como se utiliza aqui, virus de "replicacion deficiente" signi;ica que el virus puede replicarse de forma limitada in vitro
0 in vivo, ej., titulos de como minimo aproximadamente 10 a 10° PFU/ml, en ausencia de virus helper o una proteina
viral suministrada en trans.

Como se utiliza aqui, el término “aislado” se refiere a un preparacion in vitro, y/o aislamiento de una molécula de
acido nucleico, ej., vector o plasmido, péptido o polipéptido (proteina), o virus de la invencion, de forma que no esta
asociado a sustancias in vivo, o es purificado sustancialmente a partir de sustancias in vitro. Una preparacion de
virus aislado se obtiene generalmente por cultivo in vitro y propagacién, y o via paso en huevos, y carece
sustancialmente de otros agentes infecciosos.

Como se utiliza aqui, “sustancialmente purificado” significa que la especie objeto es la especie predominante, €j., en
base molar es mas abundante que cualquier otra especie individual en una composicion, y de preferencia representa
por lo menos aproximadamente el 80% de las especies presentes y opcionalmente el 90% o mas, e€]. el 95%, 98%,
99% 0 mas, de las especies presentes en la composicion.

Como se utiliza aqui, "sustancialmente carente" significa por debajo del nivel de deteccién para un agente infeccioso
en particular utilizando métodos de deteccion estandar para ese agente.

Un virus “recombinante” es uno que ha sido manipulado in vitro, ej., utilizando técnicas de ADN recombinante, para
introducir cambios en el genoma viral. Los virus recombinantes pueden ser preparados mediante técnicas
recombinantes o no recombinantes.
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Como se utiliza aqui, el término “acido nucleico recombinante” o “secuencia o segmento de ADN recombinante” se
refiere a un acido nucleico, ej., a ADN que ha sido derivado o aislado a partir de una fuente, que puede ser
posteriormente alterado quimicamente in vitro de forma que su secuencia no se produce naturalmente o
corresponde a secuencias que se produzcan naturalmente que no estan posicionadas como deberian en el genoma
nativo. Un ejemplo de ADN “derivado” de una fuente seria una secuencia de ADN identificada como un fragmento
util, y que es entonces sintetizada quimicamente en forma esencialmente pura. Un ejemplo de tal ADN “aislado” de
una fuente seria una secuencia de ADN Uutil que es escindida o separada de dicha fuente por medios quimicos, €j.,
por el uso de endonucleasas de restriccion, de forma que puede ser posteriormente manipulada, ej., ampliada, para
su uso en la invencién, por la metodologia de ingenieria genética.

Como se utiliza aqui, una secuencia de nucledtidos “heterdloga” procede de una fuente distinta a un virus de la gripe
parental, ej., un gen reporter o un gen de otro virus u organismo, €j., una bacteria, o procede de una fuente de virus
de la gripe, pero esta en un contexto que no imita un genoma de virus de la gripe nativo, €j., es un subconjunto de
un segmento génico de virus de la gripe de longitud completa y esta en un contexto no nativo, ej., fusionado a
secuencias codificantes de PB2 truncadas.

Como se utiliza aqui un gen o segmento génico del virus de la gripe “heterélogo” procede de una fuente de virus de
la gripe distinta a una mayoria de los otros genes o segmentos génicos virales de la gripe en un virus de la gripe
recombinante, ej., reordenante.

Los términos “polipéptido aislado”, “péptido aislado” o “proteina aislada” incluyen un polipéptido, un péptido o una
proteina codificados por cADN o ARN recombinante, incluyendo uno de origen sintético, o alguna combinacion de
los mismos.

El término “proteina recombinante” o “polipéptido recombinante”, como se emplea aqui, se refiere a una molécula
proteica expresada de una molécula de ADN recombinante. Por el contrario, el término “proteina nativa” se utiliza
aqui para indicar una proteina aislada de una fuente natural (es decir, una no recombinante). Se pueden utilizar
técnicas biolodgicas moleculares para producir una forma recombinante de una proteina con propiedades idénticas en
comparacion con la forma nativa de la proteina.

Los métodos de alineaciéon de secuencias para comparacion son bien conocidos en la técnica. Asi la determinacion
de la identidad porcentual entre dos secuencias cualesquiera puede realizarse utilizando un algoritmo matematico.

Se pueden utilizar implementaciones informaticas de esos algoritmos matematicos para la comparacion de
secuencias, para determinar la identidad de las secuencias. Con estos programas, las alineaciones pueden
realizarse utilizando pardmetros por defecto. El software para realizar analisis BLAST esta disponible publicamente a
través de la National Center for Biotechnology Information (http://www.ncbi.nIm.nih.gov/). El algoritmo puede incluir
primero identificar pares de secuencias de alta puntuacion (high scoring sequence pairs, HSPs) identificando
palabras cortas de longitud W en la secuencia de consulta, que coinciden o satisfacen alguna puntuacion umbral (T)
valorada positivamente al alinearlo con una palabra de la misma longitud en una secuencia de la base de datos. T se
refiere al umbral de puntuacion de la palabra vecina. Esos aciertos iniciales de palabra vecina actian como semillas
para iniciar busquedas para hallar HSPs de més longitud que los contengan. Los aciertos de palabras se amplian
entonces en ambas direcciones a lo largo de cada secuencia hasta donde puede aumentarse la puntuacién de
alineacion acumulativa. Las puntuaciones acumulativas se calculan utilizando, para las secuencias de nucle6tidos,
los pardmetros M (puntuacion premio para un par de residuos coincidentes; siempre > 0) y N (puntuacién penalidad
para residuos no coincidentes; siempre < 0). Para secuencias de aminoacidos se utiliza una matriz de puntuacion
para calcular la puntuacion acumulativa. La extension de los aciertos de palabras en cada direccién se detiene
cuando la puntuaciéon de alineacion acumulativa desciende la cantidad X de su valor maximo alcanzado, la
puntuacién acumulativa tiende a cero o por debajo de cero debido a la acumulacién de una o mas alineaciones de
residuos con puntuacién negativa, o se alcanza el extremo de una de las secuencias.

Ademas de calcular el porcentaje de identidad de la secuencia, el algoritmo BLAST puede también realizar un
andlisis estadistico de la semejanza entre dos secuencias. Una medida de semejanza proporcionada por el
algoritmo BLAST puede ser la probabilidad de suma mas pequefia (P(N)), que proporciona una indicacién de la
probabilidad de que se produzca por azar una coincidencia entre dos secuencias de nucleétidos o aminoacidos. Por
ejemplo, una secuencia de &cido nucleico de test es considerada similar a una secuencia de referencia si la
probabilidad de suma mas pequefia en una comparacion de la secuencia de acido nucleico de test con la secuencia
de &cido nucleico de referencia es inferior a aproximadamente 0,1, de preferencia menos de aproximadamente 0,01,
y mejor ain menos de aproximadamente 0,001.

El programa BLASTN (para secuencias de nucle6tidos) puede utilizar como defectos una longitud de palabra (W) de
11, una expectativa (E) de 10, un corte de 100, M=5, N=-4, y una comparacién de ambas cadenas. Para secuencias
de aminoécidos, el programa BLASTP puede utilizar como defectos una longitud de palabra (W) de 3, una
expectativa (E) de 10, y la matriz de puntuacion BLOSUMG62. Ver http://www.ncbi.n1 m.nih.gov. La alineacion puede
realizarse también manualmente por inspeccion.

Para comparacion de secuencia, tipicamente una secuencia actlla como secuencia de referencia con la que se
comparan las secuencias de test. Al utilizar un algoritmo de comparacién de secuencias, las secuencias de testy de
referencia se introducen en un ordenador, se designan coordinadas de subsecuencias si es necesario, y se
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designan parametros de programa de algoritmo de secuencias. El algoritmo de comparacion de secuencias calcula
entonces el porcentaje de identidad de secuencia para la(s) secuencia(s) de test en relacién con la secuencia de
referencia, en base a los parametros de programa designados.

Virus de la gripe

El ciclo vital de los virus incluye generalmente la unién a los receptores de la superficie celular, la entrada en la
célula y descapsidacion del acido nucleico viral, seguido de la replicacion de los genes virales dentro de la célula.
Tras la sintesis de nuevas copias de proteinas y genes virales, estos componentes se ensamblan en particulas de
virus de progenie, que salen entonces de la célula (revisado por Roizman y Palese, 1996). Diferentes proteinas
virales desemparfian un papel en cada uno de estos pasos.

El virus de la gripe A es un virus envuelto de cadena negativa con ocho segmentos de ARN encapsulado con
nucleoproteina (NP) (revisado por Lamb y Krug, 1996). Los ARNs virales de ocho cadenas simples de sentido
negativo (VARNSs) codifican un total de diez a once proteinas. El ciclo vital del virus de la gripe comienza con la unién
de la hemaglutinina (HA) a receptores conteniendo acido siélico en la superficie de la célula huésped, seguido de
endocitosis mediada por receptor. El pH bajo en endosomas tardios desencadena un cambio conformacional en la
HA, exponiendo asi el terminal N de la subunidad HA2 (el denominado péptido de fusion). El péptido de fusién inicia
la fusion de la membrana viral y endosomal, y la proteina matriz (M1), y los complejos RNP son liberados al
citoplasma. Los RNPs consisten en la nucleoproteina (NP), que encapsula el VARN, y el complejo de polimerasa
viral, que esta formado por las proteinas PA, PB1, y PB2. Los RNPs son transportados al nicleo, donde se produce
la transcripcion y la replicacion. El complejo ARN polimerasa cataliza tres reacciones distintas: sintesis de un mARN
con una estructura 5' cap y 3' polyA, de un ARN complementario de longitud total (cARN), y de VARN genémico
utilizando el cADN como plantilla. Los VARNs, NP y proteinas de polimerasa de nueva sintesis se ensamblan
entonces en RNPs, son exportados del nucleo y transportados a la membrana plasmatica, donde se produce la
gemacion de particulas de virus de progenie. La proteina neuraminidasa (NA) desempefia un papel crucial tardio en
la infeccién eliminando el acido sidlico de los sialil oligosacaridos, liberando asi viriones de nuevo ensamblaje de la
superficie celular y evitando la autoagregacion de las particulas virales. Aunque el ensamblaje del virus incluye
interacciones proteina-proteina y proteina-vaRN, la naturaleza de tales interacciones es desconocida en gran
medida.

Aunque los virus de la gripe B y C son estructural y funcionalmente similares al virus de la gripe A, hay algunas
diferencias. Por ejemplo, el segmento M del virus de la gripe B codifica dos proteinas, M1 y BM2, mediante un
esquema de terminacién-reinicio de cistrones en tandem, y el segmento NA codifica las proteinas NA y NB de un
mMARN bicistrénico. El virus de la gripe C, que tiene 7 segmentos de VARN, se basa en transcripciones empalmadas
para producir proteina M1; el producto de un mARN no empalmado es escindido proteoliticamente para producir la
proteina CM2. Ademas, el virus de la gripe C codifica una HA-esterasa (HEF) mas que proteinas HA y NA
individuales.

Abarcando la membrana viral del virus de la gripe A hay tres proteinas: hemaglutinina (HA), neuraminidasa (NA), y
M2. Los dominios extracelulares (ectodominios) de HA y NA son muy variables, mientras que el ectodominio de M2
es esencialmente invariable entre los virus de la gripe A. Se cree que la proteina M2, que posee actividad de canal
ionico (Pinto et al., 1992), funciona en un estadio precoz del ciclo vital del virus, entre la penetracion en la célula
huésped y la descapsizacion del ARN viral (Martin y Helenius, 1991; revisado por Helenius, 1992; Sugrue et al.,
1990). Una vez los viriones han pasado la endocitosis, se cree que el canal iénico M2 asociado al virion, un paquete
helicoidal homotetramero permite a los protones fluir del endosoma al interior del virion, para interrumpir las
interacciones del complejo acido-labil proteina M1-proteina ribonucleica (RNP), favoreciendo asi la liberacion de
RNP en el citoplasma (revisado por Helenius, 1992). Ademas, entre algunas cepas de gripe cuyas HAs estan
escindidas intracelularmente (ej., A/ffowl plagues/Rostock/34), se cree que el canal i6nico M2 eleva el pH de la red
trans-Golgi, evitando cambios conformacionales en la HA debido a condiciones de pH bajo en este compartimento
(Hay et al., 1985; Ohuchi et al., 1994; Takeuchi and Lamb, 1994).

Lineas celulares que pueden ser utilizadas en la presente invencion

Cualquier célula, ej., cualquier célula de ave o mamifero, como un ser humano, e€j., células 293T o PER.C6®, o
caninas, bovinas, equinas, felinas, porcinas, ovinas, de roedor, por ejemplo de vison, €j., células MvLul o hamster,
€j., células CHO, de primate no humano, e€j., células Vero, o células de vertebrado superior no primate, €j., células
MDCK, incluyendo células mutantes tales como células AX4, que sustentan la replicacion eficiente del virus de la
gripe, pueden ser utilizadas para aislar y/o propagar los virus de la gripe. Los virus aislados pueden ser utilizados
para preparar un virus reordenante. En una realizacion, las células huésped para la producciéon de vacunas son
lineas continuas celulares de mamifero o ave, o cepas celulares. Se puede realizar una caracterizacion completa de
las células a utilizar, por lo que se pueden incluir tests apropiados para la pureza del producto final. Los datos que
pueden utilizarse para la caracterizaciéon de una célula incluyen (a) informacién sobre su origen, derivacion e historia
de paso; (b) informacién sobre su crecimiento y caracteristicas morfolégicas; (c) resultados de tests de agentes
adventicios; (d) caracteristicas distintivas, como patrones bioquimicos, inmunolégicos y citogénicos que permitan
reconocer claramente a las células de otras lineas celulares; y (e) resultados de tests de tumorigenicidad. En una
realizacion, el nivel de paso, o duplicacién de la poblacion, de la célula huésped utilizada es lo mas bajo posible.
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En una realizacién, las células son lineas celulares continuas certificadas o certificables por la OMS. Los requisitos
para la certificacion de tales lineas celulares incluyen la caracterizacion respecto a por lo menos una caracteristica
de genealogia, crecimiento, marcadores inmunologicos, susceptibilidad viral, tumorigenicidad y condiciones de
conservacion, asi como pruebas en animales, huevos y cultivo celular. Tal caracterizacién se utiliza para confirmar
gue las células carecen de agentes adventicios detectables. En algunos paises puede requerirse también cariologia.
Ademas, se puede comprobar la tumorigenicidad en células que estan en el mismo nivel de paso que las utilizadas
para la produccion de vacunas. El virus puede purificarse mediante un proceso que ha demostrado ofrecer
resultados consistentes, antes de la produccién de la vacuna (ver, ej., Organizacién Mundial de la Salud, 1982).

Los virus producidos por la célula huésped pueden ser purificados altamente antes de la formulacién de la vacuna o
terapia génica. En general, los procedimientos de purificacion consisten en una amplia eliminaciéon de ADN celular y
otros componentes celulares y agentes adventicios. También se pueden utilizar procedimientos que degraden o
desnaturalicen ampliamente el ADN.

Vacunas de la gripe

Una divulgacion de vacuna puede incluir un virus de la gripe recombinante aislado, y opcionalmente otro u otros
virus aislados, incluyendo otros virus de la gripe aislados, una o mas proteinas o glicoproteinas inmunogénicas de
uno o mas virus de la gripe aislados 0 uno o mas patégenos distintos, €j., una proteina inmunogénica procedente de
una o mas bacterias, virus no de la gripe, levaduras u hongos, o &acido nucleico aislado codificando una o mas
proteinas virales (gj., vacunas de ADN), incluyendo una o mas proteinas inmunogénicas del virus de la gripe aislado
de la invencion. En una realizacion, los virus de la gripe pueden ser vectores de vacunas de virus de la gripe u otros
patégenos.

Una vacuna de virion completo puede ser concentrada por ultrafiltracion y luego purificada por centrifugacion zonal o
cromatografia. Virus distintos al de la invencién, como los incluidos en una vacuna multivalente, pueden ser
inactivados antes o después de la purificacion utilizando formalina o beta-propiolactona, por ejemplo.

Una vacuna subunitaria comprende glicoproteinas purificadas. Una vacuna asi puede ser preparada como sigue:
utilizando suspensiones virales fragmentadas por tratamiento con detergente, los antigenos de superficie se
purifican, por ejemplo por ultracentrifugacion. Las vacunas subunitarias contienen asi principalmente proteina HA y
también NA. El detergente utilizado puede ser por ejemplo detergente catidnico, como hexadecil trimetil bromuro de
amonio (Bachmeyer, 1975), un detergente anionico, como desoxicolato de amonio (Laver & Webster, 1976); o
detergente aniénico como el que se comercializa con el nombre de TRITON X100. La hemaglutinina puede ser
también aislada tras tratamiento de los viriones con una proteasa, como la bromelina, y luego purificada. La vacuna
subunitaria puede combinarse con un virus atenuado de la invencién en una vacuna multivalente.

Una vacuna fraccionada comprende viriones que han sido sometidos a tratamiento con agentes que disuelven los
lipidos. Una vacuna fraccionada puede prepararse como sigue: una suspension acuosa del virus purificado obtenido
como se indica anteriormente, inactivado o no, es tratado, bajo agitacion, por disolventes de lipidos como el éter
etilico o cloroformo, asociados a detergentes. La disolucion de los lipidos de la envoltura viral produce la
fragmentacion de las particulas virales. La fase acuosa se recupera conteniendo la vacuna fraccionada, constituida
principalmente por hemoglutinina y neuraminidasa con su envoltura original de lipidos eliminada, y el nucleo o sus
productos de degradacién. A continuacidn, son inactivadas las particulas infecciosas residuales si esto no se ha
hecho ya. La vacuna fraccionada puede combinarse con un virus atenuado de la invencién en una vacuna
multivalente.

Vacunas inactivadas. Las vacunas del virus de la gripe inactivadas se obtienen inactivando virus replicados
utilizando métodos conocidos, como pero sin limitacion, tratamiento con formalina o B-propiolactona. Los tipos de
vacuna inactivada que pueden utilizarse en la invenciéon pueden incluir vacunas de virus enteros (whole-virus, WV) o
vacunas de subviriones (SV) (fraccionadas). La vacuna WV contiene virus intactos inactivados, mientras que la
vacuna SV contiene virus purificados alterados con detergentes que solubilizan la envoltura viral que contiene
lipidos, seguido de la inactivacion quimica de los virus residuales.

Ademas, entre las vacunas que pueden utilizarse se incluyen las que contienen proteinas de superficie HA y NA
aisladas, a las que se hace referencia como antigeno de superficie o vacunas subunitarias.

Vacunas de virus vivos atenuados. Pueden usarse vacunas del virus de la gripe vivos atenuados, como las que
incluyen un virus recombinante de la invencién, para prevenir o tratar la infeccion por virus de la gripe. Se puede
conseguir la atenuacion en un simple paso por transferencia de genes atenuados de un virus donante atenuado a un
virus replicado o reordenado aislado segun los métodos conocidos. Dado que la resistencia al virus de la gripe A
esta mediada basicamente por el desarrollo de una respuesta inmune a las glicoproteinas HA y/o NA, los genes que
codifican estos antigenos de superficie proceden de los virus reordenados o aislados clinicos. Los genes atenuados
derivan de un progenitor atenuado. En este enfoque, los genes que confieren atenuacién generalmente no codifican
las glicoproteinas HA y NA.

Hay disponibles virus (virus de la gripe donantes) que son capaces de atenuar reproduciblemente virus de la gripe,
€j., un virus donante adaptado al frio (ca) para la produccion de vacuna atenuada. Se pueden generar vacunas de
virus reordenantes vivos atenuados apareando el virus donante ca con virus replicado virulento. La progenie
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reordenante es seleccionada entonces a 25°C (restrictivo para la replicacién de virus virulento), en presencia de un
antisuero apropiado, que inhibe la replicacion de los virus que tienen los antigenos de superficie del virus donante ca
atenuado. Los reordenantes Utiles son: (a) infecciosos, (b) atenuados para mamiferos no adultos seronegativos y
mamiferos adultos cebados inmunolégicamente, (c) estables inmunogénica y (d) genéticamente. La
inmunogenicidad de los reordenantes ca es paralela a su nivel de replicacion. Asi, la adquisicion de los seis genes
transferibles del virus donante ca por nuevos virus tipo salvaje ha atenuado de forma reproducible estos virus para
su uso en la vacunacion de mamiferos susceptibles, tanto adultos como no adultos.

Se pueden introducir otras mutaciones atenuantes en genes de virus de la gripe por mutagénesis dirigida al sitio
para rescatar virus infecciosos con esos genes mutantes. Se pueden introducir mutaciones atenuantes en regiones
no codificantes del genoma, asi como también en regiones codificantes. Tales mutaciones atenuantes pueden ser
introducidas también en genes distintos de HA o NA, €j., el gen M2. Asi, pueden generarse también nuevos virus
donantes que tengan mutaciones atenuantes introducidas por mutagénesis dirigida al sitio, y tales virus donantes
nuevos pueden ser utilizados en la produccion de candidatos de vacunas reordenantes vivas atenuadas, en una
forma anéloga a la descrita anteriormente para el virus donante ca. De forma similar, otras cepas donantes
atenuadas conocidas pueden ser reordenadas con virus de la gripe para obtener vacunas atenuadas adecuadas
para su uso en la vacunacion de mamiferos.

En una realizacion, tales virus atenuados conservan los genes del virus que codifican determinantes antigénicos
sustancialmente similares a los de los aislados clinicos originales. Esto es porque el objetivo de la vacuna atenuada
es proporcionar sustancialmente la misma antigenicidad que el aislado clinico original del virus, careciendo al mismo
tiempo de patogenicidad hasta el grado de que la vacuna tenga una probabilidad minima de producir enfermedad
grave en el mamifero vacunado.

Asi, los virus en una vacuna multivalente pueden ser atenuados o inactivados, formulados y administrados, segun
métodos conocidos, como una vacuna para inducir una respuesta inmune en un animal, ej., un mamifero. Son bien
conocidos por los expertos los métodos para determinar si tales vacunas inactivadas o atenuadas han conservado
una antigenicidad similar a la del aislado clinico o la cepa de alto crecimiento derivada del mismo. Tales métodos
conocidos incluyen el uso de antisueros o anticuerpos para eliminar virus que expresan determinantes antigénicos
del virus donante; seleccion quimica (ej., amantadina o rimantidina); actividad e inhibicion HA y NA; y cribado de
acido nucleico (como hibridacion por sonda o PCR) para confirmar que los genes donantes que codifican a los
determinantes antigénicos (ej., genes de HA o NA) no estan presentes en los virus atenuados.

Composiciones farmacéuticas

Las composiciones farmacéuticas, adecuadas para su inoculacion, ej., administraciéon nasal, parenteral u oral,
comprenden uno o mas aislados del virus de la gripe, €j., uno 0 més virus de la gripe atenuados o inactivados, una
subunidad de los mismos, proteina(s) aislada de los mismos, y/o acido nucleico aislado codificando una o mas
proteinas de los mismos, comprendiendo ademas opcionalmente soluciones acuosas y no acuosas, suspensiones y
emulsiones estériles. Las composiciones pueden comprender ademas agentes o excipientes auxiliares, como se
conoce en la técnica. La composicién de la invencién se presenta generalmente en forma de dosis individuales
(dosis unitarias).

Las vacunas convencionales contienen en general aproximadamente de 0,1 a 200 ug, €j., de 30 a 100 ug, de HA de
cada una de las cepas que entran en su composicién. La vacuna que constituye el principal componente de la
composicion de la vacuna puede comprender un Unico virus de la gripe, o una combinacion de virus de la gripe, por
ejemplo, por lo menos dos o tres virus de la gripe, incluyendo uno o mas reordenantes.

Las preparaciones para la administracion parenteral incluyen soluciones acuosas 0 no acuosas, suspensiones y/o
emulsiones estériles, que pueden contener agentes o excipientes auxiliares conocidos en la técnica. Son ejemplos
de disolventes no acuosos propilenglicol, polietilenglicol, aceites vegetales como el aceite de oliva, y esteres
organicos inyectables como el etil oleato. Se pueden utilizar portadores o vendajes oclusivos para aumentar la
permeabilidad de la piel e incrementar la absorcion de antigeno. Las formas de dosificaciéon liquidas para la
administracion oral pueden comprender generalmente una solucién de liposomas conteniendo la forma de
dosificacién liquida. Las formas adecuadas para la suspensiéon de liposomas incluyen emulsiones, suspensiones,
soluciones, jarabes y elixires conteniendo diluyentes inertes utilizados cominmente en la técnica, tales como agua
purificada. Ademas de los diluyentes inertes, tales composiciones pueden incluir también adyuvantes, agentes
humectantes, agentes emulsionantes y de suspension, o agentes edulcorantes, aromatizantes o perfumantes.

Cuando se utiliza una composicion para la administracion a un individuo, esta puede contener ademas sales,
tampones, adyuvantes u otras sustancias apropiadas para mejorar la eficacia de la composicion. Para las vacunas
se pueden utilizar adyuvantes, y sustancias que pueden aumentar una respuesta inmune especifica. Normalmente el
adyuvante y la composicion se mezclan previamente a la presentacion al sistema inmune, 0 se presentan por
separado, pero en el mismo punto del organismo que se estd inmunizando.

Se puede obtener la heterogenicidad de una vacuna mezclando virus de la gripe replicados de por lo menos dos
cepas de virus de la gripe, como 2-20 cepas o cualquier rango o valor comprendidos. Se pueden obtener vacunas
con variaciones en una cepa individual de un virus de la gripe, utilizando técnicas conocidas en el sector.
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Una composicion farmacéutica puede comprender ademas o adicionalmente por lo menos un compuesto
quimioterapéutico, por ejemplo, para terapia génica, inmunosupresores, agentes antiinflamatorios o potenciadores
inmunolégicos, y para vacunas, quimioterapéuticos incluyendo, pero sin limitacién, gammaglobulina, amantadina,
guanidina, hidroxibenzimidazol, interferon-a, interferon-p, interferon-v, factor alfa de necrosis tumoral,
tiosemicarbazonas, metisazona, rifampicina, ribavirina, un analogo de la pirimidina, un andlogo de la purina,
foscarnet, acido fosfonoacético, aciclovir, didesoxinucleésidos, un inhibidor de la proteasa o ganciclovir.

