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ATAGTTGTACAAATATCATTGAGGAATTTGACAAAAGCTACACAAATAAGGGTT
AATTGCTGTAAATAAATAAGGATGACGCATTAGAGAGATGTACCATTAGAGAAT
TTTTGGCAAGTCATTAAAAAGAAAGAATAAATTATTTTTAAAATTAAAAGTTGAG
TCATTTGATTAAACATGTGATTATTTAATGAATTGATGAAAGAGTTGGATTAAAG
TTGTATTAGTAATTAGAATTTGGTGTCAAATTTAATTTGACATTTGATCTTTTCCT
ATATATTGCCCCATAGAGTCAGTTAACTCATTTTTATATTTCATAGATCAAATAA

GAGAAATAACGGTATATTAATCCCTCCAAAAAAAAAAAACGGTATATTTACTAAA
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ATCCAACCAATCACAACAATCCTGATGAGATAACCCACTTTAAGCCCACGCATC
TGTGGCACATCTACATTATCTAAATCACACATTCTTCCACACATCTGAGCCACA

CAAAAACCAATCCACATCTTTATCACCCATTCTATAAAAAATCACACTTTGTGAG
TCTACACTTTGATTCCCTTCAAACACATACAAAGAGAAGAGACTAATTAATTAAT
TAATCATCTTGAGAGAAAATGGCGAAAAACGTTGCGA' CGGCTTATTGTTT
JCTCTTCTTGTGTTGGTTCCTTCTCAGATCT

GAGCTCTAAGTTAAAATGCTTCTTCGTCTCCTATTTATAATATGGTTTGTTATTG
TTAATTTTGTTCTTGTAGAAGAGCTTAATTAATCGTTGTTGTTATGAAATACTATT
TGTATGAGATGAACTGGTGTAATGTAATTCATTTACATAAGTGGAGTCAGAATC
AGAATGTTTCCTCCATAACTAACTAGACATGAAGACCTGCCGCGTACAATTGTC
TTATATTTGAACAACTAAAATTGAACATCTTTTGCCACAACTTTATAAGTGGTTA
ATATAGCTCAAATATATGGTCAAGTTCAATAGATTAATAATGGAAATATCAGTTA
TCGAAATTCATTAACAATCAACTTAACGTTATTAACTACTAATTTTATATCATCCC
CTTTGATAAATGATAGTACA
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Relatério Descritivo da Patente de Invengdo para "PARTICU-
LAS SIMILARES A VIRUS DA GRIPE (VLPs) COMPREENDENDO HE-
MAGLUTININA PRODUZIDA NO INTERIOR DE UMA PLANTA".
CAMPO DA INVENCAO

A presente invengdo refere-se a producéo de particulas similares

a virus. Mais especificamente, a presente invengdo é direcionada a produ-
¢ao de particulas similares a virus compreendendo antigenos de gripe.
ANTECEDENTES DA INVENCAO

A gripe é a causa condutora de morte em humanos devido a um

virus respiratorio. Os sintomas comuns incluem febre, garganta dolorida,
falta de ar, e masculo dolorido, entre outros. Durante a estagdo da gripe, os
virus da gripe infectam 10-20% da populagdo ao redor do mundo, conduzin-
do a 250-500.000 mortes anualmente.

Os virus da gripe sdo virus envelopados que se originam da
membrana de plasma de células de mamifero infectadas. Eles sio classifi-
cados em tipos A, B, ou C, baseados nas nucleoproteinas e antigenos de
proteina matriz presentes. Os virus tipo A da gripe podem ser adicionalmen-
te divididos em subtipos de acordo com a combinagéo de glicoproteinas de
superficie de hemaglutinina (HA) e neuraminidase (NA) apresentada. HA
governa a capacidade do virus se ligar e penetrar a célula hospedeira. A NA
remove residuos de &cido sidlico terminal de cadeias glicans na célula hos-
pedeira e proteinas de superficie viral, que previne agregacao viral e facilita
a mobilidade do virus. Atualmente, 16 subtipos de HA (H1-HI6) e 9 subtipos
de NA (N1-N9) s&o reconhecidos. Cada virus da gripe tipo A apresenta um
tipo de HA e um tipo de glicoproteina NA. Geralmente, cada subtipo exibe
especificidade de espécies; por exemplo, todos os subtipos HA e NA séo
conhecidos por infectarem passaros, enquanto alguns subtipos H1, H2, H3,
H5, H7, HY, H10, NI, N2, N3 e N7 mostraram infectar humanos (Horimoto
2006; Suzuki 2005). Os virus da gripe compreendendo H5, H7 e H9 sdo
considerados as formas mais altamente patogénicas de virus de gripe A, e
sd0 causam mais provavelmente futuras pandemias.

As pandemias de gripe sdo usualmente causadas por virus da
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gripe altamente transmissiveis e virulentos, e podem conduzir a niveis ele-
vados de doenga e morte globalmente. A emergéncia de novos subtipos A
de gripe resulta em 4 pandemias maiores no século 20. A gripe espanhola,
causada pelo virus H1N1, em 1918-1919, conduziu a mortes de cerca de 50
milhGes de pessoas ao redor do mundo entre 1917 e 1920. Atualmente, o
risco da emergéncia de um novo subtipo, ou da transmissdo a humanos de
um subtipo endémico em animais, esta sempre presente. De interesse parti-
cular € uma forma altamente virulenta de gripe aviaria (também denominada
"gripe de passaro"), deflagragdes da qual foram reportadas em varios paises
ao redor do mundo. Em muitos casos, esta gripe de passaro pode resultar
em taxas de mortalidade se aproximando de 100% dentro de 48 horas. A
difus&o do virus da gripe aviaria (H5N1), primeiro identificado em Hong Kong
em 1997, para outros paises da Asia e Europa, tinha sido postulada estar
ligada aos modelos migratérios de passaros selvagens.

O método atual de combater a gripe em humanos é por vacina-
¢ao anual. A vacina é usualmente uma combinagéo de varias cepas que sdo
prognosticadas para serem cepas dominantes para a "estagéo de gripe" en-
trante. O progndstico é coordenado pela Organizagdo Mundial de Saude.
Geralmente, o numero de doses de vacina produzidas cada ano ndo é sufi-
ciente para vacinar a populagdo mundial. Por exemplo, o Canada e os Esta-
dos Unidos obtiveram doses de vacina bastante para imunizar cerca de um
terco de sua populagdo, enquanto somente 17% da populagdo da Unido Eu-
ropéia puderam ser vacinada. E evidente que a produgdo mundial atual de
vacina de gripe seria insuficiente em caso de uma pandemia de gripe no
mundo. Mesmo se a produgdo anual necessaria possa um tanto ser encon-
trada em um dado ano, as cepas dominantes mudam de ano para ano, des-
se modo o estoque em tempos necessarios baixos no ano nao é pratico. A
produgéo econdmica de grande escala de uma vacina de gripe efetiva é de
interesse significante para o governo e a industria privada.

Os estoques virais para uso nas vacinas sdo produzidos nos
ovos fertilizados. As particulas de virus sdo coletadas, e para uma vacina

viral inativada, rompidas por detergente para inativar. Vacinas atenuadas
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vivas sdo produzidas de virus da gripe que foram adaptados para crescimen-
to a baixa temperatura que significa que em temperatura corpérea normal, a
vacina € atenuada. Tal vacina é licenciada nos Estados Unidos da América
para uso em individuos de 5 a 49 anos de idade. Vacinas de virus total inati-
vadas sdo tornadas inofensivas pela inativagdo com agentes quimicos, e
elas foram produzidas em ovos embridnicos ou cultura de célula de mamife-
ro. Todos estes tipos de vacina mostram algumas vantagens e desvanta-
gens especificas. Uma vantagem de vacinas derivadas de virus totais é o
tipo de imunidade induzido por tais vacinas. Em geral, vacinas divididas in-
duzem uma forte resposta de anticorpo, enquanto vacinas produzidas de
virus totais induzem ambas uma resposta de anticorpo (humoral) e celular.
Mesmo embora uma resposta de anticorpo funcional seja um critério para
licenciamento que se correlaciona com protegdo induzida por uma vacina,
existe evidéncia aumentada que uma resposta de célula T é também impor-
tante na imunidade da gripe, isto pode também proporcionar melhor prote-
¢ao na idade avangada.

De modo a induzir uma resposta imune celular, vacinas produzi-
das de virus totais foram desenvolvidas. Devido & alta patogenicidade da
cepa da gripe (por exemplo, H5N1), estas vacinas sdo produzidas em facili-
dade BL3+. Para cepas de gripe altamente patogénicas, tais como H5N1,
alguns fabricantes modificaram a sequéncia de gene de hemaglutinina de
modo a reduzir a patogenicidade da cepa da gripe e torna-la avirulenta e
mais facilmente produzida em ovos embridnicos ou cultura de célula de ma-
mifero. Outros também usam cepas de gripe reclassificadas em que as se-
quéncias genéticas para as proteinas de hemaglutinina e neuraminidase s3o
clonadas em uma cepa doadora de gripe patogénica de alta-baixa produgio
(A/PR/8/34; Quan F-S et al., 2007). Enquanto estes métodos podem produzir
vacinas Uteis, eles ndo proporcionam uma solugdo para a necessidade de
producéo de vacinas de alto volume, baixo custo e rapida na escala neces-
saria para satisfazer a necessidade global em um ano normal, e quase cer-
tamente seria insuficiente no caso de pandemia.

Usando-se esta tecnologia genética reversa, pode-se também
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necessitar mudar a sequéncia genética da proteina HA para torna-la aviru-
lenta. Para cepas de gripe altamente patogénicas, a producéo de vacinas de
virus total requer procedimentos de confinamento, ou as vacinas resultantes
nao se equiparam exatamente a sequéncia genética do virus circulante. No
caso de vacinas atenuadas vivas, existe ainda um risco que a vacina admi-
nistrada pode recombinar com um virus da gripe a partir do hospedeiro, con-
duzindo a um novo virus da gripe.

Enquanto este método mantém o epitope antigénico e modifica-
¢oes pos-translacionais, existe um nimero de problemas para este método,
incluindo o risco de contaminagéo devido ao uso de virus total e rendimentos
variaveis dependendo da cepa de virus. Niveis sub6timos de protecdo po-
dem resultar de heterogeneidade genética no virus devido a sua introdugéo
nos ovos. Outras desvantagens incluem planejamento para obtengdo de o-
vos, riscos de contaminagdo devido a quimicos usados na purificacdo, e
tempos longos de produgé@o. Também, pessoas hipersensiveis a proteinas
de ovo ndo podem ser candidatas qualificadas para recebimento da vacina.

No caso de uma pandemia, a producédo de vacina dividida & limi-
tada pela necessidade de adaptar a cepa para crescimento em ovos e os
rendimentos de produgao variaveis alcangados.

Embora esta tecnologia tenha sido usada por anos para a pro-
dugao de vacinas sazonais, ela pode responder arduamente em uma estru-
tura de tempo razoavel a uma pandemia e a capacidade de manufaturamen-
to ao redor do mundo ¢é limitada.

Para evitar o uso de ovos, os virus da gripe foram também pro-
duzidos na cultura de célula de mamifero, por exemplo, em células MDCK
ou PERC.6, ou similares. Outra aproximagdo é genéticas reversas, em que
0s virus s&o produzidos por transformagdo de célula com genes virais. Estes
métodos, contudo, também requerem o uso de virus total, bem como elabo-
ram métodos e ambientes de cultura especificos.

Varios produtos recombinantes foram desenvolvidos como can-
didatas de vacina de gripe recombinante. Estas aproximacdes tém se focali-

zado na expresséo, produgéo, e purificagdo de proteinas tipo A HA e NA da
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gripe, incluindo expressédo destas proteinas usando células de inseto infec-
tadas de baculovirus (Crawford et al., 1999; Johansson, 1999), vetores vi-
rais, e constructo de vacina de DNA (Olsen et al., 1997).

Especificos de uma infecgdo de virus da gripe sdo bem conheci-
dos. Brevemente, o ciclo infeccioso é iniciado pela fixagdo da proteina HA de
superficie do virion a um receptor celular contendo acido silico (glicoprotei-
nas e glicolipideos). A proteina NA media processamento do receptor de
acido sialico, e a penetragdo de virus na célula depende da endocitose me-
diada por receptor dependente de HA. No limite acidico de endossomos in-
ternalizados contendo um virion da gripe, a proteina HA suporta mudancas
conformacionais que conduzem a fusdo de membranas viral e de célula e
virus sem revestimento e liberagdo de M2-mediado de proteinas Mi de ribo-
nucleoproteinas associadas a ribonucleoproteinas (RNPs), que migram no
nucleo de célula para sintese de RNA viral. Anticorpos para proteinas HA
previnem infec¢éo de virus por neutralizacao de infectividade de virus, pelo
que anticorpos para proteinas NA mediam seu efeito nas etapas anteriores
de replicagao viral.

Crawford et al. (1999) descrevem expressdo de HA de gripe em
células de inseto infectadas com baculovirus. As proteinas expressas sdo
descritas como sendo capazes de prevenir doenga de gripe letal causada
por subtipos de gripe H5 e H7. Johansson et al. (1999) ensinam que protei-
nas HA e NA da gripe que expressam baculovirus induzem respostas imu-
nes em animais superiores aqueles induzidos por uma vacina convencional.
Imunogenicidade e eficacia de hemaglutinina expressa por baculovirus de
virus da gripe de equino foi comparada a um candidato de vacina de DNA
homologo (Olsen et al., 1997). Coletivamente, estes dados demonstram que
um alto grau de protegdo contra desafio de virus da gripe pode ser induzido
com proteinas HA ou NA recombinantes, usando-se varias aproximagoes
experimentais e em diferentes modelos de animal.

Desde que pesquisa anterior tem mostrado que as glicoprotei-
nas de gripe superficial, HA e NA, sdo os alvos principais para indugio de

imunidade protetora contra virus da gripe, e que MI proporciona um alvo
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conservado para imunidade celular para gripe, uma nova vacina candidata
pode incluir estes antigenos virais como uma particula macromolecular de
proteina, tais como particulas similares a virus (VLPs). Os produtos de vaci-
na, VLPs, oferecem a vantagem de serem mais imunogénicos do que anti-
genos de subunidade ou recombinante, e sdo capazes de estimularem am-
bas resposta imune humoral e celular (Grgacic e Anderson, 2006). Adicio-
nalmente, a particula com estes antigenos da gripe pode revelar epitopes
conformacionais que induzem neutralizagdo de anticorpos a cepas multiplas
de virus da gripe.

A produgdo de uma cepa de virus da gripe nao-infecciosa para
proposta de vacina é um modo de evitar infec¢do inadvertente. Alternativa-
mente, particulas similares a virus (VLPs) como substitutas para o virus cul-
tivado foram investigadas. VLPs imitam a estrutura do capsid viral, mas ca-
rece de um genoma, e, desse modo, ndo pode replicar ou proporcionar um
meio para uma infecgédo secundaria.

Varios estudos tém demonstrado que proteinas de virus recom-
binante autoagregadas em VLPs em cultura de célula usando plasmideos de
expressao de mamifero ou vetores de baculovirus (Gomez-Puertas et al.,
1999; Neumann et al., 2000; Latham e Galarza, 2001). Gomez-Puertas et al.
(1999) descrevem que a formacgéo eficiente de VLP de gripe depende dos
niveis de expressdo de varias proteinas virais. Neumann et al. (2000) esta-
beleceram um sistema baseado em plasmideo de expressdo de mamifero
para geragao de particulas similares a virus da gripe infecciosas totalmente
de cDNAs clonados. Latham e Galarza (2001) reportaram a formagédo de
VLPs de gripe em células de inseto infectadas com baculovirus recombinan-
te coexpressando genes HA, NA, MI, e M2. Estes estudos demonstraram
que proteinas de virion da gripe podem se autoagregar sob coexpressdo em
células eucariéticas.

Gomez-Puertas et al.(2000) ensinam que, em adigdo a hemaglu-
tinina (HA), a proteina matriz (M1) do virus da gripe é essencial para VLP
que se origina de células de inseto. Contudo, Chen et al. (2007) ensinam

que M1 pode n&o ser requerido para formagdo de VLP, e observaram que
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liberagéo eficiente de M1 e VLPs requerem a presenga de HA e atividade de
sialidase provida pela NA. A NA cliva os acidos sialicos das glicoproteinas
na superficie das células que produzem as VLPs, e liberando as VLPs no
meio.

Quan et al 2007 ensinam que a vacina de VLP produzida em um
sistema de expressao de baculovirus (célula de inseto) induz uma imunidade
protetora contra algumas cepas de virus da gripe (A/PR8/34 (H1N1)). As
VLPs estudadas por Quan foram observadas para se originarem a partir da
membrana de plasma, e foram consideradas serem do tamanho e morfologia
corretos, similares aquelas obtidas em um sistema de mamifero (células de
MDCK).

Os virus envelopados podem obter seu envelope de lipideo
quando 'se originam' da célula infectada e obtém a membrana a partir da
membrana de plasma, ou daquela de uma organela interna. As particulas de
virus da gripe e VLPs se originam a partir da membrana de plasma da hos-
pedeira. Em sistemas de célula de mamifero ou baculovirus, por exemplo, a
gripe se origina a partir da membrana de plasma (Quan et al 2007). Somente
uns poucos virus envelopados sdo conhecidos por infectarem plantas (por
exemplo, membros de Topovirus e Rhabdovirus). Dos virus envelopados de
planta conhecidos, eles sao caracterizados por origem de membranas inter-
nas da célula hospedeira, e ndo a partir da membrana de plasma. Embora
um numero pequeno de VLPs recombinantes tenha sido produzido nos hos-
pedeiros de planta, nenhuma foi derivada a partir da membrana de plasma,
elevando a questdo se VLPs derivadas de membrana de plasma, incluindo
VLPs da gripe, podem ser produzidas em plantas.

As tecnologias de produgao de VLP da gripe atuais assentam na
coexpressdo de proteinas virais multiplas, e esta dependéncia representa
um problema destas tecnologias, visto que no caso de uma pandemia e de
epidemias anuais, o tempo de resposta é crucial para vacinagdo. Um siste-
ma de produgéo de VLP mais simples, assentando na expressdo de somen-
te uma proteina viral, € desejavel para acelerar o desenvolvimento de vaci-

na.
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De modo a proteger a populagdo mundial da gripe e prevenir
futuras pandemias, os fabricantes de vacina necessitariam desenvolverem
métodos rapidos e efetivos de produgéo de doses de vacina. O uso atual de
ovos fertilizados para produzir vacinas € insuficiente, e envolve um processo
prolongado.

SUMARIO DA INVENCAO

E um objetivo da invencdo proporcionar particulas similares a

virus da gripe (VLPs) aperfeicoadas.

De acordo com a presente invengdo € proporcionado um acido
nucleico compreendendo uma sequéncia de nucleotideo que codifica um
antigeno de um virus envelopado operativamente ligado a uma regido regu-
latdria ativa em uma planta. O antigeno pode ser uma hemaglutinina da gri-
pe (HA).

A presente invengdo também proporciona um método de produ-
¢ao de particulas similares a virus da gripe (VLPs) em uma planta compre-
endendo:

a) introdugéo de um acido nucleico que codifica um antigeno de
um virus envelopado, por exemplo, uma hemaglutinina da gripe (HA), opera-
tivamente ligada a uma regido regulatéria ativa na planta, ou porgéo desta, e

b) incubagdo da planta ou uma porgao desta sob condi¢gdes que
permitem a expresséo do nucleico, produzindo, desse modo, as VLPs.

O método pode ainda compreender as etapas de coletar a planta
e purificar ou separar as VLPs a partir do tecido da planta.

A presente invengao inclui o método acima no qual, na etapa de
introdugéo (etapa a), o 4cido nucleico pode ser ou transientemente expresso
na planta, ou estavelmente expresso na planta. Além disso, as VLPs podem
ser purificadas usando-se cromatografia de exclusdo de tamanho.

A presente invengao também proporciona uma particula similar a
virus (VLP) compreendendo uma proteina HA de virus da gripe e um ou
mais do que um lipideo de planta.

Também incluida na presente invengdo estd uma composigdo

compreendendo uma dose efetiva de uma VLP compreendendo uma protei-
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na HA de virus da gripe, um ou mais do que um lipideo de planta, e um vei-
culo farmaceuticamente aceitavel.

A presente invengdo também contempla fragmentos ou porcdes
de proteinas de HA que formam VLPs em uma planta.

A VLP pode compreender uma proteina de HA de um ou mais
do que um subtipo, incluindo H1, H2, H3, H4, H5, H6, H7, H8, H9, H10, HIl,
H12, H13, H14, H15 ou H16, ou fragmento ou porgdo desta. Exemplos de
subtipos compreendendo tais proteinas de HA incluem A/Nova Caledd-
nia/20/99 (H1N1)A/Indonésia/5/2006 (H5N1), A/galinha/Nova York/1995,
A/gaivota de arenque/DE/677/88 (H2N8), A/Texas/32/2003, A/pato silves-
tre/MN/33/00, A/pato/Shanghai/1/2000, A/rabijunco do norte/TX/828189/02,
A/Turquia/Ontario/6118/68(H8N4), A/shoveler/Ira/G54/03,
A/galinha/Alemanha/N/1949(H10N7), A/pato/Inglaterra/56(H11N6),
Alpato/Alberta/60/76(H12N5),A/Gaivota/Maryland/704/77(H13N6), A/Pato
silvestre (mallard)/Gurjev/263/82, A/pato/Australia/341/83 (H15N8), A/gaivota
de cabega preta/Suécia/5/99(H16N3), B/Lee/40, C/Johannesburg/66, A/Porto
Rico/8/34 (H1N1), A/Brisbane/59/2007 (H1N1), A/llhas Salomao 3/2006
(H1N1), A/Brisbane 10/2007 (H3N2), A/Wisconsin/67/2005 (H3N2),
B/Malasia/2506/2004, B/Flérida/4/2006, A/Singapura/1/57 (H2N2),
A/Anhui/1/2005 (H5N1), A/Vietnd/1194/2004 (H5N1), AA Cerceta/Hong
Kong/W312/97 (H6N1), A/Equino/Praga/56 (H7N7), A/Hong Kong/1073/99
(H9N2)).

Em um aspecto da invencgao, a proteina de HA pode ser um sub-
tipo H1, H2, H3, H5, H6, H7 ou H9. Em um outro aspecto, a proteina de H1
pode ser a partir de cepa de A/Nova Caleddnia/20/99 (H1N1), A/Porto Ri-
co/8/34 (H1N1), A/Brisbane/59/2007 (H1N1), ou A/llhas Salomdo 3/2006
(H1N1). A proteina H3 pode também ser a partir de cepa de A/Brisbane
10/2007 (H3N2) ou A/Wisconsin/67/2005 (H3N2). Em um aspecto adicional
da inveng&o, a proteina H2 pode ser a partir da cepa de A/Singapura/1/57
(H2N2). A proteina H5 pode ser a partir da cepa de A/Anhui/1/2005 (H5N1),
A/Vietna/1194/2004 (H5N1), ou A/Indonésia/5/2005. Em um aspecto da in-

vencado, a proteina H6 pode ser a partir da cepa de A/Cerceta/Hong
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Kong/W312/97 (H6N1). A proteina H7 pode ser a partir da cepa de
A/Equino/Praga/56 (H7N7). Em um aspecto da inveng&o, a proteina H9 pode
ser a partir da cepa de A/Hong Kong/1073/99 (H9N2). Em um outro aspecto
da invengéo, a proteina HA pode ser de um virus da gripe que pode ser um
virus tipo B, incluindo B/Malasia/2506/2004 ou B/Fl6rida/4/2006. Exemplos
de sequéncias de aminoacido das proteinas HA de subtipos H1, H2, H3, H5,
H6, H7 ou HY incluem SEQ ID NOs: 48-59.

A proteina HA de virus da gripe pode ser H5 da Indonésia.

A presente invencao também proporciona moléculas de acido
nucleico compreendendo sequéncias que codificam uma proteina HA. As
moléculas de acido nucleico podem compreender adicionalmente uma ou
mais regides regulatérias operativamente ligadas a sequéncia que codifica
uma proteina HA. As moléculas de acido nucleico podem compreender uma
sequéncia que codifica um H1, H2, H3, H4, H5, H6, H7, H8, H9, H10, H11,
H12, H13, H14, H15 ou H16. Em um aspecto da invengdo, a proteina HA
codificada pela molécula de acido nucleico pode ser um subtipo H1, H2, H3,
HS, H6, H7 ou H9. A proteina H1 codificada pela molécula de acido nucleico
€ de cepa de A/Nova Caled6nia/20/99 (H1N1), A/Porto Rico/8/34 (H1N1),
A/Brisbane/59/2007 (H1N1), ou A/llhas Salom&o 3/2006 (H1N1). Em um as-
pecto da invengao, a proteina H3 codificada pela molécula de acido nucleico
pode ser a partir da cepa de A/Brisbane 10/2007 (H3N2), ou
AlWisconsin/67/2005 (H3N2). Em um aspecto adicional da invencdo, a pro-
teina H2 codificada pela molécula de acido nucleico pode ser a partir da ce-
pa de A/Singapura/1/57 (H2N2). A proteina H5 codificada pela molécula de
acido nucleico pode também ser da cepa de A/Anhui/1/2005 (H5N1),
AlVietn&d/1194/2004 (H5N1), ou A/Indonésia/5/2005. Em um aspecto da in-
vengao, a proteina H6 codificada pela molécula de acido nucleico pode ser a
partir da cepa A/Cerceta/Hong Kong/W312/97 (H6N1). A proteina H7 codifi-
cada pela molécula de acido nucleico pode também ser a partir da cepa de
A/Equino/Praga/56 (H7N7). Adicionalmente, a proteina H9 codificada pela
molécula de &acido nucleico pode ser a partir da cepa de A/Hong
Kong/1073/99 (H9N2). Exemplos de sequéncias de moléculas de acido nu-
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cleico que codificam tais proteinas HA de subtipos H1, H2, H3, H5, H6, H7
ou H9 incluem SEQ ID NOs: 36-47 e 60-73.

A sequéncia de acido nucleico pode codificar a proteina HA de
virus da gripe H5 Indonésia.

Regibes regulatérias que podem ser operativamente ligadas a
uma sequéncia que codifica uma proteina HA incluem aquelas que s&o ope-
rativas em uma célula de planta, uma célula de inseto ou uma célula. Tais
regides regulatdrias podem incluir uma regiéao regulatéria plastocianina, uma
regido regulatéria de Ribulose 1,5-bisfosfato carboxilase/oxigenase (RuBis-
CO), clordfill proteina de ligagdo a/b (CAB), ST-LS1, uma regido regulatéria
polihedrin, ou uma regido regulatéria gp64. Outras regibes regulatérias in-
cluem uma 5' UTR, 3' UTR ou sequéncias terminadoras. A regido regulatéria
plastocianina pode ser uma regido regulatéria de alfafa plastocianina; as 5'
UTR, 3'UTR ou sequéncias terminadoras podem ser sequéncias de alfafa.

Um método de indugdo de uma imunidade para uma infeccéo de
virus da gripe em um individuo, é também proporcionado, o método compre-
endendo administrar a particula similar a virus compreendendo uma proteina
HA de virus da gripe, um ou mais do que um lipideo de planta, e um veiculo
farmaceuticamente aceitavel. A particula similar a virus pode ser administra-
da a um individuo oralmente, intradermalmente, intranasalmente, intramus-
cularmente, intraperitonealmente, intravenosamente, ou subcutaneamente.

A presente invencdo também pertence a uma particula similar a
virus (VLP) compreendendo uma ou mais do que uma proteina derivada de
um virus selecionado a partir do grupo consistindo em Gripe, Measles, Ebo-
la, Marburg, e HIV, e um ou mais do que um lipideo derivado de uma célula
de produgéo de hospedeiro de ndo-sialilatagdo. A proteina de HIV pode ser
p24, gp120 ou gp41; a proteina de virus Ebola pode ser VP30 ou VP35; a
proteina de virus de Marburg pode ser Gp/SGP; a proteina do virus Measles
pode ser H-proteina ou F-proteina.

Adicionalmente a presente invengdo se refere a uma particula
similar a virus (VLP) compreendendo uma proteina HA de virus da gripe e

um ou mais do que um lipideo de hospedeiro. Por exemplo se o hospedeiro



10

15

20

25

30

12

¢ inseto, entdo a particula similar a virus (VLP) pode compreender uma pro-
teina HA de virus da gripe e um ou mais do que um lipideo de inseto, ou se
o hospedeiro € uma levedura, entdo a particula similar a virus (VLP) pode
compreender uma proteina HA de virus da gripe e um ou mais do que um
lipideo de levedura.

A presente invengdo também se refere a composi¢des compre-
endendo VLPs de duas ou mais cepas ou subtipos de gripe. Os dois ou mais
subtipos ou cepas podem ser selecionados a partir do grupo compreenden-
do: A/New  Caled6nia/20/99 (H1N1)A/Indonésia/5/2006  (H5N1),
A/galinha/Nova York/1995, A/gaivota de arenque/DE/677/88 (H2NS8),
A/Texas/32/2003, Alpato silvestre/MN/33/00, Al/pato/Shanghai/1/2000,
A/rabijunco do nortelLTX/828189/02, A/Turquia/Ontario/6118/68(H8N4),
A/shoveler/Ird/G54/03, Algalinha/Alemanha/N/1949(H10N7),
A/pato/Inglaterra/56(H1N6), A/pato/Alberta/60/76(H 12N5),
A/Gaovota/Maryland/704/77(H 13N6), A/Pato silvestre/Gurjev/263/82,
A/pato/Australia/341/83 (H15N8), A/pato silvestres da cabega pre-
ta/Suécia/5/99(H16N3), B/Lee/40, C/Johannesburg/66, A/Porto Rico/8/34
(H1N1), A/Brisbane/59/2007 (H1N1), Al/llhas Salomao 3/2006 (H1N1),
A/Brisbane 10/2007 (H3N2), A/Wisconsin/67/2005 (H3N2),
B/Malasia/2506/2004, B/Flérida/4/2006, A/Singapura/1/57 (H2N2),
A/Anhui/1/2005 (H5N1), A/Vietna/1194/2004 (H5N1), A/Cerceta/Hong
Kong/W312/97 (H6N1), A/Equino/Praga/56 (H7N7) ou A/Hong Kong/1073/99
(HONZ2)). Os dois ou mais subtipos ou cepas de VLPs podem estar presentes
em cerca de quantidades equivalentes; alternadamente um ou mais subtipos
ou cepas podem ser a maioria das cepas ou subtipos representados.

A presente invengdo pertence a um método para inducéo de i-
munidade a infecgdo de virus da gripe em um animal ou organismo alvo
compreendendo administrar uma dose efetiva de uma vacina compreenden-
do uma ou mais do que uma VLP, a VLP produzida usando um hospedeiro
de n&o-sialiatagdo, por exemplo, um hospedeiro de planta, um hospedeiro
de inseto, ou um hospedeiro de levedura. A vacina pode ser administrada

oralmente, intradermalmente, intranasalmente, intramuscularmente, intrape-
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ritonealmente, intravenosamente, ou subcutaneamente. O organismo alvo
pode ser selecionado a partir do grupo compreendendo humanos, primatas,
cavalos, porcos, passaros (aves), aves de agua, passaros migratorios, co-
dorniz, pato, gansos, aves domésticas, galinha, camelo, canino, caes, felino,
gatos, tigre, leopardo, gato da algélia, marta, marta de pedra, furdes, animais
domésticos, camundongos, ratos, foca, baleias, e similares.

A presente invengéo proporciona um método para producéo de
VLPs contendo hemaglutinina (HA) de cepas de gripe diferentes em um
hospedeiro adequado capaz de produzir uma VLP, por exemplo, uma planta,
inseto, ou levedura. As VLPs que s&o produzidas nas plantas contém lipi-
deos de origem de planta, VLPs produzidas em células de inseto compreen-
dem lipideos a partir da membrana de plasma de células de inseto (geral-
mente referidas como "lipideos de inseto"), e VLPs produzidas na levedura
compreendem lipideos a partir da membrana de plasma de células de leve-
dura (geralmente referidas como "lipideos de levedura").

A produgdo das VLPs em plantas apresenta varias vantagens
sobre a produgédo destas particulas em cultura de célula de inseto. Os lipi-
deos de planta podem estimular células imunes especificas e aumentar a
resposta imune induzida. As membranas de planta sdo produzidas de lipi-
deos, fosfatidilcolina (PC) e fosfatidiletanolamina (PE), e também contém
glicosfingolipideos que sdo Unicos para plantas e algumas bactérias e proto-
zoarios. Esfingolipideos sdo ndo-usuais em que eles ndo sdo PC ou PE simi-
lares a ésteres de glicerol, mas preferivelmente consistem em um amino al-
cool de cadeia longa que forma uma ligagdo de amida a uma cadeia de Aci-
do graxo contendo mais do que 18 carbonos. PC e PE, bem como glicosfin-
golipideos, podem se ligar a moléculas de CD1 expressas por células imu-
nes de mamifero, tais como células dendriticas similares a células apresen-
tando antigeno (APCs) e macréfagos e outras células incluindo linfocitos B e
T no timo e figado (Tsuji M,. 2006). Além disso, em adicdo ao efeito adjuvan-
te potencial da presenca de lipideos de planta, a capacidade de N-glicans de
planta de facilitar a captura de antigenos de glicoproteina por células apre-

sentando antigeno (Saint-Jore-Dupas, 2007), pode ser vantajosa da produ-
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¢ao de VLPs em plantas.

Sem desejar estar ligado pela teoria, € antecipado que VLPs
produzidas de planta induzirdo uma reagdo imune mais forte do que VLPs
produzidas em outros sistemas de fabricagdo, e que a reagéo imune por es-
tas VLPs produzidas por planta serdo mais fortes quando comparadas a re-
acao imune induzida pelas vacinas de virus totais vivas ou atenuadas.

Contrario as vacinas produzidas de virus totais, as VLPs propor-
cionam a vantagem, visto que elas sdo nao-infecciosas, contengio bioldgica
restritiva nao €, desse modo, uma emissao significante conforme seria ope-
rando como um virus infeccioso total, e ndo é requerido para produgdo. As
VLPs produzidas de planta proporcionam uma vantagem adicional novamen-
te por permitir que o sistema de expressdo seja crescido em uma estufa ou
campo, sendo, desse modo, significantemente mais econémico e adequado
para escala.

Adicionalmente, as plantas ndo compreendem as enzimas en-
volvidas na sintetizagdo e adigao de residuos de acido sialico a proteinas. As
VLPs podem ser produzidas na auséncia de neuraminidase (NA), e ndo exis-
te necessidade de coexpressar NA, ou tratar as células de produgédo ou ex-
trato com sialidase (neuraminidase), para assegurar producdo de VLP nas
plantas.

AS VLPs produzidas de acordo com a presente invengdo nio
compreendem proteina M1 que é conhecida por ligar RNA. RNA é um con-
taminante da preparacgéo de VLP e ¢é indesejado quando se obtém aprova-
¢ao regulatéria para o produto de VLP.

Este sumario da invengdo ndo descreve necessariamente todas
as caracteristicas da invengao.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

Estas e outras caracteristicas da invengéo tornar-se-d0 mais a-

parentes a partir da seguinte descrigdo em que referéncia é feita aos dese-
nhos em anexo, nos quais:
A Figura 1A mostra uma sequéncia de um cassete de expressio

baseado em alfafa plastocianina usada para a expressdo de H1 de acordo
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com uma concretizagdo da presente invengao (SEQ ID NO:8). O peptideo de
sinal de proteina disulfeto isomerase (PDI) é sublinhado. Os locais de restri-
¢éo >BgIII (AGATCT) e Sacl (GAGCTC) usados para clonagem sdo mostra-
dos em negrito. A Figura 1B mostra um diagrama esquematico de dominios
funcionais de hemaglutinina da gripe. Apds clivagem de HAO, HA1 e HA2,
fragmentos permanecem ligados juntos por uma ponte de disulfeto.

A Figura 2A mostra uma representagdo de plasmideo 540 agre-
gado para a expressdo de HA subtipo H1. A Figura 2B mostra uma repre-
sentacdo de plasmideo 660 agregado para expressdo de HA subtipo H5.

A Figura 3 mostra uma cromatografia de exclusdo de tamanho
de extratos de proteina de folhas produzindo hemaglutinina H1 ou H5. A Fi-
gura 3A mostra o perfil de eluigdo de H1; Blue Dextran 2000 (triangulos) e
proteinas (diamantes). A Figura 3B mostra imunodetecgido (western blot; anti
H1) de fragdes de eluicdo de H1 seguindo cromatografia de exclusdo de ta-
manho (S500HR contas). A Figura 3C mostra o perfil de eluicdo de H5; Blue
Dextran 2000 (tridngulos) e proteinas (diamantes). A Figura 3D mostra imu-
nodetecgéo (western blot; anti H5) de fragdes de eluigdo de H5 seguindo
cromatografia de exclusdo de tamanho (S500HR contas).

A Figura 4 mostra uma fotomicrografia microscoépica de elétron
de estruturas grandes de hemaglutinina H1 e H5 da fragéo de eluicdo 9 de
uma coluna de exclusdo de tamanho. A Figura 4A mostra uma ampliagéo de
50 000 vezes de uma VLP de H1 mostrando a presenca de estruturas simila-
res multiplas (a barra representa 200 nm). A Figura 4B mostra uma amplia-
¢ao de 150 000 vezes de uma VLP de H1 (a barra representa 100 nm).

A Figura 4C mostra uma ampliacdo de 50 000 vezes de uma
VLP de H5 mostrando a presenga de estruturas similares multiplas (a barra
representa 50 nm).

A Figura 5A mostra a sequéncia do fragmento Terminal-N de H1
(SEQ ID NO: 1). A Figura 5B mostra o fragmento Terminal-C de H1 (SEQ ID
NO:2). A Figura 5C mostra a sequéncia completa que codifica HAO de H1
(SEQ ID NO:28).

A Figura 6 mostra a sequéncia que codifica H5 flanqueado por
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um local Hindlll imediatamente a montante do ATG inicial, € um local Sacl
imediatamente a jusante do cédon de parada (TAA) (SEQ ID NO:3).

A Figura 7A mostra a sequéncia do iniciador Plasto-443c (SEQ
ID NO:4). A Figura 7B mostra a sequéncia de iniciador SpHA(Ind)-Plasto.
(SEQ ID NO:5). A Figura 7C mostra a sequéncia de iniciador Plasto-
SpHA(Ind). (SEQ ID NO:6). A Figura 7D mostra a sequéncia de iniciador
HA(Ind)-Sac.r (SEQ ID NO:7).

A Figura 8A mostra a sequéncia de aminoacido da sequéncia
de peptideo HA1 (SEQ ID NO:9). A Figura 8B mostra a sequéncia de amino-
acido da sequéncia de peptideo HA5 (SEQ ID NO: 10). O peptideo de sinal
nativo é indicado em negrito.

A Figura 9 mostra a sequéncia de HA de gripe A subtipo H7
(SEQ ID No: 11).

A Figura 10A mostra a sequéncia de Gripe A HA, subtipo H2
(SEQ ID NO: 12). A Figura 10B mostra a sequéncia de Gripe A HA subtipo
H3 (SEQ ID NO: 13). A Figura 10C mostra a sequéncia de Gripe A HA subti-
po H4 (SEQ ID NO: 14). A Figura 10D mostra a sequéncia de Gripe A HA
subtipo H5 (SEQ ID NO: 15). A Figura 10E mostra a sequéncia de Gripe A
HA subtipo H6 (SEQ ID NO: 16). A Figura 10F mostra a sequéncia de Gripe
A HA subtipo H8 (SEQ ID NO: 17). A Figura 10G mostra a sequéncia de Gri-
pe A HA subtipo H9 (SEQ ID NO: 18). A Figura 10H mostra a sequéncia de
Gripe A HA subtipo H10 (SEQ ID NO: 19). A Figura 10l mostra a sequéncia
de Gripe A HA subtipo H11 (SEQ ID NO:20). A Figura 10J mostra a sequén-
cia de Gripe A HA subtipo H12 (SEQ ID NO:21). A Figura 10K mostra a se-
quéncia de Gripe A HA subtipo H13 (SEQ ID NO:22). A Figura 10L mostra a
sequéncia de Gripe A HA subtipo H14 (SEQ ID NO:23). A Figura 10M mos-
tra a sequéncia de Gripe A HA subtipo H15 (SEQ ID NO:24). A Figura 10N
mostra a sequéncia de Gripe A HA subtipo H16 (SEQ ID NO:25). A Figura
100 mostra a sequéncia de Gripe B HA (SEQ ID NO:26). A Figura 10P mos-
tra a sequéncia de Gripe C HA (SEQ ID NO:27). A Figura 10Q mostra a se-
quéncia de iniciador Xmal-pPlas.c (SEQ ID NO: 29). A Figura 10R mostra a
sequéncia de iniciador Sacl-ATG-pPlas.r (SEQ ID NO: 30). A Figura 10S
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mostra a sequéncia de iniciador Sacl-PlasTer.c (SEQ ID NO: 31). A Figura
10T mostra a sequéncia de iniciador EcoRI-PlasTer.r (SEQ ID NO: 32).

A Figura 11 mostra uma representagdo esquematica de varias
constructo conforme aqui usadas. O constructo 660 compreende a sequén-
cia de nucleotideo para codificar a HA subtipo H5 operativamente ligada ao
promotor de plastocianina (plasto) e terminador (Pter); o constructo 540 com-
preende a sequéncia de nucleotideo para codificar a HA subtipo H1 em com-
binagdo com um peptideo de sinal de alfafa proteina disulfeto isomerase (SP
PDI), e € operativamente ligada a um promotor de plastocianina (Plasto) e
terminador (Pter); o constructo 544 agregada para a expressio de HA subti-
po H1, a sequéncia de nucleotideo que codifica H1 é combinada com um
peptideo de sinal de alfafa proteina disulfeto isomerase (SP PDI) e um zip-
per de leucina GCN4pll (no lugar da do dominio de transmembrana e calda
citoplasmica de H1) e operativamente ligada ao promotor de plastocianina
(Plasto) e terminador (Pter); e constructo 750 para a expressao de regido de
codificagdo de Ml de gripe A/PR/8/34 é combinada ao virus etch de tabaco
(TEV) S'UTR, e operativamente ligada com o promotor duplo 35S e termina-
dor Nos.

Figura 12 mostra imunodetecgdo de H5, usando anticorpos anti-
H5 (Vietnd), em extratos de proteina de folhas de N. benthamiana transfor-
madas com constructo 660 (raia 3). H5 comercial de gripe
A/Vietna/1203/2004 foi usada como controle positivo de detecgao (raia 1), e
um extrato de proteina de folhas transformadas com um vetor vazio foi usa-
do como controle negativo (raia 2).

A Figura 13 mostra caracterizagdo de estruturas de hemaglutini-
na por cromatografia de exclusdo de tamanho. O extrato de proteina de bio-
massas separado produzindo H5, H1, H1 soluvel, ou H1 e M1, foi separado
por filtragdo de gel em S-500 HR. H1 comercial na forma de involucros foi
também fracionado (invélucro H1). A Figura 13 A mostra fragdes de eluigdo
analisadas para teor de proteina relativo (Nivel de Proteina Relativo — um
perfil de eluigdo de proteina padrdo de um fracionamento de biomassa é

mostrado). O pico de eluigdo de Blue Dextran 2000 (padrdo de referéncia 2



10

15

20

25

30

18

MDa) é indicado. A Figura 13B mostra fragdes de eluigdo analisadas para a
presenga de hemaglutinina por imunoblotting com anticorpos anti-H5 (Viet-
na) (para H5). A Figura 13C mostra fragdes de eluicdo analisadas para anti-
corpos antigripe A para H1. A Figura 13D mostra fragbes de eluigdo analisa-
das para anticorpos antigripe A para H1 soltvel. AFigura 13E mostra fragées
de eluigdo analisadas para anticorpos antigripe A para invélucro de H1. A
Figura 13F mostra frag6es de eluigdo analisadas para anticorpos antigripe A
para H1+M1.

A Figura 14 mostra concentragéo de estruturas H5 de gripe por
centrifugacéo de gradiente de sacarose e exame de microscopia de elétron
de fragGes concentradas de hemaglutinina. A Figura 14A mostra caracteriza-
cao de fragbes de centrifugacdo de gradiente de densidade de sacarose.
Cada frag&o foi analisada para a presenga de H5 por imunoblotting usando
anticorpos anti-H5 (Vietna) (painel superior), e para seu teor de proteina re-
lativo e capacidade de hemaglutinagdo (grafico). A Figura 14B mostra exame
de microscopia de elétron de transmissdo de manchamento negativo de fra-
¢Oes reunidas 17, 18 e 19 de centrifugagdo de gradiente de sacarose. A bar-
ra representa 100 nm.

A Figura 15 mostra purificagdo de VLPs de gripe H5. A Figura
15A mostra a andlise de Coomassie Blue manchado SDS-PAGE de teor de
proteina nas etapas de clareamento - raia 1, extrato bruto; raia 2, extrato
ajustado a pH 6; raia 3, extrato tratado com calor; raia 4, extrato filtrado-DE;
as etapas de purificagdo de afinidade de fetuin: raia 5, carga; raia 6, lava-
gem; raia 7, eluigdo (10X concentrado). A Figura 15B mostra exame de mi-
croscopia de elétron de transmissdo de manchamento negativo da amostra
de H5 VLP purificada. A barra representa 100 nm. A Figura 15 C mostra H5
VLP isolada ampliada para mostrar detalhes da estrutura. A Figura 15D mos-
tra o produto de H5 VLP em um Coomassie-manchado de redugdo de SDS-
PAGE (raia A) e Western blot (raia B) usando anticorpo policlonal de coelho
elevado contra HA de cepa A/Vietnd/1203/2004 (H5N1).

A Figura 16 mostra uma sequéncia de nucleotideo para virus de
Gripe A (A/Nova Caled6nia/20/99(H1N1)) gene hemaglutinina (HA), CDs
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completo. N° de Acesso no Banco de Gene AY289929 (SEQ ID NO: 33).

A Figura 17 mostra uma sequéncia de nucleotideo para Medica-
go sativa mRNA para proteina disulfeto isomerase. N° de Acesso no Banco
de Gene No. ZI 1499 (SEQ ID NO: 34). A Figura 18 mostra uma sequéncia
de nucleotideo para virus da Gripe A (A/Porto Rico/8/34(H1N1)) segmento 7,
sequéncia completa. N° de Acesso no Banco de Gene No. NC_002016.1
(SEQ ID NO: 35).

A Figura 19 mostra localizagdo de acumulo de VLP por observa-
¢ao de microscopia de elétron de transmissdo de manchamento positivo de
tecido de produgéo de H5. CW: parede de célula, ch: cloroplasto, pm: mem-
brana de plasma, VLP: particula similar a virus. A barra representa 100 nm.

A Figura 20 mostra indugdo de respostas de soro de anticorpo
14 dias apos impulso em camundongos Balb/c vacinados com gripe VLP de
grupe H5 produzida por planta ou HA recombinante soltvel. A Figura 20(A)
respostas de anticorpo de camundongos imunizados através de injecdo in-
tramuscular. Figura 20(B) respostas de anticorpo de camundongos imuniza-
dos atraves de administragdo intranasal. As respostas de anticorpo foram
medidas contra virus de H5N1 totais inativados (A/Indonésia/5/05). GMT:
titulagdo media geométrica. Os valores sdo o GMT (logy) de titulagbes de
ponto final reciprocas de cindo camundongos por grupo. As barras represen-
tam desvio médio. * p< 0,05 comparado a HA solGvel recombinante.

A Figura 21 mostra resposta de anticorpo de inibi¢do de hema-
glutinagdo (HAI) 14 dias ap6s impulso em camundongos Balb/c vacinados
com VLP HS5 produzida de planta ou HA solivel recombinante. A Figura
21(A) respostas de anticorpo de camundongos imunizados através de inje-
¢éo intramuscular. A Figura 21(B) Respostas de anticorpo de camundongos
imunizados através de administragdo intranasal. As respostas de anticorpo
de HAI foram medidas usando-se virus de H5N1 totais inativados
(A/Indonésia/5/05). GMT: titulagdo média geométrica. Os valores sdo o GMT
(logz) de titulagGes de ponto final reciprocas de cinco camundongos por gru-
po. As barras representam desvio médio. * p< 0,05 e ** p< 0,01 comparado a

HA soluvel recombinante.
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A Figura 22 mostra o efeito de adjuvante na imunogenicidade
dos camundongos das VLPs nos camundongos. A Figura 22(A) efeito de
alume em camundongos imunizados através de injegdo intramuscular. Figu-
ra 22(B) Efeito de Chitosan em camundongos imunizados através de admi-
nistracdo intranasal. Respostas de anticorpo de HAI foram medidas usando-
se virus H5N1 totais inativados (A/Indonésia/5/05). GMT: titulagido média
geométrica. Os valores sdo o GMT (log2) de titulagdes de ponto final reci-
procas de cinco camundongos por grupo. As barras representam desvio mé-
dio. * p< 0,05 comparado ao HA sollvel recombinante correspondente.

A Figura 23 mostra resposta de anticorpo para administragédo de
VLP. Figura 23(A) isotipo de imunoglobulina anti-Indonésia/5/05 em camun-
dongos vacinados com injecdo intramuscular, 30 dias apds impulso. Os valo-
res sdo o GMT (log) de titulagdes de ponto final reciprocas de cinco camun-
dongos por grupo. ELIS A realizou usando virus inativados totais como o
agente de revestimento. As barras representam desvio médio. * p< 0.05, **
p< 0.001 comparado ao HA solivel recombinante correspondente. Figura
23(B) Titulagdes de anticorpo contra virus inativados totais. Todos os grupos
sdo estatisticamente diferentes para controle negativo.

A Figura 24 mostra titulagao de anticorpo contra virus inativados
totais homologos (A/Indonésia/5/05), 2 semanas apos primeira dose (sema-
na 2), 14 dias ap6s impulso (semana 5) ou 30 dias apds impulso (semana 7).
GMT: titulagdo media geométrica. Os valores sdo a GMT (log2) de titulagbes
de ponto final reciprocas de cinco camundongos por grupo. * p< 0,05 com-
parado a HA soluvel recombinante.

A Figura 25 mostra reatividade cruzada in vitro de anticorpos de
soro. (A) titulagdes de anticorpo contra virus inativados totais. (B) titulagées
de inibicdo de hemaglutinagao contra varios virus inativados totais. Os valo-
res sdo a GMT (logz) de titulagdes de ponto final reciprocas de cinco camun-
dongos por grupo. As barras representam desvio médio. Todos os grupos
séo estatisticamente diferentes para controle negativo. * p< 0.05, ** p< 0.001
comparado a HA soluvel recombinante correspondente.

A Figura 26 mostra eficacia da VLP H5 produzida por planta. (A)
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Taxa de sobrevivéncia de camundongos apos desafio com 10 LDsg (4.09 x
10° CCID50) da cepa de gripe A/Turquia/582/06 (H5N1) (B) Peso corpéreo
de camundongos imunizados apds desafio. Os valores sdo o peso corpéreo
médio de camundongos sobreviventes.

A Figura 27 mostra Origem de VLPs de gripe derivadas de plan-
ta. (A) Composigado de lipideo polar de VLPs de gripe purificada. Os lipideos
continham em um equivalente de 40 ug de proteinas, foram extraidos de
VLP conforme descrito, separados por HP-TLC, e comparados ao perfil de
migragéo de lipideos isolados de membrana de plasma de tabaco altamente
purificada (PM). As abreviagdes de lipideo sdo as seguintes: DGDG, Diga-
lactosildiacilglicerol; gluCER, glucosil-ceramida; PA, acido fosfatico; PC, fos-
fatidilcolina; PE, fosfatidiletanolamina; PG, fosfatidilglicerol; PI, fosfatidilinosi-
tol; PS, fosfatidilserina; SG, Steril-glicoside. (B) Composigdo de lipideo neu-
tra de VLPs de gripe purificadas. Os lipideos contidos em um equivalente de
20 ug de proteinas foram extraidos de VLP conforme descrito, separados
por HP-TLC e comparados a migragdo de sitosterol. (C) Imunodetecgéo da
bomba de préton do marcador da membrana de plasma ATPase (PMA) em
VLPs purificadas e PM altamente purificado de folhas de tabaco (PM,) e cé-
lulas de tabaco B Y2 (PMgY2). Dezoito microgramas de proteina foram car-
regados em cada raia.

A Figura 28 mostra a sequéncia de rotacdo de locais Dralll para
Sacl de clone 774 - sequéncia de nucleotideo de A/Brisbane/59/2007
(H1N1) (SEQ ID NO: 36). A sequéncia de codificagéo é flanqueada por uma
regido regulatéria de plastocianina, comegando com um local de restri¢gédo
Dralll na extremidade 5' e por um codon de parada e um local de Sacl na
extremidade 3'. Os locais de restrigdo sdo sublinhados; ATG esta em negrito
e sublinhado.

A Figura 29 mostra a sequéncia de rotagdo dos locais Dralll para
Sacl de clone 775 - sequéncia de nucleotideo de A/llhas Salomao 3/2006
(H1N1) (SEQ ID NO: 37). A sequéncia de codificagdo € flanqueada por uma
regiao regulatoria de plastocianina, comecando com um local de restrigdo

Dralll na extremidade 5' e por um cdédon de parada e um local de Sacl na
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extremidade 3'. Os locais de restrigdo sdo sublinhados; ATG esta em negrito
e sublinhados.

A Figura 30 mostra a sequéncia de rotagdo de locais de Dralll
para Sacl de clone 776 - sequéncia de nucleotideo de A/Brisbane 10/2007
(H1N1) (SEQ ID NO: 38). A sequéncia de codificagdo ¢ flanqueada por uma
regido regulatéria de plastocianina, comegando com um local de restrigdo de
Dralll na extremidade 5' e por um cédon de parada e um local de Sacl na
extremidade 3'. Os locais de restricdo sdo sublinhados; ATG esta em negrito
e sublinhado.

Figura 31 mostra a sequéncia de rotagdo de locais Dralll para
Sacl de clone 777 - sequéncia de nucleotideo de A/Wisconsin/67/2005
(H3N2) (SEQ ID NO: 39). A sequéncia de codificagéo ¢ flanqueada por uma
regido regulatéria de plastocianina, comegando com um local de restrigéo
Dralll na extremidade 5' e por um cédon de parada e um local de Sacl na
extremidade 3'. Os locais de restrigdo sao sublinhados; ATG esta em negrito
e sublinhado.

A Figura 32 mostra a sequéncia de rotagdo de locais de Dralll
para Sacl de clone 778 - sequéncia de nucleotideo de B/Malasia/2506/2004
(SEQ ID NO: 40). A sequéncia de codificagéo é flanqueada por uma regiéo
regulatdria plastocianina, comegando com um local de restricao Dralll na ex-
tremidade 5' e por um coédon de parada e um local de Sacl na extremidade
3'. Os locais de restricdo sdo sublinhados; ATG esta em negrito e sublinha-
do.

A Figura 33 mostra a sequéncia de rotagdo de locais de Dralll
para Sacl de clone 779 - sequéncia de nucleotideo de B/Fl6rida/4/2006
(SEQ ID NO: 41). A sequéncia de codificagdo € flanqueada por uma regido
regulatéria plastocianina, comegando com um local de restricdo Dralll na ex-
tremidade 5' e por um coédon de parada e um local de Sacl na extremidade
3'. Os locais de restricdo s&o sublinhados; ATG esta em negrito e sublinha-
do.

A Figura 34 mostra a sequéncia de rotacdo de locais de Dralll

para Sacl de clone 780 - sequéncia de nucleotideo de A/Singapura/1/57
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(H2N2) (SEQ ID NO: 42). A sequéncia de codificagdo é flanqueada por uma
regido regulatoria plastocianina, comegando com um local de restricdo na
extremidade 5' e por um codon de parada e um local de Sacl na extremidade
3. Os locais de restricdo s3o sublinhados; ATG esta em negrito e sublinha-
do.

A Figura 35 mostra a sequéncia de rotagdo de locais Dralll para
Sacl de clone 781 - sequéncia de nucleotideo de A/Anhui/1/2005 (H5N1)
(SEQ ID NO: 43). A sequéncia de codificagédo é flanqueada por uma regido
regulatéria plastocianina, comegando com um local de restrigdo Dralll na ex-
tremidade 5' e por um cédon de parada e um local de Sacl na extremidade
3'. Os locais de restricdo sdo sublinhados; ATG esta em negrito e sublinha-
do.

A Figura 36 mostra a sequéncia de rotagdo de locais de Dralll
para Sacl de clone 782 - sequéncia de nucleotideo de A/Vietna/1194/2004
(H5N1) (SEQ ID NO: 44). A sequéncia de codificagdo € flanqueada por uma
regiao regulatéria, comegando com um local de restricido na extremidade 5' e
por um coédon de parada e um local de Sacl na extremidade 3'. Os locais de
restricao sdo sublinhados; ATG esta em negrito e sublinhados.

A Figura 37 mostra a sequéncia de rotagdo de locais de Dralll
para Sacl de clone 783 - sequéncia de nucleotideo de AACerceta/Hong
Kong/W312/97 (HE6N1) (SEQ ID NO: 45). A sequéncia de codificacdo é flan-
queada por uma regido regulatéria, comegando com um local de restri¢gdo na
extremidade 5' e por um cédon de parada e um local de Sacl na extremidade
3'. Os locais de restricdo sdo sublinhados; ATG esta em negrito e sublinha-
dos.

A Figura 38 mostra a sequéncia de rotacdo de locais de Dralll
para Sacl de clone 784 - sequéncia de nucleotideo de A/Equino/Praga/56
(H7N7) (SEQ ID NO: 46). A sequéncia de codificagdo é flanqueada por uma
regiao regulatoria, comegando com um local de restricdo na extremidade 5' e
por um codon de parada e um local de Sacl na extremidade 3'. Os locais de
restrigdo sao sublinhados; ATG esta em negrito e sublinhados.

A Figura 39 mostra a sequéncia de rotagdo de locais de Dralll



10

15

20

25

30

para Sacl de clone 785 - sequéncia de nucleotideo de A/Hong Kong/1073/99
(HON2) (SEQ ID NO: 47). A sequéncia de codificagéo ¢é flanqueada por uma
regiao regulatéria, comegando com um local de restricdo na extremidade 5' e
por um cédon de parada e um local de Sacl na extremidade 3'. Os locais de
restrigdo sdo sublinhados; ATG esta em negrito e sublinhados.

Figura 40A mostra a sequéncia de aminoacido(SEQ ID NO: 48)
do polipeptideo transladado de clone 774 (A/Brisbane/59/2007 (H1N1)). A
estrutura de leitura aberta do clone 774 comega com o ATG indicado na Fi-
gura 28. A Figura 40B mostra a sequéncia de aminoacido (SEQ ID NO: 49)
do polipeptideo transladado de clone 775 (A/llhas Salomao 3/2006 (H1N1)).
A estrutura de leitura aberta do clone 775 comega com o ATG indicado na
Figura 29.

A Figura 41A mostra a sequéncia de aminoacido (SEQ ID NO:
50) do polipeptideo transladado do clone 776 (A/Brisbane/10/2007 (H3N2)).
A estrutura de leitura aberta 776 comega com o ATG indicado na Figura 30.
A Figura 41B mostra a sequéncia de aminoéacido (SEQ ID NO: 51) do poli-
peptideo transladado do clone 777 (A/Wisconsin/67/2005 (H3N2)). A estrutu-
ra de leitura aberta do clone 777 comega com o ATG indicado na Figura 31.

A Figura 42A mostra a sequéncia de aminoacido (SEQ ID NO:
52) do polipeptideo transladado do clone 778 (B/Malasia/2506/2004). A es-
trutura de leitura aberta do clone 778 comega com o ATG indicado na Figura
32. A Figura 42B mostra a sequéncia de aminoéacido (SEQ ID NO: 53) do
polipeptideo transladado do clone 779 (B/Fl6rida/4/2006). A estrutura de lei-
tura aberta do clone 779 comega com o ATG indicado na Figura 33.

A Figura 43 A mostra a sequéncia de aminoacido (SEQ ID NO:
54) do polipeptideo transladado do clone 780 (A/Singapura/1/57 (H2N2)). A
estrutura de leitura aberta do clone 780 comega com o ATG indicado na Fi-
gura 34. A Figura 43B mostra a sequéncia de aminoacido (SEQ ID NO: 55)
do polipeptideo transladado do clone 781 (A/Anhui/1/2005 (H5N1)). A estru-
tura de leitura aberta do clone 781 comega com o ATG indicado na Figura
35.

A Figura 44A mostra a sequéncia de aminoacido (SEQ ID NO:
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56) do polipeptideo transladado do clone 782 (A/Vietna/1194/2004 (H5N1)).
A estrutura de leitura aberta do clone 782 comega com o ATG indicado na
Figura 36. A Figura 44B mostra a sequéncia de aminoacido (SEQ ID NO: 57)
do polipeptideo transladado do clone 783 (A/Cerceta/Hong-kong/W312/97
(H6N1)). A estrutura de leitura aberta do clone 783 comeca com o ATG indi-
cado na Figura 37.

A Figura 45A mostra a sequéncia de aminoéacido (SEQ ID NO:
58) do polipeptideo transladado do clone 784 (A/Equino/Praga/56 (H7N7)). A
estrutura de leitura aberta do clone 784 comega com o ATG indicado na Fi-
gura 38. A Figura 45B mostra a sequéncia de aminoacido (SEQ ID NO: 59)
do polipeptideo transladado do clone 785 (A/Hong Kong/1073/99 (HON2)). A
estrutura de leitura aberta do clone 785 comega com o ATG indicado na Fi-
gura 39.

A Figura 46 mostra imunodetecgédo (western blot) de frages de
eluicdo de VLPs produzidas por planta, seguindo cromatografia de exclusio
de tamanho. Subtipos de hemaglutinina H1, H2, H5, H6 e H9 sdo mostrados.
Hemaglutinina € detectada em fragbes 7-14, correspondendo a eluicdo de
VLPs.

A Figura 47 mostra uma andlise de "imunoblot" de expressao de
uma série de H1 hemaglutinina de cepas epidérmicas anuais. Dez e vinte
microgramas de extratos de proteina foram carregados nas raias 1 e 2, res-
pectivamente.

A Figura 48 mostra uma andlise de "imunoblot” de expressao de
uma série de H5 hemaglutinina de cepas pandémicas potenciais. Dez e vinte
microgramas de extratos de proteina foram carregados nas raias 1 e 2, res-
pectivamente.

A Figura 49 mostra um ‘“imunoblot" de H5 de cepa
AlIndonésia/5/2005 em extratos de proteina de folhas de Nicotiana tabacum,
agroinfiltradas com AGL1/660. Duas plantas foram infiltradas e 10 e 20 ug
de proteina soluvel de cada planta foram carregados nas raias 1 e 2, respec-
tivamente.

A Figura 50 mostra a reatividade cruzada in vitro de anticorpos
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de soro. Titulagdes de inibigdo de hemaglutinagdo (H1) em soro de furdo, 14
dias (A) ap6s 12 imunizagdo e (B) ap6s segundo impulso com VLP H5 da
gripe produzida por planta. As respostas de anticorpo de HAI foram medidas
usando-se os seguintes virus H5N1 totais inativados: A/peru/Turquia/1/05,
AlVietna/1194/04, A/Anhui/5/05 e a cepa homéloga A/lndonésia/5/05. Os
valores sdo o GMT (log,) de titulagdes de ponto final reciprocas de cinco fu-
rées por grupo. Faixa diagonal - A/Indonésia/6/06 (clade 2.1.3); verificada -
Alperu/Turquia/1/05 (clade 2.2); barra branca - A/Vietn/1194/04 (clade 1);
barra negra A/Anhui/5/05. Respondedores sdo indicados. As barras repre-
sentam desvio médio.

A Figura 51 mostra a sequéncia de acido nucleico de um casse-
te de expresséo de HA compreendendo promotor de alfafa plastocianina e 5'
UTR, sequéncia de codificagdo de hemaglutinina de H5 de
A/Indonésia/5/2005 (Construgdo # 660), alfafa plastocianina 3' UTR e se-
quéncias terminadoras.

A Figura 52 mostra a sequéncia de acido nucleico de um casse-
te de expressdo de HA compreendendo promotor de alfafa plastocianina e 5'
UTR, sequéncia de codificagdo de hemaglutinina de H1 de A/Nava Caledé-
nia/20/1999 (Constructo # 540), alfafa plastocianina 3' UTR e sequéncias
terminadoras.

A Figura 53 mostra a sequéncia de acido nucleico de um casse-
te de expressdo de HA compreendendo promotor de alfafa plastocianina e 5'
UTR, sequéncia de codificagdo de hemaglutinina de H1 de
A/Brisbane/59/2007 (constructo #774), alfafa plastocianina 3' UTR e sequén-
cias terminadoras.

A Figura 54 mostra a sequéncia de acido nucleico de um casse-
te de expresséo de HA compreendendo promotor de alfafa plastocianina e 5'
UTR, sequéncia de codificagdo de hemaglutinina de H1 de A/llhas Salo-
m&ao/3/2006 (H1N1) (constructo #775), alfafa plastocianina 3' UTR e sequén-
cias terminadoras.

A Figura 55 mostra a sequéncia de acido nucleico de um casse-

te de expressédo de HA compreendendo promotor de alfafa plastocianina e 5'
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UTR, sequéncia de codificagdo de hemaglutinina de H2 de A/Singapura/1/57
(H2NZ2) (constructo # 780), alfafa plastocianina 3' UTR e sequéncias termi-
nadoras.

A Figura 56 mostra a sequéncia de acido nucleico de um casse-
te de expressao de HA compreendendo promotor de alfafa plastocianina e 5'
UTR, sequéncia de codificagdo de hemaglutinina de H5 de A/Anhui/1/2005
(H5N1) (constructo* 781), alfafa plastocianina 3' UTR e sequéncias termina-
doras.

A Figura 57 mostra a sequéncia de acido nucleico de um casse-
te de expresséo de HA compreendendo promotor de alfafa plastocianina e 5'
UTR, sequéncia de codificagdo de hemaglutinina de H5 de
A/Vietna/1194/2004 (H5N1) (constructo # 782), alfafa plastocianina 3' UTR e
sequéncias terminadoras.

A Figura 58 mostra a sequéncia de acido nucleico de um casse-
te de expresséo de HA compreendendo promotor de alfafa plastocianina e 5'
UTR, sequéncia de codificagdo de hemaglutinina de H6 de A/Cerceta/Hong
Kong/W312/97 (HEN1) (constructo # 783), alfafa plastocianina 3' UTR e se-
quéncias terminadoras.

A Figura 59 mostra a sequéncia de acido nucleico de um casse-
te de expresséo de HA compreendendo promotor de alfafa plastocianina e 5'
UTR, sequéncia de codificagdo de hemaglutinina de H9 de A/Hong
Kong/1073/99 (H9N2) (constructo # 785), alfafa plastocianina 3' UTR e se-
quéncias terminadoras.

A Figura 60 mostra a sequéncia de acido nucleico de um casse-
te de expressdo de HA compreendendo promotor de alfafa plastocianina e 5'
UTR, sequéncia de codificagdo de hemaglutinina de H3 de
A/Brisbane/10/2007 (H3N2), alfafa plastocianina 3' UTR e sequéncias termi-
nadoras.

A Figura 61 mostra a sequéncia de acido nucleico de um casse-
te de expressdo de HA compreendendo promotor de alfafa plastocianina e 5'
UTR, sequéncia de codificagdo de hemaglutinina de H3 de
A/Wisconsin/67/2005 (H3N2), alfafa plastocianina 3' UTR e sequéncias ter-
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minadoras.

A Figura 62 mostra a sequéncia de acido nucleico de um casse-
te de expressdao de HA compreendendo promotor de alfafa plastocianina e 5'
UTR, sequéncia de codificagdo de hemaglutinina de H7 de
A/Equino/Praga/56 (H7N7), alfafa plastocianina 3' UTR e sequéncias termi-
nadoras.

A Figura 63 mostra a sequéncia de acido nucleico de um casse-
te de expressao de HA compreendendo promotor de alfafa plastocianina e 5'
UTR, sequéncia de codificagdo de hemaglutinina de HA de
B/Malasia/2506/2004, alfafa plastocianina 3' UTR e sequéncias terminado-
ras.

A Figura 64 mostra a sequéncia de acido nucleico de um casse-
te de expressédo de HA compreendendo promotor de alfafa plastocianina e 5'
UTR, sequéncia de codificagdo de hemaglutinina de HA de B/Flérida/4/20086,
alfafa plastocianina 3' UTR e sequéncias terminadoras.

A Figura 65 mostra uma sequéncia de aminoacido de consenso
(SEQ ID NO: 74) para HA de A/Nova Caleddnia/20/99 (H1N1) (codificada
por SEQ ID NO: 33), A/Brisbane/59/2007 (H1N1) (SEQ ID NO: 48), A/llhas
Salomao/3/2006 (H1N1) (SEQ ID NO: 49) e SEQ ID NO: 9. Xl (posigéo 3) é
A ou V; X2 (posi¢édo 52) é D ou N; X3 (posigdo 90) € K ou R; X4 (posigédo 99)
€ Kou T; X5 (posigdo 111) € Y ou H; X6 (posigdo 145) € V ou T; X7 (posicdo
154) € E ou K; X8 (posi¢do 161) € R ou K; X9 (posicdo 181) é V ou A; X10
(posigdo 203) € D ou N; XI1 (posigdo 205) é R ou K; X12 (posicdo 210) é T
ou K; X13 (posigédo 225) é R ou K; X14 (posigdo 268) € W ou R; X15 (posi-
cao 283) é T ou N; X16 (posigdo 290) é E ou K; X17 (posi¢do 432) é | ou L;
X18 (posicao 489) é N ou D.

A Figura 66 mostra sequéncia de aminoacido de H1 Nova Cale-
dénia (AAP34324.1) codificada por SEQ ID NO: 33.

A Figura 67 mostra a Sequéncia de aminoéacido de H1 Porto Ri-
co (NC_0409878.1) codificada por SEQ ID NO: 35
DESCRICAO DETALHADA

A presente invengéao refere-se a produgéo de particulas similares
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a virus. Mais especificamente, a presente invencdo € direcionada a produ-
¢ao de particulas similares a virus compreendendo antigenos da gripe.

A seguinte descrigdo é de uma concretizagdo preferida.

A presente invengao proporciona um acido nucleico compreen-
dendo uma sequéncia de nucleotideo que codifica um antigeno de um virus
envelopado, por exemplo, a hemaglutinina da gripe (HA), operativamente
ligada a uma regido regulatéria ativa em uma planta.

Além disso, a presente invengdo proporciona um método de
producgado de particulas similares a virus (VLPs) em uma planta. O método
envolve introdugéo de um acido nucleico que codifica um antigeno operati-
vamente ligado a uma regido regulatéria ativa na planta, ou porgdo da plan-
ta, e incubagao da planta ou uma porgdo da planta sob condigdes que permi-
tem a expresséo do acido nucleico, produzindo, desse modo, as VLPs.

As VLPs podem ser produzidas de virus da gripe, contudo, VLPs
podem também serem produzidas de outro virus derivado da membrana de
plasma incluindo, mas n&o limitado a, Measles, Ebola, Marburg, e HIV.

A invengéo inclui VLPs de todos os tipos de virus da gripe que
possam infectar humanos, incluindo, por exemplo, mas ndo limitado a, o
subtipo muito prevalecente A (H1N1) (por exemplo, A/Nova Caleddnia/20/99
(H1N1)), o subtipo A/Indonésia/5/05 (H5N1) (SEQ ID NO: 60) e o tipo B me-
nos comum (por exemplo, SEQ ID NO:26, Figura 100), e tipo C (SEQ ID
NO:27, Figura 10P), e para HAs obtidas de outros subtipos de gripe. VLPs
de outros subtipos de gripe sdo também incluidos na presente invencéo, por
exemplo, A/Brisbane/59/2007 (H1N1; SEQ ID NO:48), A/llhas Salo-
mao/3/2006 (H1N1; SEQ ID NO:49), A/Singapura/1/57 (H2N2; SEQ ID
NO:54), A/Anhui/1/2005 (H5N1; SEQ ID NO:55), A/Vietna/1194/2004 (H5N1;
SEQ ID NO:56), A/Cerceta/Hong Kong/W312/97 (H6N1; SEQ ID NO:57),
A/Hong Kong/1073/99 (HON2; SEQ ID NO:59), A/Brisbane/10/2007 (H3N2;
SEQ ID NO:50), A/Wisconsin/67/2005 (H3N2; SEQ ID NO:51),
A/Equino/Praga/56 (H7N7; SEQ ID NO:58), B/Malasia/2506/2004 (SEQ ID
NO:52), ou B/Flérida/4/2006 (SEQ ID NO:53).

A presente invengdo também pertence a virus da gripe que in-
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fectam outros mamiferos ou animais hospedeiros, por exemplo, humanos,
primatas, cavalos, porcos, passaros, aves de agua, passaros migratorios,
codorniz, pato, gansos, animais domésticos, galinha, camelo, canino, caes,
felino, gatos, tigre, leopardo, gato da algalia, marta, marta de pedra, furdes,
animais domesticados, animais de fazenda, camundongos, ratos, foca, ba-
leia, e similares.

Exemplos nao-limitativos de outros antigenos que podem ser
expressos em virus derivados de membrana de plasma incluem, a proteina
de capsideo de HIV - p24; gpl20, gp41 — proteinas envelopadas, as protei-
nas estruturais VP30 e VP35; Gp/SGP (uma proteina de membrana integral
glicosilatada) de Filovirus, por exemplo, Ebola ou Marburg, ou a proteina H,
e proteina F de Paramyxovirus, por exemplo, Measles.

A invengdo também inclui, mas ndo esta limitada a, VLPs deri-
vadas da gripe que obtém um lipideo envelope a partir da membrana de
plasma da célula em que as proteinas de VLP sdo expressas. Por exemplo,
se a VLP & expressa em sistema baseado em planta, a VLP pode obter um
lipideo envelope a partir da membrana de plasma da célula.

Geralmente, o termo "lipideo" se refere a moléculas que ocorrem
naturalmente soluveis em gordura (lipofilicas). O termo é também usado
mais especificamente para se referir a acidos graxos e seus derivados (inclu-
indo tri-, di-, @ monoglicerideos e fosfolipidios), bem como outros metabdlitos
ou esterois contendo esterol soluvel em gordura. Os fosfolipidios sdo um
maior componente de todas as membranas bioldgicas, junto com glicolipi-
deos, esterdis e proteinas. Exemplos de fosfolipidios incluem fosfatidiletano-
lamina, fosfatidilcolina, fosfatidilinositol, fosfatidilserina, e similares. Exem-
plos de esterdis incluem zoosterois (por exemplo, colesterol) e fitoesterdis.
Mais de 200 fitoesterdis foram identificados em vérias espécies de planta, os
mais comuns sendo campesterol, stigmasterol, ergosterol, brassicasterol,
delta-7-stigmasterol, delta-7-avenasterol, daunosterol, sitosterol, 24-
metilcolesterol, colesterol ou beta-sitosterol. Como um dos versados na téc-
nica compreenderia, a composi¢do de lipideo da membrana de plasma de

uma célula pode variar com a cultura ou condi¢es de crescimento da célula
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ou organismo do qual a célula é obtida.

As membranas de célula geralmente compreendem bicamadas
de lipideo, bem como proteinas para varias fungdes. As concentragdes loca-
lizadas de lipideos particulares podem ser encontradas na bicamada de lipi-
deo, referida como 'balsas de lipideo'. Sem desejar estar ligado pela teoria,
as balsas de lipideo podem ter papéis significantes na endo e exocitose, en-
trada ou egresso de virus ou outros agentes infecciosos, transdugéo de sinal
inter-célula, interacdo com outros componentes estruturais da célula ou or-
ganismo, tais como matrizes intracelular e extracelular.

Com referéncia ao virus da gripe, o termo "hemaglutinina” ou
"HA", conforme aqui usado, se refere a uma glicoproteina encontrada no exte-
rior de particulas virais da gripe. HA é uma membrana homotrimérica tipo | gli-
coproteina, geralmente compreendendo um peptideo de sinal, um dominio de
HA1, e um dominio de HA2 compreendendo um local de ancora de rotagdo de
membrana no C-terminal e uma pequena calda citoplasmica (Figura IB).

As sequéncias de nucleotideo que codificam HA sdo bem co-
nhecidas e sao disponiveis - vide, por exemplo, o BioDefence Public Health

base (Virus da gripe; vide URL: biohealthbase.org) ou National Center for

Biotechnology Information (vide URL: ncbi.nim.nih.gov), ambos dos quais

sao aqui incorporados por referéncia.

O termo "homotrimero” ou "homotrimérico" indica que um oligé-
mero € formado por trés moléculas de proteina de HA. Sem desejar estar
ligado pela teoria, a proteina HA ¢é sintetizada como proteina precursora mo-
nomérica (HAO) de cerca de 75 kDa, que se junta na superficie em uma pro-
teina trimérica alongada. Antes da trimerizagéo ocorrer, a proteina precurso-
ra e clivada em um local de clivagem de ativagdo conservada (também refe-
rido como peptideo de fusdo) em 2 cadeias de polipeptideo, HA1 e HA2
(compreendendo a regido de transmembrana), ligada por uma ligagdo de
disulfeto. O segmento de HAI pode ser 328 aminoacidos de comprimento, e
o segmento de HA2 pode ser 221 aminoacidos de comprimento.

Embora esta clivagem possa ser importante para infectividade

do virus, ela pode ndo ser essencial para a trimerizagdo da proteina. A in-



10

15

20

25

30

sergao de HA dentro da membrana do reticulo endoplasmatico (ER) da célu-
la hospedeira, clivagem de peptideo de sinal e glicosilagdo de proteina séo
eventos co-translacionais. O re-dobramento correto de HA requer glicosila-
¢80 da proteina e formagao de 6 ligagdes de disulfeto de intra-cadeia. O tri-
mero de HA se junta dentro do complexo cis- e trans-Golgi, o dominio de
transmembrana desempenhando um papel no processo de trimerizagdo. As
estruturas de cristal de proteinas de HA tratadas com bromelain, que care-
cem do dominio de transmembrana, tém mostrado uma estrutura altamente
conservada contra cepas da gripe. Estabeleceu-se que HA suporta maiores
mudangas conformacionais durante o processo de infecgdo, que requer que
o precursor HAO seja clivado nas cadeias de 2 polipeptideos HA1 e HA2. A
proteina de HA pode ser processada (isto &€, compreende dominios de HA1 e
HA2), ou pode ser nao-processada (isto €, compreende o dominio de HAO).

A presente invengdo pertence ao uso de uma proteina de HA
compreendendo o dominio de transmembrana e inclui dominios de HA1 e
HA2, por exemplo, a proteina de HA pode ser HAO, ou HA processada com- '
preendendo HA1 e HA2. A proteina de HA pode ser usada na produgéo ou
formagdo de VLPs usando uma planta, ou sistema de expressdo de célula
de planta.

A HA da presente invengdo pode ser obtida de qualquer subtipo.
Por exemplo, a HA pode ser de subtipo H1, H2, H3, H4, H5, H6, H7, H8, H9,
H10, H11, H12, H13, H14, H15, ou H16. A HA recombinante da presente
invengdo pode também compreender uma sequéncia de aminoacido basea-
da na sequéncia de qualquer hemaglutinina conhecida na técnica- vide, por
exemplo, o BioDefence Public Health base (Gripe Virus; vide URL:

biohealthbase.org) ou National Center for Biotechnology Information (vide

URL: ncbi.nim.nih.gov). Além disso, a HA pode ser baseada na sequéncia de

uma hemaglutinina que € isolada de um ou mais virus da gripe emergente
ou recentemente identificado.

A presente invengdo também inclui VLPs que compreendem
HAs obtidas de um ou mais do que um subtipo de gripe. Por exemplo, VLPs

pode compreender um ou mais do que uma HA do subtipo H1 (codificado
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por SEQ ID NO:28), H2 (codificado por SEQ ID NO: 12), H3 (codificado por
SEQ ID NO: 13), H4 (codificado por SEQ ID NO: 14), H5 (codificado por
SEQ ID NO: 15), H6 (codificado por SEQ ID NO: 16), H7 (codificado por
SEQ ID NO: 11), H8 (codificado por SEQ ID NO: 17), H9 (codificado por
SEQ ID NO: 18), H10 (codificado por SEQ ID NO: 19), HIl (codificado por
SEQ ID NO:20), H12 (codificado por SEQ ID NO:21), H13 (codificado por
SEQ ID NO:27), H14 (codificado por SEQ ID NO:23), H15 (codificado por
SEQ ID NO:24), H16 (codificado por SEQ ID NO:25), ou uma combinagéo
destes. Uma ou mais que uma HA dos um ou mais do que um subtipo de
gripe pode ser coexpresso dentro de uma planta ou célula de inseto para
assegurar que a sintese das uma ou mais do que uma HA resulta na forma-
¢ao de VLPs compreendendo uma combinagdo de HAs obtidas de um ou
mais do que um subtipo de gripe. A sele¢do da combinacéo de HAs pode ser
determinada pelo uso pretendido da vacina preparada a partir da VLP. Por
exemplo uma vacina para uso na inoculagédo de passaros pode compreender
qualquer combinagao de subtipos de HA, enquanto VLPs UGteis para inocula-
¢ao de humanos pode compreender subtipos de um ou mais do que um dos
subtipos H1, H2, H3, H5, H7, H9, H10, N1, N2, N3 e N7. Contudo, outras
combinagdes de subtipo de HA podem ser preparadas dependendo do uso
do material usado na inoculagao.

Portanto, a presente invengdo é direcionada a uma VLP com-
preendendo um ou mais do que um subtipo de HA.

A presente invengdo também proporciona acidos nucleicos que
codificam hemaglutininas que formam VLPs quando expressas em plantas.

As proteinas de HA da gripe exibem uma faixa de similaridades
e diferengas com relagdo a peso molecular, ponto isoelétrico, tamanho,
complemento de glican e similares. As propriedades fisico-quimicas das va-
rias hemaglutininas podem ser Gteis para permitir diferenciagéo entre as HAs
expressas em uma planta, célula de inseto ou sistema de levedura, e podem
ser de uso particular quando mais do que uma HA é coexpressa em um sis-
tema simples. Exemplos de tais propriedades fisico-quimicas sdo proporcio-

nadas na Tabela 1.
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A presente invengdo também inclui sequéncias de nucleotideo
SEQ ID NO:28; SEQ ID NO:3; SEQ ID NO: 11, que codifica HA de H1, H5 ou
H7, respectivamente, uma sequéncia de nucleotideo que hibridiza sob con-
digdes de hibridizagéo estringentes para SEQ ID NO:28; SEQ ID NO:3; SEQ
ID NO: 11, ou uma sequéncia de nucleotideo que hibridiza sob condiges de
hibridizagéo estringentes para um complemento de SEQ ID NO:28; SEQ ID
NO:3; SEQ ID NO:l, no qual a sequéncia de nucleotideo codifica uma protei-
na de hemaglutinina que quando expressa forma uma VLP, e que a VLP in-
duz a produgdo de um anticorpo quando administrado a um individuo. Por
exemplo, a expressao da sequéncia de nucleotideo dentro de uma célula de
planta forma uma VLP, e a VLP pode ser usada para produzir um anticorpo
que € capaz de se ligar a HA, incluindo HA, HAO, HA1, ou HA2 maturas de
um ou mais tipos de gripe ou subtipos. A VLP, quando administrada a um
individuo, induz uma resposta imune.

A hibridizagdo sob condi¢des de hibridizagdo estringentes é co-
nhecida na técnica (vide, por exemplo, Current Protocols in Molecular Bio-
logy, Ausubel et al., eds. 1995 e suplementos; Maniatis et al., in Molecular
Cloning (A Laboratory Manual), Cold Spring Harbor Laboratory, 1982; Sam-
brook e Russell, in Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 32 edigdo 2001;
cada um do qual sendo aqui incorporado por referéncia). Um exemplo de
uma tais condigbes de hibridizagdo estringentes pode ser cerca de 16-20
horas de hibridizagdo em 4 X SSC a 65°C, seguido por lavagem em 0,1 X
SSC a 65°C por uma hora, ou 2 lavagens em 0,1 X SSC a 65°C cada para
20 ou 30 minutos.

Alternativamente, uma condigdo de hibridizagdo estringente e-
xemplar pode ser durante a noite (16-20 horas) em 50% de formamida, 4 X
SSC a 42°C, seguido por lavagem em 0,1 X SSC a 65°C por uma hora, ou 2
lavagens em 0,1 X SSC a 65°C cada para 20 ou 30 minutos, ou durante a
noite (16-20 horas), ou hibridizagdo em tamp&o de fosfato aquoso Church
(7% de SDS; 0,5M de tampéo de NaP0, pH 7,2; 10 mM de EDTA) a 65°C,
com 2 lavagens ou a 50°C em 0,1 X de SSC, 0,1% de SDS por 20 ou 30 mi-
nutos cada, ou 2 lavagens a 65°C em 2 X de SSC, 0,1% de SDS por 20 ou
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30 minutos cada.

Adicionalmente, a presente invengdo inclui sequéncias de nucle-
otideo que s&o caracterizadas como tendo cerca de 70, 75, 80, 85, 87, 90,
91, 92, 93 94, 95, 96, 97, 98, 99, 100% ou qualquer quantidade entre estas,
identidade de sequéncia, ou similaridade de sequéncia, com a sequéncia de
nucleotideo que codifica HA de H1 (SEQ ID NO:28), H5 (SEQ ID NO:3) ou
H7 (SEQ ID NO: 11), no qual a sequéncia de nucleotideo codifica uma prote-
ina de hemaglutinina que quando expressa forma uma VLP, e que a VLP
induz a produgdo de um anticorpo. Por exemplo, a expressado da sequéncia
de nucleotideo dentro de uma célula de planta forma uma VLP, e a VLP po-
de ser usada para produzir um anticorpo que é capaz de se ligar a HA, inclu-
indo HA, HAO, HA1, ou HA2 matura. A VLP, quando administrada a um indi-
viduo, induz uma resposta imune.

Similarmente, a presente invengéo inclui HAs associadas com os
seguintes subtipos H1 (codificado por SEQ ID NO:28), H2 (codificado por
SEQ ID NO: 12), H3 (codificado por SEQ ID NO: 13), H4 (codificado por
SEQ ID NO: 14), H5 (codificado por SEQ ID NO: 15), H6 (codificado por
SEQ ID NO: 16), H7 (codificado por SEQ ID NO:11), H8 (codificado por SEQ
ID NO:17), H9 (codificado por SEQ ID NO:18), H10 (codificado por SEQ ID
NO: 19), H11 (codificado por SEQ ID NO:20), H12 (codificado por SEQ ID
NO:21), H13 (codificado por SEQ ID NO:27), H14 (codificado por SEQ ID
NO:23), H15 (codificado por SEQ ID NO:24), H16 (codificado por SEQ ID
NO:25); vide Figuras 10A a 10P), e sequéncias de nucleotideo que sio ca-
racterizadas como tendo de cerca de 70 a 100% ou qualquer quantidade
entre estas, 80 a 100% ou qualquer quantidade entre estas, 90-100% ou
qualquer quantidade entre estas, ou 95-100% ou qualquer quantidade entre
estas, identidade de sequéncia com H1 (SEQ ID NO:28), H2 (SEQ ID NO:
12), H3 (SEQ ID NO: 13), H4 (SEQ ID NO: 14), H5 (SEQ ID NO: 15), H6
(SEQ ID NO: 16), H7 (SEQ ID NO: 11), H8 (SEQ ID NO: 17), H9 (SEQ ID
NO: 18), H10 (SEQ ID NO: 19), H11 (SEQ ID NO:20), H12 (SEQ ID NO:21),
H13 (SEQ ID NO:27), H14 (SEQ ID NO:23), H15 (SEQ ID NO:24), H16 (SEQ

ID NO:25), no qual a sequéncia de nucleotideo codifica uma proteina de
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hemaglutinina que quando expressa forma uma VLP, e que a VLP induz a
produgdo de um anticorpo. Por exemplo, expressdo da sequéncia de nucleo-
tideo dentro de uma célula de planta forma uma VLP, e a VLP pode ser usa-
da para produzir um anticorpo que é capaz de se ligar a HA, incluindo HA,
HAO, HA1, ou HA2 matura. A VLP, quando administrada a um individuo,
induz uma resposta imune.

Uma "resposta imune" geralmente se refere a uma resposta do
sistema imune adaptativo. O sistema imune adaptativo geralmente compre-
ende uma resposta humoral, e uma resposta mediada por célula. A resposta
humoral € o aspecto de imunidade que € mediada por anticorpos secreta-
dos, produzidos nas células da linhagem de linfocito B (célula B). Anticorpos
secretados se ligam a antigenos nas superficies de microbios de invasdo
(tais como virus ou bactéria), que os sinalizam para destruigcdo. A imunidade
humoral € usada geralmente para se referir a produgdo de anticorpo e os
processos que o acompanha, bem como as fungbes efetuadoras de anticor-
pos, incluindo ativagdo de célula de Th2 e produgdo de citoquina, geragio
de celula de meméria, promogdo de opsonin de fagocitose, eliminagdo de
patogenia, e similares. Os termos "modular" ou "modulag¢éo” ou similares se
referem a um aumento ou diminuicdo em uma resposta particular ou para-
metro, conforme determinado por qualquer de varios ensaios geralmente
conhecidos ou usados, alguns dos quais sdo exemplificados aqui.

Uma resposta mediada por célula é uma resposta imune que
nao envolve anticorpos, mas preferivelmente envolve a ativagdo de macro-
fagos, células matadoras naturais (NK), linfécitos T citotoxicos especificos de
antigeno, e a liberag@o de varias citoquinas em resposta a um antigeno. A
imunidade mediada por célula é usada geralmente para se referir a alguma
ativagao de célula Th, ativagdo de célula Tc e respostas mediadas por célula
T. A imunidade mediada por célula é de importancia particular na resposta
de infecgdes virais.