La composicion puede contener también cantidades variables pero pequefias de formaldehido carente de
endotoxinas, y conservantes, que hayan demostrado ser seguros y no contribuir a producir efectos no deseados en
el organismo al que se administra la composicion.

Fines farmacéuticos

La administraciéon de la composicién (o los antisueros que produce) puede ser con fines “profilacticos” o
“terapéuticos”. Cuando se suministran profilacticamente, las composiciones de la invencién que son vacunas se
suministran antes de que se manifieste cualquier sintoma o signo clinico de una infeccion patégena. La
administracion profildctica de la composicion sirve para prevenir o atenuar toda infeccion posterior. Cuando se
administran profilacticamente, las composiciones de terapia génica de la invencidn se suministran antes de que se
manifieste cualquier sintoma o signo clinico de una enfermedad. La administracién profilactica de la composicion
sirve para prevenir o atenuar uno 0 mas sintomas o signos clinicos asociados a la enfermedad.

Cuando se suministra terapéuticamente, una vacuna viral se administra cuando se detecta un sintoma o signo
clinico de infeccion real. La administracion terapéutica del compuesto o compuestos sirve para atenuar una infeccion
real. Cuando se administra terapéuticamente, una composicion de terapia génica se administra al detectar un
sintoma o signo clinico de la enfermedad. La administracion terapéutica del compuesto 0 compuestos sirve para
atenuar un sintoma o signo clinico de esa enfermedad.

Asi, una composicion de vacuna puede ser administrada antes del inicio de la infeccidn (para prevenir o0 atenuar una
infeccion esperada) o después de la iniciacion de una infeccion real. De forma similar, en la terapia génica, la
composicion puede ser administrada antes de que se manifieste un sintoma o signo clinico de un trastorno o
enfermedad, o después de que se detecte uno 0 mas sintomas.

Se dice que una composicién es “farmacoldgicamente aceptable” si su administracién puede ser tolerada por un
mamifero receptor. Se dice que tal agente es administrado en una “cantidad terapéuticamente efectiva” si la cantidad
administrada es fisiolégicamente significativa. Una composicion de la presente invencion es fisiolégicamente
significativa si su presencia da como resultado un cambio detectable en la fisiologia de un paciente receptor, ej.,
incrementa por lo menos una respuesta inmune humoral o celular primaria o secundaria contra por lo menos una
cepa de un virus de la gripe infeccioso.

La “proteccidon” provista no tiene que ser absoluta, es decir, la infeccién por gripe no tiene que prevenirse o
erradicarse totalmente, si hay una mejora estadisticamente significativa en comparacion con una poblacién o grupo
de mamiferos de control. La proteccion puede limitarse a mitigar la gravedad o rapidez de aparicion de sintomas o
signos clinicos de infeccion por virus de la gripe.

Administracién farmacéutica

Una composicion puede proporcionar resistencia a uno o mas patégenos, €j., una 0 mas cepas de virus de la gripe,
por inmunizacién pasiva o activa. En la inmunizacion activa, se administra profilacticamente una composicion de
vacuna viva atenuada a un huésped (ej., un mamifero), y la respuesta inmune del huésped a la administracion
protege contra la infeccion y/o la enfermedad. En la inmunizacién pasiva, el anticuerpo provocado puede ser
recuperado y administrado a un receptor del que se sospecha que tiene una infeccién causada por, como minimo,
una cepa del virus de la gripe. Una composicién de terapia génica puede producir niveles profilacticos o terapéuticos
del producto génico deseado por inmunizacion activa.

En una realizacion, la vacuna se administra a una hembra de mamifero (durante o antes del embarazo o parto), en
condiciones de tiempo y cantidad suficientes para causar la produccion de una respuesta inmune que sirva para
proteger tanto a la hembra como al feto o recién nacido (via incorporacidon pasiva de anticuerpos a través de la
placenta o la leche materna).

La presente divulgacién incluye métodos para prevenir o atenuar un trastorno o enfermedad, ej., una infeccién por
como minimo una cepa de patdgeno. Como se utiliza aqui, se dice que una vacuna previene 0 atenla una
enfermedad si su administracién produce la atenuacion total o parcial (es decir, supresion) de un signo clinico o
estado de la enfermedad, o en la inmunidad total o parcial del individuo frente a la enfermedad. Como se utiliza aqui,
se dice que una composicion de terapia génica previene o atenia una enfermedad si su administracién conduce a la
atenuacion total o parcial (es decir, supresion) de un signo clinico o estado de la enfermedad, o a la inmunidad total
o parcial del individuo frente a la enfermedad.

Una composicién con por lo menos un virus de la gripe de la presente invencion, incluyendo uno atenuado y uno o
varios otros virus aislados, una o mas proteinas virales aisladas de ellos, una 0 mas moléculas de acido nucleico
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aisladas codificando a una o mas proteinas virales de los mismos, 0 una combinacién de lo anterior, puede ser
administrada por cualquier medio por el que se alcancen los fines pretendidos.

Por ejemplo, la administracién de tal composicion puede ser por varias vias parenterales, tales como subcutanea,
intravenosa, intradérmica, intramuscular, intraperitoneal, intranasal, oral o transdérmica. La administracién parenteral
puede realizarse por inyeccion de bolo o por perfusiéon gradual a lo largo del tiempo.

Un régimen tipico para prevenir, suprimir o tratar una patologia relacionada con un virus de la gripe, comprende la
administracion de una cantidad efectiva de una composicién de vacuna como se describe aqui, administrada como
un tratamiento Unico, o repetida en forma de dosis de mejora o refuerzo, a lo largo de un periodo de hasta e inclusive
entre una semana y aproximadamente 24 meses, o0 cualquier rango o valor comprendidos.

Segun la presente invencion, una “cantidad efectiva” de una composicion es una cantidad suficiente para alcanzar
un efecto deseado. Se entiende que la dosis efectiva puede depender de la especie, edad, sexo, salud y peso del
receptor, tipo de tratamiento concurrente, si hay alguno, frecuencia de tratamiento y la naturaleza del efecto
deseado. Los rangos de dosis efectivas que se proporcionan mas abajo no pretenden limitar la invencion y
representan rangos de dosis.

La dosis de vacuna de un virus vivo, atenuado o muerto para un animal, como un organismo adulto de mamifero,
puede ir aproximadamente de 10%-10", ej., 10°-10", placas formadoras de unidades (PFU)/kg, o cualquier rango de
valor incluido. La dosis de vacuna inactivada puede ir de aproximadamente 0,1 a 1000, ej., de 10 a 100 pg, como
aproximadamente 15 png, de proteina HA. No obstante, la dosis debe ser una cantidad segura y efectiva, como se
determina por métodos convencionales, utilizando vacunas existentes como punto de partida.

La dosis de HA inmunorreactiva en cada dosis de vacuna de virus replicado puede ser estandarizada para contener
una cantidad apropiada, €j., de 30 a 100 ug o cualquier rango o valor aqui contenido, como aproximadamente 15 g,
o la cantidad recomendada por agencias gubernamentales u organizaciones profesionales reconocidas. La cantidad
de NA puede ser también estandarizada, pero esta glicoproteina puede ser labil durante la purificacion y
almacenamiento.

La dosis de HA inmunorreactiva en cada dosis de vacuna de virus replicado puede ser estandarizada para que
contenga una cantidad adecuada, ej., 1 -50 pg o cualquier rango o valor contenido aqui, o la cantidad recomendada
por el U.S. Public Health Service (PHS), que es usualmente de 15 pg, por componente para nifios mayores de 3
afos, y 7,5 ug por componente para niflos menores de 3 afios. La cantidad de NA puede ser también
estandarizada, pero esta glicoproteinia puede ser labil durante el proceso de purificacion y almacenamiento (Kendal
et al., 1980; Kerr et al., 1975). Cada dosis de 0,5 ml de vacuna puede contener aproximadamente 1 -50 mil millones
de particulas de virus, y de preferencia 10 mil millones de particulas.

La invencion se describira con los siguientes ejemplos no limitantes.
Ejemplo |
Secuencias de incorporacion PB2

La mayoria de los segmentos de ARN defectuosos del virus de la gripe A conservan de 150 a 300 nucledtidos
correspondiendo a los extremos 5'y 3' del respectivo segmento génico (Duhaut et al., 1998; Jennings et al., 1983;
Noble et al.,, 1995; y Odagiri et al., 1990), indicando que esos 300 a 600 nucleétidos pueden poseer las
caracteristicas estructurales requeridas para una eficiente envoltura del genoma. Para identificar las regiones en los
VARNs PB2, PB1, y PA que son criticos para la incorporacion del vVARN a viriones y la formacion de viriones, se
generaron plasmidos en los que el gen de GFP esta flanqueado por las regiones y porciones no codificantes de las
regiones codificantes derivadas de ambos terminales [PB2 (300)GFP(300), PB1 (300)GFP(300), vy
PA(120)GFP(120)]. La transfeccién de tal plasmido en células 293T, junto con plasmidos de expresion para las
proteinas PB2, PB1, PA, y NP (componentes minimos para la transcripcion y replicacion de vARNSs), produjo la
expresion de GFP en células, indicando que los VARNs quiméricos eran sintetizados por ARN polimerasa | celular, y
transcritos a mARN por las proteinas virales producidas por los plasmidos de expresion.

Para calcular las eficiencias de incorporacion de vVARN a virion, se debe comparar el nUmero de viriones conteniendo
un VARN de test con el nimero total de VLPs. El nUmero total de VLPs puede ser determinado inoculando células
con VLPs y contando luego el nimero de células que expresan una determinada proteccion contra el virus de la
gripe. Para garantizar que el numero de VLPs infecciosas determinado por este método no se viera drasticamente
afectado por el producto génico viral seleccionado como marcador, determinamos el niumero de células con
expresion de HA o NP. Como estdbamos comprobando las eficiencias de incorporacion de vVARNs PB2, PB1, y PA,
se necesitd virus helper para proporcionar proteinas polimerasa funcionales. Para distinguir entre las proteinas HA 'y
NP expresadas de las VLPs de test (derivadas de virus WSN) y las expresadas por el virus helper PR8, utilizamos
antibidticos que reconocen las proteinas WSN HA y NP, pero no sus homélogos de virus PR8.

Para establecer un sistema que permitiera la evaluacién del nimero de VLPs generadas, se transfectaron células
293T con un plasmido para la transcripcion de un vVARN de test (derivado del segmento PB2, PB1, o PA), 7
plasmidos para la produccion de los VARNs restantes, y 10 plasmidos de expresion para la expresion de las
proteinas virales (es decir, PB2, PB1, PA, HA, NP, NA, M1, M2, NS1, y NS2). Cuarenta y ocho horas después, los
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sobrenadantes conteniendo VLP derivadas de células transfectadas fueron mezclados con virus helper PR8 y
utilizados para infectar células MDCK. Doce horas después de la infeccion, se determin6 el nimero de células que
expresaban proteina HA o NP. En los tres VARNS, las cifras de células que expresaban HA o NP diferia en menos
de un factor de 3; por ejemplo, utilizando el vVARN de test PB2(300)GFP(300), se detectaron 240 800 células con
expresion HA, frente a 353 200 con expresion NP. Por consiguiente, en los posteriores experimentos, el nimero de
células con expresion HA se utiliz6 como indicador de la eficiencia en la formaciéon de viriones infecciosos. Las
eficiencias de incorporacion de VARNSs de test fueron asi calculadas dividiendo el nimero de células con expresion
GFP (como marcador para el vVARN de test) por la suma del nimero de células con expresién de HA (como
marcador del nUmero de viriones) mas el numero de células con expresion GFP.

Las secuencias en la region codificante del vVARN PB2 afectan a la formacion de virién infeccioso y la incorporacién
de VARN a virion. Para delinear las secuencias en el vVARN PB2 que son criticas para la formacion de viriones y/o la
incorporacion de vVARN a viridn, se gener6 una serie de plasmidos para la produccién de vVARNs PB2 que expresan
GFP y contienen porciones de la region codificante PB2 derivada de ambos terminales (Figura 1), ademas de las
regiones no codificantes del vVARN PB2 (Figura 1). Las cifras de VLPs y las eficiencias de incorporacion de los
VARNS de test fueron determinadas como se describe més arriba.

Con PB2(300)GFP(300), que contiene 300 nucledtidos correspondientes a las regiones codificantes 5' y 3' del vARN
PB2, se detectaron aproximadamente 2,8 X 10° VLPs por ml. La eliminacion gradual de las secuencias codificantes
en el extremo 3' del VARN (al que se hace referencia como la region codificante 3') tuvo unos efectos solo
moderados sobre la eficiencia de produccion de VLP; PB2(0)GFP(120), que carece de la region codificante entera
del extremo 3', dio aproximadamente 1 X 10° VLPs/ml. Pero la supresion de las secuencias codificantes en el
extremo 5' del vVARN (denominado la region codificante 5" [PB2(120)GFP(0)], redujo la produccion de VLP en un
98% de la de PB2(300)GFP(300) y dio un nimero de VLPs comparable al obtenido en ausencia del PB2vARN
[PB2(-)]. Este resultado sugiere que las secuencias en la region codificante 5' del vVARN PB2 son criticas para la
eficiente generacion de viriones infecciosos. Posteriores andlisis revelaron que 30 nucleétidos de la region
codificante 5' son criticos para este fin [comparar las cifras de VLPs para PB2(120)GFP(0) y PB2(120)GFP(30)].

Respecto a las eficiencias de incorporacion de vARN a virion, PB2(300)GFP(300), un 54,7% de las VLPs contenia
VARN de test PB2(300)GFP(300), indicando que los 300 nucledtidos terminales en ambos extremos son suficientes
para la incorporacion a viriones. Para alcanzar las eficiencias de incorporacion observadas en segmentos de tipo
salvaje, es probable que se requirieran secuencias codificantes PB2 internas. La supresion gradual de nucle6tidos
en la region codificante 3' del vVARN PB2 tuvo solamente unos efectos moderados siempre que se conservaran 30 o
mas nucledtidos; no obstante, la supresion de esos 30 nucledtidos restantes redujo la eficiencia en la incorporacion
a viriones a un 29,5% para PB2(0)GFP(120), demostrando que esta region es importante para la incorporacion
eficiente del vVARN PB2 a viriones. Para VARNs PB2 que carecen de una secuencia de envoltura funcional en la
region codificante 3', secuencias en la region codificante 5' contribuyen a la incorporacion a viriones, como ilustra la
incapacidad del vARN de test PB2(0)GFP(0) para ser incorporado.

Las supresiones solo en la region de codificacion 5', por el contrario, no tuvieron ningun efecto en las eficiencias de
incorporacion, como lo demuestra una tasa de incorporacion del 75,7% para PB2(120)GFP(0). Asi, mientras el uso
de este VARN de test produjo un nimero muy bajo de VLPs infecciosas, el VARN de test fue incorporado
eficientemente a esas particulas. Este resultado sugiere que las secuencias en el VARN PB2 estan implicadas en
dos procesos biolégicamente distintos: formacion eficiente de viriones infecciosos (una funcién que radica en la
region codificante 5') e incorporacion eficiente de ARN a particulas (una funcion que radica basicamente en la region
codificante 3').

La diferencia en eficiencias de envoltura podria reflejar diferencias en niveles de transcripcion de los VARNs de test
en células 293T. Para excluir esta posibilidad, los niveles de PB2(0)GFP(0) y PB2(120)GFP(120) en células 293T
transfectadas con plasmidos fueron examinados utilizando PCR en tiempo real. La cantidad de vVARN PB2(0)GFP(0)
fue del 52% de la de PB2(120)GFP(120); no obstante, es improbable que esta diferencia explique la reduccién del
99% en la generacion de VLP, y la aniquilacién de incorporacion a virién del vVARN.

El VARN PB2 es mas critico para la generacion eficiente de virion infeccioso que el vVARN PB1 o PA. Asi, puede
existir una jerarquia en la que el vARN PB2 es critico para la eficiente incorporacion a viriones de otros VARNS,
mientras que la omisién de otros segmentos es en cierta medida tolerable.

La omisiéon del vARN PB2 dio como resultado una reduccion de aproximadamente 30 veces en la producciéon de
VLP, mientras que la omision de otros segmentos de VARN produjo unas reducciones de 1,4- a 5,1 veces. Estos
resultados proporcionaron nuevas pruebas de la existencia de una jerarquia entre los segmentos de VARN respecto
a la importancia de los VARNS individuales para la incorporacion de los otros segmentos de VARN.

Ejemplo Il

La expresion estable de un gen extrafio en un virus de la gripe incompetente para la replicacion permite el
seguimiento efectivo del virus manipulado. En busca de un virus biolégicamente contenido con expresion de gen
extrafio, con amplias aplicaciones en el campo de la virologia, se seleccioné una subunidad de polimerasa viral de la
gripe que forma parte la ARN polimerasa dependiente de ARN viral trimérico, que es esencial para la replicacion del
virus. Las secuencias de codificacion parciales de los extremos 3'y 5' del ARN (VARN) viral PB2 confieren su mas
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critica funcion en la generacién eficiente de viriones infecciosos respecto a los otros VARNs en la jerarquia VARN
(Ejemplo | y Muramoto et al., 2006). Este resultado sugiere que un virus de la gripe PB2-knock out (PB2-KO) que
alberga un gen reporter flanqueado por las secuencias codificantes y no codificantes del VARN PB2 se replicaria
solamente en células con expresiéon de PB2, mientras expresan establemente el gen reporter.

Se estableci6é una linea celular que expresa establemente la proteina PB2, y se utiliz6 para caracterizar un virus
PB2-KO que posee el gen GFP. También se investigo el potencial para que varios genes de HA y NA derivados de
varias cepas de virus, asi como otros genes reporter, fueran acomodados por el virus PB2-KO. Ademas, se empled
el virus PB2-KO como plataforma para cribar anticuerpos neutralizantes contra los virus pandémicos 2009.

Métodos

Células. Células 293T de rifion embriénico humano (un derivado de la linea 293 en la que se insert6 el gen para el
antigeno del virus de simio 40 T (DuBridge et al., 1987)) fueron mantenidos en medio Eagle modificado de Dulbecco
(Lonza), suplementado con suero de ternero fetal al 10% (Invitrogen). Células de rifién canino Madin-Darby (MDCK)
fueron mantenidas en medio esencial minimo (MEM; Invitrogen) suplementado con suero de ternero recién nacido al
5% (NCS; Sigma, St. Louis, MO). Células AX4, derivadas de células MDCK vy transfectadas con el cADN de 2,6-
sialiltransferasa humana (Hatakeyama et al., 2005), fueron mantenidas en 5% NCS/MEM + puromicina (2 pg/ml).
Células AX4/PB2 (células AX4 que expresan establemente la proteina PB2 derivada de A/Puerto Rico/8/34 (HLN1,
PR8), establecidas por transduccion con un vector retroviral, (ver la seccion de Resultados) fueron mantenidas en
5% NCS/MEM + puromicina (2 ug/ml) + blasticidina (10 pug/ml). Todas las células fueron mantenidas a 37°C en 5%
COa.

Genética inversa y propagacion del virus. Se realizé genética inversa con plasmidos que contenian los cADNs de los
genes virales PR8 entre el promotor de ARN polimerasa 1 humana y el terminador de ARN polimerasa 1 de ratdn
(denominados plasmidos Poll) y plasmidos de expresion de proteina eucariota (NP, PA, PB1, y PB2) bajo el control
del promotor de B-actina de pollo (Niwa et al., 1991), como se describe en Neumann et al. (1999). Brevemente, el
virus PR8 de tipo salvaje fue disefiado utilizando las ocho estructuras de tipo salvaje producidas previamente,
derivadas de PR8 (Horimoto et al, 2007); mientras que el PB2-KO mutante estaba compuesto por
pPollPB2(120)GFP(120) (Figura 3A) (Muramoto et al., 2006) y los restantes siete plasmidos segmentales Poll. El
plasmido pPollPB2(120)GFP(120) contiene la regidon no codificante 3'PB2 derivada de A/WSN/33 (H1N1, WSN), 120
nucleétidos que corresponden a la secuencia codificante PB2 en el extremo 3' del vARN, seguida de la secuencia
codificante GFP, 120 nucledtidos que corresponden a la secuencia codificante PB2 en el extremo 5' del VARN, y
finalmente la region no codificante PB2 5'(Muramoto et al., 2006). Del mismo modo, se formaron
pPollPB2(120)Fluc(120) y pPollPB2(120)Rluc(120) para generar virus PB2-KO con genes de luciferasa de luciérnaga
(Flue) o luciferasa Renilla (Rluc), respectivamente. Se mezclaron ocho plasmidos Poll y pldsmidos de expresion
proteica con el reactivo de transfeccion TransIT-293 (Mirus), se incubaron a temperatura ambiente durante 15
minutos, y se afadieron a células 106 2 93T cultivadas en Opti-MEM 1 (Invitrogen). A las cuarenta y ocho horas post
transfeccion, se recogio el sobrenadante conteniendo virus PR8 o PB2-KO de tipo salvaje y propagado en huevos de
gallina embrionados de 10 dias, o células AX4/PB2, respectivamente. Se generd también CA04 de tipo salvaje
utilizando genética inversa, como se describe en Yamada et al. (2010), y propagado en células MDCK. Los virus
propagados fueron titulados utilizando ensayos de placa en células MDCK para determinar las unidades formadoras
de placa (PFU) de virus.

Tincién por inmunofluorescencia de la proteina PB2. Células confluentes AX4 y AX4/PB2 sembradas en platillos con
fondo de cristal de 35 mm (Asahi Techno Glass) fueron fijadas en solucién salina tamponada con fosfato (PBS)
conteniendo 4% paraformaldehido (Wako Pure Chemical Industries Ltd) y permeabilizadas con 0,1% Triton X-100.
Las células fueron incubadas con un clon de anticuerpo anti-PB2 18/1 (Hatta et al., 2000) e incubadas
posteriormente con un anticuerpo secundario anti ratobn marcado Alexa Fluor 594 (Invitrogen) en Hoescht 33342
(Invitrogen). Las muestras se observaron con un microscopio laser confocal (LSM510META, Carl Zeiss).

PCR de transcripcién inversa (RT-PCR). Para detectar mARN PB2 en células AX4/PB2, se extrajo el ARN total
utilizando un kit de extraccién RNeasy ARN (Qiagen Sciences). Se aislaron ARNs virales de viriones utilizando un
mini kit de ARN viral QIAmp (Qiagen Sciences). Se realizd transcripcion inversa y sintesis de cADN utilizando
cebador oligo(dT) y transcriptasa inversa Superscript Il (Invitrogen). Muestras RT-menos se prepararon como
controles negativos. El cADN sintetizado fue amplificado usando PCR con PCR polimerasa Phusion (Finnzymes) y
cebadores especificos de PB2. Las secuencias de cebador son como sigue: cebador directo,
ATGGAAAGAATAAAAGAACTACGA (SEQ ID NO:9), y cebador reverso GCCACAATTATTGCTTCGGC (ID
SEC.N°:16).

Cinética del crecimiento y titulacion viral. Para determinar las tasas de crecimiento viral, se infectaron pocillos
triplicados de células confluentes AX4 o AX4/PB2 con una multiplicidad de infeccion (MOI) de 0,001. Tras 1 hora de
adsorcion viral, se lavaron las células en MEM conteniendo 0,3% BSA, cubierto con MEM conteniendo tripsina
tratada con L-(tosilamida-2-fenil) etil clorometil cetona (TPCK) (0,5 ug/ml). Se recogieron los sobrenadantes cada 12
horas durante tres dias y se ensayaron con respecto a los virus infecciosos en ensayos de placa en células
AX4/PB2.
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Inmunotincién. Para evaluar la estabilidad de la incorporacion del gen reporter GFP en el virus PB2-KO, células
AX4/PB2 fueron infectadas con varias diluciones de virus PB2-KO (sin diluir a 10'10). El sobrenadante del pendltimo
pocillo en el que se observé un efecto citopatico (CPE) fue recogido y diluido para posteriores infecciones.
Sobrenadantes de cinco ciclos de pasos de virus fueron sometidos a ensayos de placa de virus estandar. Una vez
se hubo contado el nimero de placas formadas, se retir6 el agar, y los pocillos conteniendo placas fueron fijados con
100% metanol durante 30 minutos. Los pocillos fueron lavados entonces con PBS e incubados con un anticuerpo
anti GFP monoclonal (clon GFP-20; Sigma-Aldrich) a temperatura ambiente durante 1 hora. Se realizé tincién
inmunohistoquimica utilizando un anticuerpo anti ratén biotinilado de acuerdo con las instrucciones del kit Vectastain
Elite ABC (Vector Laboratories). Las placas GFP-positivas fueron visualizadas utilizando tabletas Sigma Fast 3,3'-
diaminobenzidina (Sigma), y el nimero de placas GFP-positivas fue calculado como porcentaje del niumero total de
placas que se formaron en los pocillos respectivos.

Tincién inmunofluorescente para proteina HA. Se generaron virus PB2-KO codificando GFP con VARNs HA y NA
derivados de PR8, WSN, A/California/04/09 (CA04), o A/Vietnam/1203/04 (VN1203) utilizando la genética inversa,
como se describe mas arriba, y propagados en células AX4/PB2. Los multiples residuos de amino&cidos basicos en
el sitio de escision VN1203 HA fueron sustituidos por una secuencia de escisién de tipo no virulento. Células
confluentes AX4/PB2 fueron infectadas con estos virus a una MOI de 0,2-1. A las 16 horas post infeccion, las células
se fijaron con un 4% de paraformaldehido en PBS y se permeabilizaron con 0,1% Triton X-100. Las células fueron
incubadas entonces con anticuerpo HA anti-WSN (WS 3-54), un anticuerpo HA anti-CA04 (IT-096; eENZYME), y un
anticuerpo HA anti-H5 (VNO04-10; Rockland Immunochemicals Inc.) y luego incubadas nuevamente con un
anticuerpo secundario anti ratdbn marcado Alexa Fluor 594. Las muestras fueron observadas con un microscopio de
fluorescencia.

Ensayo de luciferasa. Células infectadas con virus PB2-KO codificando gen Flue o Rluc fueron sujetas a un ensayo
de luciferasa utilizando un sistema de ensayo reporter de luciferasa dual (Promega) a las 8 horas post infeccion,
segun las instrucciones del fabricante. Las actividades Flue y Rluc fueron medidas con un lector de microplaca
Infinite M1000 (Tecan).

Ensayo de microneutralizacion. Se recogieron sueros de dos hurones infectados con 10° PFU de CA04 tipo salvaje
tres semanas post infeccion y de dos hurones no infectados. Diluciones seriales dobles de suero de hurdn tratado
con enzima destructor de receptor (DENKA SEIKEN CO., LTD) se mezclaron con 100 PFU de CA04 de tipo salvaje
o virus PB1-KO codificante de Rluc con vVARNs HA y NA derivados de CA04 (CA04/PB2-Rluc). Tras incubacion a
37°C durante 1 hora, células AX4 o AX4/PB2 de tipo salvaje fueron inoculadas con las mezclas de suero de virus
tipo salvaje o PB2-KO, respectivamente, en pocillos triplicados, e incubadas durante tres dias o 24 horas para el
virus tipo salvaje o virus PB2-KO, respectivamente. La actividad de neutralizacién de los sueros de huron fue
determinada en base al CPE observado bajo el microscopio o la actividad Rluc, medido utilizando el sistema de
ensayo de luciferasa Renilla (Promega) para el virus tipo salvaje o los virus PB2-KO, respectivamente.

Resultados

Caracterizacion de los virus GFP PR8/PB2. Para establecer una linea celular que exprese establemente la proteina
PB2, las células AX4, que son células de rifidbn canino Madin-Darby (MDCK) con sobreexpresién de 2,6-
sialiltransferasa humana, que permiten una mejor replicacion de aislados de gripe clinicos comparado con células
MDCK de tipo salvaje (Hatakeyama et al., 2005), fueron transducidas con un vector retroviral que tenia el CADN de
la proteina A/Puerto Rico/8/34 (H1N1, PR8) PB2 seguido de una secuencia de sitio de entrada de ribosoma interno
derivado del virus de la encefalomiocarditis y el gen de resistencia a blasticidina. Un clon de célula resistente a
blasticidina fue designado como AX4/PB2. Para confirmar la expresion de mARN para la proteina PB2 en células
AX4/PB2, se extrajeron ARNs totales de células AX4/PB2 y células AX4 de tipo salvaje y fueron sometidos a RT-
PCR con cebadores especificos PB2. mMARN PB2 fue detectado en células AX4/PB2 pero no en células AX4 de tipo
salvaje (Figura 3B). Para seguir validando la expresion de la proteina PB2 en células AX4/PB2, se realiz6 tincion por
inmunofluorescencia de células AX4/PB2 utilizando un anticuerpo monoclonal especifico PB2. Se detectaron
sefiales fluorescentes en células AX4/PB2 y en algunas de las células AX4 transfectadas con plasmidos con
expresion de proteina PB2 (que sirvieron como control positivo), mientras que no se detect6 sefial en células AX4 de
tipo salvaje (Figura 3C). Estos resultados indican que las células AX4/PB2 expresan establemente la proteina PB2.

Para investigar si las células con expresién PB2 son compatibles con la replicacion del virus PB2-KO, se genero un
virus PB2-KO con base PR8 conteniendo VARN PB2(120)GFP(120) (Figura 3A), designado como PR8/PB2-GFP
(Tabla 1), y se utilizd para infectar células AX4/PB2 y células AX4 de tipo salvaje (Figura 3D). Aunque se detectd
virus no infeccioso en células AX4 tipo salvaje, la replicacion del virus PR8/PB2-GFP en células AX4/PB2 fue
comparable a la de PR8 de tipo salvaje (Figura 3D). Estos resultados indican que la replicacion del virus PB2-KO
queda restringida a células con expresion PB2.
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Tabla 1
Virus Origen de:

Gen HA Gen NA Gen PB2 Genes restantes
PR8 tipo salvaje PR8 PR8 PR8
PR8/PB2-GFP PR8 PR8 PB2(120)GFP(120)"
PR8APB2 PRS PR8
WSN/PB2-GFP WSN' WSN PB2(120)GFP(120)
CAO04/PB2-GFP CA04* CAO04 PB2(120)GFP(120) PR8
VN1203/PB2-GFP VN1203* VN1203 PB2(120)GFP(120)
PR8/PB2-Rluc PR8 PR8 PB2(120)Rluc(120)"
PR8/PB2-Fluc PR8 PR8 PB2(120)Fluc(120)"
CAO04/PB2-Rluc CA04 CA04 PB2(120)Rluc(120)

PR8, A/Puerto Rico/8/34 (H1N1).

TWSN, A/WSN/33 (H1N1).

TCAO04, A/California/04/09 (H1N1).

8VN1203, A/Vietnam/1203/04 (H5N1). Los mudltiples residuos de amino&cidos bésicos en el sitio de escision HA
gRERRRKKRlG) fueron sustituidos por una secuencia de escision de tipo no virulento (RETR {G).
'PB2(120)GFP(120), PB2(120)Rluc(120), y PB2(120)Fluc(120). Genes GFP, de luciferasa de luciérnaga y de
luciferasa Renilla, respectivamente, flanqueados por las secuencias no codificantes 3’ y 5’ y 120 bases de las
secuencias codificantes 3’ y 5’ del gen PB2., no aplicable.

La estabilidad del gen reporter en virus PB2-KO fue comprobada mediante el paso serial del virus PR8/PB2-GFP en
células AX4/PB2. Se calcularon las placas con expresion GFP frente a las placas totales formadas para determinar
el porcentaje de virus formadores de placa expresando el gen reporter GFP (Tabla 2); tras cinco pasos en serie, un
80%-90% de los virus formadores de placa expresaron GFP. El virus PB2-KO no formo placas en células tipo salvaje
incluso después de cinco pasos seriales en células AX4/PB2, indicando que es improbable la reversion del virus
PB2-KO a un genotipo competente para replicacion por recombinacion entre el VARN PB2-GFP y ARN PB2
expresado en la célula. Se realizé un intento de rescatar un virus deficiente génico PB2 con siete segmentos VARN
(PR8APB2, Tabla 1); no obstante, no se observé efecto citopatico (CPE) ni expresion de proteina NP en células
AX4/PB2 o AX4 de tipo salvaje, inoculadas con el sobrenadante transfectante para PR8APB2 (datos que no se
muestran). Estos resultados subrayan la importancia del vVARN PB2 para la generacion eficiente de viriones
infecciosos (Muramoto et al., 2006).

Tabla 2. Estabilidad génica del virus PB2-KO.

Proporcion de placas GFP positivas del virus en:

Paso 1 Paso 2 Paso 3 Paso 4 Paso 5
Exp. 1 100% 90% 90% 100% 80%
Exp. 2 100% 100% 90% 100% 90%
Exp. 3 100% 90% 90% 100% 90%

*Los respectivos sobrenadantes virales fueron sometidos a ensayos de placa de virus estandar en células
confluentes AX4/PB2. Se marcaron diez placas por pocillo, que fueron entonces sometidas al ensayo de
inmunodeteccién utilizando un anticuerpo anti GFP para detectar placas virales con expresién GFP. Se presenta el
porcentaje de placas que se tifieron de color marrén. Se muestran los resultados de tres experimentos
independientes (Exp.).

Expresion funcional de distintos genes HA y NA en virus PB2-KO. Dos glicoproteinas de superficie en viriones de
gripe A, hemaglutinina (HA) y neuraminidasa (NA), son los principales antigenos protectores (Wright et al., 2007). En
particular, la HA media la unién celular; por consiguiente, un anticuerpo contra HA es crucial para la neutralizacion
viral. Se comprobd si las glicoproteinas relevantes de un virus PB2-KO basado en virus PR8 podian ser sustituidas
por las de otras cepas virales. A este efecto, se generaron virus PB2-KO codificante de GFP sustituyendo vVARNs
PR8 HA y NA con los derivados de una cepa HIN1 A/WSN/33 (WSN/PB2-GFP) de laboratorio, una cepa pandémica
2009 (H1N1) A/California/04/2009 (CA04/PB2-GFP), o una cepa altamente patdogena H5N1 A/Vietnam/1203/2004
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(VN1203/PB2-GFP) (Tabla 1). Se infectaron células AX4/PB2 con esos virus y se sometieron a un ensayo de
inmunofluorescencia con varios anticuerpos monoclonales anti HA. En las células infectadas con virus GFP
positivas, se detect6 la expresion HA especifica de cepa viral (Figura 4). Se confirm6 por secuenciacion que los
VARNs NA correspondientes eran incorporados a viriones (datos no mostrados). Estos resultados indican que los
genes HA y NA de otros virus de la gripe pueden ser también acomodados en el virus PB2-KO y por consiguiente
ser expresados en células infectadas por virus.

Expresién de genes reporter alternativos en virus PB2-KO. La actividad del gen reporter de luciferasa es facilmente
cuantificable y, por consiguiente, su incorporacion a virus PB2-KO deberia permitir medir la replicacion viral en base
a la actividad de luciferasa. Para comprobar esta posibilidad, se generaron virus PB2-KO que tenian el gen de
luciferasa de luciérnaga (PR8/PB2-Fluc) o Renilla (PR8/PB2-Rluc) en el vVARN PB2 (Tabla 1). Células AX4/PB2 y
AX4 de tipo salvaje fueron infectadas con esos virus con diversas multiplicidades de infeccion (MOIs) y sometidas a
un ensayo de luciferasa a las 8 horas post infeccion. En células AX4/PB2 infectadas por virus, se detectaron las
actividades Fluc y Rluc de forma dependiente a la dosis; virus infectados a una MOI de 0,1 y 0,001 fueron
adecuados para detectar actividades Fluc y Rluc significativas, respectivamente (Figura 5A). Por el contrario, para
detectar una intensidad GFP significativa en células infectadas por virus, tuvimos que infectar PR8/PB2-GFP a una
MOI de 1 o superior (Figura 5B). Estos resultados indican que los genes Fluc y Rluc pueden ser acomodados en
virus PB2-KO, y representan un indicador mas cuantitativo para la replicacion viral que el gen GFP. Células AX4 de
tipo salvaje infectadas con PR8/PB2-Fluc y PR8/PB2-Rluc mostraron también actividades Fluc y Rluc detectables,
respectivamente, a una MOI de mas de 1 para PR8/PB2-Fluc o 0,01 para PR8/PB2-Rluc, aunque la actividad de
ambos genes reporter fue més de 10 veces inferior que la detectada en células AX4/PB2 (Figura 5A). Dado que la
proteina PB2 no era suministrada en trans a las células AX4 de tipo salvaje, la expresion de estos genes reporter
sugiere que ribonucleoproteinas virales (es decir, PB2, PB1, PA, y NP) derivados de virus entrantes median la
transcripcion del vARN PB2 de virus PB2-KO a un nivel significativamente alto en células AX4 de tipo salvaje.

Microneutralizacion basada en virus PB2-KO. Los virus de la gripe con expresion de gen reporter, biol6gicamente
contenidos, tienen el potencial para sustituir a los sistemas de evaluacion de replicacion viral convencionales, en
parte debido a la capacidad para cuantificar el crecimiento via ensayos de lector de placa. La actividad de
neutralizacion de antisueros se determina tipicamente utilizando ensayos de microneutralizacién convencionales
(Itoh et al., 2009; Kobasa et al., 2004), que permiten la deteccidbn de anticuerpos neutralizantes basados en la
presencia o ausencia de CPE inducido por infeccion viral o de antigenos virales, tal como se detecta utilizando un
ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas. Para utilizar virus PB2-KO para detectar anticuerpos neutralizantes
contra virus pandémicos 2009, se generd un virus PB2-KO con VARN PB2 codificando el gen Rluc y VARNs HA y Na
derivados de A/California/04/2009 (CA04/PB2-Rluc). CA04/PB2-Rluc (100 PFU) se mezclé con anticuerpos diluidos
serialmente recogidos de hurones infectados con CA04 e incubados a 37°C durante 1 hora. Los sueros de hurones
no infectados sirvieron como control negativo. Las mezclas de virus-sueros se utilizaron para inocular células
AX4/PB2. A las 24 horas post infeccién se midio la actividad Rluc en células utilizando el sistema de ensayo de
luciferasa Renilla (Promega). Para comparar la sensibilidad de deteccion, los mismos antisueros fueron también
comprobados en cuanto a la actividad de neutralizacién utilizando un ensayo de microneutralizacion convencional
basado en CPE con células CA04 tipo salvaje y células AX4 tipo salvaje. En el ensayo basado en virus PB2-KO,
sueros de hurén diluidos 1:1280 y 1:640 provocaron una reduccion significativa en la actividad Rluc en células
infectadas por virus (Figura 6). Por el contrario, los titulos neutralizantes de los mismos sueros de huron,
determinados en el ensayo de microneutralizacion convencional, fueron 160 y 80 (datos que no se muestran). Los
resultados indican que el virus PB2-KO acoplado con células con expresion PB2 ofrece un método de deteccion de
anticuerpos neutralizantes que es mas sensible que el ensayo de microneutralizacion convencional.

Debate

Aqui se demuestra que los virus de la gripe PB2-KO son incompetentes para replicacion en células de tipo salvaje,
pero pasan por multiples ciclos de replicacion en células con expresion de proteina PB2 (Figura 3D). Ademas, genes
reporter flanqueados por las sefiales de envoltura de vVARN PB2 se mantuvieron establemente en virus de progenie
(Tabla 1) y se expresaron en células infectadas por virus (Figuras 4 y 5). También se confirmé que genes de HA 'y
NA derivados de distintas cepas de virus fueron acomodados por virus PB2-KO (Figura 4). Estos resultados indican
gue los virus PB2-KO tienen un amplio potencial de uso en el campo de la virologia de la gripe.

Como aplicacion préctica, se desarrollé un ensayo de microneutralizacion basado en virus PB2-KO, y se utilizé para
detectar anticuerpos neutralizantes contra el virus pandémico 2009 (Figura 6). Este ensayo basado en virus PB2-KO
demostré6 ser mas sensible que el ensayo de microneutralizacion convencional en términos de deteccion de
anticuerpos neutralizantes. El empleo de virus PB2-KO incompetentes para replicacién como plataforma de cribado
(Figuras 3C y 3D) puede permitir la deteccion de anticuerpos neutralizantes contra virus altamente patégenos, tales
como las cepas H5N1 y 1918, que normalmente deben ser manipuladas en instalaciones BSL3 y bajo contencién de
bioseguridad de nivel 2, si bien se requerira un nivel adicional de bioseguridad (ej., modificacién de la secuencia de
aminoacido del sitio de escision HA). Kong et al. (2006) desarrollaron previamente un sistema de cribado de
anticuerpos neutralizantes basado en lentivirus pseudotipados HA de la gripe, que también permite la deteccion de
anticuerpos neutralizantes contra agentes de bioseguridad nivel 3. No obstante, estos lentivirus no expresan
neuraminidasa viral de gripe, que junto con HA, tiene potencial para inducir anticuerpos neutralizantes (Nayak et al.,
2010); por consiguiente, el ensayo basado en virus PB2-KO debe reflejar con mas precisiéon los titulos de
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anticuerpos neutralizantes. Aunque las células que expresan establemente VARN de gripe codificando el gen
reporter han demostrado también permitir la deteccién sensible de anticuerpos neutralizantes (Hossain et al., 2010;
Li et al., 2009), se requieren virus infecciosos para estos ensayos basados en células recombinantes.

Otra potencial aplicacién del virus PB2-KO es su uso como nueva vacuna de la gripe, que creemos es factible por
las siguientes razones. Primero, los virus PB2-KO generan elevados titulos (>1O8 PFU/ml) en la linea celular
AX4/PB2 (Figura 3D); segundo, el hecho de que puedan expresarse proteinas HA 'y NA (Figura 4) demuestra que el
virus PB2-KO puede adaptarse para codificar antigenos deseados; tercero, la transcripcion de vVARN que se produce
en células infectadas con virus PB2-KO (Figura 5A) puede estimular inmunidad innata celular, produciendo ARN de
cadena doble; y cuarto, el mantenimiento estable de un gen extrafio insertado en el vVARN PB2 (Tabla 2) puede
servir como portador de un antigeno adicional, permitiendo la ingenieria de PB2-KO como una vacuna multivalente
segura.

Hasta la fecha, varios virus recombinantes de la gripe que carecen de una proteina viral particular han demostrado
gue se replican de forma comparable a los virus de tipo salvaje en cultivo celular, cuando la proteina faltante se
suministra en trans. Virus de la gripe carentes de M2 se replican de forma eficiente en células con expresién de M2,
y han demostrado potencial como vacuna viva atenuada (Watanabe et al., 2009). Una clara ventaja del virus PB2-
KO sobre su homologo M2 es que el primero es incompetente para replicacién en células normales, y por tanto mas
seguro. Ademas, no se sabe aln si un gen extrafio codificado en la regién codificante de proteina M2 puede ser
incorporado en virus de progenie y expresado en células infectadas por virus.

Martinez-Sobrido et al. (2010) desarrollaron un ensayo de cribado mejorado para la rapida deteccion de anticuerpos
neutralizantes, utilizando virus de la gripe con el gen de GFP flanqueado por las sefiales de envoltura de VARN HA.
Aungue este virus HA-KO pas6 por mdltiples ciclos de replicacién solamente en células que expresaban la proteina
HA, la estabilidad de los genes reporter en este virus HA-KO no fue comprobada en el estudio. De hecho, un virus
VARN HA deficiente con siete segmentos VARN pasé por mdiltiples rondas de replicacién en células MDCK con
expresion HA (datos que no se muestran), en contraste con el virus PR8APB2 deficiente vVARN PB2 (ver mas arriba),
sugiriendo que el vVARN HA codificante de gen reporter en virus HA-KO puede eliminarse facilmente durante la
replicacién en células con expresion HA. Se ha utilizado también un virus competente para replicacion que posee el
gen de GFP en su VARN NA para detectar anticuerpos neutralizantes (Rimmelzwaan et al., 2011). Una sialidasa
bacteriana en trans mejoro la replicacién limitada de este virus NA-KO y permitié la recuperacion de un titulo viral
razonable; no obstante, la estabilidad del gen reporter del virus NA-KO sigue siendo incierta.

Mas recientemente, se han generado virus de la gripe competentes para replicacion con el gen de GFP utilizando
genes de NS (Manicassamy et al., 2010) o NA (Li et al., 2010) recombinantes. Aunque estos virus tienen potencial
como instrumentos de investigacion, su replicabilidad provoca problemas de bioseguridad, que no preocupan con el
virus PB2-KO. En general, el hecho de que el virus PB2-KO producido en este estudio exprese de forma estable un
gen extrafio y sea incompetente para la replicacion lo hace ideal en términos de fiabilidad y bioseguridad.

En conclusion, se generd un virus de la gripe expresando un gen extrafio, biologicamente contenido, sustituyendo el
gen PB2 viral por genes reporter. La replicacion del virus fue limitada a células que expresaran la proteina PB2 en
trans. El gen reporter fue heredado establemente por los virus de progenie durante la replicacion en células con
expresion PB2. Varios genes HA, NA y reporter fueron acomodados en el virus PB2-KO. Por consiguiente, este virus
resulta prometedor en términos de sus numerosas aplicaciones en investigacion béasica y aplicada del virus de la

gripe.
Ejemplo lll

La proteina PB2 del virus de la gripe es un componente esencial de la subunidad trimérica de ARN polimerasa
dependiente del ARN viral. La PB2 esta implicada en la regulacion de vias inmunes antivirales del huésped y por
tanto de la virulencia, y tiene un importante papel en la incorporacién de otros segmentos individuales de vVARN
(Muramoto et al., 2006). El ejemplo Il describia un virus de la gripe PB2-knock-out (PB2-KO) que alberga genes
reporter, tales como la proteina fluorescente verde (GFP) en la regién codificante de su ARN viral PB2 (VARN). La
replicacién del virus PB2-KO fue restringida a solo una linea celular expresando establemente la proteina PB2,
arrojando un elevado titulo de > 10® PFU/mI. Ademas, durante la replicacion vARN PB2 codificando el gen reporter
fue incorporado establemente a viriones de progenie, y retenido mediante pasos secuenciales. También el vVARN HA
y NA del virus de la gripe pudo ser acomodado en el virus de PB2-KO, y expresarse en células infectadas por virus.
Por consiguiente, el virus PB2-KO puede ser adaptado para codificar combinaciones deseadas de HA y NA que son
los principales antigenos de la gripe, sugiriendo que el virus PB2-KO puede ser utilizado como una plataforma de
vacuna multivalente. Aqui comprobamos el potencial de la vacuna del virus PB2-KO inmunizando a ratones, y
examinando la respuesta de anticuerpos y la eficacia protectora en ratones.

Materiales y métodos

Células. Células de rifion embriénico humano 293 y 293T (un derivado de la linea 293 en la que se insertd el
antigeno 40 T del gen de virus de simio (DuBridge et al., 1987) fueron mantenidas en medio Eagle modificado de
Dulbecco (Lonza, Basilea, Suiza) suplementado con 10% de suero de ternero fetal (Invitrogen, Carlsbad, CA).
Células de rifion canino Madin-Darby (MDCK) fueron mantenidas en medio esencial minimo (MEM) (Invitrogen)
suplementadas con 5% de suero de ternero recién nacido (NCS) (Sigma, St. Louis, MO). Células AX4, que son una
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linea celular derivada de MDCK con expresion aumentada de receptores tipo humano para el virus de la gripe, y que
fueron producidas por transfeccion estable de un plasmido expresando la a-2,6-sialiltransferasa humana
(Hatakeyama et al., 2005), fueron mantenidas con un 5% de NCS-MEM, suplementado con puromicina (2 ug/mL).
Células AX4/PB2 (células AX4 expresando activamente la proteina PB2 derivada de A/Puerto Rico/8/34 [H1NL1,
PR8], estabilizadas por transduccién con un vector retroviral (Ozawa et al., 2011) fueron mantenidas en 5% de NCS-
MEM , suplementado con puromicina (2 pg/ml) y blasticidinia (10 pg/ml). Todas las células fueron mantenidas en una
incubadora humidificada a 37°C en 5% de CO; .

Genética inversa impulsada por plasmido. Los virus PR8 tipo salvaje y PB2-KO utilizados en este estudio fueron
disefiados utilizando la genética inversa, como se describe previamente (Neumann et al., 1999). Para la expresion
de ARN viral (VARN), los plasmidos contenian los cADNs clonados de genes PR8 entre el promotor de ARN
polimerasa | humana y el terminador de ARN polimerasa | de raton (denominados plasmidos Poll). Un plasmido
[pPollPB2(120)GFP(120)] fue construido para sustituir al plasmido Poll que codifica el segmento PB2 y que contiene
la regidon no codificante 3° PB2 derivada de A/WSN/33(H1N1), 120 nucledtidos que corresponden a la secuencia
codificante PN2 en el extremo 3’ del vVARN, seguido por la secuencia codificante de GFP, 120 nucleétidos que
corresponden a la secuencia codificante de PB2 en el extremo 5' del VARN, y finalmente la region no codificante PB2
5’ (Muramoto et al., 2006). Para generar el virus PB2-KO, pPollPB2(120)GFP(120) y los restantes 7 plasmidos Poll
fueron cotransfectados en células 293T junto con pldsmidos de expresion de proteina eucariota para PB2, PB1, PA,
y NP derivadas de A/WSN/33, utilizando el reactivo de transfeccién TransIT 293 (Mirus, Madison, WI), siguiendo las
instrucciones del fabricante. A las 48 horas post transfeccion se recogieron los sobrenadantes conteniendo los virus
PR8 o PB2-KO y se inocularon en huevos de gallina embrionados de 10 dias o células AX4/PB2, respectivamente.
Ambos virus fueron titulados utilizando un ensayo de placa con células AX4/PB2.

Preparacién de virus inactivados con formalina. Virus PR8 propagados en huevo fueron concentrados y purificados
por ultracentrifugacién del fluido alantoideo con un gradiente de densidad de sacarosa del 10% al 50%, y
resuspendidos en solucion salina tamponada con fosfato (PBS). Se afiadi6 formalina (concentracion final, 0,1%)
para inactivar el virus PR8 purificado a 4°C durante 1 semana. La inactivacion del virus fue confirmada pasando los
virus dos veces en células MDCK y examinando el efecto citopético o la falta del mismo.

Infeccidn experimental de ratones con virus PB2-KO . Para comprobar la seguridad de los virus PB2-KO en ratones,
seis ratones BALB/c hembra de 4 semanas fueron inoculados intranasalmente con 10° PFU/ratén del virus. El peso
corporal y la supervivencia de los ratones infectados fueron monitorizados diariamente durante 14 dias tras la
inoculacion. También en los dias 1, 3 y 6 post inoculacion, se recogieron los pulmones y cornetes nasales de los
ratones, se homogenizaron y se sometieron a ensayos de placa para detectar la presencia de virus.