Por exemplo, a indugdo de linfocitos T positivos CD8 especificos
de antigeno pode ser medida usando-se um ensaio ELISPOT; a estimulagéo

de linfécitos T positivos CD4 pode ser medida usando-se um ensaio de proli-
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feragdo. Titulagdes de anticorpo de antigripe podem ser quantificadas usan-
do-se um ensaio ELISA; isotipos de anticorpos especificos de antigeno e
reativos cruzados podem ser também medidos usando-se anticorpos anti-
isotipo (por exemplo, anti -IgG, IgA, IgE ou IgM). Os métodos e técnicas para
realizagdo de tais ensaios sdo bem conhecidos na técnica.

Uma inibigdo de ensaio de hemaglutinagdo (H1, ou HAI) pode
também ser usada para demonstrar a eficacia de anticorpos induzida por
uma vacina, ou composigao de vacina pode inibir a aglutinagéo de células de
sangue vermelhas (RBC) por HA recombinante. As titulagbes de anticorpo
inibitérias de hemaglutinagdo de amostras de soro podem ser avaliadas por
microtitulacdo de HAI (Aymard et al 1973). Eritrécitos de qualquer de varias
espécies podem ser usados - por exemplo, cavalo, peru, galinha, ou simila-
res. Este ensaio da informacao indireta no conjunto do trimer de HA na su-
perficie da VLP, confirmando a apresentacdo correta de locais antigénicos
em HAs.

A reatividade cruzada de titulagées de HAIl pode também ser
usada para demonstrar a eficacia de uma resposta imune a outras cepas de
virus relacionadas ao subtipo de vacina. Por exemplo, o soro de um indivi-
duo imunizado com uma composigdo de vacina de uma primeira cepa (por
exemplo, VLPs of A/Indonésia 5/05) pode ser usado em um ensaio de HAI
com uma segunda cepa de virus total, ou particulas de virus (por exemplo,
A/Vietna/1194/2004), e a titulacao de HAI determinada.

A presenca de citoquina ou niveis podem também ser quantifi-
cados. Por exemplo, uma resposta de célula auxiliadora T (Th1/Th2) sera
caracterizada pela medigdo de células de secrecdo IFN-y e IL-4 usando-se
ELISA (por exemplo, kits BD Biosciences OptEIA). Células mononucleares
de sangue periféricas (PBMC) ou esplendcitos obtidos de um individuo po-
dem ser cultivadas, e o sobrenadante analisado. Os linfocitos T podem tam-
bém ser quantificados por contagem de célula ativada por fluorescéncia
(FACS), usando-se etiquetas fluorescentes especificas marcadoras e méto-
dos conforme s&o conhecidos na técnica.

Um ensaio de microneutralizagdo pode também ser conduzido
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para caracterizar uma resposta imune em um individuo, vide, por exemplo,
os métodos de Rowe et al.,, 1973. As titulagbes de neutralizagdo de virus
podem ser obtidas de vario modos, incluindo: 1) enumeragéo de placas de
lysis (ensaio de placa), seguindo fixagao/coloracéo de cristal violeta de célu-
las; 2) observagéo microscépica de lysis de célula na cultura; 3) deteccéo de
ELISA e espectrofotométrica de proteina de virus de NP (se correlaciona
com infecgé@o de virus de células hospedeiras).

A identidade de sequéncia ou similaridade de sequéncia podem
ser determinadas usando-se um programa de comparagéo de sequéncia de
nucleotideo, tal como provido dentro de DNASIS (por exemplo, usando, mas
nao limitado a, os seguintes parametros: penalidade GAP 5, # de diagonais
superiores 5, penalidade de GAP fixada 10, k-tupla 2, folga de flutuagéo 10,
e tamanho de janela 5).

Contudo, outros métodos de alinhamento de sequéncias para
comparagao sdo bem conhecidos na técnica, por exemplo, os algoritmos de
Smith & Waterman (1981, Adv. Appl. Math. 2:482), Needleman & Wunsch (J.
Mol. Biol. 48:443, 1970), Pearson & Lipman (1988, Proc. Nat'l. Acad. Sci.
USA 85:2444), e por implementagdes computadorizadas destes algoritmos
(por exemplo, GAP, BESTFIT, FASTA, e BLAST)., ou por alinhamento ma-
nual e inspegao visual.

O termo "dominio de hemaglutinina" se refere a um peptideo
compreendendo ou o dominio de HAO, ou os dominios de HA1 e HA2. O
dominio de hemaglutinina ndo inclui o peptideo de sinal, dominio de trans-
membrana, ou a calda citoplasmica encontrada na proteina que ocorre natu-
ralmente.

O termo "particula similar a virus" (VLP), ou "particulas similares
a virus" ou "VLPs" se referem a estruturas que se auto-montam e compre-
endem proteinas estruturais, tais como proteina de HA da gripe. As VLPs
sao geralmente morfologicamente e antigenicamente similares a virions pro-
duzidos em uma infecgdo, mas carecem de informagdo genética suficiente
para replicar e, desse modo, sdo n3o-infecciosas. Em alguns exemplos,

VLPs podem compreender uma espécie de proteina simples, ou mais do que
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uma espécie de proteina. Para VLPs compreendendo mais do que uma es-
pécie de protel’ha, a espécie de proteina pode ser a partir da mesma espécie
de virus, ou pode compreender uma proteina de uma espécie diferente, gé-
nero, subfamilia ou familia de virus (conforme designado pela nomenclatura
ICTV). Em outros exemplos, uma ou mais das espécies de proteina compre-
endendo uma VLP podem ser modificadas a partir da sequéncia que ocorre
naturalmente. As VLPs podem ser produzidas em células hospedeiras ade-
quadas incluindo planta e células hospedeiras de inseto. Seguindo extragdo
a partir da celula hospedeira e apds isolamento e purificacdo adicional sob
condigdes adequadas, as VLPs podem ser purificadas como estruturas in-
tactas.

As VLPs produzidas de proteinas derivadas da gripe, de acordo
com a presente invengdo ndo compreendem proteina M1. A proteina M1 é
conhecida por ligar RNA (Wakefield e Brownlee, 1989) que é um contami-
nante da preparagdo de VLP. A presenca de RNA é indesejavel quando se
obtém aprovagao regulatéria para o produto de VLP, portanto, a preparagao
de VLP que carece de RNA pode ser vantajosa.

As VLPs da presente invengdo podem ser produzidas em uma
célula hospedeira que é caracterizada por caréncia da capacidade de sialilar
proteinas, por exemplo, carecendo de sialidase, tal como uma célula de
planta, uma célula de inseto, fungo, e outros organismos incluindo esponja,
celenterado, annelida, artoropoda, mollusca, nematelminto, trochelmintos,
platelmintos, chaetognatha, tentaculate, chlamydia, spirochetes, bactéria
gram-positiva, cianobactéria, archaebacteria, conforme identificados em gly-
coforum (vide, por exemplo, o] URL.:
alycoforum.gr.jp/science/word/evolution/ES-AQ3E.html). As VLPs produzidas

conforme descrito aqui ndo compreendem tipicamente neuraminidase (NA).
Contudo, NA pode ser coexpressa com HA deve VLPs compreendendo HA e
NA serem desejados.

Uma VLP produzida em uma planta de acordo com alguns as-
pectos da invengdo pode ser complexada com lipideos derivados de planta.
A VLP pode compreender um peptideo de HAO, HA1 ou HA2. Os lipideos
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derivados de planta podem ser na forma de uma bicamada de lipideo, e po-
de adicionalmente compreender um envelope circundando a VLP. Os lipi-
deos derivados de planta podem compreender componentes de lipideo da
membrana de plasma da planta onde a VLP é produzida, incluindo, mas nao
limitado a, fosfatidilcolina (PC), fosfatidiletanolamina (PE), glicosfingolipi-
deos, fitosterdis ou uma combinagdo destes. Um lipideo derivado de planta
pode alternadamente ser referido como um 'lipideo de planta'. Exemplos de
fitosterdis sdo conhecidos na técnica, e incluem, por exemplo, estigmasterol,
sitosterol, 24-metilcolesterol e colesterol - vide, por exemplo, Mongrand et
al., 2004.

As VLPs podem ser avaliadas para estrutura e tamanho por, por
exemplo, ensaio de hemaglutinagdo, microscopia de elétron, ou por croma-
tografia de exclusdo de tamanho.

Para cromatografia de exclusdo de tamanho, proteinas soltveis
totais podem ser extraidas de tecido de planta por amostra de homogenei-
zagao (Polytron) de material de planta triturado congelado em tampio de
extragao, e material insolivel removido por centrifugagdo. A precipitagdo
com PEG pode também ser de beneficio. A proteina solavel é quantificada, e
o extrato passado através de uma coluna Sephacryl®. Blue Dextran 2000
pode ser usado como um padrdo de calibragdo. Seguindo cromatografia,
fragbes podem ser adicionalmente analisadas por "imunoblot" para determi-
nar o complemento da proteina da fragao.

Sem desejar estar ligado pela teoria, a capacidade de HA se li-
gar a RBC de animais diferentes é acionada pela afinidade de HA para aci-
dos sialicos 02,3 ou 02,3 e a presenga destes acidos sidlicos na superficie
de RBC. HA equino e de aves de eritrocitos aglutinados de virus da gripe de
todas as varios espécies, incluindo perus, galinhas, patos, porquinhos da
india, humanos, ovelha, cavalos e vacas; pelo que HAs de humano se liga-
rdo a eritrécitos de perus, galinhas, patos, porquinhos da india, humanos e
ovelha (vide também Ito T. et al., 1997, Virology, vol 227, p493-499; e Medei-
ros R et al.,, 2001, Virology, vol 289 p.74-85). Exemplos da reatividade da

espécie de HAs de cepas de gripe diferentes sdo mostrados nas Tabelas 2A
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e 2B.
Tabela 2A: Espécies de RBC ligado por HAs de cepas de gripe sazonais

selecionadas.

Sazonall Cepa No | Origem | Cavalo | Peru
H1 A/Brisbane/59/2007 (H1N1) | 774 | Humano + &t
Alllhas Salom&o/3/2006 775 | Humano + ++

(H1N1)

H3 A/Brisbane/10/2007 (H3N2) | 776 | Humano ¥ o
A/Wisconsin/67/2005 (H3N2)| 777 | Humano + ++
B B/Malasia/2506/2004 778 | Humano + ++
B/Fl6rida/4/2006 779 | Humano + ++

Tabela 2B: Espécies de RBC ligado por HAs de cepas de gripe pandémicas

selecionadas

Pandemia Cepa No | Origem | Cavalo | Peru
H2 A/Singapura/1/57 (H2N2) | 780 | Humano + F+
H5 A/Anhui/1/2005 (H5N1) 781 | Hu-Av ++ +
A/Vietna/1194/2004 (H5N1) | 782 | Hu-Av ++
H6 A/Cerceta/Hong 783 Ave ++ +
Kong/W312/97 (HEN1)
H7 A/Equino/Praga/56 (H7N7) | 784 | Equino 4 ++
H9 A/Hong Kong/1073/99 785 | Humano ++ +
(H9N2)

Conforme aqui usado, uma "proteina” se refere geralmente a
uma haste de aminoacidos ligada por uma ligagéo de peptideo, que pode ser
ligada em estrutura secundaria, terciaria ou quaternaria para alcangar uma
morfologia particular. Alternadamente, os termos polipeptideo, peptideo ou
fragmentos de peptideo podem ser usados em um contexto similar.

Um fragmento ou porgdo de uma proteina, proteina de fusdo ou
polipeptideo incluem um peptideo ou polipeptideo compreendendo um sub-
conjunto do complemento de aminoacido de uma proteina ou polipeptideo
particular, provido que o fragmento pode formar uma VLP quando expresso.
O fragmento pode, por exemplo, compreender uma regido antigénica, uma

regido de indugdo de resposta de estresse, ou uma regido compreendendo
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um dominio funcional da proteina ou polipeptideo. O fragmento pode tam-
bém compreender uma regido ou dominio para proteinas da mesma familia
geral, ou o fragmento pode incluir sequéncia de aminoacido suficiente para
identificar especificamente a proteina de comprimento total da qual ela é de-
rivada.

Por exemplo, um fragmento ou porgdo pode compreender de
cerca de 60% a cerca de 100% do comprimento do comprimento total da
proteina, ou qualquer quantidade entre estas, provido que o fragmento pode
formar uma VLP quando expressa. Por exemplo, de cerca de 60% a cerca
de 100%, de cerca de 70% a cerca de 100%, de cerca de 80% a cerca de
100%, de cerca de 90% a cerca de 100%, de cerca de 95% a cerca de 100%
do comprimento do comprimento total da proteina, ou qualquer quantidade
entre estas. Alternadamente, um fragmento ou por¢do pode ser de cerca de
150 a cerca de 500 aminoacidos, ou qualquer quantidade entre estas, de-
pendendo da HA, e provido que o fragmento pode formar uma VLP quando
expressa. Por exemplo, um fragmento pode ser de 150 a cerca de 500 ami-
noacidos, ou qualquer quantidade ente estas, de cerca de 200 a cerca de
500 aminoécidos, ou qualquer quantidade entre estas, de cerca de 250 a
cerca de 500 aminoacidos, ou qualquer quantidade entre estas, de cerca de
300 a cerca de 500 ou qualquer quantidade entre estas, de cerca de 350 a
cerca de 500 aminoacidos, ou qualquer quantidade entre estas, de cerca de
400 a cerca de 500 ou qualquer quantidade entre estas, de cerca de 450 a
cerca de 500 ou qualquer quantidade entre estas, dependendo da HA, e
provido que o fragmento pode formar uma VLP quando expresso. Por exem-
plo, cerca de 5, 10, 20, 30, 40 ou 50 aminoacidos, ou qualquer quantidade
entre estas, podem ser removidos do terminal C, o terminal N ambos os ter-
minais N e C de uma proteina de HA, provido que o fragmento pode formar
uma VLP quando expresso.

A numeragado de aminoacidos em qualquer dada sequéncia é
relativa a sequéncia particular, contudo um técnico pode determinar pronta-
mente a 'equivaléncia’ de um aminoacido particular em uma sequéncia ba-

seada na estrutura e/ou sequéncia. Por exemplo, se 6 aminoacidos Termi-
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nais-N foram removidos quando da construgdo de um clone para cristalogra-
fia, isto mudaria a identidade numérica especifica do aminoéacido (por exem-
plo, relativo ao comprimento total da proteina), mas n&o alteraria a posicdo
relativa do aminoacido na estrutura.

As comparagdes de uma sequéncia ou sequéncias podem ser
feitas usando-se um algoritmo BLAST (Altschul et al., 1990. J. Mol Biol
215:403-410). Uma pesquisa BLAST permite comparagio de uma sequéncia
de questdo com uma sequéncia especifica ou grupo de sequéncias, ou com
uma biblioteca maior ou base de dados (por exemplo, GenBank ou GenPept)
de sequéncias, e ndo identifica somente sequéncias que exibem 100% de
identidade, mas também aquelas com graus menores de identidade. Se-
quéncias de acido nucleico ou aminoacido podem ser comparadas usando-
se um algoritmo BLAST. Além disso, a identidade entre duas ou mais se-
quéncias pode ser determinada pelo alinhamento das sequéncias juntas e
determinando a % de identidade entre as sequéncias. O alinhamento pode
ser efetuado usando-se o Algoritmo BLAST, (por exemplo, conforme dispo-

nivel através de GenBank; URL: ncbi.nlm.nih.gov/cgi-bin/BLAST/ usando-se

parametros de falta: Programa: blastn; Database: nr; Expect 10; filtro: falta;
Alinhamento: par; Cédigos genéticos de Questdo: Padrao(1)), ou BLAST2
atraves de EMBL URL: embl-heidelberg.de/Services/ index.html usando pa-
rametros de falta: Matrix BLOSUM®62; Filtro: falta, echofiltro: Expect: 10, cor-
te: falta; Trangado: ambos; Descrigbes: 50, Alinhamentos: 50; ou FASTA,

usando parametros de falta), ou por comparagdo manuaimente das sequén-
cias e calculando a % de identidade.

A presente invengdo descreve, mas n3o é limitada a, a clona-
gem de um acido nucleico que codifica HA em um vetor de expressao de
planta, e a produgéo de VLPs de gripe a partir da planta, adequadas para
produgéo de vacina. Exemplos de tais acido nucleicos incluem, por exemplo,
mas ndo estédo limitados a, um virus da gripe A/Nova Caleddnia/20/99
(HIN1) HA (por exemplo, SEQ ID NO: 61), um subtipo de HA de
A/Indonésia/5/05 (H5N1) (por exemplo SEQ ID NO: 60), A/Brisbane/59/2007
(HIN1) (por exemplo SEQ ID NO: 36, 48,62), Alllhas Salom3o/3/2006
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(H1N1) (por exemplo SEQ ID NO: 37, 49, 63), A/Singapura/1/57 (H2N2) (por
exemplo SEQ ID NO: 42, 54, 64), A/Anhui/1/2005 (H5N1) (por exemplo SEQ
ID NO: 43, 55, 65), A/Vietna/1194/2004 (H5N1) (por exemplo SEQ ID NO:
44, 56, 66), A/Cerceta/Hong Kong/W312/97 (H6N1) (por exemplo SEQ ID
NO: 45, 57, 67), A/lHong Kong/1073/99 (HON2) (por exemplo SEQ ID NO: 47,
59, 68), A/Brisbane/10/2007 (H3N2) (por exemplo SEQ ID NO: 38, 50, 69),

A/Wisconsin/67/2005 (H3N2) (por exemplo SEQ ID NO: 39, 51,
70), A/Equino/Praga/56 (H7N7) (por exemplo SEQ ID NO: 46, 58, 71),
B/Malasia/2506/2004 (por exemplo SEQ ID NO: 40, 52, 72), B/Flérida/4/2006
(por exemplo SEQ ID NO: 41, 53, 73). O clone correspondente ou nmeros
de constructo para estas cepas ¢é provido na Tabela 1. Sequéncias de acido
nucleico que correspondem a SEQ ID NOs: 36-47 compreendem um plasto-
cianina a montante e operativamente ligada a sequéncia de codificagdo da
HA para cada dos tipos ou subtipos, conforme ilustrado nas Figuras 28-39.
As sequéncias de acido nucleico que correspondem a SEQ ID NO: 60-73
compreendem um cassete de expressdo de HA compreendendo promotor
de alfafa plastocianina e 5' UTR, sequéncia de codificagdo de hemaglutinina
de uma HA, alfafa plastocianina 3' UTR e sequéncias terminadoras, confor-
me ilustrado nas Figuras 51-64.

As VLPs podem também serem usadas para produzir reagentes
compreendidos de proteinas estruturais de gripe recombinantes que se auto-
montam nas estruturas de proteina macromolecular funcional e imunogénica
homotipica, incluindo particulas de gripe subviral e VLP de gripe, em células
hospedeiros transformadas, por exemplo, células de planta ou células de
inseto.

Portanto, a invengdo proporciona VLPs, e um método para pro-
dugdo de VLPs virais em um sistema de expressdo de planta, a partir da ex-
pressao de uma proteina envelope simples. As VLPs podem ser VLPs da
gripe, ou VLPs produzidas de outros virus derivados de membrana de plas-
ma incluindo, mas n&o limitado a, Measles, Ebola, Marburg, e HIV.

Proteinas de outros virus envelopados, por exemplo, mas n3o

limitadas a, Filoviridae (por exemplo, virus Ebola, virus Marburg, ou simila-
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res), Paramixoviridae (por exemplo, virus Measles, virus Mumps, virus sinci-
tial Respiratério, pneumovirus, ou similares), Retroviridae (por exemplo, Vi-
rus-1 da Imunodeficiéncia Humana, Virus-2 da Imunodeficiéncia Humana,
Virus-1 da Leucemia de Célula T, ou similares), Flaviviridae (por exemplo,
Encefalite de West Nile, virus da Dengue, virus da Hepatite C, virus da febre
amarela, ou similares), Bunyaviridae (por exemplo, Hantavirus ou similares),
Coronaviridae (por exemplo, coronavirus, SARS, ou similares), conforme
seriam conhecidos aqueles técnicos no assunto, podem também serem usa-
dos. Exemplos n&o-limitativos de antigenos que podem ser expressos em
virus derivados de membrana de plasma incluem a proteina de capsideo de
HIV - p24; HIV glicoproteinas gp120 ou gp41, proteinas Filovirus incluindo
VP30 ou VP35 de Ebolavirus ou Gp/SGP de virus Marburg ou a proteina H
ou proteina F do Measles paramyxovirus. Por exemplo, P24 de HIV (por e-
xemplo, GenBank referéncia gi: 19172948) é a proteina obtida por transla-
¢ao e clivagem da sequéncia gag do do virus HIV (por exemplo, GenBank
referéncia gi:9629357); gp 120 e gp41 de HIV s&o glicoproteinas obtidas por
translagdo e clivagem da proteina gp160 (por exemplo, GenBank referéncia
gi:9629363), codificado por env do genoma de virus HIV. VP30 de Ebolavi-
rus (GenPept Referéncia gi: 55770813) é a proteina obtida por translagdo da
sequéncia vp30 do genoma Ebolavirus (por exemplo, GenBank Referéncia
0i:55770807); VP35 de Ebolavirus (GenPept Referéncia gi:55770809) é a
proteina obtida por translagdo da sequéncia vp35 do genoma Ebolavirus.
Gp/SGP de virus de Marburg (GenPept Referéncia gi: 296965) é a proteina
obtida por translagéo da (sequéncia) do genoma de virus de Marburg (Gen-
Bank Referéncia gi: 158539108). H proteina (GenPept Referéncia gi:
9626951) é a proteina da sequéncia H do genoma de virus de Measles
(GenBank Referéncia gi: 9626945); proteina F (GenPept referéncia gi:
9626950) é a proteina da sequéncia F do genoma de virus de Measles.

Contudo, outras proteinas revestidas podem ser usadas dentro
dos metodos da presente invengdo conforme é conhecido por um versado
na técnica.

A invencao, portanto, proporciona uma molécula de acido nucle-



10

16

20

25

30

47

ico compreendendo uma sequéncia que codifica HIV-p24, HIV-gpl20, HIV-
gp41, Ebolavirus-VP30, Ebolavirus-VP35, virus de Marburg Gp/SGP, protei-
na de virus de Measles H ou proteina F. A molécula de &cido nucleico pode
ser operativamente ligada a uma regido regulatéria ativa em um inseto, leve-
dura ou célula de planta, ou em um tecido de planta particular.

A presente invengao adicionalmente proporciona a clonagem de
um acido nucleico que codifica uma HA, por exemplo, mas ndo limitado a,
virus da gripe humana A/Indonésia/5/05 HA (H5N1) em uma planta ou vetor
de expressdo de inseto (por exemplo, vetor de expressdo de baculovirus) e
producéo de candidatos de vacina da gripe ou reagentes compreendidos de
proteinas estruturais de gripe recombinante que se automontam em estrutu-
ras de proteina macromolecular homotipica imunogénicas, incluindo particu-
las de gripe subviral e VLP da gripe, em células de planta transformadas ou
células de inseto transformadas.

O acido nucleico que codifica a HA de subtipos de gripe, por e-
xemplo, mas ndo limitado a, A/Nova Caled6nia/20/99 (H1N1), subtipo
Allndonésia/5/05 (H5N1), A/Brisbane/59/2007 (H1N1), A/llhas Salo-
m&ao/3/2006 (H1N1), A/Singapura/1/57 (H2N2), A/Anhui/1/2005 (H5N1),
AlVietna/1194/2004 (H5N1), A/Cerceta/Hong Kong/W312/97 (H6N1), A/Hong
Kong/1073/99 (HONZ2), A/Brisbane/10/2007 (H3N2), A/Wisconsin/67/2005
(H3N2), A/Equino/Praga/56 (H7N7), B/Malasia/2506/2004, B/Fl6rida/4/2006
pode ser expresso, por exemplo, usando-se um Sistema de Expressdo de
Baculovirus em uma linha de célula apropriada, por exemplo, células Spo-
dopterafrugiperda (por exemplo, linha de célula Sf-9; ATCC PTA-4047). Ou-
tras linhas de inseto podem também serem usadas.

O acido nucleico que codifica a HA pode, alternadamente, ser
expresso em uma célula de planta, ou em uma planta. O acido nucleico que
codifica HA pode ser sintetizado por transcrigéo reversa e reagdo de cadeia
de polimerase (PCR) usando HA RNA. Como um exemplo, o RNA pode ser
isolado de virus da gripe humana A/Nova Caleddnia/20/99 (H1N1) ou virus
da gripe humana A/lndonésia/5/05 (H5N1), ou outros virus da gripe, por e-
xemplo, A/Brisbane/59/2007 (H1N1), A/llhas Salom&o/3/2006 (H1N1),
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A/Singapura/1/67 (H2N2), A/Anhui/1/2005 (H5N1), A/Vietna/1194/2004
(H5N1), A/Cerceta/Hong Kong/W312/97 (H6N1), A/Hong Kong/1073/99
(HON2), A/Brisbane/10/2007 (H3N2), A/Wisconsin/67/2005 (H3N2),
A/Equino/Praga/56 (H7N7), B/Malasia/2506/2004, B/Florida/4/2006, ou de
células infectadas com um virus da gripe. Para transcrigdo reversa e PCR,
iniciadores de oligonucleotideo especificos para HA RNA, por exemplo, mas
nado limitados a, sequéncias de virus HA da gripe humana A/Nova Caled6-
nia/20/99 (H1N1) ou sequéncias de HAO de virus da gripe humana
A/lndonesia/6/05 (H5N1), ou sequéncias HA de subtipos de gripe
A/Brisbane/59/2007 (H1N1), Alllhas Salom&o/3/2006 (H1N1),
A/Singapura/1/57 (H2N2), A/Anhui/1/2005 (H5N1), A/Vietnd/1194/2004
(H5N1), A/Cerceta/Hong Kong/W312/97 (H6N1), A/Hong Kong/1073/99
(HON2), A/Brisbane/10/2007 (H3N2), A/Wisconsin/67/2005 (H3N2),
A/Equino/Praga/56 (H7N7), B/Malasia/2506/2004, B/Flérida/4/2006 podem
ser usados. Adicionalmente, um acido nucleico que codifica HA pode ser
quimicamente sintetizado usando-se métodos conforme conhecidos por um
versado na técnica.

As copias de cDNA resultantes destes genes podem ser clona-
das em um vetor de expressdo adequado conforme requerido pelo sistema
de expressdo de hospedeiro. Exemplos de vetores de expresséo apropria-
dos para plantas sé&o descritos abaixo, alternativamente, vetor de expressao
de baculovirus, por exemplo, pFastBacl (InVitrogen), resultando em plasmi-
deos baseados em pFastBacl, usando-se métodos conhecidos, e informacéo
provida pelas instrugdes do fabricante pode ser usada.

A presente invengdo é adicionalmente direcionada a uma cons-
trugdo de gene compreendendo um &cido nucleico que codifica HA, confor-
me descrito acima, operativamente ligado a um elemento regulatério que é
operativo em uma planta. Exemplos de elementos regulatérios operativos
em uma célula de planta e que podem ser usados de acordo com a presente
invencao incluem, mas nao estao limitados a, regido regulatéria de plastoci-
anina (US 7.125.978; que € aqui incorporada por referéncia), ou uma regiso

regulatéria de Ribulose 1,5-bisfosfato carboxilase/oxigenase (RuBisCO; US
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4.962.028; que é incorporada aqui por referéncia), proteina de ligagdo de
clorofila a/b (CAB; Leutwiler et al; 1986; que é incorporado aqui por referén-
cia), ST-LS1 (associado com o complexo emitido de oxigénio de fotosistema
Il e descrito por Stockhaus et al. 1987,1989; que € aqui incorporado por refe-
réncia). Um exemplo de uma regido regulatéria de plastocianina € uma se-
quéncia compreendendo nucleotideos 10-85 de SEQ ID NO: 36, ou uma re-
gido similar de qualquer uma de SEQ ID NOS: de 37 a 47.

Se a construgdo é expressa em uma célula de inseto, exemplos
de elementos regulatérios operativos em uma célula de inseto incluem, mas
n&o estéo limitados a, o promotor de poliedrina (Possee e Howard 1987. Nu-
cleic Acids Research 15:10233-10248), o promotor gp64 (Kogan et al., 1995.
J Virology 69:1452-1461) e similares.

Portanto, um aspecto da invengéo proporciona um acido nuclei-
co compreendendo uma regido regulatéria e uma sequéncia que codifica
uma HA da gripe. A regido regulatéria pode ser um elemento regulatério de
plastocianina , e a HA da gripe pode ser selecionada a partir do grupo de
cepas da gripe ou subtipos, compreendendo A/Nova Caleddnia/20/99
(H1N1), subtipo A/Indonésia/5/05 (HS5N1), A/Brisbane/59/2007 (H1N1),
Alllhas Salomao/3/2006 (H1N1), A/Singapura/1/57 (H2N2), A/Anhui/1/2005
(HS5N1), A/Vietnd/1194/2004 (H5N1), A/Cerceta/Hong Kong/W312/97
(H6N1), A/Hong Kong/1073/99 (HON2), A/Brisbane/10/2007 (H3N2),
A/Wisconsin/67/2005 (H3N2), A/Equino/Praga/56 (H7N7),
B/Malasia/2506/2004, B/Flérida/4/2006. Sequéncias de acido nucleico com-
preendendo um elemento regulatério de plastocianina e uma HA da gripe
sao exemplificadas aqui por SEQ ID NOs: de 36 a 47.

E conhecido que podem existir diferencas de sequéncia na se-
quéncia de hemaglutinina das sequéncias de aminoacidos da gripe, ou os
acidos nucleicos que as codificam, quando virus da gripe & cultivado em o-
vos, ou células de mamifero, (por exemplo, células de MDCK), ou quando
isolado de um individuo infectado. Exemplos nao-limitativos de tais diferen-
¢as sao ilustradas aqui, incluindo Exemplo 18. Além disso, como um versado

na técnica compreendera, variagdo adicional pode ser observada dentro da
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hemaglutinina da gripe obtida de novas cepas a medida que mutacdes adi-
cionais continuam a ocorrer. Devido a variabilidade de sequéncia conhecida
entre hemaglutininas da gripe conhecidas, a presente invencgao inclui VLPs
que podem ser produzidas usando-se qualquer hemaglutinina de gripe pro-
vida que quando expressa em um hospedeiro conforme descrito aqui, a he-
maglutinina da gripe forma uma VLP.

Os alinhamentos de sequéncia e sequéncias de consenso po-
dem ser determinados usando-se qualquer de varios pacotes de software
conhecidos na técnica, por exemplo, MULTALIN (F. CORPET, 1988, Nucl.
Acids Res., 16 (22), 10881-10890), ou sequéncias podem ser alinhadas ma-
nualmente e similaridades e diferengas entre as sequéncias determinadas.

A estrutura de hemaglutininas € bem estudada e as estruturas
sao conhecidas por serem altamente conservadas. Quando estruturas de
hemaglutinina sdo superimpostas, um alto grau de conservacao estrutural é
observado (rmsd <2A). Esta conservagdo estrutural € observada mesmo
embora a sequéncia de aminoacido possa variar em algumas posigées (vide,
por exemplo, Skehel e Wiley, 2000 Ann Rev Biochem 69:531-69; Vaccaro et
al 2005). As regides de hemaglutininas sdo também bem conservadas, por
exemplo:

* Dominios estruturais: a poliproteina HAQ é clivada para propor-
cionar HA madura. HA é um homotrimero com cada mondmero compreen-
dendo um dominio de ligagdo de receptor (HA1) e um dominio de ancora-
mento de membrana (HA2) ligado por uma ligagado de disulfeto simples; os
20 residuos de terminal-N da subunidade HA2 podem também ser referidos
como o dominio de fusdo de HA ou sequéncia. Uma regido de 'cauda’ (inter-
na & membrana envelope) esta também presente. Cada hemaglutinina com-
preende estas regides ou dominios. As regides individuais ou dominios séo
tipicamente conservados em comprimento.

Todas as hemaglutininas contém o mesmo nimero e posi¢ao de
pontes de dissulfeto intra- e intermolecular. A qualidade e posi¢do na se-
quéncia de aminoacido das cisteinas que participam na rede de fonte de dis-

sulfeto sdo conservadas entre as HAs. Exemplos de estruturas ilustrando as
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pontes de dissulfeto caracteristicas intra- e intermolecular e outros aminoa-
cidos conservados e suas posigdes relativas sdo descritos em, por exemplo,
Gamblin et al. 2004 (Science 303:1838-1842). Estruturas exemplares e se-
quéncias incluem 1RVZ, 1RVX, 1RVT, 1RVO0, 1RUY, 1RU7, disponiveis a
partir do Banco de Dados de Proteina (URL: www.rcsb.org).

 Cauda citoplasméatica — a maioria de hemaglutininas compre-
ende 3 cisteinas em posi¢des conservadas. Uma ou mais destas cisteinas
podem ser plamitoiladas como uma modificacdo pds-translacional.

A variagdo de aminoacido é tolerada em hemaglutininas de virus
da gripe. Esta variagdo proporciona poucas cepas que sdo continuamente
identificadas. A infectividade entre as novas cepas pode variar. Contudo, a
formacao de trimero de hemaglutinina, que subsequentemente formam VLPs
€ mantida. A presente invengdo, portanto, proporciona uma sequéncia de
aminoacido de hemaglutinina, ou a acido nucleico que codifica uma sequén-
cia de aminoéacido de hemaglutinina, que forma VLPs em uma planta, e inclui
sequéncias conhecidas e sequéncias variantes que podem se desenvolver.

A Figura 65 ilustra um exemplo de tal variacdo conhecida. Esta
figura mostra uma sequéncia de aminoacido de consenso (SEQ ID NO: 74)
para HA das seguintes cepas de H1N1:

A/Nova Caleddnia/20/99 (H1N1) (codificado por SEQ ID NO: 33),

A/Brisbane/59/2007 (H1N1) (SEQ ID NO: 48),

Alllhas Salomao/3/2006 (H1N1) (SEQ ID NO: 49) e

SEQ ID NO: 9. XI (posi¢ao 3) é A ou V; X2 (posi¢do 52) € D ou
N; X3 (posigdo 90) é K ou R; X4 (posigdo 99) é K ou T; X5 (posigdo 111) é Y
ou H; X6 (posigéo 145) é V ou T; X7 (posi¢édo 154) é E ou K; X8 (posigcdo
161) é R ou K; X9 (posi¢do 181) é V ou A; X10 (posi¢ao 203) é D ou N; XI1
(posi¢é@o 205) é R ou K; X12 (posigdo 210) é T ou K; X13 (posi¢do 225) é R
ou K; X14 (posigdo 268) é W ou R; X15 (posigédo 283) é T ou N; X16 (posi-
¢ao0 290) é E ou K; X17 (posigao 432) € | ou L; XI8 (posicdo 489) é N ou D.

Como outro exemplo de tal variagdo, um alinhamento de se-
quéncia e sequéncia de consenso para HA of A/Nova Caledénia/20/99
(H1N1) (codificado por SEQ ID NO: 33), A/Brisbane/59/2007 (H1N1) (SEQ



52

ID NO: 48), A/llhas Salom&o/3/2006 (H1N1) (SEQ ID NO: 49), A/Porto Ri-
co/8/34 (H1N1) e SEQ ID NO: 9 é mostrado abaixo na Tabela 3.

Tabela 3: Alinhamento de sequéncia e sequéncia de consenso para HA de

cepas de H1N1 selecionadas

SEQ IDNO.

75
9

48

49

76
Consenso

Consenso

75

Consenso

75

9
48
49
76

Consenso

75

Consenso

75
3

48

49

76
Consenso

75

9
48
49

1

MEAKLLVLLC
MEAKLLVLIC
MEVKLLVLIC
MEVKLLVLLC

.......

51

EDSHNGKLCL
EDSHNGKLCL
ENSENGKLCL
EDSHNGKLCL

exshngklel
101

NPENGTCYPG
NPENGTCYPG
NPENGTCYPG
NPERGICYPG

ek eexea

npengteypd

151

SCSHNGKSSF
SCSHNGKSSF
SCSHNGESSF
SCSHNGESSF

ssssss < e xa

scshngxssf

201
IGNQRALYHT
IGNQRALYRT
IGDORKALYET
IGDORALYHEK

..........

251

BPGDTIIFEA
BPGDTIIFEA
EPGDTIIFEA
LPCGPTIIFEA
NTDLEVLMEN
#pgdt!ifEa

301

ATINSSLPPQN
AINSSLPFQN
AINSSLPEQN
AINSSLPFON

Sequéncia

TFTATYADTI
TETATYADTL
TFTATYADTI
TPTATYADTI

cftatvadti
LEGIAPLOLG
LRGIAPLOLG
LEGIARLQLG
LEKGIAPILQLG

.......

lkgiaplagla

YPADYRELRE
Y¥FADYEELRE
HFADYEELRE
HYADYEELRE

...........

xfadyealire

YRNLLWLTGK
YRNLLWLTGK
YRNLLWLTGK
YENLLWLTGK

...... .

yxnllwltgk

EBNAYVSVVSS
ENAYVSVVSS
ENAYVSVVSS
ENAYVSVVSS

eRAYVRVVES

NGNLIAPWYA
NGNLIAPWYA
RGNLIAPRYA
NGNLIAPRYA
... LKTRPIL
ngnLiapxya

VHPVTIGECP
VHPVTIGECPE
VHPVTIGECP
VHPVTIGECP

CIGYHANNST
CIGYHANNST
CIGYHANNST
CIGYHANNST

cigyhannst

NCSVAGWILG
NCBVAGWILG
NCSVAGWILG
NCSVAGWILG

nesvagwilag

QLSSVSSFER
QLSSVSSFER
QLSSVESFER
QLSSVSSFER

-----------

glesvesfar

NGLYPNLSKS
NGLYFPNLSKS
NGLYPRLSKS
NGLYPNLSKS

“ 22

nglyvpnlsks

HYSRRFTPET
HYSRRFTPET
KYSRKPTPEY
HYSRKPTPEL
EVETYVLSII
hysrxftpel

FALSRGFGSG
FALSRGFGSG
FALSRGFGSG
FALSRGFGSG
SPLTKGILGP
falsrGfgeg

KYVRSAKLRM
KYVRSAKLRM
KYVRSAKLRM
KYVRSAKLRM

..........

datvdarvlekn

NPECELLISK
NPECELLISK
NPECELLISK
NPECELLISR

am e x e

upecéllisv

FEIFPRESSW
FEIFPRESSW
FEIFPKESSW
FPEIFPKESSW

..........

felfpkessw

YVNNEEKEVL
YVINKEKEVL.
YANNKEKEVL
YANNKEKEVL

e v aw »

yxnnkekevl

AKRPKVRDQE
AKRPKVRDQE
AKRPKVRDOE
AKRPKVRDQE
PSGPLKAEIA
akrPkvriqe

IITSNAPMDRE
IITSNAPMDE
IINSNAPMDK
IINSNAPMDE
VETLTVESER
titsnafmix

VT.GLRNIPS
VT.GLRNIPS
VT.GLRNIPS
VT.GLENIPS

50
VTVTHSVNLL
VIVTHSVNLL
VTVTHSVNLL
VIVTHSVNLL

- v aeeas

vevihavnll

100
ESWSYIVETP
ESWSYIVETP
ESWSYIVEKP
ESWSYIVEKP

eswgyive.p

150
FNHTVTGVSA
PHHTVIGVSA
PRHTVTGVSA
ENHTTTGVSA

..........

pnhbxtgvea

200
VLWGVHHPPN
VILWGVHH PPN
VLWGVHHPPN
VLWGVHHPPN

---------

250
GRINYYWTLL
GRINYYWTLL
GRINYYWTLL:
GRIRYYWTLY.
QRLEDVFAGK
gRi#yywtll

300
COARCQTRRG
CDARCQTPRG
CDARCQTPOG
CDARCQOTPOG
GLORRREVON
cdakeqrplg

350
IQSRGLFGAT
IQSRGLFGAT
IQSRGLFGAT
IQSRGLFGAI
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Consenso
15

2
48

9.

786
Consenso

75

S
48
49
76

Consenso

75

9
48
49
76

Consenso

75

9

48

49

76
Consenso

76
Consenso

ALNG..... N
AiNsslpfgN

351

AGFIEGGWTIG
AGFIEGGWTG
AGFIEGGWTG
AGFIEGGWTG
MGLIYMRM.G
aGfTeggwtG

401

EXMNTQFTAV
EXMNTQFTAV
EXMNTQFTAV
EXMNTQFTAV
NAMVLASTTA
ikntgfTav

451

TLDFHDSNVK
TLOFHDSNVE
TLOFHDSNVK
TLDFHDSHVK
TIGTHPSSSA
TldfHdSnvk

501

YDYPRYSEES
¥DYFKYSEES
YDYPKYSEES
YOYPKYSERS

..........

----------

sfwmcsngsl

GDPNNMDKAV
vhPviigecp

MVDGWYGYHH
MVDGWYGYHH,
MVDGWYGYHH
MVDGWYGYHH
AVTTEVAFGL
mVdgwygthh

GEKEFNELERR
GKEFNKLERR
GKEFNKLERR
GKEFNKLERR
. KAMEQMAGS
gkef#kSerr

NLYEKVKSOL
NLYBKVKSQL
NLYEKVKSQL
NLYEKVKSQL
GLKNDLLENL
nLy#kvks¥l

KLNREKIDGV
KLNREKIDGY
KLNRERIDGV
KLNREKIDGV

Klnrekidgy

566

» QCRICI
; QCRICL

OCRICT
QCRICI

gericd

53

KLYRKLKRET
KyvReaXlrm

ONEQGSGYAR,
QNEQGSGYAR
QNEQGSGYAA
ONEQGSGYAA
VCATCBQIAD
gueggsgyAa

MENLNKKVDD
MENLNKKVDD
MENLNKKVDD
MENLNKKVDD
SRQRARAMEV
mB#lnkkv#d

XENNAXRIGNG
KNNAXEIGNG
KNNAXKEIGNG
KNNAREIGNG
QAYQRRMGVD
knnaReiGng

KLESNGVYQI
KLESNGVYQT
KLESMGVYQI
KLESMGVYQT

..........

klesmgvyqi

TPHGAKEISL
vexGlri#ips

DOKSTONAIN
DQKSTQNAIN
DQXSTONALN
DOXSTONAIN
SQHRSKROMV
dokstgnain

GPLDIWTYNA
GFLDIWTYNA
GFIDIWTYNA
GPIDIWTYNA

gExdiwtyna

CFEFYHKCNN
CFEFYHKCXN
CFEFYHKCND
CFREFYHKCOND

cfeFyhkenx

LATYSTVASS
LATYSTVASS
LATYSTVASS
LAXYSTVASS

..........

laiystvass

SYSAGALASC
igSzGlfgai

400
GITNEVNSVI
GITNEVNSVI
GITNKVNSVI
GITNKVNSVY
TPTNPLIRKHE
giTRkwnsvi

450
ELLVLLENER
ELLVLLENER
ELLVLLENER
ELLVLLENER
QARQMVQAMR
#llvSid#neR

500
ECMESVENGT
ECHESVKNGT
ECMESWVKNGT
ECMBSVENGT

..........

ecmesvkngt

550
LVLLVSLGAT
IVLLVSLGAT
LVLLVSLGAI
LVLLVSLGATL

lvilvsigai

A sequéncia de consenso indica no caso superior letras de ami-
noacidos comuns a tais sequéncias em uma posigio designada; as letras do
caso inferior indicam aminoacidos comuns a pelo menos metade, ou uma
maioria das sequéncias; o simbolo ! € qualquer um de | ou V; o simbolo $ é
qualquer um de L ou M; o simbolo % é qualquer um de F ou Y; o simbolo # é
qualquer um de N, D, Q, E,B ou Z; o simbolo "." é nenhum aminoacido (por
exemplo, uma anulagdo); X na posigcdo 3 é qualquer um de A ou V; X na po-
sicdo 52 € qualquer um de E ou N; X na posigdo 90 € K ou R; X na posi¢éo
99 e T ou K; X na posigdo 111 € qualquer um de Y ou H; X na posi¢édo 145 é
qualquer um de V ou T; X na posigdo 157 € K ou E; X na posigdo 162 é R ou
K; X' na posigdo 182 € V ou A; X na posigédo 203 é N ou D; X na posigédo 205
€ R ou K; X na posigdo 210 € T ou K; X na posigdo 225 é K ou Y; X na posi-

¢ao 333 € H ou uma anulagao; X na posi¢do 433 € | ou L; X na posicdo 49) é



N ou D.

Tabela 4: Alinhamento de sequéncia e sequéncia de consenso para HA de

Como outro exemplo de tal variagdo, um alinhamento de se-
quéncia e sequéncia de consenso para HA de A/Anhui/1/2005 (H5N1) (SEQ
ID NO: 55), A/Vietna/1194/2004 (H5N1) e A/indonésia/5/2006 (H5N1) (SEQ
ID NO: 10) € mostrado abaixo na Tabela 4.

cepas de H1N1 selecionadas

SEQID NG.