Inmunizacién y test de protecciéon. Ratones BALB/c hembra de seis o cuatro semanas (3 ratones por grupo) fueron
anestesiados con isoflurano e inoculados intranasalmente con 50 pl de medio (MEM conteniendo 0,3% de fraccion V
de albumina de suero bovino), virus PR8 inactivados con formalina (64 unidades de hemaglutinacion, que equivale a
10° PFU del virus PB2-KO), o virus PB2-KO (106 PFU) una, dos o tres veces a intervalos de 2 semanas,
respectivamente. Tres semanas después de la inoculacion final, los ratones fueron expuestos intranasalmente a 0,5
0 5 dosis letales al 50% por raton (DLMsg) de virus PR8. Los dias 3 y 6 post infeccion, se recogieron los pulmones y
cornetes nasales de los ratones (3 ratones por grupo), homogenizados en 1 ml de PBS utilizando TissueLyser I
(Qiagen, Valencia, CA), y clarificados por centrifugacion a baja velocidad (5000 rpm durante 10 minutos a 4°C). Los
titulos virales en los homogenados fueron determinados utilizando ensayos de placa con células AX4/PB2. El peso
corporal y la supervivencia de los restantes ratones expuestos (3 ratones por grupo) fueron monitorizados
diariamente durante 14 dias.

Deteccién de anticuerpos especificos de virus. Se obtuvieron sueros de ratones (3 ratones por grupo) via sangrado
de vena mandibular antes de cada inmunizacion, y via arteria femoral 1 dia antes de la exposicién. Se obtuvieron
también muestras de fluidos de enjuagues nasales y lavados broncoalveolares (BAL) (3 ratones por grupo)l dia
antes de la exposicion de ratones sacrificados por dislocacién cervical. Se practicaron incisiones para insertar una
canula en la trdquea. Los pulmones fueron entonces perfundidos con 1 ml de PBS utilizando una jeringa. El fluido de
lavado fue recuperado y conservado en microtubos sobre hielo. El enjuague nasal fue recogido pasando 400 ul de
PBS por la cavidad nasal. Se detectaron anticuerpos IgG e IgA en las muestras de sueros, enjuagues nasales y
fluidos BAL utilizando un ensayo inmunoabsorbente ligado a enzima (ELISA) como se ha descrito previamente (Kida
et al., 1982). Cada pocillo fue recubierto con PR8 purificado alterado con 0,05 M Tris-HCI (pH 7,8) conteniendo 0,5%
de Triton X-100 y 0,6 M KCI. Tras la incubaciéon de las placas recubiertas de virus con las muestras del test, se
detectaron los anticuerpos IgA e IgG en las muestras utilizando anticuerpos IgA o IgG anti-raton de cabra
conjugados con peroxidasa de rabano (Kirkegaard& Perry Laboratories, Inc., Gaithersburg, MD). Los titulos de
anticuerpos neutralizantes en sueros de ratones inmunizados fueron también evaluados como se ha descrito
previamente (lwatsuki-Horimoto et al., 2011). Brevemente, el virus (100 dosis de cultivo de tejido infeccioso al 50%
[TCIDso)) fue incubado con diluciones seriales (dos veces) con sueros tratados con enzima destructor de receptor
durante 30 minutos a 33°C, y las mezclas fueron afadidas a células MDCK confluentes en microplacas de 96
pocillos para determinar la actividad neutralizante.

IFA para la deteccion de anticuerpos contra GFP. 293 células cultivadas en platillos con fondo de cristal de 35 mm
(Asahi Techno Glass) fueron transfectadas con un plasmido expresando GFP e incubadas durante 48 horas antes
del ensayo de inmunofluorescencia (IFA). Las células fueron fijadas en PBS conteniendo 4% de paraformaldehido
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(Wako Pure Chemical Industries Ltd.) durante 15 minutos, e impermeabilizadas con Triton X-100 al 0,1% durante 5
minutos. Fueron incubadas durante 1 hora con suero diluido 20 veces obtenido de ratones inmunizados “mock” con
medio, o inmunizados con PR8 inactivado con formalina, o con el virus PB2-KO. Las células tratadas con anticuerpo
anti GFP (clon GFP-20; Sigma-Aldrich) sirvieron como control positivo. Todas las células fueron entonces incubadas
nuevamente durante 1 hora con un anticuerpo secundario anti ratén de cabra marcado Alexa Fluor 594 (Invitrogen) y
Hoechst 33342 (Invitrogen) para la deteccion de anticuerpo de GFP y tincién nuclear, respectivamente. Las
muestras fueron observadas con un microscopio laser confocal (LSM510META; Carl Zeiss, Jena, Alemania).

Resultados

Caracterizacion del virus PB2-KO en ratén. El virus PB2-KO fue incompetente para replicacion en células AX4, pero
arroj6 elevados titulos similares a los de PR8 en células AX4/PB2. Para determinar si el virus PB2-KO puede servir
como una vacuna de la gripe, se evalué su perfil de seguridad en ratones inoculando intranasalmente a cada ratén
con el virus PB2-KO (106 PFU en 50 pl) y monitorizando el peso corporal durante 2 semanas. Los ratones
alcanzaron de forma constante incrementos de crecimiento estables, y no parecieron afectados por infeccion por
virus PB2-KO (datos que no se muestran). Se obtuvieron muestras de pulmén y cornetes nasales los dias 1, 3y 6
post inoculacion, se homogenizaron y fueron sometidas a ensayos de placa en células AX4/PB2 para evaluar el
crecimiento del virus PB2-KO en ratones. No se detectaron placas de érganos de raton infectados con el virus PB2-
KO, aunque se observé un elevado titulo viral (10® PFU/g) en el tejido pulmonar del ratén infectado con 10° PFU de
virus PR8. Estos resultados indican que el virus PB2-KO no crecid en ratones y que no se produjo reversion a un
virus competente para replicacion.

Respuestas de anticuerpo especifico de virus en ratones inoculados con el virus PB2-KO. El nivel de respuestas de
anticuerpos provocado por el virus PB2-KO fue examinado en ratones que habian sido inoculados intranasalmente
con el virus PB2-KO una vez, dos veces 0 tres veces a intervalos de 2 semanas. A efectos de comparacion, se
inmunizaron “mock” también ratones con medio, o con virus PR8 inactivado con formalina, con una dosis equivalente
a 10°PFU del virus PB2-KO. Se recogieron virus en diversos tiempos para determinar la presencia de distintos
niveles de anticuerpos a lo largo del tiempo. También, a las 3 semanas tras la inoculacién final se examinaron los
niveles de anticuerpos de IgG e IgA contra PR8 en las muestras de sueros, lavados nasales y fluidos BAL utilizando
un ELISA (Figura 8). En ninguna muestra se aprecio respuesta de 1gG ni de IgA en ratones inoculados con medio.
Por el contrario, los ratones inmunizados con el virus PR8 inactivado con formalina y el PB2-KO presentaron un
incremento dependiente del tiempo en los niveles séricos de 1gG e IgA. Tras tres inmunizaciones, se detectaron
niveles de anticuerpos similares en ratones inmunizados con virus inactivados y virus PB2-KO. Resultd interesante
que, cuando los ratones eran inmunizados una o dos veces, se observaban titulos séricos de IgG o IgA
significativamente superiores, respectivamente, en ratones inmunizados con virus PB2-KO que en ratones
inmunizados con el virus inactivado con formalina (Figura 8, panel superior). En los lavados nasales de ratones
inoculados con virus PB2-KO dos veces y en fluidos BAL de ratones inoculados una y dos veces, los niveles de 1gG
e IgA fueron significativamente superiores que los de ratones inoculados con el virus inactivado con formalina
(Figura 8, paneles medio e inferior, respectivamente). Por tanto, el virus PB2-KO indujo eficientemente respuestas
de anticuerpo de IgG e IgA en este modelo murino. Sueros obtenidos de ratones inmunizados “mock” con medio no
presentaron anticuerpos neutralizantes, mientras que los de ratones tratados con PB2-KO tuvieron titulos de
anticuerpo neutralizante de 1:16, que fue aproximadamente dos veces superior que los de ratones tratados con virus
inactivados (datos que no se muestran). No se detectaron actividades neutralizantes en ninguna muestra de
enjuague nasal o fluido BAL (datos que no se muestran).

Eficacia de la vacuna del virus PB2-KO. Para evaluar la eficacia como vacuna del virus PB2-KO, se expuso a
ratones a 0,5 o0 5 DLMs, de virus PR8. La anterior dosis de exposicion fue comprobada para simular infecciones
naturales, en las que los individuos son habitualmente infectados con una dosis de virus relativamente baja (sin duda
una dosis no letal).

(i) Cambios en peso corporal y supervivencia de los ratones inmunizados tras la exposicién. Para evaluar la eficacia
de vacuna del virus PB2-KO, se examinaron los cambios en el peso corporal y la supervivencia de ratones
inmunizados con el virus PB2-KO tras ser expuestos al virus PR8. Los ratones inmunizados “mock” con medio y
expuestos a 0,5 DLMsy de PR8 experimentaron una sustancial pérdida de peso corporal, que recuperaron
posteriormente (Figura 7, paneles izquierdos). Por otra parte, todos los ratones inmunizados “mock” con medio y
expuestos a 5 DLMsg de PR8 registraron una sustancial pérdida de peso corporal y murieron aproximadamente una
semana después de la infeccion (Figura 2, paneles derechos). Los ratones inmunizados una vez con el virus
inactivado con formalina o el virus PB2-KO experimentaron pérdida de peso (15%) después de cada dosis de
exposicion (Figura 7A). Es digno de mencién que el 100% de los ratones inmunizados una vez con el virus PB2-KO
sobrevivieron, mientras que uno de cada tres ratones inmunizados una vez con el virus inactivado con formalina
murieron el dia 8 post infeccion, tras haber sido expuestos a 5 DLMsp del virus PR8 (datos que no se muestran).
Todos los ratones inmunizados dos y tres veces con los virus inactivados y PB2-KO sobrevivieron sin pérdida
apreciable de peso corporal (Figuras 7By C).

(ii) Replicacion viral en pulmones y cornetes nasales. Para evaluar la replicacion viral en los pulmones y cornetes
nasales de los ratones inmunizados con el virus PB2-KO, ambos érganos fueron recogidos los dias 3 y 6 post
exposicion con el virus PR8. La Figura 9 muestra la extension de la replicacién viral en esos 6rganos. El virus PR8
se replicd hasta un titulo superior en los pulmones y cornetes nasales de todos los ratones inmunizados “mock”.
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Aunque la potencia de la vacuna PB2-KO fue similar a la de la vacuna inactivada con formalina en ratones
inmunizados una vez, en ratones que recibieron dos o tres vacunaciones la vacuna PB2-KO fue mas eficaz que la
inactivada con formalina, con titulos virales en ambos érganos considerablemente menores en ratones inmunizados
con la primera que en los inmunizados con la Gltima. Tomados en conjunto, estos resultados indican que el virus
PB2-KO tiene una mejor potencia como vacuna de la gripe que el virus inactivado con formalina.

Deteccién de anticuerpos contra GFP en ratones inoculados con el virus PB2-KO. Finalmente, se determiné si el
virus PB2-KO podia inducir anticuerpos contra GFP, porque el virus PB2-KO utilizado aqui tiene el gen GFP en su
regiéon codificante PB2, y GFP fue expresada en células de cultivo PB2-KO infectadas con virus (datos que no se
muestran). La deteccién de un anticuerpo anti GFP en el suero de ratones inoculados con virus PB2-KO sugeriria el
potencial de este sistema como plataforma para el desarrollo de una vacuna multivalente basada en el virus de la
gripe. Por tanto, se recogio suero de ratones el dia 3 post exposicion y se ensay6 en un IFA. No se detectd GFP en
suero de ratones inmunizados “mock”, o en los de inmunizados con la vacuna inactivada (Figura 10); no obstante, en
sueros de ratones inmunizados con el virus PB2-KO, asi como un anticuerpo anti GFP comercial (que sirvi6 como
control positivo), se detect6 expresion de GFP. Estos resultados indican que se indujo un anticuerpo contra GFP en
ratones inmunizados con el virus PB2-KO, sugiriendo la potencial aplicacion del virus PB2-KO como vacuna
multivalente.

Debate

Se demostr6é aqui que un virus PB2-KO incompetente para replicacion provoca respuestas de anticuerpo protector
especifico de virus, y que este virus induce también anticuerpos contra la proteina reporter codificada en la region de
codificaciéon de su segmento PB2. En particular, la vacuna de PB2-KO protegié a los ratones contra una exposicion
letal con virus HIN1 PR8, sugiriendo el potencial de esta vacuna contra la infeccién de la gripe A. La capacidad de
detectar anticuerpos contra GFP en sueros de ratones inoculados con virus PB2-KO sugirid que si el gen reporter, o
en este caso GFP, debia ser sustituido por la regién antigénica de otro patdégeno, los ratones inoculados con el virus
recombinante expresarian anticuerpos contra este patdgeno secundario; sugiriendo a su vez su potencial como
vacuna multivalente. Por consiguiente, el virus PB2-KO incompetente para replicacion puede servir como plataforma
para una vacuna contra la gripe, asi como para una vacuna multivalente si la regién codificante PB2 es sustituida por
la porcion antigénica de otro patégeno.

Se ha informado de que vacunas inactivadas y vivas atenuadas incluyendo virus con gen knock-out, inmunizan con
éxito a ratones contra infecciones de gripe letales. El virus M2-KO que carece de membrana trans y dominios de cola
citoplasmicos se replica eficientemente en células con expresion M2, y demuestra potencial como vacuna viva
atenuada (Watanabe et al., 2009). El HA-KO demostré también pasar por multiples ciclos de replicacion en células
gue expresan constitutivamente la proteina HA (Martinez-Sobrido et al., 2010); no obstante, parece que se requieren
grandes cantidades de virus produciendo suficiente proteina HA en elevados titulos para conseguir eficacia
protectora. La incorporacion y mantenimiento estables del gen reporter no han sido estudiados en los sistemas M2-
KO o HA-KO. Previamente se demostrd que particulas similares a virus (VLPs) incompetentes para replicacion,
provocan respuestas inmunes mucosales y sistémicas en un modelo murino. VLPs que carecen de NS2 protegen a
los ratones contra varias dosis letales de virus de la gripe (Watanabe et al., 2002). No obstante, la ausencia de una
linea celular que exprese constitutivamente NS2 impide la produccién eficiente de suficientes VLPs para alcanzar
eficacia protectora.

En contraste con el M2-KO, HA-KO y/o VLPs descritos mas arriba, el virus PB2-KO pudo ser preparado en una linea
celular que expresaba PB2, produjo elevados titulos e incorporé y mantuvo establemente un gen de GFP durante la
replicacién viral (Ozawa et al., 2011). Estos datos establecen claramente la viabilidad de utilizar este sistema para la
produccién de una vacuna eficiente.

La seguridad es de la maxima importancia en lo que se refiere al potencial uso de virus como vacunas. Actualmente,
las vacunas de la gripe vivas atenuadas y la mayoria de las inactivadas son propagadas en huevos de gallina
embrionados, aunque se han autorizado en Europa vacunas a base de células. Dado que un requisito previo para la
propagacion con éxito basada en huevo de una vacuna es la seleccion de variantes adaptadas a huevos de gallina
embrionados en el momento de la implementacion, el virus de la vacuna puede ser ligeramente distinto de los virus
circulantes en términos de antigenicidad (Fulvini et al., 2011; Hardy et al., 1995; Robertson, 1993). Debido a la
propension de las proteinas del huevo en esas vacunas a provocar alergias, las vacunas inactivadas, administradas
parenteralmente, producidas en huevo, van asociadas a reacciones adversas o anafilacticas en algunos individuos
(Halperin etal., 2002). Una complicacién afiadida es el posible agotamiento de existencias de pollos en caso de un
brote de pandemia de gripe aviar altamente patdgena, que podria poner en peligro la produccién en masa de
vacunas (Hampson, 2008).

Por el contrario, las alternativas basadas en células presentan varias ventajas sobre la propagaciéon de la vacuna
basada en huevo convencional. La capacidad de produccion puede aumentar facilmente en proporcion con la
demanda. Ademas, al contrario que en los virus cultivados en huevo, la antigenicidad de los virus cultivados en
células coincide con la de los animales y humanos (Katz et al., 1990; Robertson et al., 1991).

Se establecié una linea celular que expresa establemente virus PB2 y PB2-KO replicado eficientemente en esta
linea celular (es decir, a un nivel comparable a la del virus tipo salvaje) (Ozawa et al., 2011). En células que no
expresan PB2 en trans, el virus PB2-KO incompetente para replicacion solo pasa por un Unico ciclo de replicacion, y
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no se formaran particulas infecciosas; asi, el virus PB2-KO provoca una respuesta de anticuerpo protector sin
permitir la replicacién de virus infeccioso. Por consiguiente, una vacuna PB2-KO basada en células elimina varios
obstaculos en la preparacién y suministro de vacunas.

Ademas, la eliminacion del gen PB2 hace que el virus de la gripe PR8 sea incompetente para la replicacion sin
evidencia de recombinacion entre el vVARN PB2 recombinante y el mARN proteina PB2 incluso con mudltiples ciclos
de replicacion.

Una vacuna inactivada con formalina protegi6 eficientemente a ratones contra la exposicién a dosis letales del virus
PR8 provocando respuestas inmunes (Figuras 7-9). No obstante, aunque los resultados en términos de
supervivencia y pérdida de peso corporal fueron similares en los ratones inmunizados con la vacuna inactivada con
formalina, y los inmunizados con la vacuna PB2-KO (Figura 7), los titulos virales en los pulmones y cornetes nasales
de los ratones inmunizados con la primera vacuna fueron superiores que los de los ratones inmunizados con la
segunda (Figura 9). Estos resultados reflejan probablemente diferencias en los niveles de respuesta inmune (Figura
8). También resulta plausible que fueran activadas respuestas de linfocito T citotoxico (CTL) por el virus PB2-KO,
pero no por el virus inactivado con formalina, dado que se considera que antigenos inactivados no inducen
respuestas CTL, aunque en este estudio no se examinaron dichas respuestas.

Por definicion, una vacuna multivalente o polivalente se refiere a una vacuna disefiada para provocar una respuesta
inmune a uno o mas agentes infecciosos, o a varios determinantes antigénicos distintos de un Unico agente. Basado
en el hecho de que otros genes reporter y los genes HA y NA de distintas cepas de virus pueden ser acomodados
por el virus PB2-KO, resulta viable el disefio y produccion de una vacuna multivalente. Como resultado, es
concebible que la vacuna PB2-KO pueda proporcionar proteccién contra distintas cepas antigénicas de gripe, o
subtipos de gripe y/o otros patdgenos. Una ventaja adicional es la posibilidad de administracion mucosal de la
vacuna, evitando el empleo de agujas para la inyeccion subcutanea de la vacuna, etc.

En conclusion, dado que el virus PB2-KO provocé respuestas inmunes efectivas, indujo anticuerpos contra el
producto de un gen reporter codificado en su segmento PB2, se propaga facilimente y puede ser administrado con
seguridad como vacuna, el virus PB2-KO constituye un candidato para vacuna creible, seguro y eficaz.

Ejemplo IV

El Streptococcus pneumoniae es un patdgeno respiratorio que causa infeccion bacteriana secundaria tras la
infeccion por virus de la gripe, que va asociada a elevada mortalidad en ancianos. Virus paragripales, como el virus
sincitial respiratorio y el virus paragripal tipo 1 humano, son patégenos respiratorios que causan manifestaciones
graves en nifios. Actualmente no hay vacunas disponibles para los virus paragripales. El virus PB2-KO pudo ser
utilizado como vacuna multivalente porque se indujo un anticuerpo contra el producto de gen reporter (en este caso
GFP) codificado en la region codificante del segmento PB2, en lugar de PB2 auténtico (Figura 10). Si importantes
antigenos de patégenos son codificados de modo similar en la regién codificante del segmento PB2, el virus PB2-KO
podria inducir respuestas inmunes contra esos antigenos, asi como contra proteinas virales de la gripe, protegiendo
por tanto a los nifios y los ancianos contra esas graves enfermedades respiratorias.

La Figura 11 muestra la expresion del antigeno PspA de Streptococcus pneumonia y virus de la gripe en células con
PB2-KO-PspA, y la expresion del antigeno de virus de la gripe en células con PB2-KO-GFP. El PB2-KO-PspA ha
mostrado una cinética de crecimiento similar a la del virus de la gripe tipo salvaje en células que expresan PB2 en
trans, pero no puede expandirse en células que no expresan PB2 en trans (Figura 12).

Los ratones infectados con PB2-KO-PspA o PB2-KO-GFP tienen IgG e IgA especifica de la gripe en suero, BAL y
lavados nasales (Figura 13), y los ratones infectados con PB2-KO-PspA, pero no con PB2-KO-GFP, tienen 1gG
especifica de neumococo en suero (Figura 14), y en BAL y lavados nasales (Figura 15).

Los ratones inmunizados tres veces con PB2-KO-PspA sobrevivieron a la exposicién al virus de la gripe (Figural6)y
Streptococcus pneumonia (Figura 19). Pudo detectarse virus de la gripe en los ratones control e inmunizados, en
cornetes nasales y pulmon, el dia 3 post exposicion (Figura 17). Tras la exposicion, la carga bacteriana se redujo en
los ratones inmunizados PB2-KO-PspA, pero no en PB2-KO-GFP, (Figura 18).
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Mientras en la anterior especificacion, se ha descrito esta invencion en relacion con determinadas realizaciones
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AJOgaBAgoa
attgtegage
aacaaatttg
ttocateaatg
aagcacagat
agtatttgoa
aaggagaata
JRARAGHOCA
gaagaaatgyg
acoagactat
cagtocogaga
aagotbgaog
gtggatggat
gtaaatgota
gaguetecat
gaggaccoaa
acattetttg
aattatctteo
aaaattcocaa
aacatggoac
tatgakagkg
aagycatgoyg
gotocaattg
tgoagagooa
tottobgoag
Jagugaaggs
aatgacacog
gaaccacata
gococataggoo
attaaaatga
gagagktatga
gagaacaaat
attgggaagg
cCacaBOtadg

gotackgate
ttgoggaaaa
cagoaatatg
agoiaaggoga
ttgaaataat
acactacageg
gattocatcga
ataaaattaa
coacaaaggo
toaooataseg
Faggagaaga
accaaagtat
togaaccgaa
gaattgaaco
gttotoageg
gtocatgaagg
gatggaagga
tgtcatggaa
agactaaaaa
cagaaaaggt
atgaaccaga
aactgacaga
aacacattge
cagaatacat
caatggatga
Qasfgacocas
acgtggtaaa
aatgggagaa
aggtttbcaag
aatggggaat
ttgaagctga
cagaaacateg
toctgoaggac
apgqgatttte

casBatggas
aacaatgaaa
cactcackttg
gteaataate
cgagggaaga
ggebgagaaa

aattggagta
atckgagaaa

agactacact
AnEAgasAatg
gacaattgaa
coogoagaas
cggctacatt
ttttttgaaa
gtecaaatte
agagggaata
acccaatgit
goaagtactyg
tatgaagaaa
agactttgac
attgagotog
ttcaagotgyg
azgcatgaga
aatgaaggga
tttcoaatta
cttgtatggt
cttbgtgage
gtactgtgtt
goocatgbto
guagatgagg
gtoctotgto
gooocattgga
tttattagoa
agobgaatoa

ES 2655051 T3

gatttegtge
gagtatgggg
gaagtatgcot
gtagaacttg
gatogoacaa
coaaagttte
Acaaggagag
Acacacateoo
ctogatgaag
godagoagag
gaaaggtttyg
ttotcoagoeo
gagggoaago
Acaacaccac
ctgetgatgg
cogotatatg
gttaaaccac
gcagaactgo
acaagtoago
gactgtaaag
ettgoaagkt
atagagotog
aggasttatt
gtgtacatca
Attocaatga
ttcatcataa
atggagtttt
cttgagatag
ttgtatgtga
egttgoctee
Aaagagasaag
gagtcoooca

aagtoggtat

agaaasctgao

agggacaacc tggaacctgg gacctttgat cttggggggce
tgoectgatta atgatcccotg ggttttgett aatgettett
gttagttgtg gcagtgctac tatttgetat

catgcattga
cottgtttet

<210> 2
<211> 2341
<212> ADN

act

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Un oligonucledtido sintético

<400> 2
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gacaatgobl
aggacctgaa
tcatgktatto
ghgatccaaa
tggoctggac
taccagattt
aagttcacat
acattttoto
aaagoagygygc
gootobgoga
aaatcacagyg
thgaaaattt
tgtctcaaat
gaccacttag
atgocttaaa
atgoaatcaa
acgasaagogy
aggacattga
tasagtggge
atgtaggtga
ggatbcagas
atgagattgyg
toacatoaga
atactgoctt
taagoaaghg
aaggaagate
ctotcactga
gagatatget
gaacaaatgg
tecagboact
acatgaccaa
aaggagtgga
tcaacagott
thottatogt

tatatgaagc
ggttcaacte
ccatactgte

caatoogata
aatogaaaca
agattttoac
tgoactibtteg
agtagtaaac
gtatgattacs
atactatctg
gttoackggg
taggatcaaa
tEoot ek agt
aacaatgogo
tagagoctat
gtococaaagaa
acttocogaat
attaageatt
atgoatgaga
aataaatoca
gaatgaggag
acttggbgag
tttgaagcaa
togagtttaas
agaagatgty
gobgtoboas
gottaatgea
tagaackaag
cocacttaagg
cocaagactt
tataagaagt
aacctcaaaa
tocaacaaatt
agagttcottt
ggaaagktas
gtatgeoatot
toaggotote

aattgaggag
ctteocttaca
caaaaaagta

&0
120
1ED
240
ago
360
420
48D
540
&00
660
T20
TED
340
900
S6D

1020
1080
1140
L1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
L&ED
1740
100
1360
1520
198D
2040

2100
2160
2220
2233
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<210>3

<211> 2341
<212>ADN

AJODAARGOA
ccagocacaaa
gggacaggaa
ggaagatgga
ctgocagaag
goettbecttg
gbtgttocage
ctaaatagaa
aatggoctoa
tecaatgaaca
gacaatatga
AACBAABGOA
agagggaage
tacttbgttg
gttggaggca
totoaggaca
cagaatcete
ttocagaaatg
aaagggtata
ctagoaagoa
agacaegotat
aatatgttaa
aagackackt
goacoccaatc
cttggaatoa
acaagttttt
ggggtgtotyg
aatatgataa
aaagakttaca
tcattbgasa
gacggaggoo
tgggaatiga
agcoccataaag
aaaaacatgyg
toccatcttga
tgoaakttat
agtatggtayg
ggaaggataa
ctoagacggo
t

<213> Secuencia Artificial

<220>

ggoaaacoakt
atgctataag
caggatacas
caacaaacac
acaatgaacc
aggaatcoca
aaacacgagkt
accaacctgs
cggoocaatga
aagaagaaat
ctaagaaaat
gtktatotaat
taaaacggag
agacackgge
atgagaagaa
aogaacktte
ggatgbtttt
ttoctaagtat
tgtttgagag
togatttgaa
taatagaggg
goactgtatt
actggtggga
atgaagggat
atatgagoas
totategtta
ggatoaRcga
acaatgatect
ggtacacgta
taaagaaact
caaatttata
tggatgagga
aaattgaatc
agtatgatge
atacaagtca
ttgaasaatt
aggctatbggt
BgAEAgRATE
aaaaatagtg

<223> Un oligonucledtido sintético

ES 2 655

ttgaatggat
cacaacttte
catggatact
cgaaactgga
aagbggttat
toctggtatt
agacaagotg
tgcaacagoa
gtotggaagy
gogggatcaca
gataacacag
tagagoattg
agcaattgoa
aaggagtata
agcaaagctyg
tttocaacata
ggecatgate
tgotocaata
caagagtatg
aAtatttcaat
gactgoatca
aggogtotoo
tggbobttcas
tcaagoogga
gaaaaagtot
tgggtttgtt
gtoagaggas
tggtccagca
cogatgocat
gtgggagcasa
caacattaga
ttaccagggg
aatgaacaat
tottgoaaca
aagaggaygia
ottooacago
ttocagagoo
gttocaotgag
aatttagctt
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gtoaatooga
ccttatactyg
gtoaacagga
goacogoaac
goocaaacag
tttgaaaact
acacaaggoo
ttggocaaca
ctocatagact
acteatttte
agaacaatgyg
aoackgaaca
aAcooocaggga
tgtgagasac
goaaatgttyg
actggagata
acatatatga
atgttoctcaa
aaacttagaa
gattcaacaa
ttgagecatg
atocctgaatc
toototgacg
groygacaggt
tacataaaca
gocaatttboa
atgagtattg
acagctcaaa
ataggtgaca
acoogttaca
aatctocaca
cgtttatgea
gcagtgatga
acacactect
cttgaggaty
agttocataca
cgaattgaty
atoatgaaga

grocttcatyg

acttacktttt
gagacccteo
cacatcagha
tcaaccogat
attgtgtatt
egtgtattga
gacagaccta
caatagaagt
toocttaagga
agagaaagag
gtaaaaagaa
caatganoaa
tgoaaataag
tegaacasto
taaggaagat
acaccaaatg
ccagaaatea
acaaaatggo
choaaatace
gaaagaagat
gaatgatgat
ttggacaaaa
atttbgaotek
tttatogaac
gascaggtas
gecatggaget
gagttactgt
tggoocttea
cacaaataca
aagotggact
ttoctgaagk
acccactgaa
tgocagoaca
ggatoccoaa
aacaaatgta
gaagaccagt
cacggattga
totgttooas
aaaaaatgoo

attaaangte
ttacagocat
atoagaaasg
tgatgggooa
ggagacgatg
aacgatggacg
tgactggact
gttoagatca
tgtaatggag
acgggtgaga
goagagattyg
agatgcotgag
gaggt-ttgta
agggttgooa
gatgaccaat
gaacgaaaat
gocogaatoey
gagactggga
tgoagaaatg
tgaaaaaato
gggoatgtta
gagatacacc
gattgtgaat
ctgtaagcta
atttgaatts
toccagtttt
cabtoaaBaaad
gttgttcate
aacoogaaga
gobggtotoo
ctgoctaaaa
cocat tbgte
tggtocagoc
aagaaatega
coaaaggLgs
agggatatoc
tttogaatot
cattgaagadg
ttgtttctac
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<400> 3

<210>4
<211> 1565
<212> ADN

AJODAARGOA
togoagtete
aAagaagtaca
gcaatgaaat
gagoaaggac
teacckotogg
ccaaaaatot
cctghbecatt
gcagatctoa
gtgggagoca
gaactcoagyg
gtoogoasaa
ttgoatttga
aatgakgatg
gtatcagoag
attaggatag
aaggctgoaa
agaacaagog
ttgaagataa
goccatactoa
cagtogattg
aaagcagtoa
catoaacttt
gaacctatog
gagatgtaaa
gagagggtag
ctackgtako
tcatogtcaa
tggatocatoa
tacaataaaa
tacagtgggt
accgoacaga
cagttotoct
aattekbeetg
gotggeoackt
aggggattoco
gaactgagcoa
gegttggtaa
aaaagaattc
t

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

gobcaattat
goacoogoga
catoaggasg
atccaattac
asacttbatg
ctgtgacaty
acaaaactta
ttagaaacca
gtgccaagga
ggatactaac
attgcaaaat
ogagattook
ctocaaggaac
ttgatcaaag
atccactage
tagacatookt
tgggactgag
gatcatcagt
gagtgoatga
gaaaagcaac
cogaagoaat
gaggtgatct
taagacattt
acaatgbgat
tgagaggagt
tggtgagoat
cogaggaggt
tgatgtggga
gaasokggga
tggaatttga
ttgtaagaac
taataaaact
catttactgt
tattcaacta
taactgaaga
tocattobggg
accttgogaa
tgasacggas
ggatggoocat

<223> Un oligonucleétido sintético

<400> 4

ES 2 655

attcaatatyg
gatactcaca
acaggagasg
agcagacaag
gagtazaaty
gtggaatagy
ttttgaaaga
agtcaaaata
ggcacaggat
ateggaatoeg
ttotocotttg
oocagtggot
atgoctgggaa
cttgattatt
atctttattyg
taggoagass
aattagctca
caagagagag
goggatatgaa
caggagattg
aattgtggeo
gaatttogto
toagaaggat
gggaatgatt
gagaatcago
tgaccgtttt
cagbgaaana

gattaatggt
aackgttaas

accatttecag
totgttocaa
tottoookto
gaatgtgagy
taacaaggecs
cocagatgaa
caaagaagas
agyagagaag
aogggactot
caattagbgt

AgOaABAQOA
accaaacgat
agagoatacdg
gaactcaaac
atggtgotot
gggaaagatc
agagaactca
gatgacgatg
gcaackttato
ctgatgoaag
ghtggaacaa
trotggagog

goggtagatas
cttacgaaca
toggaaaasat
tocagtgatta
ctgottttga
ctaagaaaac
toctttatga
caacggetor
agaggacaag
gttoaactak
tggtgatgya
gtgagaatgg

toactoactg
gatggagact
gattgotgga
tgagggacgy
Cgaaaggaga
tggaggacet
Caaagaagaa
totgactean
agoctottgtt
oookaggagy

attggtoaga
agdgaaaanca

agtgacatoa
gatggagaac
Attggacgat
ttgatccaaa
aataaatacc
atatacagga
ataaggogaa
atgatgatct
cgoaccggaa
totggagoog
atgatcaaac
agastbgott
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gasagaatag
Aaaaccaccyg
BACCCAGCAD
aggataacgy
aatgatgoocg
aatggaccaa
gtogaaaggo
cgtoggagag
gtaatcatgyg
caactaasga
atggttgeat
gotggaacas
cagatgtata
gotgoctagga
gagatgtgoe
CoaACAagaag
tococtteagtt
gaagaggtgo
gagtboacaa
attcagotga
atggtatttt
aatagggcga
gegasaghge
gggatattge
aazatgogtg
ttgagaatceo
CAgggaacag
cctgaatcag
attoagtggt
totttagtac
caaatgaggg
goagoogote
ggatcaggaa
acgaagagac
ggoacagohg
Bagagatatg

goctaatghge
agoatactta

cgaatagttt

aaatoatggo
gooagaatgoe
totacabtaca
acagekbtaas
ttgaagaaca
gagtasacgyg
totggogooa
ggoatbtocaa
tggatcoocag
cagotgotgo
ghgggatcaa
atgaaagaat

aagaactacdg
tggaccatat
trtaggatgas
aaatgatteoo
gatoagacog
taacaaatac
taaagcatgg
ttgacataaa
aagtbgtttt
taaccaaaga
acatgttgga
goagkgtata
ctocaggagyg
acatagtgag
acagcacaca
agoaagoagk
ttggtggatt
ttacgggoaa
tggttgggag
tagtgagtgg
cacaagqaga
atcaacgatt
tttttcaaaa
cogacatgac
tagatgagta
Jggaccaacy
agaaactgac
tgttggtcaa
oCooagAaRaoa
ctaaggooat
atgtgottgg
cacoasagea
tgagaatackt
teacagttet
gagtggagtc
ggooagoact
taattgggca
chgacagooa
aaaaacgacc

gtotoaagge
cactgaaate
aatghtgoacs
aatagagaga
toccagbgog
aaagtggateg
agctaataat
ttbgaatgat
gatgtgctot
agtcaaagga
tgatoggaac
gtgoaacatt

asatotaate
ggoccataato
atggatgate
tgagagaaat
agtgatggta
agttoattat
aaccttbtggo
toectggboat
coctaacgaa
gaagasaagas
gagagaactg
catbtgaagte
ggaagtgagy
aagagobgoa
gattggtgga
ggatatatgoe
cacatttaag
tottoaaaca
aagagoaaca
gagagacgaa
ttgtatgata
gaatoctatg
ttggagagtt
tocaagoato
atooagoacdg
aggazatgta
aataacktac
tacctatcaa
tacaatgota
tagaggocaa
gacatttgat
aagtagaateg
tgtaagggge
aggaasaggat
ocgotgtbotg
aagoatcast
aggagacgtyg
gacagogacs
ttgtttoctac

&0
120
180
240
300
360
420
480
540
€00
60
720

(1]
120
180
240
300
360
420
480
540
&00
660
T20
TED
a40
ano
260

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
L5360
1620
LEED
1740
1800
1360
1520
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2341
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ctocaaaggga
oggaacoaadg
ttgagagggt
gocaghgggt
ctgottcaaa
agtoaactag
ttocatcaaag
gocttocaatg
tgggocataa
atcagcatac
atggoagoeat
aggatgatgg
ctotoggacdg
tettatttot
ctack

<210>5
<211> 1027
<212> ADN

aatttcaaac
ggaatgotga
cggttgotoa
acgactttga
acagocaagt
tgtggatgge
ggacgaaggt
aaaatatgga
QUACCAagadg
aacctacgtt
toaatgogan
aaagtgoaag
BRARQOOAGS
toggagacaa

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

tgotgoacaa
gttogaagat
caagtochge
aagggaggga
gtacagccta
atgooatbok
gotccaaaga
gactatggaa
togaggaaac
ctocagtacag
tacagaggoy
accagaagat
gagooagata
tgcagaggag

<223> Un oligonucledtido sintético

<400> 5

BJOaEEAQCA
ctoctatcate
tgoagggaag
gtoacctetg
aggactgoag
catggacaaa
caaagaaatc
caacaggat g
acagattgot
aatcagacat
ggctggatcg
ggtgcaagoyg
tcttocttgaa
gbtgatocotot
ttgategtet
cktotacogga
ctgtggatee
ttctact

<210> 6
<211> 890
<212> ADN

gobagatatt
cogLcaggoc
aacacogate
actaagggga
agtagacgakt
geagttaaac
tocactoagtt
goggetgtoga
gactoccago
gagaacagaa
agbgagcasag
atgagaacca
aatttgoagy
cactattgoo
ttttttcaaa
aggagkgooa
tgacgatggt

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

gasagatgag
coctcaaage
ttgaggttot
ttttaggatt
ttgtoocanaa
tgtataggaa
attctgotgg
coactgaagt
atocggtctoa
togktttage
cagoagaggo
ttgggactoa
coctatcagaa
goaaatatoa
tgoatttace
aagtotatga
cattttgtoca

<223> Un oligonucledtido sintético

<400> 6

Bgoasaaagoa
attgetttet
teocttgatog
tggacatcaa
aatocogatga
acatgactet
caggocctot
ogaacttaadg

aagagggage
aggatgtoas

goggtgacassa
ttggoatgte
gottogooga
gacagooaca
ggcacttaaa
tgaggaaaty
ttgtatcaga
tgbgattttt

aattgttgge
aaatgoagte

aacataatgyg
cgoaaacgang
gatcagaaat
cgtgotggaa
atgaccatgg
toaagggact
atggaccagg
gaccggotgy
gaaattteac
ggagtoctoa
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aaagcaatga
ctoacttttao
ctgoctgoct
tactebtotag
atcagaccaa
goagoattbg
gggaagettt
tcaagtacac
accaatcaac
agaaatcteo
agaacatetg

gtgtocttteo
gtgecktoct

tacgacaatt

tottctaaca

cgagatogea
catggaatgg
tgtgttcacy
tgoccttaat
getocaagagg
tgoacttgoo
ggoatttage
taggcaaatyg
cageactaca
catggaggktt
togtagotoo
acgaatgggg
ttgggatokt
grogotttaa
gqggaagaata
goatagagot

atocaaacac
ttgeagacea
coctaagagg
agoagatagt
cototgtaco
ggtecatget
cgatcatgga
agactotaat
cattgeootteo
toggaggact

36

tggatcaagt
tagoacggto
gtgtgtatgy
toggaataga
atgagaatcc
sagatotasg
ccactagagyg
ttgaactgag
agagggoate
cttttgacag
acatgaggac
agguacogag
ttgacatgag
aaagaaaaat

gaggtogazaa
cagagacttyg
ctaaagacas
ctoacegtge
gggaacgagg
gagataacat
agttgtatgg
ctggtatgtyg
gtgacaacaa
gotaaggota
gotaghoagg
agtgokgota
gtgcagatge
goackkgaca
atacggactyg
Logaaaggas
ggagtaaaaa

tgtgtocaage
agaactagge
aaggggcagt
ggagoggatt
tgogtogogh
catacccaag
taagaacatc
attgokaagg
tottocagga
tgaatggaat

gagagagags
tgoactoata
acctgoogta
aocctbtoaga
agoacacaag
agtattaage
agttoaaatt
aagcaggtac
tgogggocaa
aacaaccatt
ocgaaatcata
agbcttogag
taatgaagga
acccttghtt

agtaagtact
aagatgtott
gaccastoot
ccagt.gagog
atooaaatas
tecatgggge
goctoatata
caacctgbga
ccaatocact
tggagoaaat
ctagacaaat
tgaaaaatga
aacggttcaa
tegtgoatte
aaaguaggys
cagoagagtyg
actaccttgt

ttbocaggtag
gatgoeccat
actocteoggto
cbtgamagaag
tacctaactg
cagasagtoy
atactgaaag
gobtboacag
catactgetg
gataacanag

TED

a40

200

SE0
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1565

&0
120
180
240
300
360
420
480
540
&0
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20

ttogagtectc tgaaactcta cagagattocg ctiggagaag cagtaatgag aatgggagac
ctocactoas tocRaaanag asacgagaas bggoggoeac aattaggboa gaagtbbgaa
gaaataagat ggttgattga agaagtgaga cacaaactga agataacaga gaatagbttt
gagoasataa caktttaktgoa agocttacat ctatbgobtg aagtggagos agagataaga
actttectogt ttcagettat ttagtactaa aaaacaccet tgtttctact
<210>7
<211> 1775
<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Un oligonucledtido sintético
<400> 7
agocaaaagoa ggggaaaata aaaacaacca aaatgaagge aaacctactyg ghtooctgbtat &0
gbkgoacttge agotgoagat goagacacaa tatghbatagy ctaccatgog ascastboas 120
cogacactgt tgacacagta ctogagaaga atgtgacagt gacacactet ghttaacctge 180
togaagacag CCacaacgga aaactatgta gattaaaagg aatagococa ctacaattgg 240
ggaaatgtaa catcgocgga tggetettgg gasacccaga atgogaccca ctgettocag 300
tgagatcatg gtocctacatt gtagaaacac caaactctga gaatggaata tgbtatcocag 360
gagatbtoat cgactatgag gagetgaggg agoaattigag cbcaghgtea tcattogaaa 420
gattogaaat atttococcaaa gaaagetcat ggooccaacca caacacaaac ggagtaacgg 48D
cagoabgot € ccatgagggy aasagoagitt tttacagaaa tttgetatgg ctgacggaga S40
aggagggctc atacccaaag ctgaaaaatt cttatgtgaa caaaaaaggy aaagaagtoco L]
tegtactgbtg gggtattocat caccogocta acaghbaagga acaacagast ctotatcaga &60
atgaaaatgec ttatgbtctot gtagtgactt caaattataa caggagattt acceococggaaa TZ0
tagoagassag acccaaagta agagatcaag ctgggaggat gaactabtac btggaccktge TEO
taaaacccgy agacacaata atatttgagg caaatggaaa tctaatageoa ccaatgtatg 40
ctttogoact gagtagagge ttbtgggtcog goatcatcac ctocaaacgoa toaatgoatg S00
agtgtaacac gaagtgbcaa acaccoctgy gagetataaa cagoagtote cottaccaga 60
atatacacoc agbtcacaata ggagagbtgoc caaaatacgt caggagtgoo aaattgagga 1020
tggttacagg actaaggaac attcogtoca ttoaatocag aggtetatit ggagoecatig 1080
coggttttat tgaaggggga tggactggaa tgatagatgg atggtatggt tatcatcatco 1140
agaatgaaca gggatcagge tatgoagegy atcaasaaaag cacacaaaat geoecattaacg 1200
ggattacasaa caaggbtgaac actgttatocg agaasatgaa cattcaattc acagotgtgg 1260
gbtaaagaatt cmacasatts gaspsasagga btggaasattt mpatesasss ghtbgatgatyg 1320
gatttctgga catttggaca tataatgeoag aattgttagt tctactggaa aatgaaagga 13B0
chotggattt ccatgactos aatgbgaaga atobgtatga gaaaghasss agooaakbtas 1440
agaataatgc caaagaaatc ggaaatggat gtttbgagtt ctaccacaag tgbgacaatg 1500
aatgoatgga aagtgbasgs aabgggactt atgattatco caaabtatbtcs gaagaghoas 1560
agttgaacag ggaaaaggta gatggagtga aattggaatc aatggggatc tatcagattc 1&20
tggogatcta cteocaactgte gocagttcocac tggbtgotttt ggtoctocotg ggggoaatca 1680
ghttebggat gtgttctaat ggatctitge agtgcagaat atgoatctga gattagaatt 1740
tcagagatat gaggasaaac acocttgbtt ctact 1775
<210> 8
<211> 1413
<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Un oligonucledtido sintético
<400> 8
agcaaaagoa ggggtttaaa atgaatocaa atcagaaaat aataaccatt ggatcaateot &0
gtetggtagt cggactaatt agoctaatat tgoasatagg gaatataate teaatatgga 1z0
ttagocattc aakttcaaact ggaagtcocaaa accatactgg aatatgoaac caaaacatoa 180
ttacctataa asatageace tgggtasagy acacaactbte agtgatatta aceggoaatt 240
catctetttg tocccatcogt gggbgggota tatacagoaa agacaatago ataagaattg 300
gktocasagg agacgbbttt gtocatasgag agocotbtbat tkcatgttok cactbggast 360
goaggacctt ttbtotgace caaggtgeoot tactgaatga caagoattca aghgggactg 420
ttaaggacaqg aagoccktat agggoottaa bgagotgoco btgtogotgea gobooghbooc 48D
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cgtacaatte
gotggotasao
acggcataat
ctgaakgtago
ggotggooto
tgaatgoaca
totgtgtotyg
acctggatta
aagatggaac
tttocatatag
atgggtttga
tgaggcaaga
atootgagot
gacgacctaa
atagtgatac
agtagtotgt

<210>9
<211> 24
<212> ADN

aagatttgaa
aatoggaatt
aactgaaacec
atgtgbaaat
gtacaaaatt
taattctoac
cagagacaat
tcaaatagga
aggoagetgt
gtatggtaat
gatgatttog
tgttgtggoa
gacagggota
agaaaaaaca
tagtagattgg
tcaaaaaact

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

teggttgett
toaggtocag
ataaaaagtt
gottoatgrt
ttcaagatog
tatgaggaat
togeatggtt
tacatctgoa
gotcocaghbgt
ggtgtttgga
gatcctaatg
atgactgatt
gactgtatga
atctggacta
totbggocag
cotbgtttot

<223> Un oligonucledtido sintético

<400>9

atggaaagaa taaaagaact acga

<210>10
<211> 2341
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Un oligonucledtido sintético

<400> 10

agogaaagoa
togoagtako
aagaagtaca
goaabtgaaat
gagcaagga.c
teacckotgg
ccaaaaatet
cctgbtocatt
geagatoctca
gtgggagcca
gaacteoocagg
ghoogoaaaa
tEgoatttaa
aatgatgatyg
gtatcagoag
attaggatgyg
aaggokgoaa
agaacaagodyg
ttgaagataa
geécatactaa
cagtogattg
aaagoagtta
catcaacttt
gasockatag
gagatgtcaa
gagagggtag

ggtcaattat
goACOogOga
catcaggaag
atcoaaktas
aaactttatg
ctgtgacatg
acaaaactta
ttagaaacca
gtgocaagga
ggatactaac
attgoaaaat
cgagattoot
abocaaggass
ttgatcaaag
accoackage
tagacatocet
tgggactgag
gatcatcagt
gagtgoatga
Qaaaagaac
cogaagoaat
gaggtgatot
taagacattt
acaatgbgat
tgagaggagt
toggtgagoat

attcaatatg
gatactcaca

acaggagaag
agoagacasg
gagtaaaatg
gtggaatagy
ttttgaaaga
agtcaaaata
ggcacaggat
atocggaatog
ttetootbtg
cocagtggot
atgobgggas
cttgattatt
atctttattg
taagocagaac
aattagotoa
caagagagag
gggatoctgaa
caggagattg
aattgtggeoeo
gaatttegte
toagaaggat
goggaatgatt

gagaatcago
tgacoggtto
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ggtcagcaag
ataastggago
ggaggaagaa
ttactataat

aaaaggggaa
gttoctgtta
cgaacogIoe
gtggggtttt
atgtbgatgg
taggaaggac
gatggacaga
ggtcagggta
gqgoogtgokt
grgogagoag
acggbgotga
act

gaaagaataa
BABACOASC
aAacccagoac
aggataacgg
aatgatgoog
aatggaccaa
gtogasagge
cgtoggagag
gtaatcatgg
caactaacga
atggttgeat
ggtggaacaa
cagaktgtata
gotgotagga
gagatgtgoo
coaacagaag
teatkoaghbt
gaagaggtgo
gagttcacaa
attcagotga
atggtatttt
aatagggoga
gogaaagbgo
gogatattgo

aaaatgggtg
ttgagagtca

38

tgoatgtcat
agtggotgta
aatattgagg
gactgatggs
ggttactaaa
cootgatacs
atgogbgtet
oggtgacaac
agrasacoga
caaaagtoac
gactgatagt
tagoggaagt
chgogktgaa
cattbetttt
getgocatte

aagaactaag
tggaccatat
ttaggatgaa
aaatgattoo
gatcagacog
tgacaaatac
taaagoatog
ttgacataaa
aagtbtgbttt
taaccaaaga
acatgttgga
geagtgtgta
ctocaggagy
acatagtgag
ACAFCACACA
agcaagoogt
teggbggatk
ttacgggoaa
tggttaggag
tagtgagtgyg
cacaagagga
atcagogact
tttttcaaaa
cogacatgac
tagatgagta
gggaccaacg

gatggcatgy
ttaamataca
acacaagagt
aogagbgaty
tcaatagagt
ggcazagtga
ttegatcaaa
cogoghtooog
gtaaagggat
agttocagac
aagttetotg
ttegttcaac
ttaatoagog
tgtggogtga
agoattgaca

aaatctaatg
goooataato
atggatgatg
tgagagaaat
agtgatggta
agttoattat
apcct tbgge
toctggtoat
coctaacgaa
gaagasaagaa
gagagaacteg
cattgaagtyg
ggaagtgaag
aagagctgoa
gattggtgga
ggatatatgeo
cacattbaag
tettcaaaca
aagagcoaaca
gagagacgaa
ttgtatgata
gaatectatg
ttggggagtt
tocaagoate
ctoocagoacyg
aggaaatgta

540
600
E6D
T20
TED
a40
500
6D
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1413

&0
120
1ED
240
300
360
420
4B0
540
&0
G&ED
TE0
TEO
840
200
260

1020
LO®ED
1140
1200
L1260
1320
13E0
1440
1500
1560

24
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ctactgtoto
toatogtaoaa
tggatcatca
tacaatasaas
tacagtgugt
ACOQCACSTA
cagttetoot
aattoctoctg
getggeactt
aggggattoc
gaactgagoa
gtgttggtaa
aasagaatto
t

<210>11
<211> 2341
<212> ADN

cogaggagyt
tgatgtgggs
gaaactggga
tggaatttga
ttgtaagaac
taatassaat
catttactgt
tattcaacta
taacogaaga
tcattotggg
accttgogaa
tgaaacgaaa
ggatggooat

<213> Secuencia Artificial

<220>

cagbgaaaca
gattaatggt

aactgttaaa
aocatttcag
toctgttocaa
tottoookta
gaatgtgagy
caacaaggoo
cacagatgaa
caaagaagac
aggagagaag
acgggactct
caattagbgt