55
Consenso

10
56
55

Consenso

10
56
55

Consenso

Consenso

10
-1
53
Consenso

1
MEKIVLLFAT
MEXIVLLLAI
MEKIVLLIAL

51

KTHNGKLCDL
KTHNGKLCDL
KTHNGKLCDL
KTHNGKLCDL

101

PTNDLCYPGS
PYNDLCYPGD
PANDLCYPGN
PXNDILCYPGX

151

CPYLGSPSFF
CPYQGKSSFP
CPYOGTPSPF
COYqGxpSFF

201

AEQTRLYQNP
AEQTKLYQNP
ABQTHLYQNP
AEQTXLYQNP

251

Sequéncia

VSLVKSDQIC
VSLVKSDRIC
VSLVKEDQTIC
VSLVKSDQIC

DGVKPLILRD
DGVEFLILRD
DGVEPLILRD
DGYEPLILRD

FNDYEELKHL
PNDYEELKEL
FNDYEELKHL
FNDYEBLKRL

RNVVWLIXKN
RNVVWLIKKN
SNVVWLIKKN
RNVVWLIKKN

TEYISIGTST
TTYISVGTST
TTYISVGTST
TTYISIGTST

PNDAINFESN GNFIAPEYAY

PNDAINFESNH
FRDAINFESN
PNDAINFESN

301

INSSMPPHNI
INSSMPFHNI
INSSMPFHNT

GNFIAPEYAY
GNFIAPEYAY
GNFIAPEYAY

HPLTIGECPK
HPLTIGECPK
HPLTIGECPK

IGYHANNSTE
TGYHANNSTE
IGYHANNSTR
IGYHANNSTE

CSVAGWLLGN
CSVAGWLLGN
CSVAGWLLGN
CSVAGWLLGN

LSRINHFEKI
LSRINHFEKI
LSRINHFERY
LSRINKFEKI

STYPTIKKSY
STYPTIKRSY
NTYPTIEKRSY
sTYPTIKYSY

LNORLVFRIA
LNQRLVPRIA
LNQRLVPKIA
LNORLVPKIA

KIVEKGDSAL
KIVKKGDSTI
KIVKKGDSAT
KIVKKGDSal

YVEKSNRLVLA
YVESNRLVLA
YVKSNKLVLA

QVDTIMEKNY
OVIYDIMERNYV
QUDTIMEKNV
QVDTIMEKNV

PMCDEFINVP
PMCDEFINVP
FUCDEFINVE
PMCDEFINVE

QIIPKSSWSD
QLIPKSSHWSS
QIIPKSSWSD
QIIPKSSWSA

NNTNQEDLLY
NNTRQEDLLV
NNTNQEDLLI
NNTNQEDLL!

TRERVNGQSG
TREKVNGOSG
TRSKVNGOSG
TREKVNGQSG

MRSELEYGNC
MKSELEYGNC
VKSEVEYGNC
mKSE1EYGNC

TGLRNSPRRE
TGLRANSPQRE
TGLRANSFLRE

50
TVTHAQDILE
TYTHAQDILE
TYTHAQDILE
TVIHAQDILE

100
EWSYIVERAN
EWSYIVEXKAN
EWSYIVEEKAN
EWSYIVEKAN

i50
HEASSGVESA
HEASLGVSSA
HEASSGVSSA
HEASSGVSSA

200
IMGIHHPNDA
IMGIHHFRDA
LWGIHHSNDA
LMGIHHDNDA

250
RMEFPFWTILK
RMDFFWTILK
RMEFFWTILK

300
RTKCOTPMGA
NTKCQTPMGA
NTXCQTPIGA
NTRCOTPmGA

350
SRRRKRGLFG
RRRKKRGLFG
RRRK.RGLFG
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15
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Consenso

10
56
55
Consenso

Consenso

FRY
56
55

Consenso

Consenso

INSSHMPFHNE

351

ATAGFIEGGW
ATAGFIEGGW
ATAGFIEGGW
ATAGF IEGGH

a01

IIDKMNTQFE
IIDKMNTQFE
IIDKMNTQFE
IIDEMNTQFE

451

ERTLDFHDSN
BRTLDFHDSN
ERTLDFHDSN
ERTLDFHRSN

501

GTYNYPQYSE
GTYDYPQYSE
GTYDYPQYSE
GTYRYPQYSE

551

GLSLWMCSNG
GLSLWMCSNG
GLSLMNMCSNG
GLSL¥MCSNG

HPLTIGECPK

QGMVDGWYGY
QGMVDCWYGY
QGMVDGHYGY
QGMVDGHIGY.

AVGREFNILE
AVGREFNNLE
AVGREFNNLE
AVGREFNNLE

VKNLYDKVRL
VENLYDKVRL:
VENLYDKVRL

EARLKREEIS
EARLKREEIS
EARLKREEIS
RARLKREEIS

568
SLOQCRICT
SLQCRICI
SLQCRICI
SLQCRICI

55

YVKSNrLVLA

HHSNEQGSGY
HHSNEQGSGY
HHSNBOGSGY
HHSNEQGSGY

RRIENLNKXM
RRIENLNKKM
RRIENLNKEM
RRIENLNKKM

QLRDNAKELG
QLRDNAKELG
QLRDNAKELG
QLRDNAKELG

GVKLESIGTY
GVKLESIGIY
GVKLEBSIGTY
GVKLESIGtY

TGLRNSPQRE

AADKESTOKA
AADKESTOKA
AADKESTOKRA
AADKESTORA

EDGFLDVWTY
EDGFLDVWTY
EDGFLDVWTY

NGCFEFYHKC
NGCFEFYHKC
NGCFEFYHKC
NGCFEFYHKC

QILSIYSTVA
QILSIYSTVA
QILSIYSTVA
QILSIYSTVA

rRRKKRGLFG

400
TDGVTNKVNS
IDGVTNKVNS
IDGVTINKVNS
IDGVINKVNS

450
NAELLVLMEN
NAELLVLMEN
NAELLVLMEN
NAELLVLMEN

500
DNBCMESIRN
DNRCMESVRN
DNECMESVRN
DNECMES | RN

550
SSLALATMMA
SSLALATMVA
SSLALAIMVA
SSLALAIMVA

A sequéncia de consenso indica no caso superior letras de ami-
noacidos comuns a todas as sequéncias em uma posi¢do designada; as le-
tras do caso inferior indicam aminoacidos comuns a pelo menos metade, ou
uma maioria das sequéncias; o simbolo ! &€ qualquer um de | ou V; o simbolo
$ é qualquer um de L ou M; o simbolo % é qualquer um de F ou Y: o simbolo
# € qualquer um de N, D, Q, E,B ou Z; X na posi¢édo 102 é qualquer de T, V
ou A; X na posi¢éo 110 é qualquer de S, D ou N; X na posi¢do 156 é qual-
querde S, Kou T.

Os alinhamentos ilustrados e descritos acima e sequéncias de
consenso sao exemplos ndo-limitativos de variantes em sequéncias de ami-
noacido de hemaglutinina que podem ser usadas em varias concretizacdes
da invengéo para a produgdo das VLPs em uma planta.

Um &cido nucleico que codifica uma sequéncia de aminoacido
pode ser facilmente determinado, visto que os cdédons para cada aminoacido
sao conhecidos na técnica. A provisdo de uma sequéncia de aminoacido,
portanto, ensina a degenerar sequéncias de acido nucleico que a codifica. A

presente invengao, portanto, proporciona uma sequéncia de acido nucleico
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56

que codifica uma hemaglutinina daquelas cepas da gripe e subtipos aqui
descritos (por exemplo, A/Nova Caleddnia/20/99 (H1N1)A/Indonésia/5/2006
(H5N1), A/galinha/Nova York/1995, Al/pato silvestre de arenque/DE/677/88
(H2N8), A/Texas/32/2003, Al/pato silvestre do hemisfério norte/MN/33/00,

A/pato/Shanghai/1/2000, Al/rabijunco do norte/TX/828189/02,
A/Peru/Ontario/6118/68(H8N4), A/shoveler/Ira/G54/03,
A/galinha/Alemanha/N/1949(H10N7), Alpato/Inglaterra/56(H11N6),

Alpato/Alberta/60/76(H12N5),A/Pato  silvestre  /Maryland/704/77(H13N6),
A/Pato silvestre do hemisfério norte/Gurjev/263/82, A/pato/Australia/341/83
(H15N8), A/pato silvestre da cabega preta/Suécia/5/99(H16N3), B/Lee/40,
C/Johannesburg/66, A/Porto Rico/8/34 (H1N1), A/Brisbane/59/2007 (H1N1),
Alllhas  Salomdo 3/2006 (H1N1), A/Brisbane 10/2007 (H3N2),
A/Wisconsin/67/2005 (H3N2), B/Malasia/2506/2004, B/Florida/4/2006,
A/Singapura/1/57 (H2N2), A/Anhui/1/2005 (H5N1), A/Vietna/1194/2004
(H5N1), A/Cerceta/Hong-kong/W312/97 (H6N1), A/Equino/Praga/56 (H7N7),
A/Hong-kong/1073/99 (HIN2)), bem como sequéncias degeneradas que co-
dificam as hemaglutininas acima.

Adicionalmente, uma sequéncia de aminoacido codificada por
um acido nucleico pode ser facilmente determinada, como o cdédon ou co-
dons para cada aminoacido sdo conhecidos. A provisdo de um acido nuclei-
co, portanto, ensina uma sequéncia de aminoacido codificado por ele. A in-
vengao, portanto, proporciona sequéncias de aminoacido da hemaglutinina
daquelas cepas da gripe e subtipos aqui descritos (por exemplo A/Nova Ca-
leddnia/20/99 (H1N1)A/Indonésia/5/2006 (H5N1), A/galinha/Nova York/1995,
Alpato silvestre de arenque/DE/677/88 (H2N8), A/Texas/32/2003, Alpato
silvestre do hemisfério norte/MN/33/00, A/pato/Shanghai/1/2000, A/rabijunco
do norte/TX/828189/02, A/Peru/Ontario/6118/68(H8N4),
A/shoveler/Ird/G54/03, A/galinha/Alemanha/N/1949(H10N7),
Alpato/inglaterra/56(HIING), A/pato/Alberta/60/76(H 12N5), A/Pato silvestre
/Maryland/704/77(HI3NG6), = A/Pato  silvestre do  hemisfério  nor-
te/Gurjev/263/82, Alpato/Australia/341/83 (H15N8), A/pato silvestre do pes-
cogo preto/Suécia/5/99(H16N3), B/Lee/40, C/Johannesburg/66, A/Porto Ri-
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co/8/34 (H1N1), A/Brisbane/59/2007 (H1N1), Al/llhas Salomdo 3/2006
(H1N1), A/Brisbane 10/2007 (H3N2), A/Wisconsin/67/2005 (H3N2),
B/Malasia/2506/2004, B/Flérida/4/2006, A/Singapura/1/57 (H2N2),
A/Anhui/1/2005 (H5N1), A/Vietnd/1194/2004 (H5N1), A/Cerceta/Hong-
kong/W312/97 (H6N1), A/Equino/Praga/56 (H7N7), A/Hong-kong/1073/99
(HON2)).

Nas plantas, as VLPs da gripe se originam a partir da membrana
de plasma (vide Exemplo 5, e Figura 19); portanto, a composigdo de lipideo
das VLPs refletem sua origem. As VLPs produzidas de acordo com a pre-
sente invengdo compreendem HA de um ou mais que um do tipo ou subtipo
de gripe, complexados com lipideos derivados de planta. Os lipideos de
planta podem estimular células imunes especificas e aumentam a resposta
imune induzida. As membranas de planta sdo produzidas de lipideos, fosfa-
tidilcolina (PC) e fosfatidiletanolamina (PE), e também contém glicosfingoli-
pideos, saponins, e fitosterdis. Adicionalmente, balsas de lipideo sdo tam-
bém encontradas nas membranas de plasma de planta —estes microdomi-
nios s&o enriquecidos em esfingolipideos e esterdis. Em plantas, uma varie-
dade de fitosterdis € conhecida por ocorrer, incluindo estigmasterol, sitoste-
rol, 24-metilcolesterol e colesterol (Mongrand et al., 2004).

PC e PE, bem como glicosfingolipideos, podem se ligar a molé-
culas de CD1 expressas por células imunes mamiferas tais como células
dendriticas similares a células apresentando antigeno (APCs) e macréfagos,
e outras celulas incluindo linfocitos B e T no timo e figado (Tsuji M,. 2006).
Moléculas de CD1 sao estruturalmente similares a moléculas complexas de
maior histocompatibilidade (MHC) de classe |, e seu papel é apresentar anti-
genos de glicolipideo para células de NKT (Natural Killer T cells). Apds ati-
vagdo, as células NKT ativam células imunes inatas tais como células NK e
células dendriticas, e também ativam anticorpo similar a células imunes a-
daptativas que produzem células B e células T.

Uma variedade de ditosterdis pode ser encontrada em uma
membrana de plasma — o complemento especifico pode variar dependendo

das espécies, condigbes de crescimento, fontes de nutrientes ou estado de
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patogenia, para denominar uns poucos fatores. Geralmente, beta-sitosterol é
o fitosterol mais abundante.

Os fitosterdis presentes em uma VLP da gripe complexada com
uma bicamada de lipideo, tal como envelope derivado de membrana de
plasma, pode proporcionar uma composig¢do de vacina vantajosa. Sem dese-
jar estar ligado pela teoria, as VLPs produzidas de planta complexadas com
uma bicamada de lipideo, tal como envelope derivado de membrana de plas-
ma, pode induzir uma reagdo imune mais forte do que as VLPs produzidas
em outros sistemas de expressdo, e podem ser similares a reagdo imune
induzida por vacinas de virus totais vivos ou atenuados.

Portanto, em algumas concretizagdes, a invencdo proporciona
uma VLP complexada com uma bicamada de lipideo derivada de planta. Em
algumas concretizagbes, a bicamada de lipideo derivada de planta pode
compreender o envelope da VLP.

A VLP produzida dentro de uma planta pode induzir uma HA
compreendendo N-glicans especificas de planta. Portanto, esta invengdo
também proporciona uma VLP compreendendo HA tendo N-glicans especifi-
cas de planta.

Alem disso, modificagdo de N-glican em plantas é conhecida
(vide, por exemplo, U.S. 60/944.344; que é aqui incorporada por referéncia)
e HA tendo N-glicans modificadas podem ser produzidas. HA compreenden-
do um modelo de glicosilagdo modificado, por exemplo, com N-glicans fuco-
silatadas reduzidas, xilosilatadas, ou ambos, fucosilatadas e xilosilatadas
podem ser obtidas, ou HA tendo um modelo de glicosilagdo modificado po-
dem ser obtidas, no qual a proteina carece de fucosilagdo, xilosilagdo, ou
ambos, e compreendem galatosilagdo aumentada. Além disso, modulagéo
de modificagbes pds-translacional, por exemplo, a adicdo de galactose ter-
minal, pode resultar em uma redugdo de fucosilagéo e xilosilagdo da HA ex-
pressa quando comparada a HA de expressao de planta tipo selvagem.

Por exemplo, que n&o é para ser considerado limitante, a sintese
de HA tendo um modelo de glicosilagdo modificado pode ser alcangada por

coexpressdo da proteina de interesse junto com uma sequéncia de nucleoti-
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deo que codifica beta-1.4 galactosiltransferase (GalT), por exemplo, mas ndo
limitado a mamifero GalT, ou GalT humano contudo GalT de outras fontes
podem também ser usados. O dominio catalitico de GalT pode também ser
fundido a um dominio de CTS (isto é, a cauda citoplasmica, dominio de
transmembrana, regido de haste) de N-acetilglucosaminil transferase (GNTI),
para produzir uma enzima hibrida de GNTI-GalT, e a enzima hibrida pode
ser coexpressa com HA. A HA pode também ser coexpressa junto com uma
sequéncia de nucleotideo que codifica N-acetilglucosaminiltrasnferase ||
(GnT-I), por exemplo, mas ndo limitado a mamifero GnT-lll ou GnT-lll hu-
mano, GnT-lll de outras fontes podem também ser usados. Adicionalmente,
uma enzima hibrida de GNTI-GnT-lll, compreendendo a CTS de GNTI fundi-
da a GnT-ill pode também ser usada.

Portanto, a presente invengdo também inclui VLP's compreen-
dendo HA tendo N-glicans modificadas.

Sem desejar estar ligado pela teoria, a presenga de N-glicans de
planta em HA pode estimular a resposta imune pela promog&o da ligagdo de
HA por células que apresentam estimulo. O estimulo da resposta imune u-
sando N-glican de planta foi proposto por Saint-jore-Dupas et al. (2007). A-
lém disso, a conformagéo da VLP pode ser vantajosa para a apresentagéo
do antigeno, e aumenta o efeito adjuvante da VLP quando complexada com
uma camada de lipideo derivada de planta.

Por "regido regulatéria” "elemento regulatério” ou "promotor" &
significativo uma porgéo de acido nucleico tipicamente, mas ndo sempre, a
montante da regido de codificagdo de proteina de um gene, que pode ser
compreendida de DNA ou RNA, ou ambos DNA e RNA. Quando uma regido
regulatoria € ativa, e em associagdo operativa, ou operativamente ligada,
com um gene de interesse, isto pode resultar na expressao do gene de inte-
resse. Um elemento regulatério pode ser capaz de mediar especificidade de
orgéo, ou controlar a ativagdo de gene desenvolvente ou temporal. Uma "re-
gido regulatéria” inclui elementos de promotor, elementos promotores de
nucleo exibindo uma atividade promotora basal, elementos que séo induzi-

veis em resposta a um estimulo externo, elementos que mediam atividade
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de promotor, tais como elementos regulatérios negativos ou intensificadores
transcricionais. A "regido regulatéria”, conforme aqui usada, também inclui
elementos que sdo ativos seguindo transcri¢do, por exemplo, elementos re-
gulatérios que modulam expressdo de gene, tais como intensificadores
translacionais e transcricionais, repressores translacionais e transcricionais,
sequéncias de ativagdo a montante, e determinantes de instabilidade de
mRNA. Varios destes Ultimos elementos podem estar localizados proximais
a regido de codificacio.

No contexto desta descrigdo, o termo "elemento regulatorio” ou
"regido regulatéria” tipicamente refere-se a uma sequéncia de DNA, usual-
mente, mas ndo sempre, a montante (5') a sequéncia de codificacdo de um
gene estrutural, que controla a expressdo da regido de codificagdo pela pro-
visdo do reconhecimento de RNA polimerase e/ou outros fatores requeridos
para transcricdo para comegar um local particular. Contudo, é para ser com-
preendido que outras sequéncias de nucleotideo, localizadas dentro de in-
trons, ou 3' da sequéncia, podem também contribuir para a regulacédo de ex-
pressao de uma regido de codificagcdo de interesse. Um exemplo de um e-
lemento regulatério que proporciona o reconhecimento de RNA polimerase
ou outros fatores transcricionais para assegurar iniciagdo em um local parti-
cular &€ um elemento promotor. Muitos, mas ndo todos, elementos promoto-
res eucarioticos, contém um caixa de TATA, uma sequéncia de acido nuclei-
co conservada compreendida de pares de base de nucleotideo adenosina e
timidina usualmente situados aproximadamente 25 pares bases a montante
de um local de partida transcricional. Um elemento promotor compreende
um elemento promotor basal, responséavel pela iniciagdo de transcricdo, bem
como outros elementos regulatérios (conforme listado acima) que modificam
a expressao de expressao.

Existem varias regides regulatérias, incluindo aquelas que sdo
desenvolvimentalmente reguladas, induziveis ou constitutivas. Uma regido
regulatoria que € regulada de maneira desenvolvida, ou controla a expres-
sdo diferencial de um gene sob seu controle, é ativada dentro de certos 6r-

gaos ou tecidos de um 6rgdo em tempos especificos durante o desenvolvi-
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mento daquele 6rgao ou tecido. Contudo, algumas regides regulatérias que
sdo desenvolvente reguladas podem preferencialmente ser ativas dentro de
certos 6rgdos ou tecidos em estagios desenvolventes diferentes, elas podem
também ser ativas em uma maneira desenvolvimentalmente regulada, ou em
um nivel basal em outros érgédos ou tecidos dentro de uma planta também.
Exemplos de regides regulatérias especificas de tecido, por exemplo, vide
uma regiao regulatéria especifica, incluem promotor napin, e o promotor cru-
ciferin (Rask et al., 1998, J. Planta Physiol. 152: 595-599; Bilodeau et al.,
1994, Planta Cell 14: 125-130). Um exemplo de um promotor especifico de
folha inclui o promotor plastocianina (Figura 1b ou SEQ ID NO:23); US
7.125.978, que € aqui incorporada por referéncia).

Uma regido regulatéria induzivel é uma que é capaz de ativar
diretamente ou indiretamente transcricdo de uma ou mais sequéncias de
DNA ou genes em resposta a um indutor. Na auséncia de um indutor, as
sequéncias de DNA ou genes nao serdo transcritas. Tipicamente o fator de
proteina que se liga especificamente a uma regido regulatéria induzivel para
ativar transcrigdo pode estar presente em uma forma inativa, que entdo é
diretamente ou indiretamente convertida a forma ativa pelo indutor. Contudo,
o fator de proteina pode também estar ausente. O indutor pode ser um agen-
te quimico, tais como proteina, metabdlito, regulador de crescimento, herbi-
cida ou composto fenélico, ou um estresse fisiolégico imposto diretamente
por calor, frio, sal, ou elementos téxicos, ou indiretamente através da agéo
de uma patogenia ou agente de doenca tal como um virus. Uma célula de
planta contendo uma regido regulatéria induzivel pode ser exposta a um in-
dutor por aplicagdo externamente do indutor a célula ou planta, tais como
métodos de pulverizagéo, irrigagdo, aquecimento ou similar. Elementos regu-
latérios induziveis podem ser derivados de ou planta ou genes de n3o-planta
(por exemplo, Gatz, C. e Lenk, I.R.P., 1998, Trends Plant Sci. 3, 352-358;
que € incorporado por referéncia). Exemplos de promotores induziveis po-
tenciais incluem, mas néo estao limitados a, promotor induzivel de tetracicli-
na (Gatz, C.,1997, Ann. Rev. Plant Physiol. Plant Mol. Biol. 48, 89-108; que é

incorporado por referéncia), promotor induzivel de esteréide (Aoyama, T. e
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Chua, N.H.,1997, Plant J. 2, 397-404; que é incorporado por referéncia), e
promotor induzivel de etanol (Salter, M.G., et al., 1998, Plant Journal 16,
127-132; Caddick, M.X., et al., 1998, Nature Biotech. 16, 177-180, que sado
incorporados por referéncia), genes de IB6 e CKI1 induziveis de citokinin
(Brandstatter, 1. e Kieber, JJ.,1998, Plant Cell 10, 1009-1019; Kakimoto, T.,
1996, Science 274, 982-985; que s&o incorporados por referéncia), e o ele-
mento induzivel de auxin, DR5 (Ulmasov, T., et al., 1997, Plant Cell 9, 1963-
1971, que é incorporado por referéncia).

Uma regido regulatéria constitutiva direciona a expressdo de um
gene através de todas as varias partes de uma planta e continuamente atra-
vés de todo o desenvolvimento da planta. Exemplos de elementos regulaté-
rios constitutivos conhecidos incluem promotores associados com o©
transcrito CaMV 35S. (Odell et al., 1985, Nature, 313: 810-812), a actina 1
de arroz (Zhang et al., 1991, Plant Cell, 3: 1155-1165), actina 2 (An et al.,
1996, Plant J., 10: 107-121), ou tms 2 (U.S. 5.428.147, que é aqui incorpora-
da por referéncia), e genes de triosefosfato isomerase 1 (Xu et. al., 1994,
Plant Physiol. 106: 459-467), o gene ubiquitin 1 de milho (Cornejo et al.,
1993, Plant Mol. Biol. 29: 637-646), o Arabidopsis ubiquitin 1 e 6 genes (Hol-
torf et al., 1995, Plant Mol. Biol. 29: 637-646), e o fator de iniciagdo transla-
cional de tabaco 4A (Mandel et al., 1995 Plant Mol. Biol. 29: 995-1004). O
termo "constitutivo”, conforme aqui usado, ndo indica necessariamente que
um gene sob controle da regido regulatéria constitutiva é expresso no mes-
mo nivel em todos os tipos de célula, mas que o gene é expresso em uma
faixa ampla de tipos de célula mesmo embora variagdo em abundancia seja
frequentemente observada.

Por "operativamente ligado" é significativo que as sequéncias
particulares, por exemplo, um elemento regulatério e uma regido de codifica-
¢ao de interesse, interajam ou diretamente ou indiretamente para efetuar
uma fungdo pretendida, tal como mediagdo ou modulagédo de expressido de
gene. A interaga@o de sequéncias operativamente ligadas pode, por exemplo,
ser mediada por proteinas que interagem com as sequéncias operativamen-

te ligadas.
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A uma ou mais sequéncias de nucleotideo da presente invengéo
podem ser expressas em qualquer hospedeiro de planta adequado que é
transformado pela sequéncia de nucleotideo, ou construgdes, ou vetores da
presente invengdo. Exemplos de hospedeiros adequados incluem, mas néo
estdo limitados a, colheitas agriculturais incluindo alfafa, canola, Brassica
spp., milho, Nicotiana spp., alfafa, batata, ginsém, ervilha, aveia, arroz, soja,
trigo, cevada, girassol, algodao, e similares.

A uma ou mais construgdes genéticas quiméricas da presente
invengdo podem adicionalmente compreender uma regido 3' ndo-
transladada. Uma regido 3' ndo-transladada refere-se aquela por¢do de um
gene compreendendo um segmento de DNA que contém um sinal de polia-
denilagéo e quaisquer outros sinais regulatérios capazes de efetuar proces-
samento de mRNA ou expressdo de gene. O sinal de poliadenilagdo é usu-
almente caracterizado por efetuagéo da adigdo de rastros de acido poliade-
nilico para a extremidade 3" do precursor de mRNA. Os sinais de poliadeni-
lagdo sdo comumente reconhecidos pela presenca de homologia para a for-
ma candnica 5' AATAAA-3', embora variagtes sdo sejam incomuns. Uma ou
mais das construgdes genéticas quiméricas da presente invengdo podem
também incluir adicionalmente intensificadores, ou intensificadores de trans-
lagdo ou de transcrigdo, conforme podem ser requeridos. Estas regides de
intensificador sdo bem conhecidas aqueles versados na técnica, e podem
incluir o cédon de iniciagdo ATG e sequéncias adjacentes. O codon de inici-
agao deve estar em fase com a estrutura de leitura da sequéncia de codifi-
cagao para assegurar translagdo da sequéncia total.

Exemplos no-limitativos de regides 3' adequadas s3o as regi-
Ges 3' transcritas ndo-transladadas contendo um sinal de poliadenilacdo de
tumor Agrobacterium induzindo genes de plasmideo (Ti), tais como nopalina
sintase (gene Nos) e genes de planta, tais como genes de armazenagem de
soja, um gene de subunidade pequena da ribulose-1, 5-bisfosfato carboxila-
se (ssRUBISCO; US 4.962.028; que é incorporada aqui por referéncia), o
promotor usado na regulagdo de expressdo de plastocianina (Pwee e Gray

1993; que €& aqui incorporado por referéncia). Um exemplo de um promotor
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de plastocianina é descrito em US 7.125.978 (que é aqui incorporada por
referéncia).

Conforme descrito aqui, promotores compreendendo sequéncias
intensificadoras com eficiéncia demonstrada em expresséao de folha verifica-
ram-se serem efetivos em expressdo transiente. Sem desejar estar ligado
pela teoria, a fixagdo de elementos regulatérios a montante de um gene fo-
tossintético por fixagdo a matriz nuclear pode mediar forte expressao. Por
exemplo, até -784 do local de partida de translagdo do gene de plastocianina
da ervilha podem ser usados para mediar forte expresséo de gene relator.

Para auxiliar na identificagdo de células de planta transformadas,
as construgoes desta invencao podem ser adicionalmente manipuladas para
incluir marcadores selecionaveis de planta. Marcadores selecionaveis Uteis
incluem enzimas que proporcionam resisténcia a quimicos tal como um anti-
bidtico, por exemplo, gentamicina, higromicina, kanamicina, ou herbicidas,
tais como fosfinotricina, glifosato, clorosulfuron, e similares. Similarmente,
enzimas proporcionando produgdo de um composto identificavel por mudan-
¢a de cor tal como GUS (beta-glucuronidase), ou luminescéncia, tal como
luciferase ou GFP, podem ser usados.

Também considerada parte desta invengdo sio plantas transgé-
nicas, células de planta ou sementes contendo a constru¢do de gene quimé-
rico da presente invengao. Métodos de regeneragao de plantas totais de cé-
lulas de planta sdo também conhecidos na técnica. Em geral, células de
planta transformadas s&o cultivadas em um meio apropriado, que pode con-
ter agentes seletivos, tais como antibiéticos, onde marcadores selecionaveis
sdo usados para facilitar identificacdo de células de planta transformadas.
Uma vez que o calo se forma, formacéo de broto pode ser encorajada pelo
emprego dos hormdnios de planta apropriados de acordo com métodos co-
nhecidos, e os brotos sdo transferidos para meio de enraizamento para re-
generagao de plantas. As plantas podem entdo ser usadas para estabelecer
geragOes repetitivas, ou de sementes, ou usando técnicas de propagacéo
vegetativas. As plantas transgénicas podem também ser geradas sem uso

de culturas de tecido.
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Também considerada parte desta invengdo sdo plantas transgé-
nicas, células de arvores, levedura, bactéria, fungos, inseto e animal conten-
do a construgdo de gene quimérico compreendendo um &cido nucleico que
codifica HAO recombinante para produgdo de VLP, de acordo com a presen-
te invencao.

Os elementos regulatérios da presente invengdo podem também
ser combinados com regido de codificagdo de interesse para expresséo den-
tro de uma faixa de organismos hospedeiros que sdo responsaveis pela
transformacgao, ou expressao transiente. Tais organismos incluem, mas ndo
estdo limitados a, plantas, ambas monocots e dicots, por exemplo, mas nao
limitadas a, milho, plantas de cereal, trigo, cevada, aveia, Nicotiana spp,
Brassica spp, feijao-soja, feido, ervilha, alfafa, batata, tomate, ginsém, e A-
rabidopsis.

Métodos para transformagdo estavel e regeneragéo destes or-
ganismos séo estabelecidos na técnica e conhecidos a um versado na técni-
ca. O metodo de obtengdo de plantas transformadas e regeneradas ndo é
critico para a presente invengao.

Por "transformacao” é significativo a transferéncia especifica es-
tavel de informag&do genética (sequéncia de nucleotideo) que é manifestada
genotipicamente, fenotipicamente, ou ambas. A transferéncia interespecifica
de informagao genética de uma construgdo quimérica para um hospedeiro
pode ser herdada, e a transferéncia de informagédo genética considerada
estavel, ou a transferéncia pode ser transiente, e a transferéncia de informa-
Gao genética nao é hereditaria.

Pelo termo "material de planta”, é significativo qualquer material
derivado de uma planta. A matéria de planta pode compreender uma planta
total, tecido, células, ou qualquer fragdo dos mesmos. Adicionalmente, a ma-
teria de planta pode compreender componentes de planta intracelular, com-
ponentes de planta extracelular, extratos liquidos ou sélidos de plantas, ou
uma combinagdo dos mesmos. Adicionalmente, o material de planta pode
compreender plantas, células de planta, tecido, um extrato liquido, ou uma

combinagdo dos mesmos, de folhas de planta, caules, fruto, raizes, ou uma
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combinagdo dos mesmos. A matéria de planta pode compreender uma plan-
ta ou porgdo da mesma que ndo tenha sido individualizada para quaisquer
etapas de processamento. Contudo, € também contemplado que o material
de planta possa ser individualizado para etapas de processamento minimas
conforme definido abaixo, ou processamento mais rigoroso, incluindo purifi-
cagéo de proteina parcial ou substancial usando técnicas comumente co-
nhecidas dentro da técnica incluindo, mas nao limitada a, cromatografia, ele-
troforese e similares.

Pelo termo "processamento minimo" é significativo matéria de
planta, por exemplo, uma planta ou porgdo da mesma compreendendo uma
proteina de interesse que é parcialmente purificada para produzir um extrato
de planta, homogenato, homogenato de fragdo de planta, ou similares (isto
€, minimamente processada). Purificacdo parcial pode compreender, mas
nao € limitado a, rompimento das estruturas celulares da planta criando,
desse modo, uma composigdo compreendendo componentes de planta so-
laveis, e componentes de planta insoliveis que podem ser separados, por
exemplo, mas n&o limitado a, por centrifugagao, filtragdo, ou uma combina-
¢éo das mesmas. Neste particular, proteinas secretadas dentro do espaco
extracelular de folha ou outros tecidos podem ser prontamente obtidas u-
sando-se vacuo ou extragdo centrifuga, ou tecidos podem ser extraidos sob
pressao por passagem através de rolos ou moagem ou similares para es-
premer ou liberar a proteina livre de dentro do espago extracelular. Proces-
samento minimo pode também envolver preparagdo de extratos brutos de
proteinas soluveis, visto que estas preparagdes teriam contaminagdo razoa-
vel de produtos de planta secundéarios. Adicionalmente, processamento mi-
nimo envolve extragdo aquosa de uma proteina sollvel de folhas, seguido
por precipitagdo com qualquer sal adequado. Outros métodos podem incluir
maceragéo de grande escala e extragdo de suco de modo a permitir o uso
direto do extrato.

O material de planta, na forma de material de planta ou tecido
pode ser oralmente distribuido a um individuo. A matéria de planta pode ser

administrada como parte de um suplemento dietético, junto com outros ali-
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mentos, ou encapsulados. A matéria de planta ou tecido pode também ser
concentrada para aperfeigoar ou aumentar palatabilidade, ou provido com
outros materiais, ingredientes, ou excipientes farmacéuticos, conforme re-
querido.

Exemplos de um individuo ou organismo alvo que as VLPs da
presente invengdo podem ser administradas incluem, mas n&o estio limita-
dos a, seres humanos, primatas, passaros, aves de agua, passaros migrato-
rios, codorniz, pato, gansos, animais domésticos, galinha, suino, ovelha, e-
quino, cavalo, camelo, canino, caes, felino, gatos, tigre, leopardo, gato da
algalia, marta, marta da pedra, furGes, animais domésticos, animais de fa-
zenda, coelhos, camundongos, ratos, porquinhos da india, ou outros roedo-
res, foca, baleia, e similares. Tais organismos alvos sdo exemplares, e n3o
sdo para serem considerados limitantes as aplicagbes e aos usos da presen-
te invengao.

E contemplado que uma planta compreendendo a proteina de
interesse, ou que expressa a VLP compreendendo a proteina de interesse,
pode ser administrada a um individuo ou organismo-alvo, em uma variedade
de modos, dependendo da necessidade e da situagdo. Por exemplo, a prote-
ina de interesse obtida a partir da planta pode ser extraida antes de seu uso
na forma ou crua, parcialmente purificada, ou purificada. Se a proteina é pa-
ra ser purificada, entdo ela pode ser produzida em quaisquer plantas comes-
tiveis ou ndo-comestiveis. Além disso, se a proteina é oralmente administra-
da, o tecido de planta pode ser coletado e alimentado diretamente ao indivi-
duo, ou o tecido coletado pode ser secado antes da alimentagéo, ou um a-
nimal pode ser permitido pastar na planta com nenhuma coleta anterior ocor-
rendo. E também considerado dentro do escopo desta invencao os tecidos
de planta coletados a serem providos como um suplemento de alimentagéo
dentro da alimentagdo do animal. Se o tecido de planta esta sendo alimenta-
do a um animal com pouco ou nenhum processamento adicional, é preferido
que o tecido de planta sendo administrado seja comestivel.

Silenciamento de gene pos-transcricional (PTGS) pode ser en-

volvido na expressao de limitagdo de transgenes em plantas, e coexpressdo
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de um supressor de silenciamento a partir do virus da batata Y (HcPro) pode
ser usado para contra-agir a degradagdo especifica de transgene mRNAs
(Brigneti et al., 1998). Supressores alternados de silenciamento sdo bem-
conhecidos na técnica e podem ser usados conforme descrito aqui (Chiba et
al., 2006, Virology 346:7-14; que € aqui incorporado por referéncia), por e-
xemplo, mas n&o limitado a, TEV -pl/HC-Pro (Tobacco etch virus-pl/HC-Pro),
BYV -p21, pl9 de virus de evolugéo fechada de tomate (TBSV pl9), proteina
de capsideo de virus de ruga de tomate (TCV -CP), 2b de Virus de mosaico
de pepino; CMV-2b), p25 de virus da batata X (PVX-p25), p11 de Virus da
batata M (PVM-pl 1), pi 1 de Virus da batata S (PVS-pl 1), p16 virus de es-
pécie de mirtilo, (BScV -pl6), p23 de virus de Citrus tristexa (CTV-p23), p24
de virus-2 associado a folha de videira, (GLRaV-2 p24), p10 de Virus A de
videira, (GVA-plO), p14 de Virus B de videira (GVB-p14), p10 de Virus laten-
te de Heracleum (HLV-plO), ou pl6 de Virus latente comum de Garlic(GCLV-
pl6). Portanto, um supressor se silenciamento, por exemplo, mas nao limita-
do a, HcPro, TEV -p//HC-Pro, BYV-p21, TBSV pl9, TCV-CP, CMV-2b, PVX-
p25, PVM-pll, PVS-pl 1, BScV-pl6, CTV-p23, GLRaV-2 p24, GBV-pl4, HLV-
plO, GCLV-pl6 ou GVA-plO, podem ser coexpressos junto com a sequéncia
de acido nucleico que codifica a proteina de interesse para assegurar adi-
cionalmente altos niveis de produgdo de proteina dentro de uma planta.
Além disso, VLPs podem ser produzidas que compreendem uma
combinagédo de subtipos HA. Por exemplo, VLPs podem compreender um ou
mais do que uma HA a partir do subtipo H1, H2, H3, H4, H5, H6, H7, H8, H9,
H10, HIl, H12, H13, H14, H15, H16, ou uma combinagdo das mesmas. A
selegéo da combinagdo de HAs pode ser determinada pelo uso pretendido
da vacina preparada a partir da VLP. Por exemplo, uma vacina para uso na
inoculagé@o de passaros pode compreender qualquer combinagdo de subtipo
de HA, enquanto as VLPs uteis para inoculagdo de humanos pode compre-
ender subtipos de um ou mais do que um dos subtipos H1, H2, H3, H5. Con-
tudo, outras combinagdes de subtipo HA podem ser preparadas dependendo
do uso da VLP. De modo a produzir VLPs compreendendo combinacdes de

subtipos de HA, o subtipo de HA desejado pode ser coexpresso dentro da
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mesma célula, por exemplo, uma célula de planta.

Além disso, VLPs produzidas conforme aqui descrito ndo com-
preendem neuraminidase (NA). Contudo, NA pode ser coexpressa com HA
com VLPs compreendendo HA e NA podem ser desejadas.

Portanto, a presente invencao adicionalmente inclui um vetor
adequado compreendendo a construgdo quimérica adequada para uso com
sistemas de expresséo ou estavel ou transiente. A informagéo genética pode
ser também provida dentro de uma ou mais do que uma construgéo. Por e-
xemplo, uma sequéncia de nucleotideo que codifica uma proteina de inte-
resse pode ser introduzida em uma construgdo, e uma segunda sequéncia
de nucleotideo que codifica uma proteina que modifica glicosilagdo da prote-
ina de interesse pode ser introduzida usando-se uma construgdo separada.
Estas sequéncias de nucleotideos podem entado ser coexpressas dentro de
uma planta. Contudo, uma construcdo compreendendo uma sequéncia de
nucleotideo que codifica ambas a proteina de interesse e a proteina que
modifica perfil de glicosilacdo da proteina de interesse pode também ser u-
sado. Neste caso a sequéncia de nucleotideo compreenderia uma primeira
sequéncia compreendendo uma primeira sequéncia de acido nucleico que
codifica a proteina de interesse operativamente ligada a um promotor ou re-
gido regulatéria, e uma segunda sequéncia compreende uma segunda se-
quéncia de &cido nucleico que codifica a proteina que modifica o perfil de
glicosilagdo da proteina de interesse, a segunda sequéncia operativamente
ligada a um promotor ou regido regulatoria.

Por "coexpresso" é significativo que duas ou mais do que duas
sequéncias de nucleotideos sdo expressas a cerca do mesmo tempo dentro
da planta, e dentro do mesmo tecido da planta. Contudo, as sequéncias de
nucleotideo ndo necessitam ser expressas exatamente ao mesmo tempo.
Preferivelmente, as duas ou mais sequéncias de nucleotideo sdo expressas
em uma maneira tal que os produtos codificados tém uma chance de intera-
girem. Por exemplo, a proteina que modifica glicosilagdo da proteina de inte-
resse pode ser expressa antes do ou durante o periodo quando a proteina

de interesse é expressa de modo que modificagdo da glicosilagdo da protei-
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na de interesse ocorre. Duas ou mais do que duas sequéncias de nucleoti-
deo podem ser coexpressas usando-se um sistema de expressao transiente,
onde as duas ou mais sequéncias sao introduzidas dentro da planta a cerca
do mesmo tempo sob condigééé due ambas sequéncias sdo expressas. Al-
ternativamente, uma planta de plataforma compreendendo uma das sequén-
cias de nucleotideo, por exemplo, a sequéncia que codifica a proteina que
modifica o perfil de glicosilagdo da proteina de interesse, pode ser transfor-
mada, ou transientemente, ou em uma maneira estavel, com uma sequéncia
adicional que codifica a proteina de interesse. Neste caso, a sequéncia que
codifica a proteina que modifica o perfil de glicosilagdo da proteina de inte-
resse pode ser expressa dentro do tecido desejado, durante um estagio de-
sejado de desenvolvimento, ou sua expressdo pode ser induzida usando-se
um promotor induzivel, e a sequéncia adicional que codifica a proteina de
interesse pode ser expressa sob condigbes similares e no mesmo tecido,
para assegurar que as sequéncias de nucleotideo sejam coexpressas.

As construgbes da presente invengdo podem ser introduzidas
em células de planta usando os Ti plasmideos, Ri plasmideos, vetores de
virus de planta, transformagcdo de DNA direta, microinjegéo, eletroporagéo,
etc.. Para revisdes de tais técnicas, vide, por exemplo, Weissbach e Weiss-
bach, Métodos for Plant Molecular Biology, Academy Press, Nova York VI,
pp. 421-463 (1988); Geierson e Corey, Plant Molecular Biology, 2d Ed.
(1988); e Miki e lyer, Fundamentals of Gene Transfer in Plants. In Plant Me-
tabolism, 2d Ed. DT. Dennis, DH Turpin, DD Lefebrve, DB Layzell (eds), Ad-
dison Wesly, Langmans Ltd. London, pp. 561-579 (1997). Outros métodos

incluem entendimento de DNA direto, o uso de lipossomos, eletroporagéo,
por exemplo, usando protoplastos, microinjegdo, microprojéteis ou "whis-
kers", e infiltragdo de vacuo. Vide, por exemplo, Bilang, et al. (Gene 100:
247-250 (1991), Scheid et al. (Mol. Gen. Genet. 228: 104-112, 1991), Guer-
che et al. (Planta Science 52: 111-116, 1987), Neuhause et al. (Theor. Appl
Genet. 75: 30-36, 1987), Klein et al., Nature 327: 70-73 (1987); Howell et al.
(Science 208: 1265, 1980), Horsch et al. (Science 227: 1229-1231, 1985),
DeBlock et al., Plant Physiology 91: 694-701, 1989), Métodos for Plant Mole-
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cular Biology (Weissbach e Weissbach, eds., Academic Press Inc., 1988),
Métodos in Plant Molecular Biology (Schuler e Zielinski, eds., Academic
Press Inc., 1989), Liu e Lomonossoff (J. Virol Meth, 105:343-348, 2002,),
Patentes dos Estados Unidos N°s 4.945.050; 5.036.006; e 5.100.792, pedido
de patente dos Estados Unidos N°s de Série 08/438.666, depositado em 10
de maio de 1995, e 07/951.715, depositado em 25 de setembro de 1992,
(todas das quais s&o aqui incorporadas por referéncia).