<223> Un oligonucledtido sintético

<400> 11

agogaaagoa
CoRgCACARA
Jygacagyaa
ggaagatgga
ctgooagaag
gortboottg
ghtgttoage
ttaaatagaa
aatggootoa
tcaatgaaaa
gacaatatga
aacaaaaggg
agagggasgs
tacttbgttyg
gttggaggca
tectcaggaca
cagaatooko
ttocagaaatg
asagggtata
ctageaagoa
cgacogotot
aatatgttaa
aagactactt
geacccaate
cttggaatca
acaagktttE
ggggtgtetyg
aatatgataa
aaagattaca
toattbgasa
gacggaggoc
tgggaattga
agocataaag
aaaaacatgg
tecatetiga
tgoaatttat
agtatggtag
ggaaggataa
choagacgoo

gycaaaccat
abtgotatasg
caggatacac
CRACABACAS
acaatgaacs
aggaatcooa
aaacacgagt
accagoctgo
cggocaatga
aagaagaaat
ctaagaaaat
gttatctaat
taaaacggag
agacactgge
atgagaagaa
cogaackttte
goatgbebet
ttctaagtat
tgtttgagag
ttgattbgaa
taatagaggg
geactgbatt
actggtggga
atgaagggat
atatgagcaa
tokatogtta
ggatcaacga
acaatgatok
ggtacacgta
taaagaaact
caaatttata
tggatgagga
aaattgaate
agtatgatgeo
atacaagtca
ttgaaaaatt
aggotatggt
agaaagaaga
aapaataghyg

ttgaatggat
cacaaatbta
catggatact
ogaaaatgga
aagtggttat
toctgotatt
agacaagetg
tgoaacagoa
gtoaggaagy
ggggatcaca
gataacacag
tagagoattg
agoaattgoa
aaggagtata
agoaaaghig
tttecaccate
gogocatgate
tgctocaata
caagagtatg
atattteoaat
gactgeoatca
aggogtoteoe
tggtottcaa
toaagacgga
gaaaaagtot
bgagtibgtt
gtoagoggac
togtoocagoa
cogatgooat
gtgggagcoasz
caacattaga
ttaccagggg
aatgaacaat
tgttgoaaca
aagaggagta
cttoococage
ttocagagoo
gttcactgag
aatktagobt
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cagggaacayg
cotgaatoag
attcagtggt
tottbagtac
caaatgaggy
goageogokao
ggatcaggas
dcgaagagac
ggoacagety
aggagatatyg
getaatghbge
ageoatactta
egaataghbet

grtoaatcoga
cottatacocg
groaacagga
goacogoanc
goooaaacag
tttgaaaact
acacaaggooc
ttggocoaaca
ctoatagact
actcatttto
agaacaatag
acocktgaaca
ACooCaggga
tgtgagaaac
goasatgbbg
actggagata
acatatatga
atgttotcaa
aaacttagaa
gattcaacaa
ttgageooctg
atoctgaate
tooctotgacg
gtogacaggt
tacataaaca
goocaatttca
atgagtattyg
Acagoboans
agaggtgaca
acaogttoca
aatctocaca
cgtttatgea
goagbgatga
acacactoct
ctitgaagatyg
agttcataca
cgaattgatg
atcatgaaga
gqtockboatg

39

agaaactgac
tottggtoaa
cooagaacos
ckaaggooat
atgtgettgg
CAOOAAAQOA
tgagaatact
tocacagttet
gagtggagtc
ggocagoatt
taattggooa
ctgacagoca
BBaaacgacc

cocttactttt
gagaccotoo
cacatcagta
toaacoogat
attgtgtatt
ogtgtattga
gacagacata
caatagaagt
tecttaagga
agagaaagag
ghaaaaggaa
caatgaccaa
Lgoaaataag
ttgaacaatc
taaggaagat
acaccaaatyg
ccagasatoa
acaaaatggo
ctcaaataco
gaaagaagat
gaatgatgat
ttggacaaaa
attttgotot
tttategaac
gaacaggtac
goatggaget
gagttactgt
tggooottoa
cacaaataca
aagotggact
ttectgaagh
acccactgaa
tgocagoaca
ggatcoocaa
aacaaatgta
gaagaccagt
cacggattga
tetgttocac
aAaBaaAtgon

aataacttac
tacotatoas
tacaatgcta
tagaggooas
gacatttgat
aagtagaats
tgtaagggos
cggaaaggat
agetghtotg
aagcatcaat
aggagacgtyg

gacagogaco
ttgtttotac

cttamaagtyg
ttacagooat
ctcagaaaag
tgatgggooa
ggaagoaatyg
aacgatggag
tgactggact
gttcagatca
tgtaatggag
acgg@bgaga
acagagattsg
agatgotgag
gaggttegta
agggttgoca
gatgaccaak
gaacgaaaakt
gooogaatgg
gagactggga
tgocagaaatg
tgaamaaate
gggcatgttc
gagatacace
gattgtbgaat
ctgtaagota
atttgaatte
tecoagtbtt
catcaaaaac
gtegttoate
aacocogaaga
gobggtotas
ctgoctaaaa
cocattogto
tggtocagoe
aagaaatoga
caaaggtgs
ocgggatatoo
tttogaator

cattgaagag
tegqtbtotan

1620
1680
1740
1800
1360
1520
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2341

&0
120
180
240
00
360
420
480
540
&00
&GO
720
TEO
340
S00
260

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1520
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
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<210> 12

<211> 2233

<212> ADN

<213>Secuencia Artificial

<220>

<223> Un oligonucledtido sintético

<400> 12

agogasagoa
attgtogago
aacaaatttyg
ttoatcaatg
aagcacagat
agtatttgoa
aaggaaaata
gaaaaggooca
gaagaaatag
accaggotat
cagtocgaga
aagcttgoog
gtggatggat
gtaaatgota
gogookoaot
gaggacccaa
acatteotttqg
aattatoctte
aapatkocaa
aacatggaac
tatgatagtyg
aaggoatgog
goctoocaattg
tgoagagoca
tocttghgeoag
gagogaagos
aatgacacoyg
JRECCACACA
goocataggoc
attaasatoa
gagagtatga
gagaacaaat
attgggaagyg
ccacaactag
agggacaatc
tgoctaatta
catgcattga
cocttgbttot

<210> 13
<211> 1565

<212> ADN

ggtactgatt
tLgoggaaaa
cagcaatatyg
agoaaggoga
ttgaaataat
acactacagg
gattcatoga
ataaaattaa
COADAAQOOC
tcaccataag
gaggagaaga
accaaagtot
tegaaccgaa
gaattgaacc
gttotoagog
gteatgaagg
gatggaagga
tgtcatggaa
agactapaaa
cagaaaaggh
atgaaccaga
aactgacaga
aacacattgo
cagaatacat
caatggatga
gRABGACOAA
acgtggtaaa
aatgggagasa
aggtttocaag
aatggggast
ttgaagctga
cagaaacatg
tetgoaggac
aaggatttto
tggaacctgg
atgatcocotg
gttagttgtyg

act

<213>Secuencia Artificial

<220>

caaaatggaa
aacAAtgRAs
cactcacttyg
gtcaataata
cgagggaaga
gogckgagaaa
aattggagta
atctgagaaa
cgactacact
acaagaaatg
gacaattgaa
coocgoogaac
cggctacatt
ttttttgaaa
gtocaaakta
agagggaata
acccaatgtt
goaagtacty
tatgaasapas
agactttgac
attgaggtog
ttecaagebgy
aagcatgaga
aatgaagggyg
tttoccaatta
ctbgtatggt
ctttgtgage
gtactgtgtt
goccatgbte
ggagatgagy
gtectotgte
gooccattgga
tttattageoa
agctgaatca
gaccttitgat
ggttttgett
goagtgetac
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gattttgtgo
gagtatgggg
gaagtatget
gtagaactbg
gatcgoacaa
coasagttbo
acaaggagag
acacacatoco
ctogatgaag
gocagoagag
gaaaggtttg
ttotocageo
gagggoaago
aAcaacaccac
ctgokgatagg
cogetatatyg
gttaaaccan
goagaactgo
Boaagqtaago
gactgtaaag
cttgoaagtt
atagagottg
aggaattatt
gtgtacatea
attccaatga
ttoakoataa
atggagtttt
cttgagatag
ttgtatgtbga
ocgttgtotoo
daagagaaag
gagtctooca
aagtoggtat
agaaaactgo
cttggoogyge
aatgottott
tatttgotat

40

gacaatgett
aggaccbtgas
tcatghtatte
gtgatootaa
tggoctggac
taccagattlt
aagttcacat
acattttoto
asagoagggoc
gooctotggga
aasatcacagg
ttgaaaattt
tgtoteaaat
gaccacttag
atgookbasa
atgoaatcaa
ACGRAABQT
aggacattga
taaagtgggc
atgtaggtga
ggattcagaa
atgagattgg
tcacatcaga
atactgoott
taagcaagtg
aagoaagakto
ctotocactga
gagatatgok
ggacaaatgg
tooagekoact
acatgaccaa
aaggagtgga
ttaacagott
ttocttateogt
tatatgaage
ggttocaacto
ccatactgte

caatoogatg
aatogaaaca
agatttcocoac
tgcactettg
agtagtaaac
gtatgattas
atactatctyg
gttoactggg
taggatcaaa
ttectttogt
aacaatgogs
tagagoctat
gtecaaagaa
acttocogaat
attaagoatt
atgoatgaga
aataaatooa
gaatgaggay
acttggtgag
tttgaagoaa
tgagttcaac
agaagatgtg
ggtgtctocac
acttaatgea
tagaactaag
acacttaagg
cocaagactt
totaagaagt
aacctcaaaa
tcaacaaatt
agagttottt
ggaaagttoo
gtatgeatot
tocaggokott
aattgaggag
cttocttaca
capampagta
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<223> Un oligonucledtido sintético

<400> 13

agcaaaagoa
Bcoaaacggt
agagcatooyg
gRAOttAsES

atggtgotot
gogaaagato
agagaactca
ggtgacgatg
goaackttate
ctgatgoasg
gttggaacaa
ttotggaggg
ctoaaaggoa
ocggaaccoag
ttgagaggot
goccaghbgggt
cbtgotkoasaa
agtcaactgyg
ttoatcasag
gottocaatyg
tgggocataa
atcagcatac
atggoagoat
aggatgatoyg
ctotoggaocg
tettabttet
ctackt

<210> 14
<211> 1027

<212> ADN

gggtagataa
oLbacgRans

toggaaaaat
toagtgatta

ctgottttga
OLAAgRAAASD
toctttatga
caacggotgy
agaggacaag
gttoaactat
tggtgatgga
gtgagaatgg
aatttcaaac
ggaatgctga
cggttoctoa
acgactttga
acagocaagt
tgtgyatgge
ggacgaaggt
aaaatatgga
ggaccagasy
aacctacgtt
tcactgggaa
aaagtgcaag
aaaaggcageo
teggagacaa

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

toactcactg
gatggagact
gattggtgga
tgagggacyy

cgaaagygaga
tggaggacot
caaagaagaa
tobgactoaa
ggctottgtt
oockaggagy
attggtoagy
acgaaaaaca
tgetgoacaa
gttocgaagat
caagtectge
aagagaggga
gtacagocta
atgoocattot
gotoooaaga
gactatggaa
tggaggaaac
ctocagtacag
tacagagggg
accagaagat
gagooogato
tgoagaggag

<223> Un oligonucledtido sintético

<400> 14

agoaaaagoa
ctetatcate
tgoagggaag
ghoacctatg
aggactgoag
CALggAcass
caaagaaatcoc
caacaggatq
acagattgot
aatcagacat
ggctggatag
ggtgoaagoyg
tettetigaa
gtgatcctot
ttgategtot
cttoctacgga
ctgtggatao
ttctact

<210> 15

ggtagatatt
cegboagges
aacaccgato
actaagggga
cgtagacgot
goagttaaas
tcactcagtt
ggggotgtga
gactoccago
gagaacagaa
agbgagoaadg
atgagaacca
aatttgoagg
ocgotattgoo
ttttttcaaa
aggagtgoca
tgaogatgok

gaaagatgag
cocbcaaaga
ttgaggttot
ttEtaggatt
ttgtoccaaaa
tgtataggas
attctgotgy
ooactgaaght
atoggtcteoa
tggkttttage
cagoagagge
ttgggactoa
catatcagaa
goaaatatca
tgoatttaeceo
aagtctatga

pattttgtoa

ES 2655051 T3

agtgacatca
gatggagaan
attggacgat
ttgatoocaas

aataaatacc
Atatacagas
ataaggogaa
atgakgatot
cgoaccggaa
totggagoog
atgatcaaac
agaakttgott
aaagcaatga
ctoactttto
ctgectgect
tactctotag
Atcagaccaa
googoattoyg
gggaagottt
tcaagtacac
AccaatoRan
agaaatcteoo
agaacatctg
gtgtetttes
gtgocttoct
tacgacaatt

tettotaaceo
cgagatogea
catggaatgg
Lgtgttoacy
tgooccttaat
gotcaagagy
tgoacttgeoo
ggoatttago
taggcaaatyg
cagcactaca
catggaggbt
toctagotoo
acgaatgggg
ttgggatcott
gtogetttaa
gggaagaata
goatagaget

41

aaatcatggo
gooagaatgo
toctacatoca
acagottaac

tggaagaaca
gaRgtaaacgg
totggegoca
ggoattooas
tggatcocag
cagotgotgo
gtgogatcaa
atgaaagaat
tggatcaagt
tagcacggtc
gtgtgtatag
toggaataga
atgagaatoo
aagatctaag
ccactagagg
ttgaactgag
agagggoats
cttttgacag
acatgaggac
aggoucgagy
ttgacatgag
asagasaaat

gaggtcgaaa
cagagactiyg
ctaaagacaa
ctoacogtgo
FIFRACgIIy
gagataacat
agttgtatgyg
ckggtatgktg
gtgacaacaa
gotaaggota
getaghbocagg
agtgetggte
ghgoagatge
goacttgata
atacggactyg
tocgaaaggaa
ggagtaaass

gbtocccaagge
cactgaaate

aatgtgoaca
aatagagaga

tococaghbgog
asagtggatyg
agctaataat
ttbgaatgat
gatgtgeotot
agtcaaagga
tgataggaac
gbtgoaacatt
gagagagags
tgcactcata
acchtgoogta
coctttocaga
agoacacasg
agtattgages
agttoaaatt
aagoaggtac
tgogggooaa
aacamccgtt

cgaaatcata
agbottegag
taatgaagga
accottgbtt

ocgtacgttot
aagatgtott
gaccaatoot
ccagtgagag
atccaaataa
tocatgggge
goctcatata
caacobgtga
ccaacccact
tggagcaaat
ctaggoaaat
tgaaaaatga
aacggttcaa
ttgtggatto
aaagoraggos

cagoagagtyg
actacctbgt

&0
1z0
180
240

300
360
420
480
40
E00
E60
T20
TEO
340
500
260
1020
108D
1140
L1200
1260
L1320
1380
1440
1500
1560
1565

&0
120
1B0
240
300
360
420
480
540
€00
€60
720
TED
g40
00
960

1020
1027
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<211> 890
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Un oligonucledtido sintético

<400> 15

agcaaaagoa
attgotttot

toottgatog
Lggacataga
aatcogatga
acatgactok
caggocotot
ogaacttaadg
aagagagagc
aggatgtcaa
ttegagtate
ctocactocac
gaaataagat
gagoaaataa
actttotoat

<210> 16
<211> 20

<212> ADN

gggtgacaaa
ttggoatgtae

gottogooga
gacagocaca
ggcacttaaa
tgaggaaatyg
ttgtatcaga
tgbgattttt
aattgttgge
aaatgoagtt
tgaaactota
tocaaaacag
ggttgattga
catttatgoa
tteagettat

<213> Secuencia Artificial

<220>

gacataatgy
oYCAAACTAY

gatcagaaat
ocgtgotggas
atgaccatgy
toaagggaat
atggaccagy
gacocggotgy
gaaattitecac
ggagtoctoa
cagagattog
daacgagaaa
agaagtgaga
agocttacat

ttaataataa

<223> Un oligonucledtido sintético

<400> 16

geccacaatta ttgettegge

ES 2655051 T3

atccaaacac
ttgoagacca

cococtaagagg
agoagatagt
coctoctgtace
ggtocatgot
cgatcatgga
agacktotaat
cattgootte
toggaggact
chtggagaag
tggogggaac
cacaaactga
ctattgottg
Basacanoct

42

tgtgtcaage
agaactaggt

aaggggeags
gyagoggatt
tgogtegegt
cataccoaag
taaaaacate
attgotasagg
tettocagga
tgaatggaat
cagtaatgag
aattaggtca
aggtaacaga
aagtggagca
tgttbetack

tttcaggtag
gatgoocoat

actottggte
abgaaagasg
tacctaacog
cagaaagtag
atactgaaag
gottboaoag
catactgotg
gataacacag
aatgggagas
gaagtttgaa
gaatagbttt
agagataaga

a0
1z0

1ED
240
300
360
420
480
540
600
&60
T20
T80
340
850

20
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REIVINDICACIONES

1. Una vacuna comprendiendo una cantidad efectiva de un virus de la gripe aislado biol6gicamente contenido,
comprendiendo: i) 8 segmentos génicos distintos, incluyendo un segmento génico viral PA, un segmento génico viral
PB1, un segmento génico viral PB2 mutante, un segmento génico viral HA, un segmento génico viral NA, un
segmento génico viral NP, un segmento génico viral M (M1 y M2), y un segmento génico viral NS (NS1 y NS2), ii) 8
segmentos génicos virales distintos, incluyendo un segmento génico viral PA, un segmento génico viral PB1, un
segmento génico viral PB2 mutante, un segmento génico viral HA, un segmento génico viral NA (NA y NB), un
segmento génico viral NP, un segmento génico viral M (M1 y BM2) y un segmento génico viral NS (NS1 y NS2), o iii)
7 segmentos génicos distintos, incluyendo un segmento génico viral PA, un segmento génico viral PB1, un segmento
génico viral PB2 mutante, un segmento génico viral HEF, un segmento génico viral NP, un segmento génico viral M
(M1 y CM2), y un segmento génico viral NS (NS1y NS2);

donde el segmento génico viral PB2 mutante incluye secuencias de incorporacion no codificantes y codificantes
virales PB2 5 y 3’ flanqueando una secuencia de nucleétidos heterdloga, y no incluye secuencias contiguas
correspondiendo a secuencias codificando un PB2 funcional,

donde la secuencia de nucleétidos heteréloga es un gen que codifica una proteina antigénica heteréloga.

2. Un virus de la gripe aislado contenido biol6gicamente para su uso en terapia, comprendiendo: i) 8 distintos
segmentos génicos, incluyendo un segmento génico viral PA, un segmento génico viral PB1, un segmento génico
viral PB2 mutante, un segmento génico viral HA, un segmento génico viral NA, un segmento génico viral NP, un
segmento génico viral M (M1 y M2), y un segmento génico viral NS (NS1 y NS2), ii) 8 distintos segmentos génicos
incluyendo un segmento génico viral PA, un segmento génico viral PB1, un segmento génico viral PB2 mutante, un
segmento génico viral HA, un segmento génico viral NA (NA y NB), un segmento génico viral NP, un segmento
génico viral M (M1 y BM2), y un segmento génico viral NS (NS1 y NS2), o iii) 7 distintos segmentos génicos,
incluyendo un segmento génico viral PA, un segmento génico viral PB1, un segmento génico viral PB2 mutante, un
segmento génico viral HEF, un segmento génico viral NP, un segmento génico viral M (M1 y CM2), y un segmento
génico viral NS (NS1 y NS2);

donde el segmento génico viral PB2 mutante incluye secuencias de incorporacion no codificantes y codificantes
virales PB2 5' y 3', flanqueando una secuencia de nuclettidos heter6loga, y no incluye secuencias contiguas
correspondiendo a secuencias que codifican un PB2 funcional,

donde la secuencia de nucleétidos heterdloga es un gen que codifica a una proteina antigénica heteréloga para la
mencionada terapia.

3. El virus de la reivindicacién 2 donde la secuencia de nucleétidos heter6loga comprende secuencias de una
glicoproteina.

4. La vacuna 1 de la reivindicacion 1 donde la secuencia de nucleétidos heteréloga comprende secuencias de una
glicoproteina.

5. La vacuna de la reivindicacion 1 donde el virus recombinante comprende un segmento génico HA para virus de la
gripe A HA, donde el HA es opcionalmente H1, H2, H3, H5, H7, 0 H9 HA, y también opcionalmente donde la HA en
el virus recombinante es modificada en el punto de escision HA.

6. La vacuna de cualquiera de las reivindicaciones 4 o 5, comprendiendo ademas un virus de la gripe distinto y
opcionalmente dos virus de la gripe diferentes.

7. La vacuna de cualquiera de las reivindicaciones 4 a 6 para su uso en un método de inmunizacion de un
vertebrado, opcionalmente un ave o un mamifero, particularmente un humano.

8. Una células huésped comprendiendo un vector expresando un virus de la gripe como se define en la
reivindicacion 2, donde el virus es virus de la gripe PB2 cuyo vector esta integrado establemente en el genoma de la
célula huésped, y opcionalmente comprendiendo ademas uno o0 mas vectores que incluyen cassettes de
transcripcion para la produccion de vVARN, y cassettes de transcripcion para la produccién de mARN,

donde las cassettes de transcripcion para la produccién de vVARN son cassettes de transcripcion comprendiendo un
promotor Poll unido funcionalmente a un ADN PA de virus de la gripe, en una orientacion para la produccion de
VARN unido a una secuencia de terminacion de transcripcion Poll, una cassette de transcripcion comprendiendo un
promotor Poll unido funcionalmente a un ADN PB1 de virus de la gripe en una orientacion para la produccion de
VARN unido a una secuencia de terminacion de transcripcion Poll, una cassette de transcripcion comprendiendo un
promotor Poll unido funcionalmente a un ADN PB2 de virus de la gripe mutante en una orientaciéon para la
produccién de VvARN unido a una secuencia de terminacion de transcripcion, una cassette de transcripcion
comprendiendo un promotor Poll unido funcionalmente a un ADN HA de virus de la gripe en una orientacién para la
produccién de VARN unido a una secuencia de terminacion de transcripcion Poll, una cassette de transcripcion
comprendiendo un promotor Poll unido funcionalmente a un ADN NA de virus de la gripe en una orientacién para la
produccién de vARN unido a una secuencia de terminacion transcripcion Poll, una cassette de transcripcion
comprendiendo un promotor Poll unido funcionalmente a un ADN NP de virus de la gripe en una orientacion para la
produccién de vVARN unido a una secuencia de terminacion de transcripcion Poll, una cassette de transcripcion
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comprendiendo un promotor Poll unido funcionalmente a un ADN M de virus de la gripe en una orientacion para la
produccién de VARN unido a una secuencia de terminacién de transcripcion Poll, y una cassette de transcripcion
comprendiendo un promotor Poll unido funcionalmente a un ADN NS (NS1 y NS2) de virus de la gripe en una
orientacion para la produccién de vVARN unido a una secuencia de terminacién de transcripcion Poll, donde el ADN
PB2 mutante incluye secuencias de incorporacion de PB2 viral no codificantes y codificantes 5'y 3' flanqueando una
secuencia de nucleétidos heteréloga codificando la proteina heteréloga, proteina que opcionalmente induce una
respuesta inmune profilactica o terapéutica a un patégeno, y no incluye secuencias contiguas correspondiendo a
secuencias que codifican un PB2 funcional; y

donde las cassettes de transcripcion para la produccion de mARN son cassettes de transcripcion comprendiendo
una promotor Polll unido funcionalmente a una region de codificacion de ADN para virus de la gripe PA unidos a una
secuencia de terminacion de transcripcion Polll, una cassette de transcripcion comprendiendo un promotor Polll
unido funcionalmente a una region codificante de ADN para virus de la gripe PB1 unido a una secuencia de
terminacion de transcripcion Polll, y una cassette de transcripciobn comprendiendo un promotor Polll unido
funcionalmente a una region de codificacion de ADN para virus de la gripe NP unido a una terminacion de
transcripcion Polll,

donde la célula huésped no comprende secuencias correspondiendo a secuencias de codificacion PB2 para la
produccion de vVARN de un segmento génico PB2 tipo salvaje.

9. La célula huésped de la reivindicacion 8 es una célula 293, una célula 293T, una célula DF-1, una célula A549,
una célula Vero o una célula MDCK.