Métodos de expressdo transiente podem ser usados para ex-
pressar as construgcoes da presente invengdo (vide, Liu e Lomonossoff,
2002, Journal of Virological Métodos, 105:343-348; que é aqui incorporado
por referéncia). Alternativamente, um método de expresséo transiente base-
ado em vacuo, conforme descrito por Kapila et al. 1997 (aqui incorporado
por referéncia) pode ser usado. Estes métodos podem incluir, por exemplo,
mas nao estdo limitados a, um método de Agroinoculagéo ou Agroinfiltragio,
contudo, outros métodos transientes podem também ser usados conforme
notado acima. Com ou Agroinoculagdo ou Agroinfiltragdo, uma mistura de
Agrobacteria compreendendo o acido nucleico desejado entra nos espagos
intercelulares de um tecido, por exemplo, as folhas, porgcdo aérea da planta
(incluindo caule, folhas e flor), outra porgéo da planta (caule, raiz, flor), ou a
planta total. Apos cruzamento da epiderme, o Agrobacterium infecta e trans-
fere copias de t-DNA nas células. O t-DNA é epissomalmente transcrito e o
mRNA transladado, conduzindo a produgéo da proteina de interesse em cé-
lulas infectadas; contudo, a passagem de t-DNA dentro do nucleo é transien-
te.

Se a sequéncia de nucleotideo de interesse codifica um produto
que é diretamente ou indiretamente tdxico para a planta, entio pelo uso do
método da presente inveng3o, tal toxicidade pode ser reduzida através de
toda a planta por expressao seletivamente da sequéncia de interesse de nu-
cleotideo dentro de um tecido desejado ou em um estagio desejado de de-
senvolvimento de planta. Em adigdo, o periodo limitado de expressao resul-
tante da expressao transiente pode reduzir o efeito quando se produz um

produto téxico na planta. Um promotor induzivel, um promotor especifico de
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nar seletivamente expressdo da sequéncia de interesse.

As VLPs de HA recombinantes da presente invengcdo podem ser
usadas em conjunto com as vacinas da gripe existentes, para suplementar
as vacinas, torna-las mais eficazes, e para reduzir as dosagens de adminis-
tragdo necessarias. Conforme seria conhecido por um versado na técnica, a
vacina pode ser direcionada contra um ou mais do que um virus da gripe.
Exemplos de vacinas adequadas incluem, mas ndo estéo limitados a, aque-
las comercialmente disponiveis de Sanofi-Pasteur, |ID Biomedical, Merial,
Sinovac,Chiron, Roche, Medimmune, GlaxoSmithKline, Novartis, Sanofi-
Aventis, Serono, Shire Pharmaceuticals, e similares.

Se desejado, as VLPs da presente invengdo podem ser mistura-
das com um adjuvante adequado conforme seria conhecido um versado na
técnica. Além disso, a VLP pode ser usada em uma composi¢édo de vacina
compreendendo uma dose efetiva da VLP para o tratamento de um orga-
nismo alvo, conforme descrito acima. Além disso, a VLP produzida de acor-
do com a presente invencgdo pode ser combinada com VLPs obtidas usando
proteinas de gripe diferentes, por exemplo, neuraminidase (NA).

Portanto, a presente invengdo proporciona um método para in-
dugdo de imunidade a infecgdo de virus da gripe em um animal ou organis-
mo alvo compreendendo administrar uma dose efetiva de uma vacina com-
preendendo um ou mais do que uma VLP. A vacina pode ser administrada
oralmente, intradermalmente, intranasalmente, intramuscularmente, intrape-
ritonealmente, intravenosamente, ou subcutaneamente. A administragéo de
VLPs produzidas de acordo com a presente invengao é descrita no Exemplo
6. A administragdo de uma H5 VLP produzida de planta resulta em uma res-
posta significantemente mais alta quando comparada a administragido de HA
soluvel (vide Figuras 21A e 21B).

Conforme mostrado nas Figuras 26A e 26B, um individuo admi-
nistrado com A/Indonésia/5/05 H5 VLPs proporciona protegéo cruzada a um
desafio com gripe A/Peru/582/06 (H5N1; "Peru H5N1"). A administragédo de

Indonésia H5 VLPs antes do desafio ndo resulta em qualquer perda de mas-
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sa de corpo. Contudo, em individuo ndo administrado com H5VLPs, mas
desafiado com Turkey H5N1, exibe perda significante de massa de corpo, e
varios individuos morrem.

Estes dados, portanto, demonstram que VLPs da gripe produzi-
das de planta compreendendo a proteina viral de H5 hemaglutinina induz
uma resposta imune especifica para cepas da gripe patogénicas, e que par-
ticulas similares a virus podem se originar a partir de uma membrana de
plasma de planta.

Portanto, a presente invengdo proporciona uma composi¢do
compreendendo uma dose efetiva de uma VLP compreendendo uma protei-
na de HA de virus da gripe, um ou mais do que um lipideo de planta, e um
transportador farmaceuticamente aceitavel. A proteina HA de virus da gripe
pode ser H5 Indonésia/5/2006. Também é proporcionado um método de in-
dugéo de imunidade para uma infecgdo de virus da gripe em um individuo. O
método compreendendo administrar a particula similar a virus compreen-
dendo uma proteina HA de virus da gripe, um ou mais lipideo de planta, e
um transportador farmaceuticamente aceitavel. A particula similar a virus
pode ser administrada a um individuo oralmente, intradermalmente, intrana-
salmente, intramuscularmente, intraperitonealmente, intravenosamente, ou
subcutaneamente.

Composicbes de acordo com varias concretizagdes da invengdo
podem compreender VLPs de duas ou mais cepas da gripe ou subtipos.
"Duas ou mais" refere-se a duas, trés, quatro, cinco, seis, sete, oito, nove, 10
ou mais cepas ou subtipos. As cepas ou subtipos representadas podem ser
de um subtipo simples (por exemplo, toda H1N1, ou toda H5N1), ou podem
ser uma combinagéo de subtipos. Subtipo e cepas exemplares incluem, mas
n&o estdo limitados a, aqueles aqui descritos (por exemplo, A/Nova Caledé-
nia/20/99 (H1N1)A/Indonésia/5/2006 (H5N1), A/galinha/Nova York/1995,
Alpato silvestre /DE/677/88 (H2N8), A/Texas/32/2003, Alpato silvestre do
hemisferio norte/MN/33/00, A/pato/Shanghai/1/2000, A/rabijunco do nor-
te/TX/828189/02, A/Peru/Ontario/6118/68(H8N4), A/shoveler/ird/G54/03,
A/galinha/Alemanha/N/1949(H10N?7), A/pato/Inglaterra/56(H11N6),
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Alpato/Alberta/60/76(H12N5), A/Pato silvestre /Maryland/704/77(H13N6),
A/Pato silvestre do hemisfério norte/Gurjev/263/82, A/pato/Australia/341/83
(H15N8), A/pato silvestre de cabega preta/Suécia/5/99(H16N3), B/Lee/40,
C/Johannesburg/66, A/Porto Rico/8/34 (H1N1), A/Brisbane/59/2007 (H1N1),
Alllhas  Salomdo 3/2006 (H1N1), A/Brisbane 10/2007 (H3N2),
A/Wisconsin/67/2005 (H3N2), B/Malasia/2506/2004, B/Florida/4/20086,
A/Singapura/1/57 (H2N2), A/Anhui/1/2005 (H5N1), A/Vietna/1194/2004
(H5N1), A/Cerceta/Hong-kong/W312/97 (H6N1), A/Equino/Praga/56 (H7N7),
A/Hong-kong/1073/99 (HON2)).

A escolha de combinagdo de cepas e subtipos pode depender
da area geografica dos individuos provavelmente para serem expostos a
gripe, proximidade de espécies de animal a uma populagido humana a ser
imunizada (por exemplo, espécies de ave aquatica, animais agricolas tal
como suino, etc.) e as cepas que eles conduzem, sdo expostas a ou sdo
provavelmente para serem expostos a progndsticos de subtipos antigénicos
dentro de subtipos ou cepas, ou combinagoes destes fatores. Exemplos de
combinagbes usadas nos anos passados sdo disponiveis (vide URL:
who.int/csr/doencga/gripe/vacina recomendagbes 1/en).

Algumas ou todas destas cepas podem ser empregadas nas
combinagbes mostradas, ou em outras combinagdes, na producéo de uma
composi¢ao de vacina.

Mais particularmente, combinagées exemplares podem incluir
VLPs de duas ou mais cepas ou subtipos selecionados a partir do grupo
compreendendo: A/Brisbane/59/2007 (H1N1), um virus similar a
A/Brisbane/59/2007 (H1N1), A/Brisbane/10/2007 (H3N2), um virus similar a
A/Brisbane/10/2007 (H3N2), B/Flérida/4/2006 ou um virus similar a
B/Flérida/4/2006.

Outra combinagdo exemplar pode incluir VLPs de duas ou mais
cepas ou subtipos selecionados a partir do grupo compreendendo
A/Indonésia/5/2005, um virus similar a A/Indonésia/5/2005,
A/Vietna/1194/2004, um virus similar a A/Vietna/1194/2004, A/Anhui/1/05,
um virus similar a A/Anhui/l/05, A/ganso/Guiyang/337/2006, virus similar a



10

15

20

25

30

75

A/ganso/Guiyang/337/2006, A/galinha/Shanxi/2/2006, ou um virus similar a
A/galinha/Shanxi/2/2006. Outra combinagdo exemplar pode incluir VLPs de
A/Galinha/ltalia/13474/99 (H7 tipo) ou cepas de gripe de A/Galinha/British
Columbia/04 (H7N3).

Outra combinagdo exemplar pode incluir VLPs de
A/Galinha/Hong-kong/G9/97 ou A/Hong-kong/1073/99. Outra combinagio
exemplar pode compreender VLPs de A/llhas Salom&o/3/2006. Outra com-
binagdo exemplar pode compreender VLPs de A/Brisbane/10/2007. Outra
combinagdo exemplar pode compreender VLPs de A/Wisconsin/67/2005.
Outra combinagéo exemplar pode compreender VLPs das cepas ou subtipos
B/Malasia/2506/2004, B/Fl6rida/4/2006 ou B/Brisbane/3/2007.

As duas ou mais VLPs podem ser expressas individualmente, e
as VLPs purificadas ou semipurificadas subsequentemente combinadas. Al-
ternadamente, as VLPs podem ser coexpressas no mesmo hospedeiro, por
exemplo, uma planta. As VLPs podem ser combinadas ou produzidas em
uma proporgdo desejada, por exemplo, cerca de proporgdes equivalentes,
ou podem ser combinadas de tal maneira que um subtipo ou cepa compre-
ende a maioria das VLPs na composigao.

Portanto, a invencéo proporciona composi¢cdes compreendendo
VLPs de duas ou mais cepas ou subtipos.

VLPs de virus envelopados geralmente adquirem seu envelope
a partir da membrana que elas originam. As membranas de plasma de plan-
ta ttm um complemento de fitosterol que pode ter efeitos imunoestimulato-
rios. Para investigar esta possibilidade, VLPs H5 produzidas de planta foram
administradas em animais na presenga ou auséncia de um adjuvante, e a
HAI (resposta de anticorpo de inibicdo de hemaglutinagdo) determinada (Fi-
guras 22A, 22B). Na auséncia de VLPs H5 produzidas de planta adicionadas
de adjuvante demonstra uma HAI significante, indicativa de uma resposta
imune sistémica para administragdo do antigeno. Além disso, os perfis de
isotipo de anticorpo de VLPs administradas na presenga ou auséncia de ad-
juvante sao similares (Figura 23 A).

A Tabela 5 lista sequéncias providas em varias concretizagdes
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da invengao.

Tabela 5: Descrigdo de sequéncia para identificadores de sequéncia.

SEQ ID No Descrigdo da Sequéncia Na Revelagao
1 Terminal-N H1 fragmento Figura 5 a
2 Terminal-C H1 fragmento Figura 5b
3 H5 sequéncia de codificagédo Figura 6
4 iniciador Plato-443c Figura 7a
8 iniciador SpHA(Ind)-Plasto.r Figura 7b
6 iniciador Plasto-SpHA(Ind).c Figura 7¢
7 iniciador HA(Ind)-Sac.r Figura 7d
8 Sequéncia do cassete de expressio Figura 1

baseado em alfafa plastocianina usa-

do para a expressao de H1
9 HAI sequéncia de peptideo (A/Nova Figura 8a
Caled6nia/20/99)
10 HAS5 sequéncia de peptideo Figura 8b
(A/Indonésia/5/2006)

11 Gripe A Subtipo H7 sequéncia de co- Figura 9

dificagédo (A/galinha/Nova York/1995)
12 Gripe A Subtipo H2 sequéncia de co- Figura 10a

dificagao (A/pato silvestre de aren-
que/DE/677/88 (H2N8))
13 Gripe A Subtipo H3 sequéncia de co- Figura 10b
dificagédo (A/Texas/32/2003)

14 Gripe A Subtipo H4 sequéncia de co- Figura 10c

dificagao (A/pato silvestre do hemisfé-

rio norte/MN/33/00)
15 Gripe A Subtipo H5 sequéncia de co- Figura 10d
dificagao (A/pato/Shanghai/1/2000)
16 Gripe A Subtipo H6 sequéncia de co- Figura 10e
dificagcdo (A/rabijunco do nor-
te/TX/828189/02)
17 Gripe A Subtipo H8 sequéncia de co- Figura 10f
dificagao
(A/Peru/Ontario/6118/68(H8N4))
18 Gripe A Subtipo H9 sequéncia de co- Figura 10g
dificagdo (A/shoveler/Ird/G54/03)
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SEQ ID No Descrigdo da Sequéncia Na Revelagao
19 Gripe A Subtipo H10 seguéncia de Figura 10h
codificagéao
(A/galinha/Alemanha/N/1949(HiON 7))
20 Gripe A Subtipo HIl sequéncia de co- Figura 10i
dificagao
(A/pato/Inglaterra/56(H11N6))
21 Gripe A Subtipo HI2 sequéncia de co- Figura 10j
dificagé@o (A/pato/Alberta/60/76(H
12N5))
22 Gripe A Subtipo HI3 sequéncia de co- Figura 10k
dificagao (A/Pato silvestre
/Maryland/704/77(H13N6) )
23 Gripe A Subtipo H14 sequéncia de Figura 101
codificagdo (A/Pato silvestre do he-
misfério norte/Gurjev/263/82)
24 Gripe A Subtipo HI5 sequéncia de co- Figura 10m
dificagao (A/pato/Australia/341/83
(H15N8))
25 Gripe A Subtipo HI6 sequéncia de co- Figura 10n
dificagédo (A/pato silvestre de cabega
preta/Suécia/5/99(H16N3))
26 Gripe B HA sequéncia de codificagdo Figura 100
(B/Lee/40)
27 Gripe C HA sequéncia de codificagao Figura 10p
(C/Johannesburg/66)
28 Completa HAO H1 sequéncia Figura 5c
29 Iniciador Xmal-pPlas.c Figura 10q
30 Iniciador Sacl-ATG-pPlas.r Figura 10r
31 Iniciador Sacl-PlasTer.c Figura 10s
32 Iniciador EcoRI-PlasTer.r Figura 10t
33 A/Nova Caled6nia/20/99 (H1N1) Figura 16
GenBank Accession No. AY289929
34 M. Sativa proteina disulfide isomerase Figura 17
GenBank Accession No. Z11499
35 A/.Porto Rico/8/34 (H1N1) GenBank Figura 18

Accession No. NC_002016.1
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SEQID No

Descricao da Sequéncia

Na Revelagao

36

Clone 774: DNA de Dralll a Sacl com-
preendendo regido regulatéria de
plastocianina operativamente ligada a
sequéncia que codifica HA de 59/2007
(H1N1)

Figura 28

37

Clone 775: DNA de Dralll a Sacl com-
preendendo regido regulatéria de
plastocianina operativamente ligada a
sequéncia que codifica HA de A/llhas
Salomao 3/2006 (H1N1)

Figura 29

38

Cione 776: DNA de Dralll a Sacl com-
preendendo regido regulatoria de
plastocianina operativamente ligada a
sequéncia que codifica HA de
A/Brisbane 10/2007 (H3N2)

Figura 30

39

Clone 777: DNA de Dralll a Sacl com-
preendendo regido regulatoria de
plastocianina operativamente ligada a
sequéncia que codifica HA de
A/Wisconsin/67/2005 (H3N2)

Figura 31

40

Clone 778: DNA de Dralll a Sacl com-
preendendo regiao regulatéria de
plastocianina operativamente ligada a
sequéncia que codifica HA de
B/Malasia/2506/2004

Figura 32

41

Clone 779: DNA de Dralll a Sacl com-
preendendo regiao regulatéria de
plastocianina operativamente ligada a
sequéncia que codifica HA de
B/Flérida/4/2006

Figura 33

42

Clone 780: DNA de Dralll a Sacl com-
preendendo regido regulatéria de
plastocianina operativamente ligada a
sequéncia que codifica HA de
A/Singapura/1/57 (H2N2)

Figura 34




SEQ ID No

Descrigao da Sequéncia

Na Revelagao

43

Clone 781: DNA de Dralll a Sacl com-
preendendo regido regulatéria de
plastocianina operativamente ligada a
sequéncia que codifica HA de
A/Anhui/1/2005 (H5N1)

Figura 35

44

Clone 782: DNA de Dralll aSacl com-
preendendo regido regulatoria de
plastocianina operativamente ligada a
sequéncia que codifica HA de
AlVietna/1194/2004 (H5N1)

Figura 36

45

Clone 783: DNA de Dralll a Sacl com-
preendendo regiao regulatéria de
plastocianina operativamente ligada a
sequéncia que codifica HA de A Cer-
ceta/Hong-kong/W312/97 (HEN1)

Figura 37

46

Clone 784: DNA de Dralll a Sacl com-
preendendo regido regulatéria de
plastocianina operativamente ligada a
sequéncia que codifica HA de
A/Equino/Praga/56

(H7N7)

Figura 38

47

Clone 785: DNA de Dralll a Sacl com-
preendendo regido regulatéria de
plastocianina operativamente ligada a
sequéncia que codifica HA de
A/Hong-kong/107 3/99 (HIN2)

Figura 39

48

Clone 74 Sequéncia de aminoacido
de HA A/Brisbane/59/2007 (H1N1)

Figura 40A

49

Clone 775 HA sequéncia de aminoa-
cido A/llhas Salomao 3/2006 (H1N1)

Figura 40B

50

Clone 776 HA sequéncia de aminoa-
cido A/Brisbane 10/2007 (H3N2)

Figura 41A

51

Clone 777 HA sequéncia de aminoa-
cido A/Wisconsin/67/2005 (H3N2)

Figura 4 I1B

92

Clone 778 HA sequéncia de aminoa-
cido B/Malasia/2506/2004

Figura 42A

53

Clone 779 HA sequéncia de aminoa-
cido B/Flérida/4/2006

Figura 42B
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SEQ ID No

Descricao da Sequéncia

Na Revelagao

54

Clone 780 HA sequéncia de aminoa-
cido /Singapura/1/57 (H2N2)

Figura 43A

55

Clone 781 HA sequéncia de aminoa-
cido A/Anhui/1/2005 (H5N1)

Figura 43 B

56

Clone 782 HA sequéncia de aminoa-
cido A/Vietna/1194/2004 (H5N1)

Figura 44A

57

Clone 783 HA sequéncia de aminoa-
cido A/Cerceta/Hong-kong/W312/97
(H6N1)

Figura 44B

58

Clone 784 HA sequéncia de aminoa-
cido A/Equino/Praga/56 (H7N7)

Figura 45A

59

Clone 785 HA sequéncia de aminoa-
cido A/Hong-kong/1073/99 (HON2)

Figura 45B

60

HA cassete de expressao compreen-
dendo promotor de alfafa plastociani-
na e 5' UTR, sequéncia de codificagéo
de hemaglutinina de H5 de
Al/Indonésia/5/2005 (Construcao #
660), alfafa plastocianina 3' UTR e
sequéncias terminadoras

Figura 51

61

HA cassete de expressdo compreen-
dendo promotor de alfafa plastociani-
na e 5' UTR, hemaglutinina sequéncia
de codificagao of H1 de A/Nova Cale-
dénia/20/1999 (Construgao # 540) ,
alfafa plastocianina 3' UTR e sequén-
cias terminadoras

Figura 52

62

HA cassete de expressdo compreen-
dendo promotor de alfafa plastociani-
na e 5' UTR, sequéncia de codificagéo
de hemaglutinina de H1 de
A/Brisbane/59/2007 (construgéo
#774), alfafa plastocianina 3' UTR e
sequéncias terminadoras

Figura 53
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63

na e %' UTR, sequéncia de codificagdo

HA cassete de expressao compreen-
dendo promotor de alfafa plastociani-

de hemaglutinina de H1 de A/llhas
Salom&o/3/2006 (H1N1) (construgdo
#775), alfafa plastocianina 3' UTR e
sequéncias terminadoras

Figura 54

64

HA cassete de expressdo compreen-
dendo promotor de alfafa plastociani-
na e 5' UTR, sequéncia de codificagdo
de hemaglutinina de H2 de
A/Singapura/1/57 (H2N2) (construgéao
# 780), alfafa plastocianina 3' UTR e
sequéncias terminadoras

Figura 55

65

HA cassete de expressdo compreen-
dendo promotor de alfafa plastociani-
na e §5' UTR, sequéncia de codificagao
de hemaglutinina de H5 de
A/Anhui/1/2005 (H5N1) (Construgéo*
781), alfafa plastocianina 3' UTR e
sequéncias terminadoras

Figura 56

66

HA cassete de expressdo compreen-
dendo promotor de alfafa plastociani-
na e 5' UTR, sequéncia de codificagédo
de hemaglutinina de H5 de
A/Vietna/1194/2004 (H5N1) (Constru-
cao # 782), alfafa plastocianina 3'
UTR e sequéncias terminadoras

Figura 57

67

HA cassete de expressdo compreen-
dendo promotor de alfafa plastociani-
na e §' UTR, sequéncia de codificagédo
de hemaglutinina de H6 de
A/Cerceta/Hong Kong/W312/97
(H6N1) (Construgao # 783), alfafa
plastocianina 3' UTR e sequéncias

terminadoras

Figura 58
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Descri¢cdao da Sequéncia

Na Revelacao

68

HA cassete de expressdo compreen-
dendo promotor de alfafa plastociani-
na e 5' UTR, sequéncia de codificagado
de hemaglutinina de H9 de A/Hong
Kong/1073/99 (HON2) (Construgdo
#785), alfafa plastocianina 3' UTR e
terminador de sequéncias

Figura 59

69

HA cassete de expressdo compreen-
dendo promotor de alfafa plastociani-
na e 5' UTR, sequéncia de codificacdo
de hemaglutinina de H3 de
A/Brisbane/10/2007 (H3N2), alfafa
plastocianina 3' UTR e sequéncias
terminadoras

Figura 60

70

HA cassete de expressdo compreen-
dendo promotor de alfafa plastociani-
na e ' UTR, sequéncia de codificagdo
de hemaglutinina de H3 de
A/Wisconsin/67/2005 (H3N2), alfafa
plastocianina 3' UTR e sequéncias
terminadoras

Figura 61

71

HA cassete de expressdo compreen-
dendo promotor de alfafa plastociani-
na e 5' UTR, sequéncia de codificagdo
de hemaglutinina de H7 de
A/Equino/Praga/56 (H7N7), alfafa
plastocianina 3' UTR e sequéncias
terminadoras

Figura 62

72

HA cassete de expressdo compreen-
dendo promotor de alfafa plastociani-
na e ' UTR, sequéncia de codificagdo
de hemaglutinina de HA de
B/Malasia/250672004, alfafa plastoci-
anina 3' UTR e sequéncias terminado-
ras

Figura 63 -
prognostico
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73 HA cassete de expressao compreen- Figura 64
dendo promotor de alfafa plastociani-
na e 5' UTR, sequéncia de codificagdo
de hemaglutinina de HA de
B/Flérida/4/2006, alfafa plastocianina
3' UTR e sequéncias terminadoras

74 Consenso de SEQ ID NO: 49,48, 33 e Figura 65
9
75 Sequéncia de aminoacido de H1 Nova Figura 67

Caledbnia (AAP34324.1) codificada
por SEQ ID NO: 33
76 Sequéncia de aminoacido de H1 Porto Figura 68
Rico (NC_0409878.1) codificada por
SEQ ID NO: 35

A invengao sera agora descrita em detalhes por meio de refe-
réncia somente aos seguintes exemplos nao-limitativos.

Métodos e Materiais

1. Conjunto de cassetes de expressio

Todas as manipulagbes foram feitas usando os protocolos de
biologia molecular gerais de Sambrook e Russell (2001; que € aqui incorpo-
rado por referéncia). A primeira etapa de clonagem consiste na montagem
de um plasmideo receptor contendo elementos regulatérios a montante e a
jusante do gene de alfafa plastocianina. O promotor de plastocianina e
5'UTR sequéncias foram amplificados de DNA gendmico de alfafa usando
iniciadores de oligonucleotideo Xmal-pPlas.c (SEQ ID NO: 29; Figura 10Q) e
Sacl-ATG-pPlas.r (SEQ ID NO: 30; Figura 10R). O produto de amplificacéo
resultante foi digerido com Xmal e Sacl e ligado em pCAMBIA2300 (Cambia,
Canberra, Australia), previamente digerido com as mesmas enzimas, para
criar pPCAMBIApromo Plasto. Similarmente, as 3'UTR sequéncias e termina-
dor do gene de plastocianina foram amplificados de DNA gendmico de alfafa
usando os seguintes iniciadores: Sacl-PlasTer.c (SEQ ID NO: 31; Figura
10S) e EcoRI-PlasTer.r (SEQ ID NO: 32; Figura 10T), e o produto foi digeri-
do com Sacl e EcoRI antes de ser inserido nos mesmos locais de pCAMBI-
ApromoPlasto para criar pPCAMBIAPIlasto.
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A estrutura de leitura aberta do H1 gene de cepa de Gripe
A/Nova Caledbnia/20/99 (H1N1) foi sintetizada em dois fragmentos (Planta
Biotechnology Institute, National Research Council, Saskatoon, Canada). Um
primeiro fragmento sintetizado corresponde a sequéncia de codificagdo H1
tipo selvagem (GenBank ace. No. AY289929; SEQ ID NO: 33; Figura 16)
carecendo de sequéncia de codificagdo de peptideo de sinal na 5' extremi-
dade e a sequéncia de codificagdo de dominio de transmembrana na
3'extremidade. Um local de restrigdo Bglll foi adicionado na 5' extremidade
da sequéncia de codificagdo e um local dual Sacl/Stul foi adicionado imedia-
tamente a jusante do cédon de parada na 3' extremidade de terminal do
fragmento, para produzir SEQ ID NO: 1 (Figura 5A). Um segundo fragmento
que codifica a extremidade de terminal C da H1 proteina (compreendendo
um dominio de transmembrana e cauda citoplasmica) a partir do local Kpnl
para o cddon de parada, e flanqueada em 3' por locais de restricdo Sacl e
Stul foi também sintetizada (SEQ ID NO. 2; Figura 5B).

O primeiro H1 fragmento foi digerido com Bglll e Sacl e clonado
nos mesmos locais de um vetor binario (PCAMBIAPIasto) contendo o promo-
tor de plastocianina e 5'UTR fundido ao peptideo de sinal de gene de alfafa
proteina dissulfeto isomerase (PDI) (nucleotideos 32-103; Accession No.
Z11499; SEQ ID NO: 34; Figura 17) resultando em um gene quimérico PDI-
H1 a jusante dos elementos regulatérios de plastocianina. A sequéncia do
cassete baseado em plastocianina contendo o peptideo de sinal PDI é apre-
sentada na Figura 1 (SEQ ID NO:8). O plasmideo resultante contém regido
de codificagéo H1 fundida ao peptideo de sinal PDI e flanqueada pelos ele-
mentos regulatérios de plastocianina. A adigcdo da regido de codificagédo de
extremidade de terminal C (que codifica 0 dominio de transmembrana e a
cauda citoplasmica) foi obtida por insergéo do fragmento sintetizado (SEQ ID
NO: 2; Figura 5B) previamente digerida com Kpnl e Sacl, no plasmideo de
expressdo H1. O plasmideo resultante, denominado 540, é apresentado na
Figura 11 (também vide Figura 2A).

2. Conjunto de cassete de expresséo de H5

Um fragmento que codifica hemaglutinina de cepa de Gripe
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AlIndonésia/5/05 (H5N1; Ace. No. LANLISDN125873) foi sintetizado por E-
poch Biolabs (Sugar Land, TX, USA). O fragmento produzido, contendo a
regido de codificagdo completa de H5 incluindo o peptideo de sinal nativo
flanqueado por um local Hindlll imediatamente a montante do ATG inicial, e
um local Sacl imediatamente a jusante do cdédon de parada (TAA), é apre-
sentado em SEQ ID NO: 3 (Figura 6). A regido de codificagdo H5 foi clonada
em um cassete de expressdo baseado em plastocianina pelo método de li-
gacao baseado em PCR apresentado em Darveau et al. (1995). Brevemen-
te, uma primeira amplificagdo de PCR foi obtida usando iniciadores Plato-
443c (SEQ ID NO: 4; Figura 7A) e SpHA(Ind)-Plasto.r (SEQ ID NO:5; Figura
7B) e pCAMBIA promoPlasto como gabarito. Em paralelo, uma segunda
amplificagéo foi realizada com iniciadores Plasto-SpHA(Ind).c (SEQ ID NO:
6; Figura 7C) e HA(Ind)-Sac.r (SEQ ID NO:7; Figura 7D) com fragmento de
codificagdo de H5 como gabarito. A amplificagio obtida de ambas reacdes
foram misturadas e a mistura serviu como gabarito para uma terceira reacio
(reagdo de agrupamento) usando Plato-443c (SEQ ID NO: 4; Figura 7A) e
HA(Ind)-Sac.r (SEQ ID NO: 7; Figura 7D) como iniciadores. O fragmento re-
sultante foi digerido com BamHI (no promotor de plastocianina) e Sacl (na
3'extremidade do fragmento) e clonado em pCAMBIAPlasto previamente
digerido com as mesmas enzimas. O plasmideo resultante, denominado
660, € apresentado na figura 2B (também vide Figura 11).

O cassete que codifica a forma solivel de H1 foi preparado por
substituigdo da regido que codifica 0 dominio de transmembrana e a cauda
citoplasmica no 540 por um fragmento que codifica o zipper de leucina zip-
per GCN4 p11 variante (Harbury et al.,, 1993, Science 1993; 262: 1401-
1407). Este fragmento foi sintetizado com flanqueamento de locais de Kpnl e
Sacl para facilitar clonagem. O plasmideo resultante desta substituicio foi
denominado 544 e o cassete de expressao € ilustrado na figura 11.

Uma fus&o entre o virus etch de tabaco (TEV)5'UTR e a estrutu-
ra de leitura aberta do gene da Gripe A/PR/8/34 MI (Ace. # NC_002016) foi
sintetizada com um flanqueamento de local Sacl adicionado a jusante do

cddon de parada. O fragmento foi digerido com Swal (no TEV 5'UTR) e Sacl,
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e clonado em um cassete de expressdo baseado em 2X35S/TEV em um
plasmideo binario pPCAMBIA. O plasmideo resultante perfura a regido de co-
dificagdo M1 sob o controle de um promotor 2X35S/TEV e 5'UTR e o termi-
nador NOS (construgéao 750; figura 11).

Uma constru¢gdo HcPro (35HcPro) foi preparada conforme des-
crito em Hamilton et al. (2002). Todos os clones foram sequenciados para
confirmar a integridade das construgoes.

Os plasmideos foram usados para transformar Agrobacteium
tumefaciens (AGL1; ATCC, Manassas, VA 20108, USA) por eletroporagéo
(Mattanovich et al.,, 1989). A integridade de todos as cepas A. tumefaciens
foi confirmada por mapeamento de restric3o.

3. Preparacao de biomassa de planta, inoculum, agroinfiltracdo, e coleta

Plantas de Nicotiana benthamiana ou Nicotiana tabacum foram
crescidas de sementes em superficies planas preenchidas com um substrato
de musgo de turfa comercial. As plantas foram permitidas crescerem na es-
tufa sob um fotoperiodo 16/8 e um regime de temperatura de 25°C dia/20°C
noite. Trés semanas ap6s semeadura, as plantinhas individuais foram cap-
tadas, transplantadas em potes e deixadas crescerem na estufa por trés se-
manas adicionais sob as mesmas condigbes ambientais. Antes da transfor-
macado, mudas apicais e axilares foram removidas em varios momentos con-
forme indicado abaixo, ou por aperto das mudas a partir da planta, ou por
tratamento quimico da planta.

Agrobacteria transfectada com construgdes 660, 540, 544, 750
ou 35SHcPro foram crescidas em um meio YEB suplementado com acido 2-
[N-morfolino]etanosulfénico a 10 mM (MES), acetosiringone a 20 uM, 50
pg/ml de kanamicina e 25 pg/ml de carbenicillin p H 5,6 até eles alcangarem
um OD600 entre 0,6 e 1,6. Suspensdes de Agrobacterium foram centrifuga-
das antes de uso e ressuspensas em meio de infiltragdo (MgCl, a 10 mM e
MES a 10 mM pH 5,6). Infiltragdo em seringa foi realizada conforme descrito
por Liu e Lomonossoff (2002, Journal of Virological Métodos, 105:343-348).
Para infiltragdo de vacuo, suspensdes de A. tumefaciens foram centrifuga-

das, ressuspensas no meio de infiltracdo e armazenadas durante a noite a
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4°C. No dia de infiltragao, as bateladas de cultura foram diluidas em 2,5 vo-
lumes de cultura e permitidas aquecer antes de uso. As plantas totais de N.
benthamiana ou N. tabacum foram colocadas de cabega para baixo na sus-
pensao bacterial em um tanque de ago inoxidavel hermético a ar sob um
vacuo de 2,67 kPa a 5,14 kPa (20-40 Torr) por 2 min. Em seguida a infiltra-
¢ao de seringa ou vacuo, as plantas foram retornadas para a estufa por 4 a 5
dias de periodo de incubacio até coleta.

4. Amostragem de folha e extracdo de proteina total

Em seguida a incubagéo, a parte aérea das plantas foi coletada,
congelada a -80°C, trituradas em pecas. As proteinas sollveis totais foram
extraidas por homogeneizagéo (Polytron) cada amostra de material triturado
congelado de material de planta em 3 volumes de frio 50 mM de Tris pH 7,4,
NaCl a 0,15 M, e fluoreto de fenilmetanossulfonila a 1 mM. Apés homoge-
neizago, as pastas fluidas foram centrifugadas a 20.000 g por 20 min a 4°C
e estes extratos brutos clareados (sobrenadante) mantidos para analise. O
teor de proteina total de extratos brutos clareados foi determinado por ensaio
de Bradford (Bio-Rad, Hercules, CA) usando albumina de soro bovino como
o padrao de referéncia.

5. Cromatografia de exclusido de tamanho de extrato de proteina

Gotas de alta resolugdo de colunas de cromatografia de exclu-
sdo de tamanho (SEC) de 32 ml Sephacryl® S-500 (S-500 HR : GE Health-
care, Uppsala, Suécia, Cat. No. 17-0613-10) foram acondicionadas e equili-
bradas tamp&o de equilibrio/eluigéo (Tris a 50 mM pH8, NaCl a 150 mM).
Um mililitro e meio de extrato de proteina bruto foi carregado na coluna, se-
guido por uma etapa de eluigdo com 45 ml de tampao de equilibrio/eluicdo.
A eluigdo foi coletada em fragdes de 1,5 ml de teor relativo de proteina de
fragdes eluidas foi monitorado por mistura de 10 uL da fragdo com 200 pL de
reagente de corante de proteina Bio-Rad diluido (Bio-Rad, Hercules, CA). A
coluna foi lavada com 2 volumes de coluna de NaOH 0,2 N, seguido por 10
volumes de coluna de Tris a 50 mM pH8, NaCl a 150 mM, 20% de etanol.
Cada separacéo foi seguida por uma calibragdo da coluna com Blue Dextran
2000 (GE Healthcare Bio-Science Corp., Piscataway, NJ, USA). Os perfis de
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eluigdo de Blue Dextran 2000 e proteinas soliveis hospedeiras foram com-
parados entre cada separagdo para assegurar uniformidade dos perfis de
eluicdo entre as colunas usadas.

6. Analise de Proteina e "Imunoblotting"

As concentragdes da proteina foram determinadas pelo ensaio
de proteina BCA (Pierce Biochemicals, Rockport IL). As proteinas foram se-
paradas por SDS-PAGE sob condigdes de redugdo e manchadas com Coo-
massie Blue. Os géis manchados foram escaneados e andlise de densitome-
tria realizada usando-se ImageJ Software (NIH).

As proteinas de fragdo de eluicdo de SEC foram precipitadas
com acetona (Bollag et al., 1996), ressuspensas em 1/5 volume em tampao
de equilibrio/elui¢ido e separadas por SDS-PAGE sob condigées de redugao
e eletrotransferidas em membranas de polivinileno difluoreto (PVDF) (Roche
Diagnostics Corporation, Indianapolis, IN) para imunodetecgdo. Antes de
imunoblotting, as membranas foram bloqueadas com 5% de leite escumado
e 0,1% de Tween-20 em solugdo salina Tris-tamponada (TBS-T) por 16-18
horas a 4°C.

"Imunoblotting” foi realizado por incubagdo com um anticorpo
adequado (Tabela 6), em 2 pg/ml em 2% de leite escumado em TBS-Tween
20 0,1%. Os anticorpos secundarios usados para detecgdo de quimilumines-
céncia foram conforme indicado na Tabela 4, diluidos conforme indicado em
2% de leite escumado em TBS-Tween 20 0,1 %. Complexos imunorreativos
foram detectados por quimiluminescéncia usando luminol como o substrato
(Roche Diagnostics Corporation). Conjugagdo de peroxidase-enzima de ra-
bano de anticorpo IgG humano foi efetuada pelo uso do kit de conjugacéo
EZ-Link Plus® Peroxidase Ativada (Pierce, Rockford, IL).
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Tabela 6: Condicoes de eletroforese, anticorpos, e diluicdes para "imunoblot-

ting" de proteinas expressas.

HA Cepa de | Condigéo | Anticorpo | Diluigdo |Anticorpo | Diluigdo
Subtipo gripe |de eletro-| primario secunda-
forese rio
H1 A/Brisban | Redugao |FII10-150| 4 ug/ml Cabra 1:100
e/59/2007 antica-
(H1N1) mumdon-
go (JIR
115-035-
146)
H1 Alllhas | Redugdo | NIBSC 1:2000 | Coelho 1:100
Salo- 07/104 anti-
mao/3/20 ovelha
06 (JIR 313-
(H1N1) 035-045)
H1 A/Nova | Redugéao [FIl 10-150| 4 Ug/mi Cabra 1:100
Caled6- antica-
nia/20/99 mundon-
(H1N1) go (JIR
115-035-
146)
H2 A/Singap Nao- NIBSC 1:1000 Coelho 1:100
ura/1/57 | redugao | 00/440 anti-
(H2N2) ovelha
(JIR 313-
035-045)
H5 Al/lndonés| Redugédo | ITCIT- | 1:4000 Cabra 1:100
ia/5/2005 003-005V anti-
(H5N1) Coelho
(JIR 111-
035-144)
H5 A/Anhui/1 | Redugao | NIBSC 1:750 Coelho 1:100
/2005 07/338 anti-
(H5N1) ovelha
(JIR 313-
035-045)
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HA Cepa de | Condigdo | Anticorpo | Diluicdo |Anticorpo | Diluigéo
Subtipo gripe |de eletro-| primario secunda-
forese rio
H5 AlVietna/| Nao- |itcrr-003-| 1:2000 Cabra 1:100
1194/200 | redugao 005 anti-
4 (H5N1) Coelho
JIR111-
035-144)
H6 A/Cerceta| Non- BEINR 1:500 Coelho 1:100
/Hong redugao 663 anti-
Kong/W3 ovelha
12/97 (JIR 313-
(H6N1) 035-045)
H9 A/Hong | Redugédo | NIBSC 1:1000 | Coelho | 1:10 000
Kong/107 07/146 anti-
3/99 ovelha
(H9N2) (JIR 313-
035-045)
Fll: Fitzgerald Industries International, Concord, MA, USA;
NISBIC: National Institute for Biological Standards e Control;
JIR: Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA, USA;
BEINR: Biodefense e emerging infections research resources
repository;

ITC: Immune Technology Corporation, Woodside, NY, USA;

Ensaio de hemaglutinagdo para H5 foi baseado em um método
descrito por Nayak. e Reichl (2004). Brevemente, diluigbes duplas em série
das amostras de teste (100 pL) foram feitas em placas de microtitulagéo de
96 cavidades de fundo em V contendo 100 pL de PBS, deixando 100 pL de
amostras diluidas por cavidade. Cem microlitros de uma suspenséao de célu-
las de sangue vermelhas de peru 0,25% (Bio Link Inc., Syracuse, NY) foram
adicionados a cada cavidade, e as placas foram incubadas por 2 horas a
temperatura ambiente. A reciproca da diluicdo mais alta mostrando hemaglu-
tinagdo completa registrada como atividade de HA. Em paralelo, um padrdo
de HA recombinante (A/Vietna/1203/2004 H5N1) (Protein Science Corporati-

on, Meriden, CT) foi diluido em PBS e operado como um controle em cada
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placa.

7. Ultracentrifugacdo de gradiente de sacarose

Um mililitro de fracdes 9, 10 e 11 eluiu a partir de cromatografia
de filtrag@o de gel em biomassa contendo H5 foram reunidas, carregadas em
um gradiente de densidade de sacarose descontinua de 20-60% (p/v), e
centrifugadas 17,5 horas a 125 000 g (4°C).

O gradiente foi fracionado em 19 3-ml de fragdes comegando da
parte superior, e dializado para remover sacarose antes da analise imunolo6-
gica e ensaios de hemaglutinagéo.

8. Miscroscopia de elétron

FragGes de eluicdo de SEC a serem observadas por microscopia
de elétron (EM) foram primeiro concentradas usando-se 30 MWCO de uni-
dades de ultrafiltracdo (Millipore, Billerica, MA, USA). As fragbes concentra-
das foram fixadas em PBS pH 7,4 contendo 2% de glutaraideido por 24 ho-
ras a 4°C. Uma vez fixadas, as amostras foram adsorvidas em grades de
niquel de malha 200 revestidas com Formvar (Canemco, Lakefield, Canada)
por 2 min, e as grades foram lavadas duas vezes com agua deionizada an-
tes de serem manchadas em 1% de acido fosfotungsténico. A observacao foi
realizada sob transmisséo de microscopia de elétron em ampliages varian-
do de 10.000X a 150.000X (para imagens nas Figuras 4A e 4B).

Alternadamente, cem microlitros das amostras a serem exami-
nadas foram colocadas em um tubo de centrifugagdo Airfuge (Beckman Ins-
truments, Palo Alto, CA, USA). Uma grade foi colocada no fundo do tubo que
foi entdo centrifugado 5 min a 120 000 g. A grade foi removida, brandamente
secada, e colocada em uma gota de 3% de acido fosfotungsténico a pH 6
para manchamento. As grades foram examinadas em um microscépio de
elétron de transmisséo Hitachi 7100 (TEM) (para imagens nas Figuras 14B,
15B e 15C).

Para imagens na Figura 19, blocos de Folha de aproximadamen-
te 1 mm?® foram fixados em PBS contendo 2,5% de glutaraldeido e lavados
em PBS contendo 3% de sacarose antes de uma etapa de pds-fixagdo em

1,33% de tetroxido de ésmio. Amostras fixadas foram embutidas em resina
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Spurr e camadas ultradelgadas foram assentadas em uma grade. As amos-
tras foram positivamente manchadas com 5% de uranil acetato e 0,2% de
citrato de chumbo antes da observagdo. As grades foram examinadas em
um microscoépio de elétron de transmissao Hitachi 7100 (TEM).

9. Analise de lipideo de membrana de plasma

Membranas de plasma (PM) foram obtidas de folhas de tabaco e
células BY2 cultivadas apés fracionamento de célula de acordo com Mon-
grand et al. por divisdo de um sistema de duas fases de polimero aquoso
com polietileno glicol 3350/dextran T- 500 (6,6% cada). Todas as etapas
foram realizadas a 4 °C. os lipideos foram extraidos e purificados de fragdes
diferentes de acordo com Bligh e Dyer. Lipideos polares e neutros foram se-
parados por HP-TLC monodimensional usando os sistemas de solvente des-
critos em Lefebvre et al.

Os lipideos de fragdes de PM foram detectados apés mancha-
mento com acetato de cobre conforme descrito por Macala et al. Os lipideos
foram identificados por comparagéo de seu tempo de migragdo com aqueles
de padrdes (todos os padrées foram obtidos de Sigma-Aldrich, St-Louis, MO,
USA, exceto para SG que foi obtido de Matreya, Pleasant Gap, PA, USA).
10. Purificacdo de H5 VLP

660 folhas infiltradas congeladas de N. benthamiana foram ho-

mogeneizadas em 1,5 volumes de 50 mM de Tris pH 8, NaCl 150 mM e
0,04% de sddio meta-bisulfeto usando um misturador comercial. O extrato
resultante foi suplementado com 1 mM de PMSF e ajustado a pH 6 com &ci-
do acético 1 M antes de ser aquecido a 42°C por 5 min. Terra diatomacea
(DE) foi adicionada ao extrato tratado com calor para adsorver os contami-
nantes precipitados pela alteragdo do pH e tratamento de calor, e a pasta
fluida foi filtrada através de um filtro de papel Whatman. O extrato clareado
resultante foi centrifugado a 10.000 x g por 10 minuto a temperatura ambien-
te para remover DE residual, passado através de 20 filtros 0.8/0.2 urn Acro-
pack e carregado em uma coluna de afinidade de fetuin-agarose (Sigma-
Aldrich, St-Louis, MO, USA). Em seguida a etapa de lavagem em 400 mM de
NaCl, 25 mM de Tris pH 6, proteinas ligadas foram eluidas com 1,5 M NaCl,
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50 mM de MES pH 6. A VLP eluida foi suplementada com Tween-80 a uma
concentragao final de 0,0005% (v/v). A VLP foi concentrada em uma mem-
brana de 100 kDa MWCO Amicon, centrifugada a 10.000 x g por 30 minutos
a 4°C e ressuspensa em PBS pH 7,4 com 0,01% de Tween-80 e 0,01% de
timerosal. As VLPs suspensas foram filtradas-esterilizadas antes de uso.