10. Un método para preparar un virus de la gripe contenido biolégicamente para el uso de la reivindicacién 2, cuyo
virus es un virus de la gripe de 8 segmentos A o B, comprendiendo contactar a una célula huésped con uno o mas
vectores que incluyen cassettes de transcripciéon para la producciéon de vARN, y cassettes de transcripcion para la
produccién de mARN, donde las cassettes de transcripcion para la produccion de vVARN son cassettes de
transcripcion comprendiendo un promotor Poll unido funcionalmente a un ADN PA de virus de la gripe en una
orientacion para la produccion de vVARN unido a una secuencia de terminacién de transcripcion Poll, una cassette de
transcripcion comprendiendo un promotor Poll unido funcionalmente a un ADN PB1 de un virus de la gripe en una
orientacion para la produccion de vVARN unido a una secuencia de terminacion de transcripcion Poll, una cassette de
transcripcion comprendiendo un promotor Poll unido funcionalmente a un ADN PB2 de virus de la gripe mutante en
una orientaqcion para la produccién de VARN unido a una secuencia de terminacion de transcripcion Poll, una
cassette de transcripcion comprendiendo un promotor Poll unido funcionalmente a un ADN HA de un virus de la
gripe en una orientacion para la produccion de VARN unido a una secuencia de terminacion de transcripcion Poll,
una cassette de transcripcién comprendiendo un promotor Poll unido operativamente a un ADN NA de virus de la
gripe en una orientacién para la produccion de vVARN unido a una secuencia de terminacion de transcripcion Poll,
una cassette de transcripcion comprendiendo un promotor Poll unido funcionalmente a un ADN NP de virus de la
gripe en una orientacién para la produccion de vVARN unido a una secuencia de terminacion de transcripcion Poll,
una cassette de transcripcion comprendiendo un promotor Poll unido funcionalmente a un ADN M de virus de la
gripe en una orientacion con la produccién de vVARN unido a una secuencia de terminacion de transcripcion Poll, y
una cassette de transcripcion comprendiendo un promotor Poll unido funcionalmente a un ADN NS (NS1 y NS2) de
virus de la gripe en una orientacion para la produccion de vVARN unido a una secuencia de terminacion de
transcripcion Poll, donde el ADN PB2 mutante incluye secuencias de incorporacion PB2 viral no codificantes y
codificantes 5'y 3' flanqueando una secuencia de nucledtidos heter6loga que codifica la proteina heteréloga, cuya
proteina induce opcionalmente una respuesta inmune profilactica o terapéutica a un patégeno y no incluye
secuencias contiguas correspondiendo a secuencias que codifican un PB2 funcional; y donde las cassettes de
transcripcion para la produccién de mARN son cassettes de transcripcion comprendiendo un promotor Polll unido
funcionalmente a una region codificante de ADN para virus de la gripe PA unido a una secuencia de terminacion de
transcripcidon Polll, una cassette de transcripcion comprendiendo un promotor Polll unido funcionalmente a una
regién codificante de ADN para virus de la gripe PB1 unido a una secuencia de terminacion de transcripcion Polll, y
una cassette de transcripcion comprendiendo un promotor Polll unido funcionalmente a una region codificante de
ADN para virus de la gripe NP unido a una secuencia de terminacion de transcripcion Polll, donde el genoma de
célula huésped es aumentado establemente con una cassette de transcripcion comprendiendo un promotor Polll
unido funcionalmente a una regién codificante de ADN para virus de la gripe PB2 unido a una secuencia de
terminacion de transcripcion Polll, y donde la célula huésped no comprende secuencias correspondiendo a
secuencias codificantes PB2 para la produccion de vVARN de un segmento génico PB2 de tipo salvaje; y aislando el
virus contenido bioldgicamente de la célula huésped.

11. El método de la reivindicacion 10 donde el virus biolégicamente contenido es reordenante 6:2.

12. El método de la reivindicacion 10 donde la HA es una HA tipo A o una HA tipo B, y opcionalmente la HA tipo A es
HA H1, H2, H3, H5, H7, o H9.

13. El método de la reivindicacion 10 donde cADN HA codifica a un punto de escision avirulento.

14. El método de la reivindicacion 10 donde la HA y la NA son del mismo aislado de virus.

44



10

15

20

25

30

35

40

ES 2655051 T3

15. Un método para detectar anticuerpos neutralizantes para una cepa de virus de la gripe seleccionada en una
muestra fisiolégica de un vertebrado, comprendiendo:

a) contactar la muestra, el virus de la reivindicacion 2 que expresa HA y/o NA de la cepa seleccionada, y células
susceptibles de infeccién por virus de la gripe; y

b) detectar la presencia o cantidad del antigeno en las células, donde la ausencia del antigeno o una cantidad
reducida del antigeno en la muestra en relacién con una muestra control, indica un vertebrado que ha sido infectado
por la cepa del virus de la gripe.
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vARNs PB2 mutantes Numero de Numero de VLPs. Eficiencia de incorporacién a
VLPs (I/ml) con vARN GFP(/ml) viriones
3 5
PB2(300)GFP 300 300 2.799,200 1.532.400 54, 7%
(300)
PB2(120)GFP 120 120 1.080.800 753.600 69,7%
(120)
PB2(60)GFP 60 120 1.676.800 960.000 57,3%
(120)
PB2(30)GFP 30 120 1.807. 200 839.200 46,4%
(120)
PB210)GFP 120 1.093.600 322.400 29,5%
(120)
PS2(120)GFP 120 1.756.800 1.132.800 64,5%
(60) m
PB2(120)GFP 120 1.068.000 549.000 51,5%
(30) ®
PB2(120)GFP 120 55.000 42.400 75,7%
(0)
PB2(0)GFP(0) 28.000 0 0 0%
PB2(-) Ning 19.600
uno

FIG 1.
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FIG 2.

ID SEC. N°: 1
agcgaaagca ggiactgatc caaaatggas gattttgtge gacaatgott Sdatocgaly &0
attgtogage LLgoggaaaa aacaatgaaa gagtatggygd aggaccigaa aatcgaaaca il
aacaaatttg cagcaatatg cacbcactty gaagtabtget tcatgtatte agattticac ia8d
ttoaLcaaty agcaaggega gtcaataatc gtagaaclbg gtgatccaaa tgoacttbttg 240
dagcacagat ttgaaataat cgagggaaga gatcgoacaa tggoctggac agbtaglaaac e 4]
agtatttgea acactacagg goctgagaaa ccaaagttle taccagattt gtatgattac 364
aaggagaata gattcatcga aattggagta acaaggagag aagttcacat atactatcotng %0
gaaaaggeca ataaaattaa atctgagaaa acacacatoc acatftitcte gitcactggg 480
gaagaaatgg ccacaaaggc agactacact ctogatgaag aaagcagggs taggatcaaa 549
accagactat LeACCAtaag acaagaaatg gocagoagag goctctggga ttootttogt &0
cagtocgaga gaggagaagsa gacsattgaa gaaaggtitg aaatcacagy aacaatgogco €60
aageltgooy accaaagtot coogroogaac ttetecagoc ttgaaaattt tagagocotat 120
stosatooat [CQAACCQAA Sggctacatt gagggoaige Lgtctcaaat gtooaaagaa 740
craaatgcila gaattgaace ttttttgaaa acaacaccac gaccachttang acttocgaat B840
gggoctooct gttotcagog gtocaaattc ctgotgatgy atgocltaaa attaagoatt 209
qaggacuﬁaa gtcatgaagg agagggaata ccgotatabtg atgcaatcaa atgeatgaga &0
acattctity gatggaagga acccaatgtt gttaaaccac acgaaaaggg aataaatcca ig2¢
aattateoitc tgtcatggaa gcoaagtactg gcagaactige aggacattga gaatgaggag 1060
aagattocas agactaaaas tatgaagaaas araagtcagc taasgtggge acttggtgag 1140
aanateqeac cagaaaaggt agactthkgac gactgrtaaag atgtaggtga tttgaagcaa 1206
tatgataglg atgaaccaga atlgaggtcg cttgcaaghit ggattcagasa tgagttrtaac 1260
dagiEcangoy aactgacaga ttcaagotgy aLagagolod atgagaltigg agaagatglg 1320
goiocaattg aacacabtge aagcoatgags aggaattatt tcacatoaga ggrgteteac 1iEQ
tgcagagcoca cagaatacat aatgaaggga gtgtacatca atactgocti gottaatgea 1440
tcttgtgoay caatggalgs tttocaatta attoccaatga taageaagly tagaactaaq 1200
gagggaaggc gaaagaccaa ctigtatggt ttecatcataa aaggaagatc ccaclilaagg 1E€0
aatgacaccg acgtggtaaa ctttgtgage atggagttit ctctcactga ccoccaagactt 1620
gaaccacata aatgggagaa gtactgtgtt cttgagatag gagatatget tataagaagt 1680
gecataggee aggtttoaag goccatgttc ttgtatgtga gaacaaargg ascclcaaasa 1740
attaaaatga aatggggaat ggagatgagg ogttgoctoc tocagtcact tcaacaaatt 183¢
gagagtatga Lilgaagcetga gtectcotghic aaagagaaag acatgaccaa agagttcoltt La&d
gagaacaaat cagaaacatg gogcattoga gagiccocca aaggagrtgga Ofadaadbioc 1320
attgggaagy tctgcaggac tttattageca aagtegglatl teaacagett gtatgoatct 1482
ceacaactay aaggatbite agetgaatca agaaaactgc ttcttatcgt toaggotott 2040
augoasaace tggaacergg gacotttgat cttgggggge tatatgaage aattgagong 21040
Lgootgatta atgatcoctg goiittgolt aatgoLtott ggttcaacte orrocttaca 2160
caforartga gttagttghg goagrgerac catttgeotat ccatactglls ©3a43330ta ZEED
cAtEgULETeT act 233

ID SEC. N°: 2
AGOCHSNNCE USLSEECCEL TTGABLgYat gLosatorga CCLLaUILLL cttazaagtg &0
coAgeacant ATJCURTARG SRIRATHILC COLLINECLG GEGAECCCLCN Lladagocul 126
Gagacaggaa caggatavad catgaatadt QtaoRacagya casaitagia Sriggaraay 150
gjeagatyua CA4CHAACHC CgsaaCtga grascgaaal tLaancoaal $aatgzItia 240
CrQANRARST AC3ATgasTY AARN4ENTAT goeCadstay aellghigtoll Qaygegstyg 204G
grettostiy 2A09AaUO00s LCOLQOaTT NLT4ANARLT SQUINALTGA as0Qatglag S50
GLEGTECayd aaatrogagt 0GeCaayuly 24ACARGYUT JRTagaslita tgadilaaadt 20
SURARL AFAR 3UCRAT0THL THCASTAGTE NLGUClsaca Dadtagesygl (_:t.:c.:-(_.:it,(fn 53U
2RLgECetea cgyiiaatya gLOlgyalyy Snoatiaqgact ICorUlaqqga Tguaatgasg sS40
Leaaigaats aalasyasst GUGGOLTCACH AULIALLLALE adagaaayay algRgLesgs &30
cacaatatga ctaggaasat Jataacanan aguacuutgg GLoawsafjas Lladauatly LAY
4aCasaagga ottatctaat tagagoaiig ACCondaana caatgactad agatqorgady 720
AGaGRIAAge Lotssrasas 3glaatigoe acclCagyya !Qkﬂ’ﬂtng goagtitata 740



tacrtegtLy
ptigpangca
toTeaggaca
cagaatccte
tLoanaaaLy
aaajgggtata
ctajyoaalla
chgacegetet
aslatgtiaa
aagactactt
geacecazte
cLiggaatcsa
acazagientt
§3IGLYLCLY
aatatgalaa
adagattaca
Tearttgaaa
QACYFAGFST
tgggaartga
BGUCAA8AG
Zazaacatgy

SOArORLge
Lgodanttac
aglatgqryge
ggasagygaotaa
steagacegn
t

ID SEC. N°: 3

agcgaaagoa
LcgcagueL T
aagaagtaca
graatgaaat
gagcaaggac
tcacctctgg
Cccaaaaatct
cctgtccatt
gcagatctca
grgggagcca
gaactccagg
gtécgcaaaa
ttgecatttga
aatgatgatg
aratcagcag
Attaggatgg
aaggctgoaa
agaacaagcg
ttgaagakaa
gccatactea
tagtcgattg
aaagcagtca
catcaacttt
gaacctatcg

agatactgge
stgagiazaa
segaacttte
ggatgLritt
ttertaagrat
ngTitygagag
tegatttcas
raaragqazys
gecactgtatt
nctgatyuga
atgaagggat
Atatgageaa
Lotatogtta
Gyarcazsga
dcastgatot
gotacacyta
taaagaaact
caaatttata
tagataaqaa
3aattqgaarc
Agtatgatge
ategsaglca
ttgsaaxsant
agqactatgyt
aghasahaa
A3aaatagng

ggtcaattat
gcacccocgoga
satcaggaaq
atccaattac
aaactttatg
ctgtgacatg
Acaaaactta
ttagaaacca
gtgccaagga
ggatactaac
attgcaaaat
cgagatteoct
clCaaggaac
ttgatcaaag
artccactagc
tagacatcct
Lgggactigag
gatcatcagt
gagtgcatga
gaaaagcaac
cCcgaagcaat
gaggtgaktct
taagacattt
acaatgtgat
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aaggagtata
aycaaaqgtitg
tttcaccate
ggecatgate
tgetccanty
caagagtatg
atatitdaat
gaczgeaics
aggegtetee
tgytcttoaa
L caagcegga
gaaaaagtct
tgagtitgre
groagegnac
tgetccagea
cogatgoecat
gryegagcaa
caacattags
tracecaggyy
aatgpaceol
tgrrgeaacs
sagaggagTsa
frtosacage
Lttecagagee
gtteactgag
aatttagery

attcaatatg
gatactcaca
acaggagaag
agcagacaag
gagtaaaatg
gtggaatagyg
ttttgaaaga
agtcaaaata
ggcacaggat
atcggaatcg
tbtcteoctttg
cccagtgger
atgcoctgggaa
cttgattatk
atctttattg
taggcagaac
aattagcrca
caagagagag
gggatatgaa
caggagattg
aattgrggce
gaattteogtce
tcagaaggat
gggaatgatt

Lolgagaaac
geasat gLy
actggagata
acatatatga
atgttetcaa
3aactiagaa
gattcaacaa
LttGageeTLy
atocorgaae
tectctgacg
gtogacaggt
tacataaaca
gccaattica
sLgagratig
acagotcaasa
ataqoigaca
accegrrcca
aatctccaca
cgtttatgca
geagtgatga
acacactcet
sttgagoatyq
agrrcataca
¢gzattgarg
atcalgaaga
gtecttecatg

gaaagaataa
aaaaccaccg
aacccagoac
aggataacgg
aatgatgecg
aatggaccaa
gtcgaaagge
cgtcggagag
gtaatcatgg
caactaacga
atggttgcat
ggtggaacaa
cagatgrata
goctgotagga
gagatgrgcc
ccaacagaag
tccttcagtt
gaagaggtge
gagttcacaa
attcagctga
atggtatttt
aatagggcga
gogaaagtgo
gggatattoc
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ttgaacaatlc
Laaggaagat
ataccasotg
¢oagQaaatca
acaasatgoc
crLesastace
JARAYRAQAD
gaartgatgal
LL333caaan
attitgetct
tLtatcgaac
gaacaggtac
goatygagst
gagttactgt
tgzcestrea
cavasaataca
aagcLggact
ttectgaagt
acccactgaa
tgecageacs
gaaLncccan
3acaaatgLe
gaagaccagn
cacqggattga
LoctgtLccac
aasabdatgcoe

aagaactacg
tggaccatat
ttaggatgaa
aasatgattce
gatcagaccg
taacaaatac
taaagcatgg
ttgacataaa
aagttgtttt
taaccaaaga
acatgttgga
gocagrgigta
ctccaggagg
acatagtgag
acagcacaca
agcaagceogt
ttgotggatt
ttacgggcaa
tggttgggag
tagrgagrgg
Tacaagagga
atcaacgatt
tftttcaaaa
cogacatgac

agegtrgcca
Gargaccaa
gj8acgaaaat
goeogaatgg
gagactggga
Tgoagaaatg
tgezaaazatc
ggguatlgrre
Fagatacase
gattgtgast
crgtsagers
At tigaatte
tcccagtttt
Catcasaaac
FrrgrtooTals
2accogaags
getagtotes
srgectaana
cecattigte
rtqgteeages
angaaatcga
ccaaaugtoe
COYGGILARLCS
tttogaatot
caltgaagay
tegurtetacs

aaatctaatg
ggccataatc
atggatoatg
tgagagaaat
agtgatggta
agttoatcat
AAcCCTLLTggcC
tectggtcocat
ccctaacgaa
gaagaaagaa
gagagaactg
cattgaagtg
GFgaagtgagg
aagagctgea
gattggtgga
ggatatatge
cacatttaag
tcttocaaaca
aagagcaaca
gagagacgaa
tcgtatgata
gaatccLatg
ttggggagtt
tcocaagcatc

840

%00

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
21€0
2220
eale
Zian
2341



acagatgtcaa
F3gaqgeqrag
ctactagtere
tcatcghtcaa
tggatcatca
tacaataaaa
tacagtuggt
accgrarcaga
cagttctcct
asttctecty
grtageactt
aggggattoc
gaactgagca
grgitgotaa
3aaagaarsc
t

ID SEC. N°: 4

agcaaaacca
accaaavgat
aqagcatceg
gaactcaaac
ategtgeret
gggaaagatc
ayagaacrca
ggrgacgatg
gtaacsirace
ctgatgraaq
gttggaacaa
ttctggacgq
ctcaaaggoga
cggaacecay
ttgagagest
gocagrqeqt
crgoettoaaa
agtcaactag
ctcatcaaaqg
gottecaatyg
tgggeocataa
atcaqgecatac
atgueagoat
aggatgatgg
cteteggacq
rotrattict
ctact

ID SEC. N°: 5

ch;saagca
ctotatcarc
tycagggaaq
gtcaccioly
aGgactgrag
catggacaas
faaadadatc
£AA2A03819

tgagaggagt
rLggtgageat
ccgaggaqgt
tgatgtggga
gaaactggga
rggaatttga
ttgtaagaac
taataadaact
catttactgt
tattcaacta
taactoaaga
rcattetggy
acctigcgaa
rLgaaacggaa
gaatggccat

gggtagataa
ctracgaaca
rcggaaaaat
tcagtgattia
ctgettttga
crLaagasaac
tcctrtatga
caacgyolyy
agaggacaay
gttcaactet
Lggtgatgga
grgagaatgg
aattrcaaac
ggaatgcrga
ceogrrgctesa
acgacrtitga
acagecaage
ngTggatgge
ggacgaaggt
aaaatatgga
ggacoagaay
aacctacgtt
Lcaatgggaa
aaagIgcaaq
Aaaaggcage
Lecggagacaa

ggtagatatt
cegrcaggoec
aacaccgatc
achaagggga
cgTagacgon
qcagttaaac
tcactcagune
ggggeigiga
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gagaatcacce
tgaccgtttt
cagtgaaaca
gattaatgagt
aactgttaaa
accatticag
totgttocas
tecttegetee
gaatgtgacqg
tascaaggcd
cccagatgaa
caaagaagac
aggagagaag
acgggacret
caattagtgr

tcactcacty
gatguagact
gatrtggtgaga
tgagggacgq
coagaggaga
tggaggaccet
casagaagaa
tetgactcoac
agetetigee
coctaggasg
attggtcaga
acgaaaaaca
tactacacaa
grtocgaagat
casgtoctge
aagggaggsa
gracagecLa
atgceoatter
gelt.eccaaga
gactataogaa
tQgaggasac
ctraglacaq
Taragaggogg
accagaacat
gageceogate
tgtagaggaqy

gaiadatgay
ccct E‘!ﬁﬂgc
Ltgaggttct
ttttaggatt
LLgQLCcTaaaa
tgtataggaa
atzongotog
ccactgasget

aaaatyggtyg
ttgagaataec
cagQgaacag
¢ctgaatcag
attcagtggt
tetttagtac
caaatygagyqg
geagoogets
qgatcaggas
acgaagagac
gocacagaelyg
aagaqgatatg
goctaatgtge
agratactta
cgaatagtet

agtgacatoa
garggagaac
attggacgat
ttgatccaaa
aataaatacc
atatacagga
ataaggcgas
atgatgatel
cgeaccggaa
tetggagecy
atgatcaaac
agaatLgott
aaagcaatga
ctecactitee
ctgectgoot
gacictcrag
atcagaccas
geogeatttyg
gagaageLtt
tcaagtacac
accaatcaac
agaaatctceo
agaacatclyg
gtgteteree
gtgeccticct
tacgacaatt

tetictaacd
cgagatcgca
catggaatgg
tgtgttoacg
tgoccttaat
gercaagagy
LgeacLigoec
GgraTtiggo
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tagateaqgla
dggaccaacy
agasactgac
tgttgotcaa
cecagaaced
ctaaggccat
atgtgctrtagg
caccaaagca
tgagaatact
tcacagttct
gagtggagete
gocragcact
taattaggaca
cLgacagcca
aaaaacgacc

aaatcatgge
gecagaatge
tctacalceca
acagerntaac
ttgaagaaca
gagtaaacqgg
tcrLgycgceca
ggcattccaa
rggatcecayg
caggtgectge
gtgggatcaa
algaaagaat
tggatcaact
tagcacggic
gtgtgratgg
Lzggaataca
atgagaatcc
aagetcoctaay
ccacrtagagy
ttgaactgag
agaggacatc
cttttecacay
acatgagaqac
aggggcygyyy
rtgacatgag
aaagaaaaat

gaggtogaaa
cagagacttyg
ctaaagacaa
ctcaccgtge
y99aacgges
gagataacal
agttgtatgg
chtoagtatgtyg

ctccageoacyg
aggaaatgra
aataacLtac
taccratcaa
tacaatgcta
tagaggccaa
gacatttgat
aagragaatg
gtaagygac
Cggaaaggat
cgetgrichy
aagcatcaat
aggagacygtyg
gacagcgace
rtgtetLeLac

qrctcaaggce
cactg4aatce
aatgtgcacc
aatagagaga
teccagtgey
aaagtggatg
agctaataat
cttgaatgat
gatgtgetct
agzcaaagga
tgatcggaac
gtgcaacatt
gagagagage
tgcaclcata
accrgeogta
ceetttcaga
AGCRCACAAY
aytatlaaic
agrecasantt
aagcagglac
Lgocaugeocaa
aacaaccatt
cgaaatcata
agIonioyag
Taangaasas
accorigine

cgtacgtact
dAGat L Lt
gaccaaicct
ccagtgagcog
atccaaataa
tecatgggge
goclcatata
caaccTgrIga

15090
1560
1620
1680
4
1800
1860
1820
1983
2040
21060
2160
2220
2280
2343
2341

63
120
180
240
300
360
20
4a0
944
6C0
66U
720
780
BaU
909
960

10240
1889
1140
12G0
12640
1320
1330
1£440
1580
1560

1363

L11]
12¢
120
245
300G
B0
420
q8g



acagattget
aatcagacat
ggcrggatcg
gotgcaageq
tcttottgaa
gtgatceret
Ltygatogtet
ctretacgea
ctgtggatge
LLocract

ID SEC. N°: 6

agcaaaaqca
attgereocet
tecrrgareg
tggacatcaa
aatccgatga
acatgactict
caggeectcet
cgsactrcag
A3gagggags
aggatgtcaa
rtocgaguete
cteeacteac
gaaataagat
gageasataa
actttctogt

ID SEC. N°: 7

agcaaaagca
gtgcacttge
cogacactgt
rogaagacag
ggaaatgtaa
tgagatcatyg
gagattocat
gattogaaat
cagcatgeic
aggaggycte
rcgtacegtg
atgaasaatge
tagoagasig
Lassacoccgg
Stttogoact
agrgtaacac
sLatacaccc
tggttacagg
coggrtttatc
sgaatgaaca
JFatTacaaa
graaadaatt
gattectgga
SLStggatit

gactececage
gagaacagaa
agrgagcaaqg
atgagaacca
aatttgeagy
cactattgcc
ttrrtrcaaa
aggagLgoea
tgacgatqgt

gugtgacaaa
trggeatgic
gentogecga
gacagecaca
ggcactLtaaa
LaaAgAaaTyq
ttatatcaga
tgrgartint
aattgitgge
aaatgcagit
rgaaacicta
Lccaaaacag
aeLtguttga
calitanges
tteoagetiak

goggadaata
agctgoagat
tgacacagra
CCACAACIYR
catogoogga
gLcocrLAacCaLt
cgactatgag
atticccaaa
ccatgagyggy
atacccaaag
gggtattcat
ttatgtectot
Acecaaagta
agacacaata
gagtagaqgc
gaagtgtcas
agtcacaata
ar_*taaqqaac
tgaaggogga
gggatcaggc
cagggloaac
caacasatta
cartiggaca
ocatgactea
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atcgygtetaea
tggttttege
cagcagaqge
ttgggactca
ccratcagsaa
gcaaalatca
Tgeattrace
aagtcratga
cattttgtca

aacataatog
cgeaaacgag
gancagasat
cgrgotgyan
argaccatcy
to3aggegast
atLggaceaay
Jarcyactey
gasattioas
ggagtcotca
cagagattcyg
EEEGLELRE Y]
agaagtgaga
agecttacal
trsgrastaa

dasacaacca
goagacacaa
ctecgagaaga
aaactatgta
tggctetiog
gtagaaacac
gagcitgageq
gaaagotoat
aaaagcagrt
ctgaasaatt
caccogocta
gtagtgactt
agagatcaag
atatttgagg
ELEgggotecs
acaccoocteg
ggagagtyce
atbtcocgtcca
tggactggaa
tatgtaglgy
actgrtatcg
Jassdazaqoa
tatazatgeag
aatgtgaaga

Laggoaaaty
cagcactaca
catggaggtt
tectagetee
acgaatgygqy
ttgggateott
gtegetitas
gggaagaata
geatagajget

aAtcCaaicac
Ltgcagaiia
secraagagg
aguagatagt
ectetgtace
qguaecatget
cgatcatgsa
sgactoraat
satigeontc
toggaggact
cttygagaag
tg3Cqgggaac
cacaaactga
ctatlgoteg
aaaacacoot

aaatgaaggs
tatgtatagg
atgtgacagt
gactaasagg
gaaacccaga
caaaclLolga
AgCaattgag
ggceraaccsa
cftacagaas
citatgtgaa
dcagtaagga
caaattataa
ctgggaggatr
caaatggaaa
guatcatcac
gagctataaa
cadadtasgt
Etcaatooag
tgatagatag
atcaaaaaaq
agaaaatgas
tggaaaattt
aatilgitagt
atcrgtatgs
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grgacaacaa
gctaaggcera
getaglcacy
agtoctggte
gtgcagatce
goacttgaca
atacggactg
togaaaggaa
ggagtaaaaa

tgtghcaage
agaactagea
aaggggcagt
gqageggans
tgogtoegoot
catacccaaqg
taagaatany
attoclazgg
LetLecagga
tyaarggaat
cagtaatoag
aattaggtca
agatpacaza
aagracagca
tgrrtcetace

asaccLactg
ctaccatgog
gacacacico:
aatagcceca
atgegaceca
gaatggaata
ctoagrgres
caacacaaac
Lttgetatgy
caaaaaagsgs
acaacagaat
caggagattt
gaactattac
tctaatagca
crtcaaacgea
cagoaghoLe
cagqeagtgceo
aggeetatee
atggrLatggL
cacacaaaat
gattcaattc
aaaraaaaas
tctactggaa
gaaagtanas

ccaatccact
Lggagraasat
ctagacaaat
tgaaaaatga
aacggttcaa
ttgrggatte
daaggaggygc
cagcagagtg
actacctigt