11. Estudos de animal

Camundongos

Estudos na resposta imune a administragdo de VLP de Gripe
foram realizados com camundongos BALB/c fémeas de 6-8 semanas de i-
dade (Charles River Laboratories). Setenta camundongos foram aleatoria-
mente divididos em quatorze grupos de cinco animais. Todos os grupos fo-
ram usados para imunizagao intramuscular e seis grupos foram usados para
testar rota intranasal de administragdo. Todos os grupos foram imunizados
em um regimento de duas doses, a imunizagdo de impulso sendo feita 3
semanas em seguida a primeira imunizagao.

Para administragdo intramuscular em pernas de corga, camun-
dongos nao-anestesiados foram imunizados com a vacina VLP H5 produzida
de planta (0,1, 1, 5 ou 12 corte), ou um antigeno (HA) de hemaglutinina de
controle. O HA de controle compreende hemaglutinina soltivel recombinante
produzida baseada na cepa A/Indonésia/5/05 H5N1 e purificado de 293 cul-
turas de célula (Immune Technology Corp., Nova York, USA) (usada a 5 ug
por inje¢ao a menos que de outro modo indicado). Controle de tampéo foi
PBS. Estes antigeno consiste de aminoacidos 18-530 da proteina de HA, e
tem uma His-etiqueta e um local de clivagem modificado. A microscopia de
elétron confirmou que este produto comercial ndo esta na forma de VLPs.

Para medir o efeito de adjuvante, dois grupos de animais foram
imunizados com 5 pg de vacina de VLP H5 produzida por planta mais um
volume Alhidrogel 2% (alume, Accurate Chemical & Scientific Corporation,
Westbury, NY, US) ou com 5 pg de hemaglutinina recombinante purificada
de 293 culturas de célula mais 1 volume de alume. Setenta camundongos
foram aleatoriamente divididos em quatorze grupos de cinco animais. Oito

grupos foram usados para imunizagdo intramuscular e seis grupos foram



10

15

20

25

30

94

usados para testar rota intranasal de administragéo. Todos os grupos foram
imunizados de acordo com um regime de impulso, a imunizagdo de impulso
realizada 3 semanas em seguida a primeira imunizagao.

Para administragdo intramuscular em pernas de corca, camun-
dongos ndo-anestesiados foram imunizados com a VLP H5 produzida de
planta (0,1, 1, 5 ou 12 pg), ou o antigeno de hemaglutinina de controle (HA)
(5 pg) ou PBS. Todas as preparagbes de antigeno foram misturadas com
Alhidrogel 1% (alume, Accurate Chemical & Scientific Corporation, Westbury,
NY, US) em uma proporgdo de volume de 1:1 antes das imunizagdes. Para
medir o efeito de adjuvante, dois grupos de animais foram imunizados com
ou 5 vacina de VLP H5 produzida de planta de corte ou com 5 pg de antige-
no de HA de controle sem qualquer adjuvante.

Para administragdo intranasal, camundongos foram brevemente
anestesiados por inalagdo de isoflurano usando uma camara de indugdo au-
tomatica. Eles foram em seguida imunizados por adigdo de 4 pl de go-
ta/nostril com a vacina de VLP produzida de planta (0,1 ou 1 pg), ou com
antigeno de HA de controle (1 ug) ou com PBS. Todas as preparagdes de
antigeno foram misturadas com chitosan glutamato 1% (Protosan, Novama-
trix/ FMC BioPolymer, Norway) antes das imunizagdes. Os camundongos em
seguida respiraram nas solugdes. Para verificar o efeito de adjuvante com a
rota intranasal de administragdo, dois grupos de animais foram imunizados
com 1 pg de vacina de VLP H5 produzida de plantas ou com 1 ug de antige-
no HA de controle.

FurGes

Dez grupos de 5 furdes (macho, 18-24 semanas de idade, mas-
sa de aproximadamente 1 kg) foram usados. O tratamento para cada grupo
€ conforme descrito na Tabela 7. O adjuvante usado foi Alhidrogel (alume)
(Superfos Biosector, Denmark) 2% (final=1%). A composi¢do de vacina foi
VLPs de A/Indonésia/5/05 (H5N1) associadas a membrana produzidas con-
forme descrito. O controle de vacina (controle positivo) foi um recombinante
de H5 ligado a membrana glicosilatado de cepa de Indonésia produzida u-

sando-se adenovirus em 293 culturas de célula por Immune Technology
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Corporation (ITC).
Tabela 7. Grupos de tratamento
Grupo n Produto injetado aos a- | Rota de admi- Adjuvante
nimais nistragéo

1 5 PBS (controle negativo) i.m.* -
2 5 Vacina-planta, 1 ug i.m. -
3 8 Vacina-planta, 1 ug i.m. Alume
4 5 Vacina-planta, 5 ug i.m. -
5 5 Vacina-planta, 5 ug i.m. Alume
6 5 Vacina-planta, 7.5 ug i.m. -
7 5 Vacina-planta, 15 ug i.m. -
8 5 Vacina-planta, 15 ug i.m. Alume
9 5 Vacina-planta, 30 ug i.m. -
10 5 Vacina-controle, 5 ug i.m. -

i.m.: intramuscular

Os furdes foram avaliados para saude total e aparéncia (peso
corporeo, temperatura retal, postura, pele, modelos de movimento, respira-
¢ao, excremento) regularmente durante o estudo. Os animais foram imuni-
zados por inje¢do intramuscular (0,5-1,0 de volume total) em quadriceps no
dia 0, 14 e 28; para protocolos incorporando adjuvante, a composi¢do de
vacina foi combinada com Alhidrogel imediatamente antes da imunizagdo em
uma proporgao de volume de 1:1). As amostras de soro foram obtidas no dia
0 antes da imunizagéo, e no dia 21 e 35. Os animais foram sacrificados (a-
nemia/perfuragéo cardiaca) nos dias 40-45, e, os bagos foram coletados e
necropsia realizada.

As titulagdes de anticorpo antigripe podem ser quantificadas em
ensaios ELISA usando-se virus HSN1 homologos ou heterdlogos inativados.

As titulagGes de anticorpo inibitérias de hemaglutinagdo de a-
mostras de soro (pré-imune, dia 21 e dia 35) foram avaliadas por HAI de mi-
crotitulagdo conforme descrito (Aymard et al 1973). Brevemente, os soros
foram pré-tratados com enzima de destruicdo de receptor, inativados com
calor e misturados com uma suspenséo de eritrocitos (células de sangue

vermelhas lavadas-RBC). RBC lavado de cavalo (10%) de Lampire sdo re-
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comendados e considerando-se que o ensaio pode variar dependendo da
fonte do RBC (cavalo-dependente), RBCs lavados de 10 cavalos foram tes-
tados para selecionar a batelada mais sensivel. Alternadamente, RBC de
peru pode ser usado. A titulagdo de anticorpo foi expressa como a reciproca
da diluigdo mais alta que inibe completamente hemaglutinagio.

Titulagbes de HAI reativa cruzada: As titulagbes de HAI de fu-
roes imunizados com uma vacina para a A/indonésia/5/05 (clade 2.1) foram
medidas usando-se cepas inativadas de H5N1 da gripe de outra subclade ou
clade tal como a clade 1 Vietnd cepas A/Vietnd/1203/2004 e
A/Vietnd/1194/2004 ou a A/Anhui/01/2005 (subclade 2.3) ou a
Alperu/Turkey/1/05 (subclade 2.2). Todas as anélises foram realizadas nas
amostras individuais.

Andlise de dados: Analise estatistica (ANOVA) sera realizada
em todos os dados para estabelecer se diferengas entre grupos s3o estatis-
ticamente significantes.

Desenho experimental para desafio letal (camundongos)

Cento e vinte e oito camundongos foram aleatoriamente dividi-
dos em dezesseis grupos de oito animais, um grupo sendo nao-imunizado
entdo desafiado (controle negativo). Todos os grupos foram imunizados via
administragdo intramuscular em um regime de duas doses, a segunda imu-
nizacao sendo feita duas semanas em seguida a primeira imunizagao.

Para administragdo intramuscular em pernas de cervo, camun-
dongos nao-anestesiados foram imunizados com a H5 VLP produzida de
planta (1, 5 ou 15 pg), ou 15 ug de antigeno de controle HA ou PBS. Todas
as preparagoes de antigeno foram misturadas com um volume de Alhidrogel
1% antes das imunizagbes (alume, Accurate Chemical & Scientific Corpora-
tion, Westbury, NY, US).

Durante o periodo de imunizagdo, os camundongos foram pesa-
dos uma vez em uma semana e observados e monitorados para reagdes
locais no local de injegéo.

Vinte e dois dias em seguida a segunda imunizagéo, os camun-

dongos anestesiados foram desafiados intranasalmente (i.n.) em um labora-
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torio contendo BL4 (P4-Jean Merieux-INSERM, Lyon, France) com 4,09 x
10° 50% dose infectiva de cultura de célula (CCID50) de virus da Gripe
A/Turkey/582/06 (gentiimente fornecido por Dr. Bruno Lina, Lyon University,
Lyon, France). Em seguida ao desafio, os camundongos foram observados
para todos os sintomas clinicos e pesados diariamente, sobre um periodo de
quatorze dias. Os camundongos com sintomas de infecgcdo severos e perda
de peso de >25% foram eutanizados apds anestesia.

Coleta de sangue, lavagens de pulmé&o e nasal e coleta de baco

Coleta de sangue de veia safenosa foi realizada quatorze dias
apos a primeira imunizagdo e quatorze dias apds segunda imunizagdo no
animal ndo-anestesiado. O soro foi coletado por centrifugagdo a 8000 g por
10 min.

Quatro semanas apds segunda imunizagdo, os camundongos
foram anestesiados com gas CO, e imediatamente apds terminagéo, pungdo
cardiaca foi usada para coletar sangue. Apos sangria final, um cateter foi
inserido na traquéia nos pulmées e um ml de solugdo de coquetel de inibidor
de PBS-protease frio foi posto em uma seringa lcc fixada ao cateter e injeta-
do nos pulmdes e, em seguida, removido para analise. Este procedimento
de lavagem foi realizado duas vezes. As lavagens do pulmao foram centrifu-
gadas para remover fragmentos celulares. Para lavagens nasais, um cateter
foi inserido na area nasal e 0,5 mi da solugdo de coquetel de inibidor de
PBS-protease foi puxado através do cateter nas passagens nasais e, entdo,
coletada. As lavagens nasais foram centrifugadas para remover fragmentos
celulares. A coleta de bago foi realizada em camundongos imunizados in-
tramuscularmente com 5 pg de vacina produzida de planta com adjuvante,
ou 5 ug de antigeno de H5 recombinante com adjuvante, bem como em ca-
mundongos imunizados intranasalmente com 1 pg de cavina produzida de
planta com adjuvante, ou 1 pg de antigeno de H5 recombinante com adju-
vante. Os bagos coletados foram colocados em RPMI suplementado com
gentamycin e misturado em um tubo cénico de 50 ml com émbolo de uma
seringa de 10 ml. Os bagos misturados foram enxaguados 2 vezes e centri-

fugados a 2000 rpm por 5 min e ressuspensos em tampzo de lisagdo de
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ACK por 5 min a temperatura ambiente. Os esplendcitos foram lavados em
PBS-gentamycin, ressuspensos em 5% de RPMI e contados. Os esplendci-
tos foram usados para ensaio de proliferacéo.

Titulacbes de anticorpo

As titulagdes de anticorpo de antigripe de soro foram medidas
nos 14 dias apos a primeira imunizagdo, bem como 14 e 28 dias ap6s a se-
gunda imunizagdo. A titulagdo foi determinada por ensaio imunosorvente
ligada por enzima (ELISA) usando o virus inativo A/Indonésia/5/05 como o
antigeno de revestimento. As titulagbes de ponto terminal foram expressas
como o valor reciproco da diluicdo mais alta que alcangou um valor OD de
pelo menos 0,1 mais alto do que aquele de amostras de controle negativo.

Para determinagao da classe de anticorpo (IgGl, 1gG2a, IgG2b,
1gG3, IgM), as titulagGes foram avaliadas por ELISA conforme anteriormente
descrito.

Titulacoes de inibicdo de hemaglutinacdo (H1)

As titulagdes de inibicdo de hemaglutinagdo (H1) de soro foram
medidas nos 14 e 28 dias ap6s a segunda imunizagdo conforme anterior-
mente descrito (WHO 2002; Kendal 1982). PreparagGes de virus inativadas
de cepas A/Indonésia/5/05 ou A/Vietna/1203/2004 foram usadas para testar
amostras de soro de camundongo para atividade de H1. Os soros foram pré-
tratados com enzima |l de destruicdo de receptor (RDE Il) (Denka Seiken
Co., Tokyo, Japéao) preparados de Vibrio cholerae (Kendal 1982). Os ensaios
de H1 foram realizados com 0,5% de células de sangue vermelhas de peru.
As titulagdes de anticorpo de H1 foram definidas como a reciproca da dilui-
¢ao mais alta causando inibigdo completa de aglutinacio.

Exemplos
Exemplo 1. Expressdo transiente de virus da aripe A/Indonésia/5/05

(H5N1)hemaglutinina por agroinfiltracdo em plantas N. benthamiana

A capacidade do sistema de expressao transiente para produzir
hemaglutinina da Gripe foi determinada através da expressdo do subtipo H5
de cepa A/lndonésia/5/05 (H5N1). Conforma apresentado na Figura 11, a

sequéncia de codificagdo de gene de hemaglutinina (Ace. N° EF541394),
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com seu peptideo de sinal nativo e dominio de transmembrana, foi primeiro
montado no cassete de expressdo de plastocianina - promotor, 5'UTR,
3'UTR e sequéncias de terminagéo de transcrigdo a partir o gene de alfafa
plastocianina - e o cassete montado (660) foi inserido em um plasmideo bi-
nario de pCAMBIA. O plasmideo foi, em seguida, transfectado em Agrobac-
terium (AGL1), criando a cepa recombinante AGL1/660, que foi usada para
expressao transiente.

Plantas de N. benthamiana foram infiltradas com AGL1/660, e as
folhas foram coletadas apds um periodo de incubagdo de seis dias. Para
determinar se H5 se acumulou nas folhas agroinfiltradas, a proteina foi pri-
meiro extraida de tecido de folha infiltrado e analisada por Western blotting
usando anticorpos policlonais anti-H5 (Vietnd). Uma faixa Unica de aproxi-
madamente 72 kDa foi detectada em extratos (Figura 12), correspondendo
ao tamanho para a forma néo-clivada de HAO de hemaglutinina da gripe. O
HS5 comercial usou como controle positivo (A/Vietna/1203/2004; Protein Sci-
ence Corp., Meriden, CT, USA) foi detectado como duas faixas de aproxi-
madamente 48 e 28 kDa, correspondendo ao peso molecular de fragmentos
de HAI e HA2, respectivamente. Isto demonstra que expressdo de H5 em
folhas infiltradas resulta no acimulo do produto de translagdo nao-clivado.

A formag&o de trimero de HA ativos foi demonstrada pela capa-
cidade de extratos de proteina brutos de folhas transformadas por AGLI/660
para aglutinar células de sangue vermelhas de peru (dados ndo-mostrados).

Exemplo 2: Caracterizagdo de estruturas contendo hemaglutinina em extra-

tos de planta usando cromatografia de exclusdo de tamanho

O conjunto de hemaglutinina produzido por planta da gripe em
estruturas de alto peso molecular foi avaliado por filtragdo de gel. Extratos de
proteina brutos de plantas infiltradas com AGLI/660 (1,5 ml) foram fraciona-
dos por cromatografia de exclusdo de tamanho (SEC) em colunas de Se-
phacryl® S-500 HR (GE Healthcare Bio-Science Corp., Piscataway, NJ, U-
SA). Fragdes de eluigdo foram ensaiadas por seu teor de proteina total e
para abundancia de HA usando-se imunodetecgdo com anticorpos anti-HA

(Figura 13A). Conforme mostrado na Figura 13A, elui¢do de Blue Dextran (2
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MDa) em pico anterior em fragdo 10 enquanto a massa de proteinas hospe-
deiras foi retida na coluna e eluida entre fragdes 14 e 22. Quando proteinas
de 200 pL de cada fragdo de eluicdo de SEC foram concentradas (5 vezes)
por precipitagdo de acetona e analisadas por Western blotting (Figura 15A,
H5), hemaglutinina (H5) foi principalmente encontrada em fragbes 9 a 14
(Figura 13B). Sem desejar estar ligado pela teoria, isto sugere que a protei-
na HA tinha, ou montado em uma superestrutura grande, ou que tinha fixado
a uma estrutura de peso molecular alto.

Um segundo cassete de expressao foi montado com a sequén-
cia de acido nucleico de H1 de A/Nova Caled6nia/20/99 (H1N1) (SEQ ID
NO: 33; Figura 16; GenBank Accession No. AY289929) para produzir cons-
trugdo 540 (Figura 11). Uma construcao de gene quimérico foi designada de
modo a produzir uma forma trimérica soltivel de H1 em que o peptideo de
sinal originado de um gene de proteina de planta disulfeto isomerase, e o
dominio de transmembrana de H1 foi substituido pela variante pll do zipper
de leucina GCN4, um peptideo mostrado para automontar em trimero (Har-
bury et al., 1993) (cassete 544, figura 11). Embora carecendo de dominio de
transmembrana, esta forma trimérica soluvel foi capaz de hemaglutinagao
(dados nao-mostrados).

Extratos de proteina de plantas infiltradas com AGL1/540 ou
AGL1/544 foram fracionados por SEC e a presenca de fragdes eluidas de
H1 foi examinada por Western blotting com anticorpos A antigripe (Fitzge-
rald, Concord, MA, USA). Em folhas infiltradas de AGLI/540, H1 se acumulou
principalmente como uma estrutura de peso molecular muito alta, com o pico
inclinado para as estruturas de tamanho menores (H1; Figura 13C). Em fo-
lhas infiltradas de AGLI/544, a forma soluvel de H1 se acumulou como trime-
ro isolados conforme demonstrado pelo modelo de eluigdo de filtragao de gel
que fica paralelo ao perfil de eluicdo de proteina hospedeira (H1 soluvel; Fi-
gura 13D). Em comparacgao, involucros de H1 (Proteina Science Corp., Me-
riden, CT, USA), consistindo em micelas de 5-6 trimero de hemaglutinina
eluidos em fragdes 12 a 16 (Figura 13E), mais cedo do que a forma soluvel
de H1 (Figura 13D) e mais tarde do que a H1 nativa (Figura 13C).



10

15

20

25

30

101

Para avaliar o impacto de coexpressao de M1 em conjunto de
hemaglutinina em estrutura, um cassete de expressdo de M1 foi montado
usando-se acido nucleico correspondente a sequéncia de codificagdo do
A/PR/8/34 (H1N1) MI (SEQ ID NO: 35; Figura 18; GenBank Accession N°
NC_002016). A construgdo foi denominada 750 e é apresentada na Figura
11. Para a coexpressao de M| e H1, suspenstes de AGL1/540 e AGL1/750
foram misturadas em volume igual antes da infiltragdo. A co-infiltragdo de
suspensbes multiplas de Agrobacterium permite coexpressdo de transgene
multiplo. A anélise de Western blot de fragdes de SEC de eluigdo mostra que
a coexpressédo de Ml ndo modifica o perfil de eluigdo das estruturas de H1,
mas resultou em uma diminuigdo em acumulo de H1 nas folhas agroinfiltra-
das (vide Figura 13F).

Exemplo 3: Isolamento de estruturas de H5 por centrifugacdo em gradiente

de sacarose e observacdo sob microscopia de elétron

A observagdo de estrutura de hemaglutinina sob microscopia de
elétron (EM) requereu uma concentragéo e nivel de pureza mais alto do que
aquele obtido de SEC em extratos de proteina de folha crua. Para permitir
observagéo de EM de estruturas de H5, um extrato de proteina de folha crua
foi primeiro concentrado por precipitagdo de PEG (20% PEG), seguido por
ressuspensao em volumes 1/10 de tamp&o de extragdo. O extrato de protei-
na concentrado foi fracionado por filtragdo de gel de S-500 HR e fragdes de
eluigdo 9, 10, e 11 (correspondendo ao volume de vazio da coluna) foram
reunidas e adicionalmente isoladas de proteinas hospedeiras por ultracentri-
fugagdo em um gradiente de densidade de sacarose 20-60%. O gradiente de
sacarose foi fracionado comegando do topo, e as fragdes foram dialisadas e
concentradas em uma unidade de filtro centrifuga 100 NMWL antes da ana-
lise. Conforme mostrado nos Western blots e resultados de hemaglutinagéo
(Figura 14A), H5 se acumulou principalmente em fragdes 16 a 19 que conti-
nham ~ 60% sacarose, pelo que muitas das proteinas hospedeiras de picos
em fragéo 13. As fragbes 17, 18, e 19 foram reunidas, manchadas negativa-
mente, e observadas sob Exame de EM. da amostra que demonstrou clara-

mente a presenca de estruturas esféricas perfuradas variando em tamanho
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de 80 a 300 cursos que se equiparam as caracteristicas morfolégicas de
VLPs da Gripe (Figura 14B).
Exemplo 4: Purificacdo de VLPs H5 da Gripe de biomassa de planta

Em adi¢cdo a um teor abundante de proteinas soluveis, extratos
de folha de planta contém uma mistura complexa de agulcares soluveis, aci-
dos nucleicos e lipideos. O extrato bruto foi clareado por uma alteracdo de
pH e tratamento de calor, seguido por filtragdo em terra diatomacea (vide
secao de Material e método para uma descricdo detalhada do método de
clareamento). A Figura 15A (raias 1-4) apresenta um teor de proteina com-
parando gel manchado de Coomassie Blue nas varias etapas de clareamen-
to. Uma comparagéo de teor de proteina no extrato bruto (raia 1) e no extra-
to clareado (raia 4) revelam a capacidade das etapas de clareamento de re-
duzir o teor de proteina global e remover muito do contaminante maior visi-
vel em 50 kDa em extratos de folha crua. A faixa de 50 kDa corresponde a
subunidade grande RuBisCO, representando até 30% de proteinas de folha
totais.

As H5 VLPs da gripe foram purificadas destes extratos clareados
por cromatografia de afinidade em uma coluna de fetuin. Uma comparacéo
da frag&o de carga (Figura 15A, raia 5) com o fluxo através (Figura 15A, raia
6) e as VLPs eluidas (Figura 15A, raia 7) demonstram a especificidade da
coluna de afinidade de fetuin para H5 VLPs de Gripe em extrato de planta
clareado.

O procedimento de purificagdo resultou em mais de 75% de pu-
reza em HS5, conforme determinado por densitometria no gel de Coomassie
Blue manchado SDS-PAGE (Figura 15A, raia 7). De modo a avaliar a quali-
dade estrutural do produto purificado, a H5 purificada foi concentrada em
uma unidade de filtro centrifuga de 100 NMWL (limite de peso nominal mole-
cular) e examinada sob EM ap6s manchamento negativo. A Figura 15B mos-
tra um setor representativo mostrando a presenca de VLPs profusas. Um
exame mais proximo confirmou a presenga de picos nas VLPs (figura 15C).

Conforme mostrado na Figura 15D, H5 VLPs foram purificadas

para aproximadamente 89% de pureza de extrato de folha clareado por cro-
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matografia de afinidade em uma coluna de fetuin, baseado na densidade do
Coomassie Blue manchado H5 hemaglutinina e na determinagéo do teor de
proteina total pelo método de BCA.

A bioatividade de HA VLPs foi confirmada por sua capacidade
de aglutinar células de sangue vermelhas de peru (dados ndo-mostrados).

A Figura 20B também confirma a identidade da VLP purificada
visualizada por Western blotting e imunodetecgdo com um soro policlonal de
anti-H5 (A/Vietnd/1203/2004). Uma faixa Unica de aproximadamente 72 kDa
€ detectada e corresponde em tamanho a forma de HAO n3o-clivada de he-
maglutinina da gripe. A Figura 15¢c mostra a estrutura de VLP da vacina com
os picos de hemaglutinina cobrindo sua estrutura.

As VLPs foram formuladas para imunizagdo de camundongos
por filtragéo através de um filtro de 0,22 um; teor de endotoxin foi medido
durante um kit de detecgdo de endotoxin LAL (Limulus Amebocyte Lysate)
(Lonza, Walkserville, MS, USA). A vacina filtrada contenha 105,8 +11,6%
EU/ml (unidades de endotoxin/ml).

Exemplo 5: Localizacdo de VLPs de Gripe em plantas

Para localizar as VLPs e confirmar sua origem de membrana de
plasma, se¢bes de folhas delgadas de plantas de produgédo de H5 foram fi-
xadas e examinadas sob TEM apds manchamento positivo. A observagao de
células de folha indica a presenca de VLPs em cavidades extracelulares
formadas pela invaginagdo da membrana de plasma (Figura 19). A forma e
posicao das VLPs observadas demonstram que apesar da aposigdo de suas
membranas de plasmas na parede de célula, as células de planta tém a
plasticidade requerida para produzir VLPs da Gripe derivadas de sua mem-
brana de plasma e a acumula no espaco apopléastico.

Exemplo 6: Analise de lipideo de membrana de plasma

Adicionalmente a confirmagdo da composigdo e origem das
VLPs da Gripe de planta foram obtidas de analise do teor de lipideo. Os lipi-
deos foram extraidos de VLPs purificadas e sua composic¢éo foi comparada
aquela de membranas de plasma de tabaco altamente purificadas por cro-

matografia de camada delgada de desempenho (HP-TLC). Os modelos de
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migragdo de lipideos polares e neutros de VLPs e controle de membranas
de plasma foram similares. As VLPs purificadas continham os fosfolipideos
maiores (fosfatidilcolina e fosfatidilefhanolamina) e esfingolipidios (glucosil-
ceramida) encontrados na membrana de plasma (Figura 27A), e ambas con-
tinham esterois livres como os lipideos neutros somente (Figura 27B). Con-
tudo, a imunodetecgdo de um marcador de proteina de membrana de plas-
ma (ATPase) em extratos de VLP purificados mostrou que a bicamada de
lipideo de VLP n&o contém uma das maiores proteinas associadas com
membranas de plasma de planta, sugerindo que proteinas hospedeiras po-
dem ter sido excluidas das membranas durante o processo de origem das
VLPs a partir das células de planta (Figura 27C).

Exemplo 7: Imunogenicidade das H5 VLPs e efeito de rota de administracdo

Os camundongos foram administrados com H5 VLPs produzidas
por planta por injegcdo intramuscular, ou intranasal (inalagdo). 0,1 a 12 ug de
VLPs foram injetados intramuscularmente nos camundongos, com alume
como um adjuvante, de acordo com os métodos descritos. As titulagbes de
anticorpo de pico foram observadas com a quantidade de antigeno mais bai-
Xa, em uma grandeza similar aquela de 5 pg de hemaglutinina soltvel re-
combinante (HA) (Figura 20A).

0,1 a 1 ug de H5 VLPs produzidas de planta foram administra-
dos intranasalmente com um adjuvante chitosan provido para uma resposta
de anticorpo maior do que aquela do HA soltvel recombinante com um adju-
vante de alume (Figura 20B).

Para ambas as rotas de administragdo, e sobre uma faixa de
quantidades de antigeno, soroconversao foi observada em todos os camun-
dongos testados. O antigeno solivel de H5 recombinante conferiu baixas
(<1/40) ou razoaveis (1<1/10 para o H5 recombinante ndo-adjuvante) titula-
goes de H1.

Exemplo 8: Titulacdo de anticorpo de inibicido de hemaglutinacdo (HAI) H5
VLP

As Figura 21 A, B ilustram a resposta de anticorpo de inibigdo de

hemaglutinagdo (HAI) 14 dias em seguida a um "impulso" com H5 VLP pro-
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duzida de planta, ou HA solivel recombinante. A dose mais baixa de antige-
no (0,1 pg) quando administrada intramuscularmente produziu uma resposta
de HAI superior para uma administragdo maior do que 10 vezes (5 pg) de
HA solGvel recombinante. As doses aumentadas de H5 VLP proporcionaram
um aumento modesto em HAI sobre a dose mais baixa.

A resposta de HAI em seguida a administracdo intranasal foi
significantemente aumentada em camundongos administrados com H5 VLPs
produzidas de planta (1,0 ou 0,1 ug) comparado aquelas administradas com
1 ug de HA solavel recombinante, que foi similar ao controle negativo. Todos
os camundongos imunizados por inje¢édo intramuscular de H5 VLPs (de 0,1 a
12 pg) tinham titulagées de HAI mais altas do que camundongos imunizados
com o antigeno de HA de controle (Figura 4a - agora 21 A). Para a
mesma dose de 5 pg, VLPs induziram titulacdes de HAI 20 vezes mais altas
do que a dose correspondente do antigeno de controle de HA. As VLPs
também induziram titulagdes de HAI significantemente mais altas do que o
antigeno de HA de controle quando distribuido através da rota intranasal
(Figura 21b). Para uma dada dose de H5 VLP, os niveis de titulagdes de HAI
foram mais baixos em camundongos imunizados intranasalmente do que
para camundongos imunizados intramuscularmente; 1 ug de VLP induziu
uma titulagdo de HAI média de 210 quando administrada i.m. enquanto a
mesma dose induziu uma titulagdo de HAl media de 34 administrada i.n..

Quando administradas intramuscularmente, todas as doses de
VLPs induziram alto nivel de anticorpos capazes de ligagdo homdloga aos
virus inativados totais (Figuras 20b e 24). Nenhuma diferenca significante foi
encontrada entre a vacina de VLP produzida de planta e o antigeno de HA
de controle (exceto o grupo de VLP de 12 ug 14 dias apés impulso), confor-
me ambas preparagdes de antigeno induzem alta ligagéo de titulagdes de
anticorpo contra a cepa homdloga. Contudo, quando administradas intrana-
salmente, as VLPs induziram ligagdo mais alta de titulagdes de anticorpo do
que o antigeno de HA de controle (Figura 20b). Quando misturada com Chi-
tosan, a imunizagdo com um micrograma de VLP induziu uma titulagdo mé-

dia reciproca Ab de 5 500, 8,6 vezes mais alta do que o nivel encontrado em
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camundongos imunizados com 1 ug do antigeno de HA de controle (titulagéo
Ab média reciproca de 920).

A imunogenicidade das VLPs da Gripe derivadas de planta foi
entéo investigada através de um estudo de variagdo de dose em camundon-
gos. Os grupos de cinco camundongos B ALB/c foram imunizados intramus-
cularmente duas vezes em intervalos de 3 semanas com 0,1 ug a 12 g de
HA contendo VLPs de Gripe A/Indonésia/5/05 (H5N1) formulada em alume
(proporgdo 1:1). As titulagdes de inibicdo de hemaglutinagdo (H1), usando
antigeno de virus inativados totais (A/Indonésia/5/05 (H5N1)), foram medi-
das no soro coletado 14 dias apds a segunda imunizagdo. A imunizagdo com
doses de VLP mais baixa do que 0,1 pg induziu a produgdo de anticorpos
que inibiram virus e eritrécitos de aglutinagdo em altas diluicdes (Figura 21
A). Imunizagdo paralela de camundongos com 5 pg de antigeno de H5 de
controle com adjuvante de ndo-VLP alume (também de A/Indonésia/5/05)
induziu uma resposta de H1 que foi 2-3 logs mais baixa do que aquela al-
cangada com a dose de VLP mais baixa.

Para ambas as rotas de administragcdo, e sobre uma faixa de
quantidades de antigeno, a resposta de HAI é superior em camundongos
administrados com VLPs.

Exemplo 9: Efeito de adjuvante na imunogenicidade de H5 VLPs

As H5 VLPs produzidas de planta tém uma origem de membrana
de plasma (Figura 19, Exemplo 5). Sem desejar estar ligado pela teoria, vi-
rus envelopados ou VLPs de virus envelopados geralmente adquirem seu
envelope a partir da membrana eles originam. As membranas de plasma de
planta tém um complemento de fitosterol que é raramente, se sempre encon-
trado em celulas de animal, e varios destes esterdis foram demonstrados
exibirem efeitos imunoestimulatorios.

As H5 VLPs produzidas de planta foram administradas intramus-
cularmente (Figura 22A) ou intranasalmente (Figura 22B) a camundongos na
presenga ou auséncia de um adjuvante, e a HAI (resposta de anticorpo de
inibicdo de hemaglutinagdo) determinada. VLPs, na presenga ou auséncia

de um adjuvante adicionado (alume ou chitosan, como nestes exemplos) em
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qualquer sistema de administragdo demonstrou uma inibigdo de HAI hema-
glutinina significantemente maior do que HA sollvel recombinante. Mesmo
na auséncia de um adjuvante adicionado (isto &, alume ou chitosan), as H5
VLPs produzidas de planta demonstram uma HAI significante, indicativa de
uma resposta imune sistémica a administragao do antigeno.

O alume aumentou o nivel médio de titulagdes de HAI por um
fator de 5 para administragdo intramuscular de VLP (Figura 22a), e por um
fator de 3,7 para o antigeno de HA de controle. Quando administradas i.m., 5
Mg de VLPs induziram uma titulagdo de HAI média 12 vezes mais alta do
que a dose de antigeno correspondente de HA de controle. Chitosan nao
impulsiona o nivel de HAI médio do antigeno de HA de controle (Figura 22b),
enquanto aumenta o nivel de HAl médio de camundongos imunizados com 1
pg de VLP administrado i.n. por um fator de 5 vezes.

Exemplo 10: Isotipos de anticorpo

Camundongos administrados com H5 VLPs produzidas de plan-
ta ou HA soluvel recombinante na presenga ou auséncia de alume como um
adjuvante adicionado demonstrou uma variedade de isotipos de imunoglobu-
lina (Figura 23 A).

Na presenga de um adjuvante adicionado, os perfis de isotipo de
anticorpo de VLPs e da HA s3o similares, com IgGl sendo o isotipo dominan-
te. Quando VLPs ou HA s3o administradas sem um adjuvante adicionado, a
resposta de IgGl € reduzida, mas permanece a resposta de isotipo dominan-
te para VLPs, com IgM, 1gG2a, IgG2B e IgG3 mantendo titulagbes similares
como na presenga de um adjuvante adicionado. Titulagdes de IgGl, IgG2a, e
IgG2b sdo marcadamente reduzidas quando HA é administrada sem um ad-
juvante adicionado.

Estes dados, portanto, demonstram que as VLPs produzidas de
planta ndo requerem um adjuvante adicionado para induzir uma resposta de
anticorpo em um hospedeiro.

As titulagGes de anticorpo contra cepas de virus da gripe inativa-
das totais (A/Indonésia/5/05; A/Vietnd/1203/04)1 em camundongos adminis-

trados com VLPs produzidas de planta ou HA solGvel recombinante intra-
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muscularmente na presenca de um antigeno adicionado séo ilustradas na
Figura 23B. Nenhuma diferenga significante é observada nas titulagbes de
anticorpo para estas cepas da gripe em camundongos administrados com 1
pg ou 5 pg de VLPs ou 5 ug de HA soltvel.

Exemplo 11: Reatividade cruzada de anticorpos de soro induzidos pela vaci-
na de H5 VLP

A reatividade cruzada de anticorpos de soro induzidos por H5

VLP foi avaliada contra virus da gripe inativados totais de cepas diferentes.
Todas as doses de VLP (de 0,1 a 12 pg), bem como 5 ug de antigeno de HA
de controle induziram alta ligagdo de titulagoes de anticorpo contra uma cla-
de de cepa 1 (A/Vietna/1194/04), a cepa homoéloga A/indonésia/5/05 de cla-
de 2.1, e uma cepa de clade 2.2 A/peru/Turkey/1/05 (Figura 25A).

Contudo, somente a VLP produzida de planta induziu titulagdo
de HAI contra a cepa de A/peru/Turkey/1/05 (Figura 25b). As titulagdes de
HAI para a A/Indonésia/5/05 foram altas para VLPs.

Exemplo 12: Protecdo cruzada conferida por imunizacdo com H5 VLP pro-

duzida de planta

Os camundongos que anteriormente tinham sido administrados
com um regime de duas doses de VLPs de A/Indonésia/5/05 H5 VLPs con-
forme descrito, foram subsequentemente desafiados intranasalmente

com virus de infecgdo da Gripe ATurkey/582/06 (H5N1) ("Turkey
H5N1"), e observados. A dose administrada, por animal, foi 10 LDsg (4,09 X
10° CCIDsp).

Por 7 dias pds-desafio, somente 37,5% dos camundongos admi-
nistrados com o controle de vacina de PBS tinha sobrevivido exposto a Tur-
key H5N1 (Figura 26A). 100% dos animais administrados com o antigeno de
controle (HA) ou 1, 5 ou 15 pug de VLPs de Indonésia HS  sobreviveram até
17 dias pés-desafio, quando o experimento foi terminado.

A massa corpérea dos camundongos foi também monitorada
durante o experimento, € a massa média dos camundongos sobreviventes
plotadas (Figura 26B). Os camundongos administrados com 1, 5 ou 15 ug

das VLPs da Indonésia H5 antes do desafio ndo perderam qualquer massa
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apreciavel durante o curso do experimento, e, em particular, camundongos
administrados com 5 ug das VLPs pareceram terem ganhado massa signifi-
cante. Os camundongos de controle negativo (nenhum desafio de Turkey
H5N1) ndo ganharam ou perderam apreciavelmente massa corpéreas. Os
camundongos de controle positive (ndo administrados com VLPs, mas desa-
fiados com Turkey H5N1) exibiram perda significante de massa corpérea
durante o curso do experimento, e trés destes camundongos morreram. Co-
mo massa corpdrea € uma media de todos os camundongos no grupo, re-
mogao dos camundongos 'mais doentes’ (os 3 que morreram) pode conduzir
a um aumento total aparente na massa, contudo nota-se que a massa corpé-
rea média do grupo de controle positivo esta ainda significantemente abaixo
daquela dos grupos negativos ou tratados com VLP.

Estes dados, portanto, demonstram que VLPs da Gripe produzi-
das de planta compreendendo a proteina viral H5 hemaglutinina induzem
uma resposta imune especifica para cepas da gripe patogénicas, e que par-
ticulas similares a virus podem se originar de uma membrana de plasma de
planta.

Estes dados, portanto, demonstram que as plantas sdo capazes
de produzirem particulas similares a virus da gripe, e também pela primeira
vez, que particulas similares a virus podem se originar de uma membrana de
plasma de planta.

Adicionalmente, usando-se a tecnologia de expressao transiente
atual, um primeiro lote de antigeno foi produzido somente 16 dias apés a
sequéncia da HA-alvo ser obtida. Sob os rendimentos atuais para H5 VLPs,
e em uma dose exemplar de 5 pg por individuo, cada kg de folha infiltrada
pode produzir ~20.000 doses de vacina. Esta combinagdo Unica de simplici-
dade de plataforma aumenta a capacidade e proporciona imunogenicidade
ponderosa para, entre outras concretizagdes, uma nova resposta de método
no contexto de uma pandemia.

Exemplo 13: Caracterizacdo de estruturas contendo hemaglutinina em extra-

tos de planta usando cromatografia de exclusdo de tamanho

O conjunto de hemaglutinina da gripe produzida por planta de
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subtipos diferentes em estruturas de alto peso molecular foi avaliado por fil-
tragdo de gel. Extratos brutos ou concentrados de proteina de plantas infil-
tradas de AGL1/660-, AGL1/540-, AGL1/783-, AGL1/780- e AGLI/785 (1,5
ml) foram fracionados por cromatografia de exclusdo de tamanho (SEC) em
colunas de Sephacryl® S-500 HR (GE Healthcare Bio-Science Corp., Pisca-
taway, NJ, USA). Conforme mostrado na Figura 46, Blue Dextran (2 MDa)
com eluigdo de pico anterior na fragdo 10. Quando as proteinas de 200 uL
de cada fragdo de eluicdo de SEC foram concentradas (5 vezes) por precipi-
tagcdo de acetona e analisadas por Western blotting (Figura 46), as hemaglu-
tininas foram principalmente encontradas em fragdes 7 a 14, e sao indicati-
vas da incorporacao de HA em VLPs. Sem desejar estar ligado pela teoria,
isto sugere que a proteina de HA tinha ou montado em uma superestrutura
grande ou que ela tinha fixado a uma estrutura de alto peso molecular, indi-
ferente do subtipo produzido.

Exemplo 14: Expressao transiente de hemaglutinina do virus da gripe sazo-

nal por agroinfiltracdo em plantas N. benthamiana

A capacidade do sistema de expressao transiente produzir he-
maglutinina da gripe sazonal foi determinada através da expressao do subti-
po H1 de cepas de A/Brisbane/59/2007 (H1N1) (plasmideo N° 774), A/Nova
Caled6nia/20/1999 (H1N1) (plasmideo N° 540) e A/llhas Salom&o/3/2006
(H1N1) (plasmideo N° 775). As sequéncias de codificagdo de gene hemaglu-
tinina foram primeiro montadas no cassete de expressdo de plastocianina -
promotor, 5'UTR, 3'UTR e sequéncias de terminagao de transcrigao a partir
do gene de alfafa plastocianina - e os cassetes montados foram inseridos
em um plasmideo binario de pCAMBIA. Os plasmideos foram entédo trans-
fectados em Agrobacterium (AGLI), produzindo cepas de Agrobacterium
AGLI/774, AGLI/540 e AGL1/775, respectivamente.

Plantas de N. benthamiana foram infiltradas com AGL1/774,
AGL1/540 e AGL1/775, e as folhas foram coletadas apés um periodo de seis
dias. Para determinar se H1 se acumulou nas folhas agroinfiltradas, a prote-
ina foi primeiro extraida de tecido de folha infiltrado e analisada por Western

blotting usando anticorpos anti-H1. Uma faixa Unica de aproximadamente 72
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kDa foi detectada em extratos (Figura 47), correspondendo em tamanho a
forma de HAO nao-clivada de hemaglutinina da gripe. Isto demonstra que
expressao de cepas epidémicas anuais diferentes de hemagiutinina em fo-
Ihas infiltradas resulta no acumulo do produto de translagdo nao-clivado.

Exemplo 15: Expressao transiente de hemaglutinina de virus da gripe pan-

démico potencial por agroinfiltracdo em plantas de N. benthamiana

A capacidade do sistema de expressao transiente para produzir
hemaglutinina da gripe potencial foi determinada através da expressdo do
subtipo H5 de cepas de A/Anhui/1/2005 (H5N1) (plasmideo N° 781),
A/Indonésia/5/2005 (H5N1) (plasmideo N° 660) e A/Vietna/1194/2004
(H5N1) (plasmideo #782). As sequéncias de codificagdo de gene de hema-
glutinina foram primeiro montadas no cassete de expresséo de plastocianina
- promotor, 5'UTR, 3'UTR e sequéncias de terminagdo de transcri¢éo a partir
do gene de alfafa plastocianina - e os cassetes montados foram inseridos
em um plasmideo binario de pCAMBIA. Os plasmideos foram entdo trans-
fectados em Agrobacterium (AGL1).

Plantas de N. benthamiana foram infiltradas com AGL1/781,
AGL1/660 e AGL1/782, e as folhas foram coletadas apds um periodo de seis
dias. Para determinar se H5 se acumulou nas folhas agroinfiltradas, a prote-
ina foi primeiro extraida de tecido de folha infiltrado e analisado por Western
blotting usando anticorpos anti-H5. Uma faixa tnica de aproximadamente 72
kDa foi detectada nos extratos (Figura 48), correspondendo em tamanho a
forma de HAO n3o-clivada de hemaglutinina da gripe. Isto demonstra que
expressdo de cepas pandémicas potenciais diferentes de hemaglutinina em
folhas infiltradas resulta no acimulo do produto de translagdo ndo-clivado.

Exemplo 16: Expressdo transiente de H5 por agroinfiltracdo em plantas de

N. tabacum

A capacidade do sistema de expressédo transiente para produzir
hemaglutinina da Gripe em folhas de Nicotiana tabacum foi analisada atra-
vés da expressdo do subtipo H5 de cepa de A/lndonésia/5/2005 (H5N1)
(plasmideo N° 660). As sequéncias de gene de hemaglutinina foram primeiro

montadas no cassete de expressdo de plastocianina - promotor, 5'UTR,
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3'UTR e sequéncias de terminagdo de transcri¢cdo a partir do gene de alfafa
plastocianina gene - e os cassetes montados foram inseridos em plasmideo
binario de pPCAMBIA. Os plasmideos foram ent&o transfectados em Agrobac-
terium (AGL1).

Plantas de N. tabacum foram infiltradas com AGL1/660 e as fo-
lhas foram coletadas ap6s um periodo de seis dias. Para determinar se H5
se acumulou nas folhas agroinfiltradas, a proteina foi primeiro extraida de
tecido de folha infiltrado e analisado por Western blotting usando anticorpos
anti-H5. Uma faixa unica de aproximadamente 72 kDa foi detectada nos ex-
tratos (Figura 49), correspondendo em tamanho a forma de HAO ndo-clivada
de hemaglutinina da gripe. Isto demonstra que expressdo de hemaglutinina
em folhas de N. tabacum infiltradas resulta no acimulo do produto de trans-
lagao nao-clivado.

Exemplo 17: Imunogenicidade de vacina de H5N1 VLP produzida por planta
de A/Indonésia/5/05 (H5N1) em furbes

Um estudo de escala de dose em furbes foi realizado para avali-

ar a imunogenicidade de VLPs derivadas de planta. Reatividade cruzada in
vitro de anticorpo de soro que induz a vacina de H5 VLP em 3 doses (1,5 e
15 pg) foi avaliada por inibigdo de hemaglutinagédo de trés outras cepas de
H5N1 - A/peru/Peru/1/05 (clade 2.2), A/Vietnd/1194/04 (clade 1) e
A/Anhui/5/05 (todos os virus totais inativados), usando soro tomado 14 dias
apoés a primeira dose de vacina (Figura 50A), e 14 dias apds a segunda dose
(Figura 50 B). Para todas as 3 concentragGes de dose, reatividade cruzada é
observada.

Exemplo 17: Andlise dos resultados da imunogenicidade de acordo com o
critério de CHMP.

O Comité EMEA's para Produtos Medicinais para Uso Humano

(CHMP)

(http://www.emea.europa.eu/htms/general/contactss CHMP/CHMP.html) ajus-
ta trés critérios (aplicados em seguida a segunda dose) para eficacia de va-
cina: 1 —-Numero de soroconversao ou aumento significante nas titulagdes de

H1 (4 vezes) >40%; 2 — Aumento geométrico médio de pelo menos 2,5; 3 —
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propor¢ao de individuos que alcangam uma titulagdo de H1 de 1/40 deve
ser pelo menos 70%. A analise destes critérios no modelo de furdo é mos-
trada nas Tabelas 8-11. (*) é indicativo de encontrar ou exceder os critérios
de CHMP. Um resumo de andlise de imunogenicidade cruzada em relagdo
aos critérios de CHMP para licenciamento é mostrado na Tabela 12.

Os animais foram avaliados diariamente para peso corpdreo,
temperatura e condigédo total. Nenhum sinal de doenga ou desconforto foi
registrado durante o estudo. O peso corpéreo e temperatura estavam dentro
de faixas normais durante o estudo. A vacina foi segura e tolerada pelos a-

nimais do estudo.
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Tabela 12: Resumo de analise de imunogenicidade cruzada em relacdo a

critério de CHMP para licenciamento.

Cepa Critério Grupo de estudo

Com ad- | 5ug com |15 ug com
juvante |adjuvante | adjuvante

Alperu/Turkey/1/|% 4-vezes aumento na titu-| 80%* 100% * 80%*
05 (clade 2.2 lagao de H1 aumento de 10.6* 20.8* 7.7*
média geométrica % de 100% * 100% * 100% *
titulagao de H1 de 1/40

A/Anhui/1/05 |% 4-vezes aumento na titu-| 100% * 100% * 60% *
(clade 2.3) lagao de H1 aumento de 11.8* 14.4* -
média geométrica % de 100% * 80% * 80%*
titulagcdo de H1 de 1/40

A/Vietna/1194/0 | % 4-vezes aumento na titu-| 60% 80%* 60%
4 (clade 1) lagao de H1 aumento de 2.3 7.1* 1.78
média geométrica % de 0% 80% * 20%

titulacao de H1 de 1/40

Exemplo 18: Selecdo de sequéncias de nucleotideo de hamaglutinins

As sequéncias de nucleotideo da HA foram recuperadas de uma
base de dados de sequéncia de Gripe (vide URL: flu.lanl.gov), ou a fonte
NCBI de virus da gripe (vide URL: ncbi.n.m.hih.gov/genomes/FLU/FLU.html).
Para varias das sequéncias de acido nucleico de HA, entradas muiltiplas sdo
listadas nas bases de dados (Tabela 13). Alguma variagdo é associada prin-
cipalmente com o sistema de cultura (Origem - MDCK, ovo, desconhecida,
viral RNA/isolado clinico); por exemplo, o local de glicosilagdo na posi¢éo
194 (numeragdo de proteina matura) da HA esta ausente quando virus da
gripe tipo B é expresso em fluido alantbico de ovos (vide também Chen et
al., 2008). Para algumas sequéncias, dominios podem estar carecendo (por
exemplo, clones incompletos, artefatos de sequenciamento, etc.). A sequén-
cia de hemaglutinina pode ser dividida em 5 dominios: peptideo de sinal
(SP), HA1, HA2, transmembrana (DTm) e cauda citoplasmica. Os dominios
de uma primeira sequéncia podem ser combinados com um dominio de uma
segunda sequéncia existente, por exemplo, o peptideo de sinal de uma pri-

meira sequéncia de cepa pode ser combinado com o restante da sequéncia



de codificagdo de hemaglutinina de uma segunda cepa para proporcionar

uma sequéncia de codificacdo completa.
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SP - presenca e sequéncia de peptideo de sinal Y/N
HA1 — dominio de HA1 completo Y/N
HA2 — dominio de HA2 completo Y/N

DTm - dominio de transmembrana completo Y/N

Cepa: H1 de A/llhas Salomao/3/2006

Oito sequéncias de aminoacido foram comparadas, e variagdes

identificadas. (Tabela 14). Posigdo 171 exibiu uma variacéo de glicina (G) ou

arginina (R) em algumas sequéncias.

Tabela 14: A/llhas Salom&ao/3/2006 variacdo de aminoacido

Aminoacido #* MDCK Ovo
212 K T
241 Q R
542 L R

Numeracgao a partir do comego M
Cepa: H1 de A/Brisbane/59/2007

Posigéo 203 exibiu uma variagdo de acido aspartico (D), isoleu-

cina (l) ou asparagina (N).

Cepa: H3from AJBrisbane/10/2007

Variagbes de sequéncia foram observadas nas 5 posigdes (Ta-

bela 15). Na posi¢do 215, uma anulagédo é observada em duas sequéncias

amostradas.
Tabela 15: H3 de A/Brisbane/10/2007 variacdo de aminoacido
Origem 202, 210, 215, 235 242*
ISDN274893 Ovo VL-YI
ISDN273759 Ovo GPASI
EU199248 Ovo GPASI
EU199366 Ovo GPASI
ISDN273757 Ovo VL-SS
ISDN257043 Ovo GPASI
EU199250 MDCK GLASI
ISDN375357 Ovo GPASI
ISDN260430 Ovo GPASI
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Origem 202, 210, 215, 235 242*
ISDN256751 Ovo GPASI
ISDN257648 MDCK GLASI

* Numeracgao a partir do comego M
Cepa: H3 para A/Wisconsin/67/2005

Variagdes de sequéncia nesta cepa foram observadas nas 4 po-

sicoes (Tabela 16).

Tabela 16: H3 de A/Wisconsin/67/2005 variacdo de aminoacido

Origem 138, 156, 186, 196
ISDN138724 Desconhecida AHGH
DQ865947 Desconhecida SHVY
EF473424 Desconhecida AHGH
ISDN138723 Ovo SQVY
ISDN131464 Desconhecida AHGH
EF473455 Ovo AHGH

* Numeragao a partir da proteina matura

Cepa: de B/Malasia/2506/2004

Variagdo em duas posigdes € observada (Tabela 17). Posicdo

120 ndo € um local de glicosilagéo; posigao 210 é envolvida na glicosilagéo;

esta glicosilagdo é abolida em seguida a cultura em ovos.

Tabela 17: Hemaglutinina de B/Malasia/2506/2004 variacio de aminoacido

Aminoacido # MDCK Egg
120 K N
210 T A

* Numeracgao a partir da parte intermediaria de SP
Cepa: hemaglutinina de B/Fl6rida/4/2006; ISDN261649

Variagbes observadas incluem variacdo de sequéncia de amino-

acido na posigao 211, dependendo do sistema de cultura. Asparatina (N) é
encontrada em sequéncias isoladas de células de MDCK, enquanto acido
glutamico (D) € encontrado em sequéncia isolada de ovos. A posicdo 211 é
um local de glicosilagéo, e é abolida em seguida a cultura em ovos.

Cepa: H2 de A/Singapura/'1/1957

Variagdes de sequéncia foram observadas nas 6 posicdes (Ta-
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bela 18).
Tabela 18: H2 de variagdo de aminoacido de A/Singapura/1/1957
Origem Aminoacido No.
166 168 199\236 238 358
L20410 Viral RNA KETLSV
LI 1142 Desconhecida EGKLSI
AB296074 Desconhecida KGTQGV
Consenso KGTQLGV
A/Japan/305/1957

! Numeracgao a partir da proteina matura
Cepas: H5 de A/Vietnd/1194/2004 e H5from A/Anhui/1/2005

N&o existem variagdes observadas na sequéncia de aminoacido

sob alinhamento das sequéncias primarias de qualquer destas cepas H5.
Cepa: H6 de A/Cerceta/Hong Kong/W312/1997

Somente uma entrada foi disponivel para cepa (AF250179).
Cepa: H7 para A/Equino/Praga/56

Um total de 2 entradas de sequéncias foram encontradas nas
bases de dados. A entrada AB298877 foi excluida, visto que ela é um "reas-
sortant”" laboratorial.

Cepa: H9 de A/Hong Kona/1073/1999; AJ404626

Um total de 2 entradas de sequéncias foram encontradas nas

bases de dados. Somente uma foi completa.

Todas as citagdes sdo, desse modo, incorporadas por referén-
cia.

A presente invencdo foi descrita com relacdo a uma ou mais
concretizagdes. Contudo, sera aparente aos técnicos no assunto que um
numero de variagdes e modificagdes pode ser feita sem fugir do escopo da
invengdo as definida nas reivindicacoes.
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REIVINDICAGOES

1. Acido nucleico compreendendo uma sequéncia de nucleoti-
deo que codifica uma hemaglutinina da gripe (HA) operativamente ligada a
uma regiéo regulatéria ativa em uma planta.

2. Acido nucleico de acordo com a reivindicagdo 1, no qual a
hemaglutinina da gripe é selecionada a partir do grupo consistindo em H1,
H2, H3, H4, H5, H6, H7, H8, H9, H10, H11, H12, H13, H14,H15, e H16.

3. Método de produgdo de particulas similares a virus da gripe
(VLPs) em uma planta compreendendo:

a) introdug&o do acido nucleico como definida na reivindicagzo 1
na planta, ou porgao desta, e

b) incubagéo da planta sob condigdes que permitem a expressio
do acido nucleico, produzindo, desse modo, as VLPs.

4. Método de acordo com a reivindicagdo 3, no qual na etapa de
introdug@o (etapa a), o acido nucleico é transientemente expresso na planta.

5. Método de acordo com a reivindicagdo 3, no qual na etapa de
introdug@o (etapa a), o 4cido nucleico é estavelmente expresso na planta.

6. Método de acordo com a reivindicagdo 3, compreendendo a-
dicionalmente a etapa de

¢) coleta do hospedeiro e purificagdo das VLPs.

7. Particula similar a virus (VLP) compreendendo uma proteina
HA de virus da gripe e uma ou mais do que um lipideo derivado de uma
planta.

8. Particula similar a virus (VLP) de acordo com a reivindicacéo
7, no qual a proteina HA da gripe é H5 Indonésia.

9. Composigdo compreendendo uma dose efetiva da VLP como
definido na reivindicagéo 7, e um transportador farmaceuticamente aceitavel.

10. Método de indugdo de imunidade a uma infecgdo de virus da
gripe em um individuo, compreendendo administrar a particula similar a virus
como definido na reivindicagao 7.

11. Método de acordo com a reivindicagdo 10, no qual a particu-

la similar a virus € administrada a um individuo oralmente, intradermalmente,
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intranasalmente, intramuscularmente, intraperitonealmente, intravenosamen-
te, ou subcutaneamente.

12. Particula similar a virus (VLP) compreendendo um virus da
gripe HA suportando N-glicans especificas de planta, ou N-glicans modifica-
das.

13. Composi¢do compreendendo uma dose efetiva da VLP de
acordo com a reivindicagdo 12, e um transportador farmaceuticamente acei-
tavel.

14. Método de indugédo de imunidade a uma infecgdo de virus da
gripe em um individuo, compreendendo administrar a composicéo de acordo
com a reivindicagao 13.

15. Método de acordo com a reivindicagédo 11, no qual a compo-
sicdo € administrada a um individuo oralmente, intradermalmente, intrana-
salmente, intramuscularmente, intraperitonealmente, intravenosamente, ou

subcutaneamente.
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AGAGGTACCCCGGGCTGGTATATTTATATGTTGTCAAATAACTCAAAAACCATA
AAAGTTTAAGTTAGCAAGTGTGTACATTTTTACTTGAACAAAAATATTCACCTAC
TACTGTTATAAATCATTATTAAACATTAGAGTAAAGAAATATGGATGATAAGAAC
AAGAGTAGTGATATTTTGACAACAATTTTGTTGCAACATTTGAGAAAATTTTIGTT
GTTCTCTCTTTTCATTIGGTCAAAAACAATAGAGAGAGAAAAAGGAAGAGGGAG
AATAAAAACATAATGTGAGTATGAGAGAGAAAGTTGTACAAAAGTTGTACCAAA
ATAGTTGTACAAATATCATTGAGGAATTTGACAAAAGCTACACAAATAAGGGTT
AATTGCTGTAAATAAATAAGGATGACGCATTAGAGAGATGTACCATTAGAGAAT
TITTGGCAAGTCATTAAAAAGAAAGAATAAATTATTTTTAAAATTAAAAGTTGAG
TCATTTGATTAAACATGTGATTATTTAATGAATTGATGAAAGAGTTGGATTAAAG
TTGTATTAGTAATTAGAATTTGGTGTCAAATTTAATTTGACATTTGATCTTTTCCT
ATATATTGCCCCATAGAGTCAGTTAACTCATTTTTATATTTCATAGATCAAATAA
GAGAAATAACGGTATATTAATCCCTCCAAAAAAAAAAAACGGTATATTTACTAAA
AAATCTAAGCCACGTAGGAGGATAACAGGATCCCCGTAGGAGGATAACATCCA
ATCCAACCAATCACAACAATCCTGATGAGATAACCCACTTTAAGCCCACGCATC
TGTGGCACATCTACATTATCTAAATCACACATTCTTCCACACATCTGAGCCACA
CAAAAACCAATCCACATCTTTATCACCCATTCTATAAAAAATCACACTTTGTGAG
TCTACACTTTGATTCCCTTCAAACACATACAAAGAGAAGAGACTAATTAATTAAT
TAATCATCTTGAGAGAAAATGGCGAAAAACGTTGCGATTITCGGCTTATTGTTT
TCTCTTCTTIGTGTTGGTTCCTTCTCAGATCT

GAGCTCTAAGTTAAAATGCTTCTTCGTCTCCTATTTATAATATGGTTTGTTATTG
TTAATTTTGTTCTTGTAGAAGAGCTTAATTAATCGTTGTTGTTATGAAATACTATT
TGTATGAGATGAACTGGTGTAATGTAATTCATTTACATAAGTGGAGTCAGAATC
AGAATGTTTCCTCCATAACTAACTAGACATGAAGACCTGCCGCGTACAATTGTC
TTATATTTGAACAACTAAAATTGAACATCTTTTGCCACAACTTTATAAGTGGTTA
ATATAGCTCAAATATATGGTCAAGTTCAATAGATTAATAATGGAAATATCAGTTA
TCGAAATTCATTAACAATCAACTTAACGTTATTAACTACTAATTTTATATCATCCC
CTTTGATAAATGATAGTACA

Fig. 1A
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Fig. 3A
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Fig. 4A

Fig. 4B
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Fig. 4C
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Fig. 5A

SEQ D NO.1
AGATCTTCGCTGACACAATATGTATAGGCTACCATGCCAACAACTCAACCGACACTGTTGACACAGTAC
TTGAGAAGAATGTGACAGTGACACACTCTGTCAACCTACTTGAGGACAGTCACAATGGAAAACTATGTCT
ACTAAAAGGAATAGCCCCACTACAATTGGGTAATTGCAGCGTTGCCGGATGGATCTTAGGAAACCCAGA
ATGCGAATTACTGATTTCCAAGGAATCATGGTCCTACATTGTAGAAACACCAAATCCTGAGAATGGAACA
TGTTACCCAGGGTATTTCGCCGACTATGAGGAACTGAGGGAGCAATTGAGTTCAGTATCTTCATTTGAG
AGATTCGAAATATTCCCCAAAGAAAGCTCATGGCCCAACCACACCGTAACCGGAGTATCAGCATCATGC
TCCCATAATGGGAAAAGCAGTTTTTACAGAAATTTGCTATGGCTGACGGGGAAGAATGGTTTGTACCCA
AACCTGAGCAAGTCCTATGTAAACAACAAAGAGAAAGAAGTCCTTGTACTATGGGGTGTTCATCACCCG
CCTAACATAGGGAACCAAAGGGCACTCTATCATACAGAAAATGCTTATGTCTCTGTAGTGTCTTCACATT
ATAGCAGAAGATTCACCCCAGAAATAGCCAAAAGACCCAAAGTAAGAGATCAGGAAGGAAGAATCAACT
ACTACTGGACTCTGCTGGAACCTGGGGATACAATAATATTTGAGGCAAATGGAAATCTAATAGCGCCAT
GGTATGCTTTTGCACTGAGTAGAGGCTTTGGATCAGGAATCATCACCTCAAATGCACCAATGGATGAAT
GTGATGCGAAGTGTCAAACACCTCAGGGAGCTATAAACAGCAGTCTTCCTTTCCAGAATGTACACCCAG
TCACAATAGGAGAGTGTCCAAAGTATGTCAGGAGTGCAAAATTAAGGATGGTTACAGGACTAAGGAACA
TCCCATCCATTCAATCCAGAGGTTTGTTTGGAGCCATTGCCGGTTTCATTGAAGGGGGGTGGACTGGAA
TGGTAGATGGGTGGTATGGTTATCATCATCAGAATGAGCAAGGATCTGGCTATGCTGCAGATCAAAAAA
GTACACAAAATGCCATTAACGGGATTACAAACAAGGTCAATTCTGTAATTGAGAAAATGAACACTCAATT
CACAGCTGTGGGCAAAGAGTTCAACAAATTGGAAAGAAGGATGGAAAACTTAAATAAAAAAGTTGATGAT
GGGTTTCTAGACATTTGGACATATAATGCAGAATTGTTGGTTCTACTGGAAAATGAAAGGACTTTGGATT
TCCATGACTCCAATGTGAAGAATCTGTATGAGAAAGTAAAAAGCCAATTAAAGAATAATGCCAAAGAAAT
AGGAAACGGGTGTTTTGAGTTCTATCACAAGTGTAACAATGAATGCATGGAGAGTGTGAAAAATGGTAC
CTATGACTATCCAAAATATTCCGAAGAATCAAAGTTAAACAGGGAGAAAATTGATGGAGTGAAATTGGAA
TCAATGGGAGTATACTAAGAGCTCAGGCCT

Fig. 5B
SEQID NO. 2

GGTACCTATGACTATCCAAAATATTCCGAAGAATCAAAGTTAAACAGGGAGAAAATTGATGGAGTGAAAT

TGGAATCAATGGGAGTATACCAGATTCTGGCGATCTACTCAACTGTCGCCAGTTCCCTGGTTCTTTTGGT

CTCCCTGGGGGCAATCAGCTTCTGGATGTGTTCCAATGGGTCTTTGCAGTGTAGAATATGCATCTAAGA
AGGCCT
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Fig. 5C

HAO from H1 (SEQ ID NO:28)

AGATCTTCGCTGACACAATATGTATAGGCTACCATGCCAACAACTCAACCGACACTGTTGACA
CAGTACTTGAGAAGAATGTGACAGTGACACACTCTGTCAACCTACTTGAGGACAGTCACAATG
GAAAACTATGTCTACTAAAAGGAATAGCCCCACTACAATTGGGTAATTGCAGCGTTGCCGGAT
GGATCTTAGGAAACCCAGAATGCGAATTACTGATTTCCAAGGAATCATGGTCCTACATTGTAG
AAACACCAAATCCTGAGAATGGAACATGTTACCCAGGGTATTTCGCCGACTATGAGGAACTGA
GGGAGCAATTGAGTTCAGTATCTTCATTTGAGAGATTCGAAATATTCCCCAAAGAAAGCTCAT
GGCCCAACCACACCGTAACCGGAGTATCAGCATCATGCTCCCATAATGGGAAAAGCAGTTTTT
ACAGAAATTTGCTATGGCTGACGGGGAAGAATGGTTTGTACCCAAACCTGAGCAAGTCCTATG
TAAACAACAAAGAGAAAGAAGTCCTTGTACTATGGGGTGTTCATCACCCGCCTAACATAGGGA
ACCAAAGGGCACTCTATCATACAGAAAATGCTTATGTCTCTGTAGTGTCTTCACATTATAGCAG
AAGATTCACCCCAGAAATAGCCAAAAGACCCAAAGTAAGAGATCAGGAAGGAAGAATCAACTA
CTACTGGACTCTGCTGGAACCTGGGGATACAATAATATTTGAGGCAAATGGAAATCTAATAGC
GCCATGGTATGCTTTTGCACTGAGTAGAGGCTTTGGATCAGGAATCATCACCTCAAATGCACC
AATGGATGAATGTGATGCGAAGTGTCAAACACCTCAGGGAGCTATAAACAGCAGTCTTCCTTT
CCAGAATGTACACCCAGTCACAATAGGAGAGTGTCCAAAGTATGTCAGGAGTGCAAAATTAAG
GATGGTTACAGGACTAAGGAACATCCCATCCATTCAATCCAGAGGTTTGTTTGGAGCCATTGC
CGGTTTCATTGAAGGGGGGTGGACTGGAATGGTAGATGGGTGGTATGGTTATCATCATCAGA
ATGAGCAAGGATCTGGCTATGCTGCAGATCAAAAAAGTACACAAAATGCCATTAACGGGATTA
CAAACAAGGTCAATTCTGTAATTGAGAAAATGAACACTCAATTCACAGCTGTGGGCAAAGAGT
TCAACAAATTGGAAAGAAGGATGGAAAACTTAAATAAAAAAGTTGATGATGGGTTTCTAGACAT
TTGGACATATAATGCAGAATTGTTGGTTCTACTGGAAAATGAAAGGACTTTGGATTTCCATGAC
TCCAATGTGAAGAATCTGTATGAGAAAGTAAAAAGCCAATTAAAGAATAATGCCAAAGAAATAG
GAAACGGGTGTTTTGAGTTCTATCACAAGTGTAACAATGAATGCATGGAGAGTGTGAAAAATG
GTACCTATGACTATCCAAAATATTCCGAAGAATCAAAGTTAAACAGGGAGAAAATTGATGGAG
TGAAATTGGAATCAATGGGAGTATACCAGATTCTGGCGATCTACTCAACTGTCGCCAGTTCCC
TGGTTCTTTTGGTCTCCCTGGGGGCAATCAGCTTCTGGATGTGTTCCAATGGGTCTTTGCAGT
GTAGAATATGCATCTAAGAGCTCAGGCCT
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Fig. 6

SEQIDNO.3

AAGCTTATGGAGAAAATAGTGCTTCTTCTTGCAATAGTCAGTCTTGTTAAAAGTGATCAGATTTGCATTGG
TTACCATGCAAACAATTCAACAGAGCAGGTTGACACAATCATGGAAAAGAACGTTACTGTTACACATGCC
CAAGACATACTGGAAAAGACACACAACGGGAAGCTCTGCGATCTAGATGGAGTGAAGCCTCTAATTTTA
AGACATTGTAGTGTAGCTGGATGGCTCCTCGGGAACCCAATGTGTGACGAATTCATCAATGTACCGGAA
TGGTCTTACATAGTGGAGAAGGCCAATCCAACCAATGACCTCTGTTACCCAGGGAGTTTCAACGACTAT
GAAGAACTGAAACACCTATTGAGCAGAATAAACCATTTTGAGAAAATTCAAATCATCCCCAAAAGTTCTTG
GTCCGATCATGAAGCCTCATCAGGAGTTAGCTCAGCATGTCCATACCTGGGAAGTCCCTCCTTTTTTAGA
AATGTGGTATGGCTTATCAAAAAGAACAGTACATACCCAACAATAAAGAAAAGCTACAATAATACCAACCA
AGAGGATCTTTTGGTACTGTGGGGAATTCACCATCCTAATGATGCGGCAGAGCAGACAAGGCTATATCA
AAACCCAACCACCTATATTTCCATTGGGACATCAACACTAAACCAGAGATTGGTACCAAAAATAGCTACT
AGATCCAAAGTAAACGGGCAAAGTGGAAGGATGGAGTTCTTCTGGACAATTTTAAAACCTAATGATGCAA
TCAACTTCGAGAGTAATGGAAATTTCATTGCTCCAGAATATGCATACAAAATTGTCAAGAAAGGGGACTC
AGCAATTATGAAAAGTGAATTGGAATATGGTAACTGCAACACCAAGTGTCAAACTCCAATGGGGGCGATA
AACTCTAGTATGCCATTCCACAACATACACCCTCTCACCATCGGGGAATGCCCCAAATATGTGAAATCAA
ACAGATTAGTCCTTGCAACAGGGCTCAGAAATAGCCCTCAAAGAGAGAGCAGAAGAAAAAAGAGAGGAC
TATTTGGAGCTATAGCAGGTTTTATAGAGGGAGGATGGCAGGGAATGGTAGATGGTTGGTATGGGTACC
ACCATAGCAATGAGCAGGGGAGTGGGTACGCTGCAGACAAAGAATCCACTCAAAAGGCAATAGATGGA
GTCACCAATAAGGTCAACTCAATCATTGACAAAATGAACACTCAGTTTGAGGCCGTTGGAAGGGAATTTA
ATAACTTAGAAAGGAGAATAGAGAATTTAAACAAGAAGATGGAAGACGGGTTTCTAGATGTCTGGACTTA
TAATGCCGAACTTCTGGTTCTCATGGAAAATGAGAGAACTCTAGACTTTCATGACTCAAATGTTAAGAAC
CTCTACGACAAGGTCCGACTACAGCTTAGGGATAATGCAAAGGAGCTGGGTAACGGTTGTTTCGAGTTC
TATCACAAATGTGATAATGAATGTATGGAAAGTATAAGAAACGGAACGTACAACTATCCGCAGTATTCAG
AAGAAGCAAGATTAAAAAGAGAGGAAATAAGTGGGGTAAAATTGGAATCAATAGGAACTTACCAAATACT
GTCAATTTATTCAACAGTGGCGAGTTCCCTAGCACTGGCAATCATGATGGCTGGTCTATCTTTATGGATG
TGCTCCAATGGATCGTTACAATGCAGAATTTGCATTTAAGAGCTC
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Fig. 7A

SEQIDNO. 4
5-GTATTAGTAATTAGAATTTGGTGTC-3'

Fig. 7B
SEQIDNO. 5
5-GCAAGAAGAAGCACTATTTTCTCCATITTICTCTCAAGATGATTA-3'

Fig. 7C
SEQIDNO. 6

5-TTAATCATCTTGAGAGAAAATGGAGAAAATAGTGCTTCTTCTTGC-3'

Fig. 7D
SEQID NO.7
5-ACTTTGAGCTCTTAAATGCAAATTCTGCATTGTAACGA-3'
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Fig. 8A

Seqiiéncia de peptideo HA1 (SEQ ID NO:9)

MKAKLLVLLCTFTATYADTICIGYHANNSTDTVDTVLEKNVTVTHSVNLLEDSHNGKLCLLKGIAPLQ
LGNCSVAGWILGNPECELLISKESWSYIVETPNPENGTCYPGYFADYEELREQLSSVSSFERFEIFPK
ESSWPNHTVTGVSASCSHNGKSSFYRNLLWLTGKNGLYPNLSKSYVNNKEKEVLVLWGVHHPPNI
GNQRALYHTENAYVSVVSSHYSRRFTPEIAKRPKVRDQEGRINYYWTLLEPGDTIIFEANGNLIAPWY
AFALSRGFGSGIITSNAPMDECDAKCQTPQGAINSSLPFQNVHPVTIGECPKYVRSAKLRMVTGLRNI
PSIQSRGLFGAIAGFIEGGWTGMVDGWYGYHHQNEQGSGYAADQKSTQNAINGITNKVNSVIEKMN
TQFTAVGKEFNKLERRMENLNKKVDDGFLDIWTYNAELLVLLENERTLDFHDSNVKNLYEKVKSQLK
NNAKEIGNGCFEFYHKCNNECMESVKNGTYDYPKYSEESKLNREKIDGVKLESMGVYQILAIYSTVA
SSLVLLVSLGAISFWMCSNGSLQCRICI*

Fig. 8B

Sequéncia de peptideo HA5 (SEQ ID No: 10)

MEKIVLLLAIVSLVKSDQICIGYHANNSTEQVDTIMEKNVTVTHAQDILEKTHNGKLCDLDGVKPLILR
DCSVAGWLLGNPMCDEFINVPEWSYIVEKANPTNDLCYPGSFNDYEELKHLLSRINHFEKIQIIPKSS
WSDHEASSGVSSACPYLGSPSFFRNVVWLIKKNSTYPTIKKSYNNTNQEDLLVLWGIHHPNDAAEQ
TRLYQNPTTYISIGTSTLNQRLVPKIATRSKVNGQSGRMEFFWTILKPNDAINFESNGNFIAPEYAYKI
VKKGDSAIMKSELEYGNCNTKCQTPMGAINSSMPFHNIHPLTIGECPKYVKSNRLVLATGLRNSPQR
ESRRKKRGLFGAIAGFIEGGWQGMVDGWYGYHHSNEQGSGYAADKESTQKAIDGVTNKVNSIIDK
MNTQFEAVGREFNNLERRIENLNKKMEDGFLDVWTYNAELLVLMENERTLDFHDSNVKNLYDKVRL
QLRDNAKELGNGCFEFYHKCDNECMESIRNGTYNYPQYSEEARLKREEISGVKLESIGTYQILSIYST
VASSLALAIMMAGLSLWMCSNGSLQCRICI*
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Fig. 9

SuBTIPO H7 (SEQ ID NO:11)
>BHB940420|gb:AF071776| Simbolo: HA | Nome: Precursor de hemaglutinin

Organismo: Gripe A Virus A/galinha/Nova York/1995{cromossomo:4)/Subtipo: H7/hospedeiro: Ave

GACAAAATATGTCTTGGGCACCATGCTGTGGCAAATGGAACAAAAGTGAACACATTAACAGAGAGGGGGA
TTGAAGTAGTGAACGCCACAGAGACGGTGGAAACTGCGAATATCAAGAAAATATGTATTCAAGGGARAAG
GCCAACAGATCTGGGACAATGTGGACTTCTAGGAACCCTAATAGGACCTCCCCAATGTGATCAATTCCTG
GAGTTTTACTCTGATTTGATAATTGAGCGAAGAGAAGGAACCGATGTGTGCTATCCCGGTAAATTCACAA
ATGAAGAATCACTGAGGCAGATCCTTCGAGGGTCAGGAGGAATTGATAAGGAGTCAATGGGTTTCACCTA
TAGTGGAATAAGAACCAATGGAGCGACAAGTGCCTGCAAAAGATCAGGTTCTTCTTTCTATGCAGAGATG
AAGTGGTTGCTGTCGAATTCAGACAATGCGGCATTCCCTCAAATGACAAAGTCGTATAGAAATCCCAGAA
ACAAACCAGCTCTGATAATTTGGGGAGTTCATCACTCTGGATCGGTTAGCGAGCAGACCAAACTCTATGG
AAGTGGAAACAAGTTGATAACAGTAGGAAGCTCAAAATACCAGCAATCATTCACCCCAAGTCCGGGAGCA
CGGCCACAAGTGAATGGACAATCAGGGAGAATCGATTTTCACTGGCTACTCCTTGATCCCAATGACACAG
TGACCTTCACTTTCAATGGGGCATTCATAGCCCCTGACAGGGCAAGTTTCTTTAGAGGAGAATCACTAGG
AGTCCAGAGTGATGTTCCTCTGGATTCTAGTTGTGGAGGGGATTGCTTTCACAGTGGGGGTACGATAGTC
AGTTCCCTGCCATTCCAAARACATCAACCCTAGAACTGTGGGGAGATGCCCTCGGTATGTCAAACAGACAA
GCCTCCTTTTGGCTACAGGAATGAGAAATGTTCCAGAGAATCCAAAGCCCAGAGGCCTTTTTGGAGCAAT
TGCTGGATTCATAGAGAATGGATGGGAGGGTCTCATCGATGGATGGTATGGTTTCAGACATCAAAATGCA
CAAGGGGAAGGAACTGCAGCTGACTACAAAAGCACCCAATCTGCAATAGATCAGATCACAGGCAAATTGA
ATCGTCTGATTGACAAAACAAATCAGCAGTTTGAGCTGATAGACAATGAGT TCAATGAGATAGAACAACA
AATAGGAAATGTCATTAATTGGACACGAGACGCAATGACTGAGGTATGGTCGTATAATGCTGAGCTGTTG
GTGGCAATGGAAAATCAGCATACAATAGATCTTGCGGACTCAGAAATGAACAAACTTTATGAGCGTGTCA
GAAAACAACTAGGGAGAATGCTGAAGAAGATGGAACTGGATGTTTTGAGATATTCCATAAGTGTGATGA
TCAGTGCATGGAGAGCATAAGGAACAACACTTATGACCATACTCAATACAGAACAGAGTCATTGCAGAAT
AGAATACAGATAGACCCAGTGAAATTGAGTAGTGGATACAAAGACATAATCTTATGGTTTAGCTTCGGGG
CATCATGTTTTCTTCTTCTAGCCGTTGTAATGGGATTGGTTTTCATTTGCATAAAGAATGGAAACATGCG
GTGCACCATTTGTATATAA
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Fig. 10A

Subtipo H2 (SEQ ID NO:12)
>gil408516|gb|L11132.1]FLADE88HA Virus da Gripe A (Afpato sivestre do arenque/ DE/677/88 (H2N8))
Gene hemaglutinin HA, CDs completo

AGCAAAAGCAGGGGTTATACCATAGACAACCAAAGGCAAGACAATGGCCATCATTTATCTAATTCTTCTG
TTCACAGCAGTGAGAGGGGACCAAATATGCATTGGATACCATTCCAACAATTCCACAGAAAAGGTTGACA
CAATCCTAGAGAGAAATGTCACTGTGACTCACGCTGAGGACATTCTTGAGAAGACTCACAATGGGAAGTT
ATGCAAACTARATGGAATCCCTCCACTTGAATTAAGGGATTGCAGCATTGCCGGATGGCTCCTTGGGAAT
CCAGAATGTGATATACTTCTAACTGTGCCAGAATGGTCATACATAATAGAAARAGAARATCCAAGGAACG
GCTTGTGCTACCCAGGCAGTTTCAATGATTATGAAGAATTGAAGCATCTTATCAGCAGCGTGACACATTT
TGAGAAAGTAAAGATTCTGCCCAGAAATGAATGGACACAGCATACAACAACTGGAGGTTCACAGGCTTGC
GCAGACTATGGTGGTCCGTCATTCTTCCGGAACATGGTCTGGTTGACAAAGAAAGGGTCGAATTATCCAA
TTGCCAAAAGATCTTACAACAATACAAGTGGGGAACAAATGCTGATCATTTGGGGGATACATCACCCCAA
TGATGAAAGTGAACAAAGAGCATTGTATCAGAATGTGGGGACCTATGTGTCAGTAGGAACATCAACACTG
AACAAAAGATCATCCCCAGAAATAGCAACAAGACCTAAAGTGAATGGACAAGGAGGCAGAATGGAATTCT
CGTGGACTATCTTAGATATATGGGACACAATAAATTTTGAGAGTACTGGCAATCTAATTGCACCAGAATA
TGGTTTCAAAATATCCAAACGAGGTAGTTCAGGGATCATGAAAACAGAAGGAAAACTTGAAAACTGCGAG
ACCAAGTGCCAAACTCCTTTGGGAGCAATAAATACAACATTACCCTTTCACAATATCCACCCACTGACCA
TTGGTGAGTGCCCCAAATATGTAAAATCGGAAAGATTAGTCTTAGCAACAGGACTAAGAAACGTCCCTCA
GATTGAGTCAAGGGGATTGTTTGGGGCAATAGCTGGT TTTATAGAGGGTGGATGGCAAGGAATGGTTGAT
GGTTGGTATGGGTATCATCACAGCAATGACCAGGGATCTGGGTATGCAGCAGACAAAGAATCCACTCAAA
AGGCAATTGATGGAATCACCAACAAGGTAAATTCTGTGATCGAAAAGATGAACACCCAATTCGGAGCTGT
TGGAAAAGAATTCAGTAACTTGGAGAGAAGACTGGAGAACTTGAATAAARAGATGGAGGACGGATTTCTA
GATGTGTGGACATACAATGCCGAGCTCCTAGTTCTAATGGAAAATGAGAGGACACTTGACTTTCATGATT
CTAATGTCAAGAATCTATATGATAAAGTCAGAATGCAACTGAGAGACAATGCAAAAGAACTAGGGAATGG
ATGTTTTGAATTTTATCACAAATGTGATGATGAATGCATGAACAGTGTGAAGAATGGGACATATGATTAT
TCCAAGTATGAAGAGGAGTCTAAACTAAACAGGACTGAAATCAAAGGGGTTAAATTGAGCAATATGGGGG
TTTATCAAATCCTTGCCATCTATGCTACAGTAGCAGGTTCCCTGTCACTGGCAATCATGATAGCTGGGAT
TTCTATATGGATGTGCTCCAACGGGTCTCTGCAATGCAGAATCTGCATATGATCATCAGTCATTTTGTAA
TTAAAAACACCCTTGTTTCTACT
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Fig. 10B

SUBTIPO H3 (SEQ ID NO:13)

>BHB2107299|gb:EF473574| Simbolo: HA | Nome: hemaglutinin
Organismo: Gripe A Virus AfTexas/Segmento:4)/Subtipa: H3/hospedeiro: Humano

CAAAAACTTCCCGGAAATGACAACAGCACGGCAACGCTGTGCCTTGGGCACCATGCAGTACCAAACGGAA
CGATAGTGAAAACAATCACGAATGACCAAATTGAAGTTACTAATGCTACTGAGCTGGTACAGAGTTCCTC
AACAGGTGGAATATGCGACAGTCCTCATCAGATCCTTGATGGAGAAAACTGCACACTAATAGATGCTCTA
TTGGGAGACCCTCAGTGTGATGGCTTCCAAAATAAGAAATGGGACCTTTT TGTTGAACGCAGCAAAGCCT
ACAGCAACTGTTACCCTTATGATGTGCCGGATTATGCCTCCCTTAGGTCACTAGTTGCCTCATCCGGCAC
ACTGGAGTTTAACAATGAAAGCTTCGATTGGACTGGAGTCACTCAGAATGGAACAAGCTCTGCTTGCAAA
AGGAGATCTAATAAAAGTTTCTTTAGTAGATTGAATTGGTTGACCCACTTAAAATACAAATACCCAGCAT
TGAACGTGACTATGCCAAACAATGAAAAATTTGACAAATTGTACATTTGGGGGGTTCACCACCCGGGTAC
GGACAGTGACCAAATCAGCCTATATGCTCAAGCATCAGGAAGAATCACAGTCTCTACCAAAAGAAGCCAA
CAAACTGTAATCCCGAATATCGGATCTAGACCCAGGGTAAGGGATGTCTCCAGCCGAATAAGCATCTATT
GGACAATAGTAAAACCGGGAGACATACTTTTGATTAACAGCACAGGGAATCTAATTGCTCCTCGGGGTTA
CTTCAAAATACGAAGTGGGAAAAGCTCAATAATGAGATCAGATGCACCCATTGGCAAATGCAATTCCGAA
TGCATCACTCCAAATGGAAGCATTCCCAATGACAAACCATTTCAAAATGTAAACAGGATCACATATGGGG
CCTGTCCCAGATATGTTAAGCAAAACACTCTGAAATTGGCAACAGGGATGCGAAATGTACCAGAGAAACA
AACTAGAGGCATATTTGGCGCAATCGCGGGTTTCATAGAAAATGGTTGGGAGGGAATGGTGGACGGTTGG
TACGGTTTCAGGCATCARAATTCTGAGGGCACAGGA
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Fig. 10C

SUBTIPO H4 (SEQ ID NO:14)
>BHB1050162|gb:DQ021859| Simbalo: HA Nome: hemagiutinin i
Organismo: Gripe A Virus A/pato silvestre do hemisfério norte/Segmento:4)/Subtipo: H4/hospedeiro: Ave

ATGCTATCAATCACGATTCTGTTTCTGCTCATAGCAGAGGGTTCCTCTCAGAATTACACAGGGAATCCCG
TGATATGCCTGGGACATCATGCCGTATCCAATGGGACAATGGTGAAAACCCTGACTGATGACCAAGTAGA
AGTTGTCACTGCCCAAGAATTAGTGGAATCGCAACATCTACCGGAGTTGTGTCCTAGCCCTTTAAGATTA
GTAGATGGACARAACTTGTGACATCGTCAATGGTGCCTTGGGGAGTCCAGGCTGTGATCACTTGAATGGTG
CAGAATGGGATGTCTTCATAGAACGACCCACTGCTGTGGACACTTGTTATCCATTTGATGTGCCGGATTA
CCAGAGCCTACGGAGTATCCTAGCAAACAATGGGAAATTTGAGTTCAT TGCTGAGGAATTCCAATGGAAC
ACAGTCAAACAAAATGGGAAATCCGGAGCATGCAAAAGAGCAAATGTGAATGACTTTTTCAACAGATTGA
ACTGGCTGACCAAATCTGATGGGAATGCATACCCACTTCAAAACCTGACAAAGGTTAACAACGGGGACTA
TGCAAGACTTTACATATGGGGAGTTCATCATCCTTCAACTGACACAGAACAAACCAACTTGTATAAGAAC
AACCCTGGGAGAGTAACTGTTTCCACCAAAACCAGTCAAACAAGTGTGGTACCAAACATTGGCAGTAGAC
CATGGGTAAGAGGCCAAAGCGGCAGGATTAGCTTCTATTGGACAATTGTGGAGCCAGGAGACCTCATAGT
CTTCAACACCATAGGGAATTTAATTGCTCCGAGAGGTCATTACAAGCTTAACAGTCAAARAGAAGAGCACA
ATTCTGAATACTGCAATTCCCATAGGATCTTGTGTTAGTAAATGTCACACAGATAGGGGTTCAATCTCTA
CAACCAAACCCTTTCAGAACATCTCAAGAATATCAATTGGGGACTGTCCCAAGTATGTCAAACAGGGATC
CTTGAAACTAGCTACAGGAATGAGGAATATCCCTGAGAAAGCAACCAGAGGCCTGTTTGGTGCAATTG
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Fig. 10D

SUBTIPO H5 (SEQ ID NO:15)

>BHB950029|gb:AF501235| Simbolo: HA { Nome: hemaglutinin
Organismo: Gripe A Virus A/Shangai/Segmento:4])/Subtipo: H5/hospedeiro: Ave