LLtcagqtag
gatgaoacat
aciciogoie
ctgaaagaag
tacctaactyg
cagaaagteg
atactgaaag
geLtitecaccg
gaTactigeng
gataacacag
aatgagagac
gaagtrtagaa
gqaatagtttt
agagataaga

gtcotgtiat
aacaaticaa
gttaacotyc
ctacaattgeg
ctgcettcocag
tgttatccag
Lcartcgaaa
ggagtaacgy
crgacggaga
aaagaagice
ctctatcaga
accecyggaaa
tggaccttgc
ccaatgtatg
tcaatgoeatg
ccLtaccaga
4adtilgagga
ggagocaig
catcatcatc
gocattaacg
acagctgtyg
grrgatgatg
adlgaaagga
agccaarTaa

sS40
&30
669
7230
7840
B43
903
50
1029
igav

653
120
180
240
300
350
420
&80
540
€00
660
720
780
840
830

{141
Lig
189
249
ELH
360
427
280
240
600
660
720
783
B4d
800
850

1024
1089
1140
1200
12640
1329
1334
ig4]



agaataaLge
aatgeatgga
agrtgaacag
tggeogatcta
gFrrEotggat
teagagatal

ID SEC. N°: 8

agcaaaagca
gtotgglagt
ttagcooatto
ttacctalaa
catctottbg
grtocasagg
graggacctt
ttaaggacagy
cgtacaatte
gctggctaac
acggcataat
cEgaatagrge
ggecLggoeta
tgaatgoace
tgtgtgegtg
accrLggaltra
aagatgoaac
tttcatatag
argggttitga
tgadgdaaga
atcoctgaget
gacgacctaa
atagtgatac
agragreotgt

ID SEC. N°: 10

agogaaages
tcgeagueze
aagaagtaca
graatgaaat
gagCasgaac
teacctetgy
ccaaasatct
ccrgtcrast
gragatotca
gtcggangeca
gaactccagy
gtecgcaaaa
ttgcatttga
aargatgatqg
gtatcageag
aLtaggatgg
asggorygcaa
aliaalaagcy
trgaagaraa
groatactoa

caaagaaanc
aagtgtaaga
ggasaaggta
ctcaactgLe
yrgteotaat
gaggadasac

goggtttaaa
cggactaatt
aatbtcaaact
aaatagcacc
tcecatccgt
agacgtitit
ctttectgacc
sagccocttat
aagatLtgaa
aatcggaatt
saactgaaacc
ctgtghtaaat
gtacaaaatt
taattctcac
caqagacaat
Lcaaatagga
aggcagetgt
gtatggtaat
gatgatitgyg
tgttgtgaca
gacagygeta
agaaaaaaca
tgtagattgg
tcaaaaaact

ggtcaatrac
gcaccogega
carcaggaaqg
atccaattac
aaactttatg
ctgrgacaty
acaaaactia
ctagaaacsa
gtgcecaagga
ggaractaac
attgcaaaat
cgagattect
¢ctcaaggaac
CLLgatcaasg
acceeactage
tagacatcer
tgggactgag
gatcatcage
gagtgoatga
gasaagcaac
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géaaatlggat
aatgggacnt
gatggagtaa
getagttceac
JgacoLrtge
acgettgtet

atgaatccaa
agocctaatat
geaagtcaas
Lgggtaaagg
gograggcta
gtcataagay
caaggtgect
agggccttaa
tcggttgokt
Leaggtocag
ataaaaaght
gartcatgrt
ttcaagatocg
tatgaggaat
tggcatgget
tacatetgea
ggtcocagtgt
ggtgttigga
gatcctaatg
atgactgant
gactgtatga
atctagacta
tctrggocag
coLtgtttet

attcaatatg
galtactcaca
acaggagaag
agragacaag
gagtasaatq
gtacaatacg
ttttgaaaca
agtcaaaata
ggcacaggat,
aLcggaateyg
ctotectitg
cceagtaget
atgetgggaa
cttgattatt
atctttattg
taagcagaac
aattagetca
caagagagag
gggatctgaa
caggagattg

gLtetgagtt
atgattatece
aattgqaate
tggtgoetttt
agtocagaat
otact

atcagaaaat
tgcaaatagqg
accataocbtgg
AcCAcaacttc
tatalagoas
agcocLotat
tactgaatga
tgagctgcce
ggtocagoaag
actaatggage
geaggasgas
tractacaat
adaagaggas
gttoctgtta
cgaaccggace

grggggrtet
atgtigatgg
taggaaggac
gatggacaga
ggtocagggts
ggcogtgott
gtgcgagcag
acggtgcrga

act

gaaagaataa
aaaaccaccyg
aacccagcac
aggataacyg
aatgatgecoyg
aatggaccas
gtegaaagad
coteggagaqg
gtaatcatgg
caactaacga
atggtrgcat
goLggaacas
cagatgtata
gotgetaqggs
gagatgtgce
ccaacagaag
Leccrrcaget
gaagaggtge
gagttcacaa
attcagetga
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craccacaag
CAasaraLios
aargyogans
gglLeteeety
atgcatctaa

aataaccact
gaatataatcc
datatgroaac
agtgatatta
agacaatage
trecatghtet
caagiatica
tgtcggtgaa
tgcatgtcat
agtggcrgra
aatattgagq
gactgatgge
ggLTtactaaa
ccoctgatace
atgggtgtct
cggtgacaac
agcaaacgga
caaaagtcac
gactgatagt
tagogoaagt
ctgogtigaa
CaLtECELEL
gttgoeatta

aagaactaag
tggaccatact
ttaggatgaa
aaatgarctcece
gatcagaccy
tgacaaatac
taaagcatqgy
ttgacataaa
aagttgtttt
taaccaaaga
acatgttqgga
geagtetgla
ctecaggacy
acatagrgayg
acagcacaca
ageaagecgt
ttggtggatt
ttacgggcaa
Lggtreggaqg
tagtgagtgg

tgtgacaaty
gaagagqgucaa
tatcagattce
ggggcaatca
gattagaarnt

ggatcaatct
tcaatatgga
caaaacatca
acsggcaatt
ataagaattyg
cacttqggaat
agLgggacty
gekecgiccc
gatggcatag
CLtasaataca
acacaagagt
cogagtgatyg
rcaatagage
Jacaaagtga
ttcgatcana
cogoglocoeg
Jgtaaagggat
agttoccagac
aagrecictg
ttcgttcaac
ttaalcagyg
tgtgecgtga
ageattgaca

asarncraang
ggccataatc
atggatgatyg
tgagagaaat
agtgatggra
agtteattat
aacerLigue
tectggLeat
cecctaacgaa
gaagaaagaa
gagagaactg
catltgaagtg
ggaagrgaag
aagagrIgea
gsttggtqga
ggatatatge
cacatttaag
tcttcaaaca
aagagcaaca
gagagaceasa

15040
15440
1620
1660
1743
177§



cagtegattg
aaagcagtta
catcaactct
gaaccLaloy
gagatgtoaa
gagaggytag
Stactgiohe
toatogtcas
tggatcatca
tacaatadaad
cacagtgggt
acogoacaga
cagrroToct
LT 14 e A red oo
gotggcactt
aggogattos
gaactgagca
gtgttggtaa
aaaagaattc
F

ID SEC. N°: 11

azrzaaagca
coagoacaaa
aggacageal
gyaagatgga
crgecagaag
getttecttg
grrgrLeage
ttaaatagaa
aatqggoctoa
rcaatgaazas
gacaatatgs
aaltaaaagsy
agagggaasc
tacttrgtey
grtggagyca
ccccaggaca
cagastocte
ttoagaaatg
aaagggtata
ctagoaagca
cgacegoetet
satatgttaa
adgﬂCtdctt
goaccceaatc
fcrrggaat=a
acaagtitet
quegrtgrLeny
astatgataa
asagattaca
tcattLtgaaa
qacggagise
tyggaattga

ccgadgoaat
gaggtgatet
taagacattt
acaatgtgat
Lgagaggagt
Tggrgageat
cogagyaggt
tgatgtgygya
gaaactggga
tagaat.ttga
ttgtaagasc
taatanaact
catttactgt
tattcaacta
Laancgaaga
tcattetyyq
acerTgcgaa
tgaaacgaaa

ggatggcocat

ggcaaaccat
atgcetataag
caggatacac
caacasacac
acaatgaacc
aggaatccca
aaacacgagt
acocagcctge
cggecaatga
aagaagasat
ctaagaaaat
gttatctaatr
Lasaacggag
agacacstqgc
atyagaagaa
ccogaacttLe
goatgrttte
ttetaagras
nginTgagag
ttgattigaa
Laalagagyg
geactgtant
actagtggga
atGaagugat
aratgagesa
tcratcalita
ggatcaacga
Acaatgatcrt
ggracacgta
taaagaaact
raaatttata
tggatgagga
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asttgtagco
gaatttegte
Lcagaaggat
gagaatgall
gagaatecage
Lgaceggtic
cagtgaasaca
gattaatggt
aactgttaaa
accatttcag
tctgttoccaa
tattecette
gaatqtgaog
casCAaQgoC
cocagatgaa
Cadafaayat
aggagagaag
acgggactet
caattagtgt

ttgaatggat
gcacaactttc
catggatact
c43aastygza
aagLggLLar
tectggtatt
agacaagetg
tgcaacagcea
gtcocaggaagqg
ggggatcaca
gataacacag
tagageatLrg
ageaatrgcs
aaggagtata
agcasagt bty
ttreaceate
ggccatgate
Tgotcocaata
caagagtatyg
atatttcaat
gactgeatca
aggegtetcee
tggtcttcaa
tcaageoegga
Qaaaaagret
tgggtrtgtt
GLcageggac
iggLccagca
cegatgacat
gtgggageas
caacattaga
ttaccagygyy

atggratLot
aataggooga
gogaaagige
gdgatattge
aaaatgggtg
Ltgagagtca
Cagggaacaqg
cCotgaatoag
attcagLggr
tctitagtac
caaatgaggq
geageogote
ggatcaggaa
acgaagagac
gEtacagcLyg
Aggagdatatyg
getaangnac
agcatactta
Cgaatagtit

groaatceoa
ccttataceq
gtcaacagga
gcaccgcaac
gcccaaacaq
tttgasaact
acacaaggec
ttggecaaca
ctecatagact
actcattrtrg
agaacaataqg
accctgaacs
accecaggga
tQtgagaaac
gcaaatgrerg
actggagata
acatatatga
atgtictcaa
asactragaa
gattcaacaa
ttgageoctyg
atcergaatce
tcctetgacy
gtegacagut
tacataaaca
gctaatitca
atgagtatty
acageroaaa
agaggtgaca
accegttoca
aatctcecaca
catttatcca

52

CACARRCAQQA
atcagogact
tLLELCcaaaa
cogacatgac
tagatgagta
gggaccaacy
agaaactgac
tattggtcaa
cocagaacco
ctaaggoeat
atgtacttygg
Caccaadgca
tgagaatact
tocacaghtcot
Jagrggagoe
geecagoalt
taattgggea
ctgacagaoca
aadaacgacs

cottactttt
gagacccercee
cacatcagta
Leaacocogat
attgtgratt
cgrgtattca
gacagaccta
caatagaacgt
tccttaaqgea
agagasagag
gtaaaaggaa
caatgaccaa
tgreaataay
ttgaacaatc
taaggaagat
acactaaalg
ccagaaalca
acaaaatgaqc
chLeasatace
gaaagaagat
gaatgatgat
tLggacasaa
atrtegotck
tttatcgaac
gaacagotac
gzatggagat
gagttactgt
nggeecttca
caczastaca
sagetgaact
LLectgaact
acccactgaa

rtglatgata
gaaccrag
teggggagtt
tocaagoateo
ctccageacyg
aggaaatgta
aataacttac
taccrtatcaa
tacaaLgola
tagaggocaa
gacatttgat
aagtagaatg
tgtaagggyc
cggaaaggat
cgetgtLeta
aagcatcaat
aggegacgnyg
gacageogacao
ttgtttotac

crraaaagLag
ttacagccat
ctcadaaaag
Tgarngggcca
qoaagcaatg
aacgatggag
tgactggact
gticagatca
tgtaatygag
acgqggtgaga
acagacatta
agatgcetgag
ggggrtLcra
agggttgeca
gatgaccaat
gaacgaaant
geccgaatgq
gagactgaga
tgcagaaatg
Cgaaaa’aarc
gggeatgrte
gagatacasce
gartgtgaac
ctgtaageta
atttgaathc
toccagttit
catasaaac
grrgrrcane
aacocgaaga
getggLetee
ctgoctaaass
gecattegee

1260
1320
1380
14440
1500
1560
1620
1680
1740
18G0
1860
1920
1960
2040
2100
2160
2226
2280
£340
23141

60
120
1EC
240
300
Jel
320
480
940
600
660
120
1EQ
a4sc
544G
g6
1020
LG80
1149
1280
1260
1324
1380
1440
1500
1360
1524
1482
1740
186G
1269
1920



agccatdaay
Ajaaacatgyg
tccatcttga
Lgeaatttat
aqratggLyg
ggaagouataa
steagangye
r

ID SEC. N°: 12

gogazacea
at.tatcgagc
ascasatiig
ttcatcaacg
aagoacagat
agrtatttgea
ancgagaeata
gaaaaggeca
gaaGaaatgy
arcaggetat
cagtcocgaga
aagetrqgceg
glLggatggat
gtaaatgera
gggecrecct
gaggacocaa
acattetttg
sattatctte
aasattocaa
aacatggcac
tatgatagtg
aaggratgeg
gerecaateg
LGCagagecsa
tottgtgcayg
gagagaagec
3stgacaccqg
guactacaca
gocataggoo
attazaplga
gagagtatga
gagaacaast
attagaaagg
cracaachtag
aggqgacaate
tgooctaatia
catgrattga
crttgretct

ID SEC. N°: 13

agcaazagca
accasacggr
agageatoayg

aaattgaacc
agtatgatgo
atacaagltca
ttgaaaaatt
aggocratggt
agazagaags
aad4saragrg

aetactaatt
tigoggaaas
cagcaatdig
agcaagacya
ttygaaataat
acactacage
fattcatcga
dtazaattas
ccacasgyye
tcaccataag
gaggadaadga
accaaagret
Lcgaaccgaa
gaustrgaace
grrotcageg
gtratgasane
dalgdaagya
Lgtcatggaa
agactaaaaa
cagaagagyt
atgaaccaga
aacteacana
aatacattge
cagaaracar
caatggatga
Jaaagaccaa
acghtggtada
aatgogagaa
aggtttcaag
aatggggaat
LtgaagcLaa
cagaaacatda
Letgoaggac
sagagatTte
tgoaacctgg
atgarccectag
grtagLtgtg
act

gautagataa
attacgaaca
Loggaaaaat
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datigaataal
tgitgeaaca
aagaggagta
cELoRecage
tTocagjagoe
gticactgaq
aatctagott

caazatggaa
aacaatgaza
cactoactrg
gtcaataate
cgagggaaga
cqotgagaaa
aattggagra
atctygagaaa
cgactacact
acaagaaatg
gacaaltgaa
coeaccgaac
cggctacatt
ttieLtgasaa
grLecaaatic
agagggasta
accaatgLe
Goaagtantyg
tatgaasaaa
agacttogac
attgaggtcey
ttcaageotgg
aagcatgaga
dargaasysy
tticcaanta
cttgtatagt
cLLEgtgage
gtactgtget
gcecatgtece
ggagarqagy
gtecotorgee
geocattygoa
teLattaqgca
agctgaatea
gacctitygat
ggrtrtactt
gcagrgetacn

tractoactg
caLgoagact
gatiggraga

gragtgatgs
acacantoot
cttoaagatyg
agttcataca
cgaattgatg
atcatgaaga
grectecarg

gatctLgrge
JagraTggyy
gaagtatygot

tagaacttyg
galcgeacaa
coaaaghtttc
acaaqgagaqg
acacacatocc
cilgatgeayg
gocageaygay
gasagytttq
ttctecagee
gagggcaagc
ACARCACSAC
crgcergatgqg
cogetatnatg
gttasaccac
goagascLae
acaagLcagc
gactgtaaag
¢ttygcaagtt
atagagettg
Aaggaattatt
gtygracarca
atteraatga
ttcatcataa
atggagrret
clLLgagataqg
ttgtatgrga
¢gttgtetee
aaagagasayg
gaglctceea
aFagtcygtat
agaaaacnge
cLLggge99c
aargetiette
racttgotat

agtgacatca
gatggagaac
attggacgat

53

LQoCEGOECy
gGarceosaa
aacaaatgta
gaagaccagl
¢acggattga
totgitocac
aaaaaatgcc

gacaatgott
aggaccrgaa
toatgtatte
gtganlcectaa
tggectggac
Lagcagattet
aagtrcacan
acatttrctc
aeaguaggac
gectetggga
aaatcacasy
ttgaaaattt
tgtotcasaat
gaccacttag
atgoottasa
atgoaatoaa
acgassegqy
sagacattga
taaagtggec
atgtaggtaga
ggattcaqaa
atgagattagg
tcacatcaca
atactgocth
taagoasgLy
2aggaagarc
crereactea
gagatatgcet
qgacaaataqg
tocragtcoact
acatgacecaa
3a334gtges
ttaacagoert
tLcttatcogh
tatatgaage
ggtroaacte
cgatactgee

aaatcatgge
gooagastge
Ecracatosa

tgglocagec
aagaaazncya
ccaaaggige
cgggatatcoeo
tttcgaatat
cattgaagag
ttgttictac

caatcecgata
aarTccazaca
agatticcac
tgeoactiie

agtactaaac
gtatgattac
atactatcte
gttcactgge
taggatcaaa
ctoonnneys
aacaatgcge
tagagceeotat
grccaaagaa
actLccgaat
stlaageatt
atgratgava
aataaatcca
gaalgagyag
actrggrgag
tttgaagoaa
tgagttcaac
agaagatgLe
gatgtctoac
acttaatgoea
cagaactaac
ccacttzaag
cocaagactt
reraagaagt
aacctcaada
Lecaacaaatt
agagtrottt
ggaaaqticc
gtatgcatct
LCayggeLent
aattgangagc
cttoattaca
caaasaagta

gtcoccaaggc
cactgaaatc
aAtgrg-acs

1080
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2343

60
120
180
240
30C
360
220
489
540
&00
660
720
7€4Q
§4C
ace
g6C

102¢
1080
114¢C
1200
1260
1320
1380
1z40
15¢0
1560
ihzt
1680
1740
1e00
1860
1920
1380
2040
2100
2160
2220
2213

&0
120
1689



gaactiaaac
atcgrgoict
gggaadgatc
Agagaactca
ggrgacgatg
geaacttate
crgatgoaag
ttggaacaa
trobggagqyy
ctcadadgda
cggaacccayg
ttgagagggt
grcagtgggt
ctgcttcaas
agtcadackyy
ThoaLcaaay
pottecaatg
tggaocataa
atcagoatac
atgqcageat
aggatgatag
ctoctoggacg
tcLLattrgt
ctace

ID SEC. N°: 14

agcaasagca
ctcratcate
tygcaygggaag
gtcacercty
aggactgcag
cutgyacadaa
caaagaastc
Caacaggatg
acagqatrgel
aarcagacat
gyctggatcg
gutgeaageyg
tcttocttgaa
gtgatoctet
Lrgatogtcot
crLcracgga
crgtgoatge
LLoLact

ID SEC. N°: 15

agcasaagea
attgeteeer
teettgateg
tggacatoga
aarccgatga
acatgacten
caggeectcr
CQAaacLLCag
aagaygegago

Leagtgatta
crgotettga
ctaagaaaac
tcecttatga
caacggctgy
agaggacaag
gttcaactet
tggtgatgga
gtgagaatgg
aantbesaac
ggaatgctga
cggttgotoa
acgactttga
acagocaazt
tgrgocatggc
ggaogaaggt
aasatatrgga
ggaccagaag
dacctacglht
tcactgggaa
aaagtgcaag
amaaggoage
coggagacaa

ggtagatatt
cegtoaggee
aacaccgarce
actaaggaga
cgtagacqget
gcagttaaac
tcactcagte
goggctotga
gacrcceage
gagaacagaa
AgtCaAgcaag
atgagsaccoa
satttgcaca
cgctattgee
ttitttcasa
aggagrgoea
teacgatggt

qggtgacasa
tiggrargs

qettegesga
gacagccaca
ggcactraaa
Lgaggaaaty
trgratcaga
tgtgattost
aattgriggc
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tGagygacyy
cgaaaggaga
tggaggacct
caaagaagaa
t¢tgactcac
ggctcttgtt
coctaggagg
atiggtcagy
aCgaaaaaca
tgctgoacaa
gttogaagat
caagtoctge
aagagaggga
gtacagecta
atgooatict
gyroccaaga
gaccatggaa
tgoaqggaaac
ctcagtacayg
tacagagggg
accagaagat
gagcocogatco
Tgcagaggag

gaaagatgag
ccctoasage
itgaggntet
ttttaggatt
ttgtccaaaa
tgtataggaa
atrergetgg
ccactgaagt
arcggtcotea
CQeLtttags
cagoagaggs
trggeactea
cecnatcagas
gcaaatatca
tgcatttacc
aagroratga
cattttygtea

gacataatgg
SYCABACGAY
gatcagaaat
cgtgctggaa
argaccalgy
tcaagggaat
atggaccagg
gaccggctyey
gaaattrcac

tegatecaas
aataaatacc
atatacagas
ataaggcgaa
atgatgatct
sgeaccagaa
Lotggagreg
atgatcaaac
agsatigeis
apagcaatga
ctcacttEtc
ctgoctgont
tactctctag
dtcagaccaa
geogeatiLg
gggaagctLt
tcaagtacac
accaatcaac
agasatotoc
dgaacatctg
gtetettLee
gtgecttoect
tacgacaatt

tottctaace
cgagatcqgea
catggaatygy
tgrtgttcacy
tgecettaat
getcaagaqy
tgoacttgec
gacatttgge
taggcaaaty
sagcactaca
catggagqart
teetagetee
acgaatgagy
LTaggatctt
gtcgctttaa

gggaagaata
gcatagagoer

atccaaacac
ttgragacca
cCenaagayg
agcagatagt
ectotgtace
gerocatact
cgatcatggsa
agactetaat
cattgoctte

54

acagcttaac
Lggaagaaca
gagtaaacqgyg
Ltctgyogoca
ggcattocaa
tggatcccag
caggtgetgo
g-gggatoas
atgaaagaat
tggatcaagt
LagoacgyLe
gtgtgtatgy
teggaataga
atgagaatco
dagatctaag
ccactagagg
ergasctgag
agagggcate
ctttrgacag
acatgaggac
199932997
Lttgacatgadg
Aaagaasaal

gaggtegaaa
cagagactty
Ctaaagacaa
greoanogtge
JFIS8CHGIG
gagataacat
agttglatag
ctggtatgtg
gtgacaacaa
gotaaggota
goragreagg
agtgctggtc
qltgoagatge
gcacttgata
atacqggactg
togaaaggaa
gczastaaaaa

tgtgtcaage
agaactaggtl
a&ggyglage
gEagoggatt
tgegtegegt
catacccaag
taaasacate
attgcotaagq
Lettecagga

aatagagaga
tecocaghgeg
aaagtggatyg
ayctaalaat
tttgaatgat
gatgtgstol
agtcaaagga
Lgateggaac
gtgraacatt
QaAGAGAGAYS
Lgoacteatsa
acctgeagta
coctteoaga
agcacacaaq
agrattgags
agttcaaatt
asgcaggtac
tgegggocaa
aacaaccgbt
cgaaalcata
agtottogag
taatgaagga
accocktgtkt

cgtacgreaot
aagatqgtett
gaccaatcot
cCagltyageyg
arccaaataa
teccatgoggc
gccteoatata
caacctghga
ccaacccact
tggagcaaat
ctaggoaaat
Ltcaaaaatga
aacggttcas
ttgtggatte
azaggaggqc
cageagaylo
acraccttgt

tttcagataag
gatgeoecat
acrcerrggre
crtzaaagaag
tacctaacag
cagaaagtga
atactaaaaq
gerricacey
catactgcerg

240
00
€0
420
4EQ
540
00
&0
V20
T80
E40
9gD
9s0
1020
1080
1140
1240
126D
1320
1360
1440
1500
15680
1965

&0
120
180
240
320
160
420
480
940
&L0
000
720
180
B4
300
960

1029
1027

60
120
180
2490
300
360
220
430
540



aggatgtcaa
ttogagrene
ctocacteac
Gazalaagal
gagcaaataa
asLLLctcat

a3atgoagie
tgasacicta
Logaaaacay
ggttgattgs
catttatgea
Lteagottat
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ggagtcostoa
cagagatteg
saacgagaaa
agaagrgaga
agecttacat
tLaataataa

toguaggact
ctiggagaag
tggcgegaac
cacaasaltya
ctattgottg
dadaacagcct

55

tgaatggaat
cagraatgag
aattaggtca
agglaacaga
aagrggagea
tgtttotact

gataacacag

aargogagac
qaagritgas
gauatagtlte
agagataaga

600
660
729
-3
540
830
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Virus inactivado
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