ATGGAGAAAATAGTGCTTCTTCTTGCAATAGTCAGTCTTGTTAAAAGTGATCAGATTTGCATTGGTTACC
ATGCAAACAACTCGACAGAGCAGGTTGACACAATAATGGAAAAGAACGTTACTGTTACACATGCCCAAGA
CATACTGGAAAAGACACACAACGGGAAACTCTGCGATCTAGATGGAGTGAAGCCTCTAATTTTGAGAGAT
TGTAGTGTAGCTGGATGGCTCCTCGGAAACCCTATGTGTGACGAATTCATCAATGTGCCGGAATGGTCTT
ACATAGTGGAGAAGGCCAGTCCAGCCAATGACCTCTGTTACCCAGGGGATTTCAACGACTATGAAGAACT
GAAACACCTATTGAGCAGAATARACCACTTTGAGAAAATTCAGATCATCCCCAAAAGTTCTTGGTCCAAT
CATGAAGCCTCATCAGGGGTGAGCGCAGCATGTCCATACCATGGGAAGCCCTCCTTTTTCAGAAATGTGG
TATGGCTTATCAAAAAGAACAGTGCATACCCAACAATAAAGAGGAGCTACAATAATACCAACCAAGAAGA
TCTTTTGGTACTGTGGGGGATTCACCATCCTAATGATGCGGCAGAGCAGACAAAGCTCTATCAAAACCCA
ACCACCTATATTTCCGTTGGAACATCAACACTAAACCAGAGATTGGTCCCAAAAATAGCTACTAGATCCA
AAGTAAACGGGCAAAGTGGAAGAATGGAGTTCTTCTGGACAATTTTAAAGCCGAATGATGCCATAAATTT
CGAGAGTAATGGAAATTTCATTGCTCCAGAATATGCATACAAAATTGTCAAGAAAGGGGACTCAGCAATT
ATGAAAAGTGAATTGGAATATGGTAACTGCAACACCAAGTGTCAAACTCCAATGGGGGCGATAAACTCTA
GTATGCCATTCCACAACATACACCCTCTCACAATCGGGGAATGCCCCAAATATGTGAAATCAAACAGATT
AGTCCTTGCGACTGGACTCAGAAATACCCCTCAAAGAGATAGAAGAAGAAAAAAGAGAGGACTATT TGGA
GCTATAGCAGGTTTTATAGAGGGAGGATGGCAAGGAATGGTAGATGGT TGGTATGGGTACCACCATAGCA
ATGAGCAGGGGAGTGGATACGCTGCAGACAAAGAATCCACTCARAAGGCAATAGATGGAGTCACCAATAA
GGTCAACTCGATCATTGACAAAATGAACACTCAGTTTGAGGCCGTTGGAAGGGAATTTAATAACTTAGAA
AGGAGGATAGAAAATTTAAACAAGAAGATGGAAGACGGATTCCTAGATGTCTGGACTTATAATGCTGAAC
TTCTGGTTCTCATGGAAAATGAGAGAACTCTAGACTTTCATGATTCAAATGTCAAGAACCTTTACAACAA
GGTCCGACTACAGCTTAGGGATAATGCAAAGGAGCTGGGTAATGGTTGTTTCGAGTTCTATCACAAATGT
GATAATGAATGTATGGAAAGTGTAAAAARACGGGACGTATGACTACCCGCAGTATTCAGAAGAAGCAAGAC
TAAACAGAGAGGAAATAAGTGGAGTAAAATTGGAATCAATGGGAACTTACCAAATACTGTCAATTTATTC
AACAGTGGCGAGTTCCCTAGCACTGGCAARTCATGGTAGCTGGTCTATCTTTATGGATGTGCTCCAATGGG
TCGTTACAATGCAGAATTTGCATTTAA
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Fig. 10E

SUBTIPO Hé (SEQ ID NO:16)
>BHB1049778 |gb:DQ021667| Simbolo: HA | Nome: hemaglutinin

Organismo: Gripe A Virus A/rabijunco do norte/segmento:4}/Subtipo: H6/hospedeiro: Ave

ATGATTGCAATCATTGTAATAGCGATACTGGCAGCAGCCGGAAAGTCAGACAAGATCTGCATTGGGTATC
ATGCCAACAATTCAACAACACAGGTGGATACGATACTTGAGAAGAATGTAACCGTCACACACTCAGTTGA
ATTGCTGGAGAATCAGAAGGAAGAAAGATTCTGCAAGATCTTGAACAAGGCCCCTCTCGACCTAAAGGGA
TGCACCATAGAGGGTTGGATCTTGGGGAATCCCCAATGCGATCTGTTGCTTGGTGACCAAAGCTGGTCAT
ATATAGTGGAAAGACCTACTGCCCAAAATGGGATATGCTACCCAGGAGCTTTGAATGAGGTAGAAGAACT
GAAAGCATTTATCGGATCAGGAGAAAGGGTAGAGAGATTTGAGATGT TTCCCAAAAGCACATGGGCAGGG
GTAGACACCAGCAGTGGGGTAACAAAAGCTTGTCCTTATAATAGTGGTTCATCTTTCTACAGAAACCTCC
TATGGATAATAAAGACCAAGTCAGCAGCGTATCCAGTAATTAARGGGAACTTACAGCAACACTGGAAACCA
GCCAATCCTCTATTTCTGGGGTGTGCACCATCCTCCTGACACCAATGAGCAAAATACTCTGTATGGCTCT
GGCGATCGGTATGTTAGGATGGGAACTGAGAGCATGAATTTTGCCAAGAGCCCAGAAATTGCGGCAAGAC
CCGCTGTGAATGGCCAAAGAGGTCGAATTGATTATTACTGGTCTGTTTTAAAACCAGGAGAAACCTTGAA
TGTGGAATCTAATGGAAATCTAATCGCTCCTTGGTATGCATACAAATTTGTCAACACAAATAATAAGGGA
GCCGTCTTCAAGTCAAATTTACCAATCGAGAATTGCGATGCCACATGCCAGACTATTGCAGGAGTCCTAA
GGACCAATAAAACATTTCAGAATGTGAGCCCTCTGTGGATAGGAGAATGCCCCAAGTATGTGAAAAGTGA
AAGTCTAAGGCTTGCTACTGGACTAAGAARATGTTCCACAGATTGAAACCAGAGGGCTTTTCGGAGCTATC
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Fig. 10F

SUBTIPO H8 (SEQ ID NO:17)

>gi{2213171dbj|D90304.1 | FLAHAH8N4 Virus da Gripe A
(A/Turkey/Ontario/6118/68 (H8N4) ) Gene para precursor de hemaglutinin, cds completo

ATGGAAAAATTCATCGCAATAGCAACCTTGGCGAGCACAAATGCATACGATAGGATATGCATTGGGTACC
AATCAAACAACTCCACAGACACAGTGAACACTCTCATAGAACAGAATGTACCAGTCACCCAAACAATGGA
GCTCGTGGAAACAGAGAAACATCCCGCTTATTGTAACACTGAT TTAGGTGCCCCATTGGAACTGCGAGAC
TGCAAGATTGAGGCAGTAATCTATGGGAACCCCAAGTGTGACATCCATCTGAAGGATCAAGGTTGGTCAT
ACATAGTGGAGAGGCCCAGCGCACCAGAAGGGATGTGTTACCCTGGATCTGTGGARAATCTAGAAGAACT
GAGGTTTGTCTTCTCCAGTGCTGCATCTTACAAGAGAATAAGACTATT TGACTATTCCAGGTGGAATGTG
ACTAGATCTGGAACGAGTAAAGCATGCAATGCATCAACAGGTGGCCAATCCTTCTATAGGAGCATCAATT
GGTTGACCAAAAAGGAACCAGACACTTATGACTTCAATGAAGGAGCTTATGTTAATAATGAAGATGGAGA
CATCATTTTCTTATGGGGGATCCATCATCCGCCGGACACAAAAGAGCAGACAACACTATATAAAAATGCA
AACACTTTGAGTAGTGTTACTACTAACACTATAAACAGAAGCTTTCAACCARATATTGGTCCCAGACCAT
TAGTAAGAGGACAGCAAGGGAGGATGGATTACTATTGGGGCATTCTGAAAAGAGGGGAGACTCTGAAGAT
CAGGACCAACGGAAATTTAATCGCACCTGAATTTGGCTATCTGCTCAAAGGTGAAAGCTACGGCAGAATA
ATTCAAAATGAGGATATACCCATCGGGAACTGTAACACAAAATGTCAAACATATGCGGGAGCAATCAATA
GCAGCAAACCCTTTCAGAATGCAAGTAGGCATTACATGGGAGAATGTCCCAAATATGTGAAGAAGGCAAG
CTTGCGACTTGCAGTTGGGCTTAGGAATACGCCTTCTGTTGAACCCAGAGGACTGTTTGGAGCCATTGCT
GGTTTCATTGAAGGAGGATGGTCTGGAATGATTGATGGGTGGTATGGATTTCATCACAGCAATTCAGAGG
GAACAGGAATGGCAGCTGACCAGAAATCAACACAAGAAGCCATCGATAAGATCACCAATAAAGTCAACAA
TATAGTTGACAAGATGAACAGGGAGT TTGAAGTTGTGAATCATGAGTTCTC TGAAGTTGAAAAAAGAATA
AACATGATAAACGATAAAATAGATGACCAAATTGAAGATCTTTGGGCT TACAATGCAGAGCTCCTTGTGC
TCTTAGAGAACCAGAAAACGCTAGACGAACATGATTCCAATGTCAAAAACCTTTTTGATGAAGTGAAAAG
GAGACTGTCAGCCAATGCAATAGATGCTGGGAACGGTTGCTTTGACATACTTCACAAATGCGACAATGAG
TGTATGGAAACTATAAAGAACGGAACTTACGATCATAAGGAATATGAAGAGGAGGCTAAACTAGAAAGGA
GCAAGATAAATGGAGTAAAACTAGAAGAGAACACCACTTACAAAATTCTTAGCATTTACAGTACAGTGGC
GGCCAGTCTTTGCTTGGCAATCCTGATTGCTGGAGGTTTAATCCTGGGCATGCAAAATGGATCTTGTAGA
TGCATGTTCTGTATTTGA
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Fig. 10G

SUBTIPO H9 (SEQ ID NO:18)

>BHB954830|gb:AM087218| Simbolo: HA | Nome: hemaglutinin
Organismo: Gripe A Virus A/shoveler/Segmento:4)/Subtipo: H9/hospedeiro: Ave

ATGGAAACAGTATCACTAATGACTATACTACTAGTAGCAACAGCAAGCAATGCAGACAAAATCTGCATCG
GCCACCAGTCAACARACTCCACAGAAACTGTGGACACGCTAACAGAAACCAATGTTCCTGTGACACATGC

CAAAGAATTGCTCCACACAGAGCACAATGGAATGCTGTGTGCAACAAATCTGGGACATCCCCTAATCTTA

GACACGTGCACTATTGAAGGACTGATCTATGGTAACCCTTCTTGTGACTTGCTGTTGGGAGGAAGAGAAT

GGTCCTACATCGTCGARAGGTCATCAGCTGTAAATGGAACGTGTTACCCTGGGAATGTAGAGAACCTAGA
GGAACTCAGGACACTTTTTAGTTCCGCTAGTTCCTACCGAAGAATCCAAATCTTCCCAGACACAATCTGG
AATGTGACTTACACTGGAACAAGCAAAGCATGTTCAGATTCATTCTACAGGAGTATGAGATGGCTGACTC
AAAAAAGCGGGTCTTACCCTGTTCAAGACGCTCAATACACAAATAATATGGGAAAGAGCATTCTTTTCGT
GTGGGGCATACATCACCCACCCACTGAAGCTGCACAGACAAATTTGTACACAAGAACCGACACAACAACA
AGCGTGACAACAGAAGACTTAAATAGGATCTTCAAACCGATGGTAGGGCCAAGGCCCCTTGTCAATGGTC
TGCAGGGAAGAATTAATTATTATTGGTCGGTACTAAAACCAGGCCAGACACTGCGAGTAAGATCCAATGG
GAATCTAATTGCTCCATGGTATGGACACATTCTTTCGGGAGGGAGCCATGGAAGAATCCTGAAGACTGAT
TTAAAAAGTAGTAATTGCGTAGTGCAATGTCAGACTGARAAARGGCGGCTTAAACAGTACATTGCCGTTCC
ACAATATCAGTAAATATGCATTTGGAAACTGTCCCAARATATGTTAGAGTTAAAAGTCTCARACTGGCAGT
AGGGTTGAGGAACGTGCCTGCTAGATCAAGTAGAGGACTATTCGGAGCCATAGCTGGATTCATAGAAGGA
GGTTGGCCAGGACTAGTCGCTGGTTGGTATGGTTTCCAGCATTCAAATGATCAAGGGGTTGGTATTGCGG
CAGATAGGGATTCAACTCAAAAGGCAATTGATAGARTAACAACCAAGGTGAATAATATAGTCGACAAAAT
GAACAAACAATATGAAATAATTGATCATGAATTCAGTGAGGT TGAAACTAGGCTCAACATGATCAATAAT
AARGATTGATGACCAAATACAAGACATATGGGCATATAATGCAGAGTTGCTAGTACTACTTGAAAACCAGA
AAACACTCGATGAGCATGACGCAAATGTGAAGA
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Fig. 10H

Subtipo H10 (SEQ ID NO:19)

>gi|324365]/gb|M21647.1 | FLAMS84HA Virus da gripe A
(galinha/Alemanha/ N/1949 (H10N7))
precursor de hemaglutinin, gene, cds completo

AGCAAAAGCAGGGGTCACAATGTACAAAGTAGTAGTAATAATTGCGCTCCTTGGAGCAGTGAAAGGTCTT
GACAGAATCTGCCTAGGACACCATGCGGTTGCCAATGGAACCATTGTGAAGACCCTTACAAATGAACAAG
AGGAAGTGACCAATGCTACTGAGACGGTAGAGAGCACAAATTTGAATAAATTGTGTATGAAAGGAAGAAG
CTACAAGGACTTGGGCAATTGTCACCCGGTAGGAATGTTGATAGGAACACCTGTTTGTGATCCGCACTTG
ACCGGGACCTGGGACACTCTCATTGAGCGAGAGAATGCCATTGCCCACTGTTATCCAGGGGCAACCATAA
ATGAAGAAGCATTGAGGCAGAAAATAATGGAAAGTGGAGGAATCAGCAAGATGAGCACTGGCTTCACTTA
TGGGTCTTCCATCACCTCAGCTGGGACCACTAAGGCATGCATGAGAAATGGAGGAGATAGTTTCTATGCA
GAGCTCAAATGGCTAGTGTCAAAGACAAAGGGACAAAATTTCCCTCAGACAACAAACACCTATCGGAATA
CGGACACAGCAGAACATCTCATAATATGGGGAATTCATCACCCTTCCAGCACACAGGAAAAGAATGACTT
ATACGGAACTCAGTCACTATCTATATCAGTTGAGAGTTCTACATATCAGAACAACTTTGTTCCAGTTGTT
GGGGCAAGACCTCAGGTCAATGGACAAAGTGGGCGAATTGACTTTCACTGGACACTAGTACAGCCGGGTG
ACAACATAACCTTCTCAGACAATGGAGGTCTAATAGCACCAAGTCGAGTTAGCAAATTAACTGGAAGGGA
TTTGGGAATCCAATCAGAAGCGTTGATAGACAACAGTTGTGAATCCAAATGCTTTTGGAGAGGGGGTTCT
ATAAATACAAAGCTCCCTTTTCAAAATCTGTCACCCAGAACAGTAGGTCAATGCCCCAAATACGTARATC
AGAGGAGTTTACTGCTTGCAACAGGGATGAGGAATGTGCCAGAAGTGGTGCAGGGAAGGGGTCTGTTTGG
TGCAATAGCAGGGTTCATAGAAAACGGATGGGAAGGAATGGTAGACGGCTGGTATGGTTTCAGACACCAA
AATGCCCAGGGCACAGGCCAAGCTGCTGATTACAAGAGTACTCAAGCAGCTATTGACCAAATCACAGGGA
AACTGAACAGGTTGATTGAGAAGACCAACACTGAGTTTGAGTCAATAGAATCTGAATTCAGTGAGACTGA
GCATCAAATTGGTAACGTCATTAATTGGACCAAAGATTCAATAACCGACATTTGGACTTACAACGCAGAG
CTATTAGTGGCAATGGAGAATCAGCACACAATTGACATGGCTGATTCAGAGATGCTAAATCTGTATGAAA
GGGTAAGAAAGCAACTCAGACAGAATGCAGAAGAAGACGGAAAGGGATGTTTTGAGATATATCATACTTG
TGATGATTCGTGCATGGAGAGTATAAGGAACAATACTTATGACCATTCACAATACAGAGAGGAGGCTCTT
CTGAATAGACTGAACATCAACCCAGTGAAACTTTCTTCGGGGTACAAAGACATCATACTTTGGTTTAGCT
TCGGGGAATCATGCTTTGTTCTTCTAGCCGTTGTTATGGGTCTTGT TTTCTTCTGCCTGAAAAATGGAAA
CATGCGATGCACAATCTGTATTTAGTTAAAAACACCTTGTTTCTACT



23/89

Fig. 101

Subtipo H11 (SEQ ID NO:20)

>gi|221307]dbj|D80306.1|FLAHAH11N Virus da gripe A(A/pato/England/56(H11N6))
Gene para precursor de hemaglutinin, cds completo

ATGGAGAAAACACTGCTATTTGCAGCTATTTTCCTTTGTGTGAAAGCAGATGAGATCTGTATCGGGTATT
TAAGCAACAACTCGACAGACAAAGTTGACACAATAATTGAGAACAATGTCACGGTCACTAGCTCAGTGGA
ACTGGTTGAGACAGAACACACTGGATCATTCTGTTCAATCAATGGAAAACAACCAATAAGCCTTGGAGAT
TGTTCATTTGCTGGATGGATATTAGGAAACCCTATGTGTGATGAACTAATTGGAAAGACTTCATGGTCTT
ACATTGTGGAAAAACCCAATCCAACAAATGGAATCTGTTACCCAGGAACTTTAGAGAGTGAAGAAGAACT
AAGACTGAAATTCAGTGGAGTTTTAGAATTTAACAAATTCGAAGTATTCACATCAAATGGATGGGGTGCT
GTAAATTCAGGAGTAGGAGTAACCGCTGCATGCAAATTCGGGGGTTCTAATTCTTTCTTTCGAAACATGG
TATGGCTGATACACCAATCAGGAACATATCCTGTAATAAAGAGAACCTTTAACAACACCAAAGGGAGAGA
TGTACTGATTGTTTGGGGAATTCATCATCCTGCTACACTGACAGAACATCAAGATCTGTATAAAAAGGAC
AGCTCCTATGTAGCAGTGGGTTCAGAGACCTACAACAGAAGATTCACTCCAGAAATCAACACTAGGCCCA
GAGTCAATGGACAGGCCGGACGGATGACATTCTACTGGAAGATAGTCAAACCAGGAGAATCAATAACATT
CGAATCTAATGGGGCGTTCCTAGCTCCTAGATATGCTTTTGAGATTGTCTCTGTTGGAAATGGGAAACTG
TTCAGGAGCGAACTGAACATTGAATCATGCTCTACCAAATGTCAAACAGAAATAGGAGGAATTAATACGA
ACAAAAGCTTCCACAATGTTCACAGAAACACTATCGGGGATTGCCCCAAGTATGTGAATGTCAAATCCTT
AAAGCTTGCAACAGGACCTAGAARATGTCCCAGCAATAGCATCGAGAGGCTTGTTTGGAGCAATAGCTGGA
TTCATAGAAGGGGGATGGCCTGGACTGATCAATGGATGGTATGGGTTCCAACACAGGGACGAAGAAGGAA
CAGGCATTGCAGCAGACAAGGAGTCAACTCAAAAGGCAATAGACCAGATAACATCCAAGGTAARATAACAT
CGTTGACAGGATGAATACAAACTTTGAGTCTGTGCAACACGAATTCAGTGAAATAGAGGAAAGAATAAAT
CAATTATCAAAACACGTAGATGATTCTGTGGTTGACATCTGGTCATATAATGCACAGCTTCTCGTTTTAC
TTGAAAATGAGAAGACACTGGACCTCCATGACTCAAATGTCAGGAACCTCCATGAGAAAGTCAGAAGAAT
GCTAAAGGACAATGCCAAAGATGAGGGGAACGGATGCTTCACCTTTTACCATAAGTGTGACAATARATGC
ATTGAACGAGTTAGAAACGGAACATATGATCATAAAGAATTCGAGGAGGAATCAAAAATCAATCGCCAGG
AGATTGAAGGGGTGAAACTAGATTCTAGTGGGAATGTGTATAAAATACTGTCAATTTACAGCTGCATTGC
AAGCAGTCTTGTATTGGCAGCACTCATCATGGGGTTCATGTTTTGGGCATGCAGTAATGGATCATGTAGA
TGTACCATTTGCATTTAG
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Fig. 10J

Subtipo H12 (SEQ ID NO:21)

>gi|221308]dbj|D80307.1|FLAHAH 12N Virus da gripe A (A/pato/Alberta/60/76(H12N5))
Gene para precursor de hemaglutinin, cds completo
ATGGAAAAATTCATCATTTTGAGTACTGTCTTGGCAGCAAGCTTTGCATATGACAARATTTGCATTGGAT

ACCAAACAAACAACTCGACTGAAACGGTAAACACACTAAGTGAACARAACGTTCCGGTGACGCAGGTGGA
AGAACTTGTACATCGTGGGATTGATCCGATCCTGTGTGGAACGGAACTAGGATCACCACTAGTGCTTGAT
GACTGTTCATTAGAGGGTCTAATCCTAGGCAATCCCAAATGTGATCTTTATTTGAATGGCAGGGAATGGT
CATACATAGTAGAGAGGCCCAAAGAGATGGAAGGAGTTTGCTATCCAGGGTCAATTGAAAACCAGGAAGA
GCTAAGATCTCTGTTTTCTTCCATCAAAARATATGAAAGAGTGAAGATGTTTGATTTCACCARATGGAAT
GTCACATACACTGGGACCAGCAAGGCCTGCAATAATACATCAAACCAAGGCTCATTCTATAGGAGCATGA
GATGGTTGACCTTAAAATCAGGACAATTTCCAGTCCAAACAGATGAGTACAAGAACACCAGAGATTCAGA
CATTGTATTCACCTGGGCCATTCACCACCCACCAACATCTGATGAACAAGTAAAATTATACAAAAATCCT
GATACTCTCTCTTCAGTCACCACCGTAGAAATCAATAGGAGCTTCAAGCCTAATATAGGGCCAAGACCAC
TCGTGAGAGGACAACAAGGGAGAATGGATTACTACTGGGCTGTTCTTAAACCTGGACAAACAGTCAAAAT
ACAAACCAATGGTAATCTTATTGCACCTGAATATGGTCACTTAATCACAGGGAAATCACATGGCAGGATA
CTCAAGAATAATTTGCCCATGGGACAGTGTGTGACTGAATGTCAATTGAACGAGGGTGTAATGAACACAA
GCAAACCTTTCCAGAACACTAGTAAGCACTATATTGGGAAATGCCCCAAATACATACCATCAGGGAGTTT
AARATTGGCAATAGGGCTCAGGAATGTCCCACAAGTTCAAGATCGGGGGCTCTTTGGAGCAATTGCAGGT
TTCATAGAAGGCGGATGGCCAGGGCTAGTGGCTGGTTGGTACGGATTTCAGCATCAAAATGCGGAGGGGA
CAGGCATAGCTGCAGACAGAGACAGCACCCAAAGGGCAATAGACAATATGCAAAACAAACTCAACAATGT
CATCGACAAAATGAATAAACAATTTGAAGTGGTGAATCATGAGTTTTCAGAAGTGGAAAGCAGAATAAAC
ATGATTAATTCCAAAATTGATGATCAGATAACTGACATATGGGCATACAATGCTGAATTGCTTGTCCTAT
TGGAAAATCAGAAGACATTAGATGAGCATGACGCTAATGTAAGGAATCTACATGATCGGGTCAGAAGAGT
CCTGAGGGAAAATGCAATTGACACAGGAGACGGCTGCTTTGAGATT TTACATAAATGTGACAACAATTGT
ATGGACACGATTAGAAACGGGACATACAATCACAAAGAGTATGAGGAAGAAAGCAAAATCGAACGACAGA
AAGTCAATGGTGTGAAACTTGAGGAGAATTCTACATATAAAATTCTGAGCATCTACAGCAGTGTTGCCTC
AAGCTTAGTTCTACTGCTCATGATTATTGGGGGTTTCATTTTCGGGTGTCAAAATGGAAATGTTCGTTGT
ACTTTCTGTATTTAA
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Fig. 10K

Subtipo H13(SEQ ID NO:22)

>gi|221311|dbj|D90308.1|FLAHAH13N Virus da gripe A
(A/mose/Maryland/704/77 (H13N6) ) Gene de precursor de hemaglutinin, cds completo

ATGGCTCTAAATGTCATTGCAACTTTGACACTTATAAGTGTATGTGTACATGCAGACAGAATATGCGTGG
GGTATCTGAGCACCAATTCATCAGAAAGGGTCGACACGCTCCTTGAAAATGGGGTCCCAGTCACCAGCTC
CATTGATCTGATTGAGACAAACCACACAGGAACATACTGTTCTCTAAATGGAGTCAGTCCAGTGCATTTG
GGAGATTGCAGCTTTGAAGGATGGATTGTAGGAAACCCAGCCTGCACCAGCAACTTTGGGATCAGAGAGT
GGTCATACCTGATTGAGGACCCCGCGGCCCCTCATGGGCTTTGCTACCCTGGAGAATTAAACAACAATGG
TGAACTCAGACACTTGTTCAGTGGAATCAGGTCATTCAGTAGAACGGAATTGATCCCACCTACCTCCTGG
GGGGAAGTACTTGACGGTACAACATCTGCTTGCAGAGATAACACGGGAACCAACAGCTTCTATCGAAATT
TAGTTTGGTTTATAAAGAAGAATACTAGATATCCAGTTATCAGTAAGACCTACAACAATACAACGGGAAG
GGATGTTTTAGTTTTATGGGGAATACATCACCCAGTGTCTGTGGATGAGACAAAGACTCTGTATGTCAAT
AGTGATCCATACACACTGGTTTCCACCAAGTCTTGGAGCGAGAAATATAAACTAGAAACGGGAGTCCGAC
CTGGCTATAATGGACAGAGGAGCTGGATGAAAATTTATTGGTCTTTGATACATCCAGGGGAGATGATTAC
TTTCGAGAGTAATGGTGGATTTTTAGCCCCAAGATATGGGTACATAAT TGAAGAATATGGAAAAGGAAGG
ATTTTCCAGAGTCGCATCAGAATGTCTAGGTGCAACACCAAGTGCCAGACTTCGGTTGGAGGGATAAACA
CAAACAGAACGTTCCAAAACATCGATAAGAATGCTCTTGGTGACTGTCCCAAATACATAAAGTCTGGCCA
ACTCAAGCTAGCCACTGGACTCAGAAATGTGCCAGCTATATCGAATAGAGGATTGTTCGGAGCAATTGCA
GGGTTCATAGAAGGAGGCTGGCCAGGTTTAATCAATGGTTGGTACGGTTTTCAGCATCAAAATGAACAGG
GAACAGGAATAGCTGCAGACAAAGAATCAACACAGAAAGCTATAGACCAGATAACAACCAAAATAAATARA
CATTATTGATAAAATGAATGGGAACTATGATTCAATTAGGGGTGAATTCAATCAAGTTGAGAAGCGTATA
AACATGCTTGCAGACAGAATAGATGATGCCGTGACGGACATTTGGTCATACAATGCCAAACTTCTTGTAT
TGCTGGAAAATGATAAAACTTTAGATATGCATGATGCTAATGTAAAGAATTTACATGAGCAAGTACGAAG
AGAATTGAAGGACAATGCAATTGACGAAGGAAATGGCTGTTTTGAACTCCTTCATAAATGCAATGACTCC
TGCATGGAAACTATAAGAAATGGAACGTATGACCACACTGAGTATGCAGAGGAGTCAAAGTTAAAGAGGC
AAGAAATCGATGGGATCAAACTCAAATCAGAAGACAACGTTTACAAAGCATTATCAATATACAGTTGCAT
TGCAAGTAGTGTTGTACTAGTAGGACTCATACTCTCTTTCATCATGTGGGCCTGTAGTAGTGGGAATTGC
CGATTCAATGTTTGTATATAA
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Fig. 10L

Subtipo H14 (SEQ ID NO:23)

>gi|324045|gb|M35997.1|FLAH1424 Gripe A pato silvestre do hemisfério norte
hemaglutinin, subtipo H14, gene
AGCAAAAGCAGGGGAAAATGATTGCACTCATATTGGTTGCACTGGCTCTGAGCCACACTGCTTATTCTCA

GATCACAAATGGGACAACAGGAAACCCCATTATATGCTTGGGGCATCATGCAGTGGAAAACGGCACATCT
GTTAAAACACTAACAGACAATCACGTAGAAGTTGTGTCAGCTAAAGAATTAGTTGAGACGAACCACACTG
ATGAACTGTGCCCAAGCCCCTTGAAGCTTGTCGACGGGCAAGACTGCCACCTCATCAATGGTGCATTGGG
GAGTCCAGGCTGTGACCGTTTGCAGGACACCACTTGGGATGTCTTCAT TGAAAGGCCCACTGCAGTAGAC
ACATGTTATCCATTCGACGTCCCAGATTACCAGAGTCTCAGAAGCATCCTAGCAAGCAGTGGGAGTTTGG
AGTTCATCGCCGAACAATTCACCTGGAATGGTGTCAAAGTTGACGGATCAAGCAGTGCTTGTTTGAGGGG
CGGTCGCAACAGCTTCTTCTCCCGACTAAACTGGCTAACCAAAGCAACAAATGGAAACTATGGACCTATT
AACGTCACTAAAGAAAATACGGGCTCTTATGTCAGGCTCTATCTCTGGGGAGTGCATCACCCATCAAGCG
ATAATGAGCAAACGGATCTCTACAAGGTGGCAACAGGGAGAGTAACAGTATCTACCCGCTCGGACCAAAT
CAGTATTGTTCCCAATATAGGAAGTAGACCGAGGGTAAGGAATCAGAGCGGCAGGATAAGCATCTACTGG
ACCCTAGTAAACCCAGGGGACTCCATCATTTTCAACAGTATTGGGAATTTGATTGCACCAAGAGGCCACT
ACAAAATAAGCAAATCTACTAAGAGCACAGTGCTTAAAAGTGACAAAAGGATTGGGTCATGCACAAGCCC
TTGCTTAACTGATAAAGGTTCGATCCAAAGTGACAAACCTTTTCAGAATGTATCAAGGATTGCTATAGGA
AACTGCCCGAAATATGTAAAGCAAGGGTCCCTGATGTTAGCAACTGGAATGCGCAACATCCCTGGCAAAC
AGGCAAAGGGCTTATTTGGGGCAATTGCTGGATTCATTGAAAATGGTTGGCAAGGCCTGATTGATGGGTG
GTATGGATTCAGGCACCAAAATGCTGAAGGAACAGGAACTGCTGCAGACCTGAAGTCAACTCAGGCAGCC
ATTGATCAGATAAATGGCAAGCTGAACAGATTGATAGAGAAGACAAATGAAAAATATCACCAAATAGAAA
AGGAATTCGAACAGGTGGAAGGAAGAATACAAGACCTTGAGAAGTACGTTGAGGACACTAAGATTGATTT
GTGGTCATACAATGCTGAATTGCTAGTAGCACTAGAGAATCAGCACACAATAGATGTCACAGACTCCGAA
ATGAACAAGCTTTTTGAAAGAGTAAGAAGGCAATTAAGAGAGAATGCAGAAGATCAAGGCAACGGTTGTT
TCGAGATATTCCATCAGTGTGACAACAATTGTATAGAAAGCATTAGAAACGGAACTTATGACCACAACAT
CTACAGGGATGAAGCCATCAACAATCGAATCAAAATAAATCCTGTCACTTTGACGATGGGGTACAAGGAC
ATAATCCTGTGGATTTCTTTCTCCATGTCATGCTTTGTCTTCGTGGCACTGATTCTGGGATTTGTTCTAT
GGGCTTGTCAAAACGGGAATATCCGATGCCAAATCTGTATATAAAGAAAAAACACCCTTGTTTCTACTC
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Fig. 10M

Subtipo H15 (SEQ ID NO:24)
>@i]1226068|gb|L43916.1|FLAHEMAC Virus da gripe A pato fAustralia/341/83 (H15N8)

Hemaglutinin mRNA, cds completo
AGCARAAGCAGGGGATACAAAATGAACACTCARATCATCGTCATTCTAGTCCTCGGACTGTCGATGGTGA
GATCTGACAAGATTTGTCTCGGGCACCATGCCGTAGCAAATGGGACAAAAGTCAACACACTAACTGAGAA
AGGAGTGGAAGTGGTCAATGCCACGGAGACAGTGGAGATTACAGGAATARATAAAGTGTGCACAARAGGG
AAGAAAGCGGTGGACTTGGGATCTTGTGGAATACTGGGAACTATCATTGGGCCTCCACAATGTGACTCTC
ATCTTAAATTCAAAGCTGATCTGATAATAGAAAGAAGAAATTCAAGTGACATCTGTTACCCAGGGAAATT
CACTAATGAGGAAGCACTGAGACAAATAATCAGAGAATCTGGTGGAATTGACAAAGAGCCAATGGGATTT
AGATATTCAGGAATAAAAACAGACGGGGCAACCAGTGCGTGTAAGAGAACAGTGTCCTCTTTCTACTCAG
ARAATGAAATGGCTTTTATCCAGCAAGGCTAACCAGGTGTTCCCACAACTGAATCAGACATACAGGAACAA
CAGAAAAGAACCAGCCCTAATTGTTTGGGGAGTACATCATTCAAGTTCCTTGGATGAGCAAAATAAGCTA
TATGGAGCTGGGAACAAGCTGATAACAGTAGGAAGCTCAAAATACCAACAATCGTTTTCACCAAGTCCAG
GGGACAGGCCCAAAGTGAATGGTCAGGCCGGGAGGATCGACT TTCATTGGATGCTATTGGACCCAGGGGA
TACAGTCACTTTTACCTTCAATGGTGCATTCATAGCCCCAGATAGAGCCACCTTTCTCCGCTCTAATGCC
CCATCGGGAGTTGAGTACAATGGGAAGTCACTGGGAATACAGAGTGATGCACAAATTGATGAATCATGTG
AAGGGGAATGCTTCTACAGTGGAGGGACAATAAACAGCCCTTTGCCATTTCAAAACATCGATAGTTGGGC
TGTCGGAAGGTGCCCCAGATATGTAAAGCAATCAAGCCTGCCGCTGGCCTTAGGAATGAAAAATGTACCA
GAGAAAATACATACTAGGGGACTGTTCGGTGCAATTGCAGGATTCATCGAGAATGGATGGGAAGGACTCA
TTGATGGATGGTATGGATTTAGGCATCAAAATGCACAGGGGCAGGGAACAGCTGCTGACTACAAGAGTAC
TCAGGCTGCAATTGACCAGATAACAGGGAAACTTAATAGATTAATTGARAAAACCAACACACAGTTTGAA
CTCATAGACAATGAGTTCACTGAAGTGGAGCAGCAGATAGGCAATGTAATAAACTGGACAAGGGACTCCT
TGACTGAGATCTGGTCATACAATGCTGAACTTCTAGTAGCAATGGAAAATCAGCATACAATTGACCTTGC
AGATTCTGAAATGAACAAACTCTATGAGAGAGTGAGAAGACAGCTAAGGGAGAATGCCGAGGAGGATGGA
ACTGGATGTTTTGAGATTTTCCACCGATGTGACGATCAATGTATGGAGAGCATACGAAATAATACTTACA
ATCACACTGAATATCGACAGGAAGCCTTACAGAATAGGATAATGATCAATCCGGTAAAGCTTAGTGGTGE
GTACAAAGATGTGATACTATGGTTTAGCTTCGGGGCATCATGTGTAATGCTTCTAGCCATTGCTATGGGT
CTTATTTTCATGTGTGTGAAAAACGGGAATCTGCGGTGCACTATCTGTATATAATTATTTGAAAAACACC
CTTGTTTCTACT
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Fig. 10N

Subtipo H16 (SEQ ID NO:25)

>gi|56425020|gbJAY684891.1| Virus dagripe A (A palo sivestre da cabega preta/ Sweeden/5/99(H16N3))
Hemaglutinin (HA), gene, cds completo

AGCAAAAGCAGGGGATATTGTCAAAACAACAGAATGGTGATCAAAGTGCTCTACTTTCTCATCGTATTGT
TAAGTAGGTATTCGAAAGCAGACAAAATATGCATAGGATATCTAAGCAACAACGCCACAGACACAGTAGA
CACACTGACAGAGAACGGAGTTCCAGTGACCAGCTCAGTTGATCTCGTTGAAACAAACCACACAGGAACA
TACTGCTCACTGAATGGAATCAGCCCAATTCATCTTGGTGACTGCAGCTT TGAGGGATGGATCGTAGGAA
ACCCTTCCTGTGCCACCAACATCAACATCAGAGAGTGGTCGTATCTAATTGAGGACCCCAATGCCCCCAA
CAAACTCTGCTTCCCAGGAGAGTTAGATAATAATGGAGAAT TACGACATCTCTTCAGCGGAGTGAACTCT
TTTAGCAGAACAGAATTAATAAGTCCCAACAAATGGGGAGACATTCTGGATGGAGTCACCGCTTCTTGCC
GCGATAATGGGGCAAGCAGTTTTTACAGAAATTTGGTCTGGATAGTGAAGAATAAAAATGGAAAATACCC
TGTCATAAAGGGGGATTACAATAACACAACAGGCAGAGATGTTCTAGTACTCTGGGGCATTCACCATCCG
GATACAGAAACAACAGCCATAAACTTGTACGCAAGCAAAAACCCCTACACATTAGTATCAACAAAGGAAT
GGAGCAAAAGATATGAACTAGAAATTGGCACCAGAATAGGTGATGGACAGAGAAGTTGGATGAAACTATA
TTGGCACCTCATGCGCCCTGGAGAGAGGATAATGTTTGAAAGCAACGGGGGCCTTATAGCGCCCAGATAC
GGATACATCATTGAGAAGTACGGTACAGGACGAATTTTCCAAAGTGGAGTGAGAATGGCCAAATGCAACA
CAAAGTGTCAAACATCATTAGGTGGGATAAACACCAACAAAACTTTCCAAAACATAGAGAGAAATGCTCT
TGGAGATTGCCCAAAGTACATAAAGTCTGGACAGCTGAAGCTTGCAACTGGGCTGAGAAATGTCCCATCC
GTTGGTGAAAGAGGTTTGTTTGGTGCAATTGCAGGCTTCATAGAAGGAGGGTGGCCTGGGCTAATTAATG
GATGGTATGGTTTCCAGCATCAGAATGAACAGGGGACTGGCATTGCTGCAGACAAAGCCTCCACTCAGAA
AGCGATAGATGAAATAACAACAAAAATTAACAATATAATAGAGAAGATGAACGGAAACTATGATTCAATA
AGAGGGGAATTCAATCAAGTAGAAAAGAGGATCAACATGCTCGCTGATCGAGTTGATGATGCAGTAACTG
ACATATGGTCGTACAATGCTAAACTTCTTGTACTGCTTGAAAATGGGAGAACATTGGACTTACACGACGC
AAATGTCAGGAACTTACACGATCAGGTCAAGAGAATATTGAAAAGTAATGCTATTGATGAAGGAGATGGT
TGCTTCAATCTTCTTCACAAATGTAATGACTCATGCATGGAAACTATTAGAAATGGGACCTACAATCATG
AAGATTACAGGGAAGAATCACAACTGAAAAGGCAGGAAATTGAGGGAATAARATTGAAGTCTGAAGACAA
TGTGTATAAAGTACTGTCGATTTATAGCTGCATTGCAAGCAGTATTGTGCTGGTAGGTCTCATACTTGCG
TTCATAATGTGGGCATGCAGCAATGGAAATTGCCGGTTTAATGTTTGTATATAGTCGGAAAAAATACCCT
TGTTTCTACT
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Fig. 100

Gripe B(SEQ ID NO:26)
>gil325175|gb|K00423.1|FLBHAZO  Gripe B /Lee/40, Hemaglutinin(seg 4), segmento completo

AGCAGAAGCGTTGCATTTTCTAATATCCACAAAATGAAGGCAATAATTGTACTACTCATGGTAGTAACAT
CCAATGCAGATCGAATCTGCACTGGGATAACATCGTCAAACTCACCTCATGTGGTTAAAACTGCCACTCA
AGGGGAAGTCAATGTGACTGGTGTGATACCACTAACAACAACACCTACCAAATCTCATTTTGCAAATCTC
AAAGGAACACAGACCAGAGGAAAACTATGCCCAAACTGTTTTAACTGCACAGATCTGGACGTGGCCCTAG
GCAGACCAAAATGCATGGGGAACACACCCTCCGCAAAAGTCTCAATACTCCATGAAGTCAAACCTGCTAC
ATCTGGATGCTTTCCTATAATGCACGACAGAACAAAAATCAGACAACTACCTAATCTTCTCAGAGGATAT
GAAAACATCAGGTTATCAACCAGTAATGT TATCAATACAGAGACGGCACCAGGAGGACCCTACAAGGTGG
GGACCTCAGGATCTTGCCCTAACGTTGCTAATGGGAACGGCTTCTTCAACACAATGGCTTGGGTTATCCC
AAARGACAACAACAAGACAGCAATAAATCCAGTAACAGTAGAAGTACCATACATTTGTTCAGAAGGGGAA
GACCAAATTACTGTTTGGGGGTTCCACTCTGATGACAAAACCCAAATGGAAAGACTCTATGGAGACTCAA
ATCCTCAAAAGTTCACCTCATCTGCCAATGGAGTAACCACACATTATGTTTCTCAGATTGGTGGCTTCCC
AAATCAAACAGAAGACGAAGGGCTAAAACAAAGCGGCAGAATTGTTGT TGATTACATGGTACAAAAACCT
GGAAAAACAGGAACAATTGTTTATCAAAGAGGCATTTTATTGCCTCAAAAAGTGTGGTGCGCAAGTGGCA
GGAGCAAGGTAATAAAAGGGTCCTTGCCTTTAATTGGTGAAGCAGATTGCCTCCACGAAAAGTACGGTGG
ATTAAATAAAAGCAAGCCTTACTACACAGGAGAGCATGCAAAGGCCATAGGAAATTGCCCAATATGGGTG
AAAACACCCTTGAAGCTGGCCAATGGAACCAAATATAGACCGCCTGCAAAACTATTAAAGGAAAGAGGTT
TCTTCGGAGCTATTGCTGGTTTCTTGGAAGGAGGATGGGAAGGAATGATTGCAGGTTGGCACGGATACAC
ATCTCATGGAGCACATGGAGTGGCAGTGGCAGCAGACCTTAAGAGTACACAAGAAGCTATAAACAAGATA
ACAAAAAATCTCAACTATTTAAGTGAGCTAGAAGTAAAAAACCTTCAAAGACTAAGCGGAGCAATGAATG
AGCTTCACGACGAAATACTCGAGCTAGACGAAAAAGTGGATGATCTAAGAGCTGATACAATAAGCTCACA
AATAGAGCTTGCAGTCTTGCTTTCCAACGAAGGGATAATAAACAGTGAAGATGAGCATCTCTTGGCACTT
GAAAGAAAACTGAAGAAAATGCTTGGCCCCTCTGCTGTAGAAATAGGGAATGGGTGCTTTGAAACCARAC
ACAAATGCAACCAGACTTGCCTAGACAGGATAGCTGCTGGCACCTTTAATGCAGGAGATTTTTCTCTTCC
CACTTTTGATTCATTAAACATTACTGCTGCATCTTTAAATGATGATGGCTTGGATAATCATACTATACTG
CTCTACTACTCAACTGCTGCTTCTAGCTTGGCTGTAACATTAATGATAGCTATCTTCATTGTCTACATGG
TCTCCAGAGACARTGTTTCTTGTTCCATCTGTCTGTGAGGGAGATTAAGCCCTGTGT TTTCCTTTACTGT
AGTGCTCATTTGCTTGTCACCATTACAAAGAAACGT TATTGAAAAATGCTCTTGTTACTACT
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Fig. 10P

Gripec (SEQID NO:27)

>gi|325317|gb{M17868.1| FLCHAJO Gripe C /Johannesburg/66

Hemaglutinin esterase RNA, cds completo
AGCAGAAGCAGGGGGTTAATAATGTTTTTCTCATTACTCTTGGTGTTGGGCCTCACAGAGGCTGAAAAAA
TAAAGATATGCCTTCAAAAGCAAGTGAACAGTAGCTTCAGCCTACACAATGGCTTCGGAGGAAATTTGTA
TGCCACAGAAGAAAAAAGAATGTTTGAGCTTGTTAAGCCCAAAGCTGGAGCCTCTGTCTTGAATCAAAGT
ACATGGATTGGCTTTGGAGATTCAAGGACTGACAAAAGCAATTCAGCTTTTCCTAGGTCTGCTGATGTTT
CAGCAAAAACTGCTGATAAGTTTCGTTTTTTGTCTGGTGGATCCTTAATGTTGAGTATGT TTGGCCCACC
TGGGAAGGTAGACTACCTTTACCAAGGATGTGGAAAACATAAAGTTTTTTATGAAGGAGT TAACTGGAGT
CCACATGCTGCTATAAATTGTTACAGARAAAAATTGGACTGATATCAAACTGAATTTCCAGAAAAACATTT
ATGAATTGGCTTCACAATCACATTGCATGAGCTTGGTGAARTGCCTTGGACAAAACTATTCCTTTACAAGT
GACTGCTGGGACTGCAGGAAATTGCAACAACAGCTTCTTAAAAAATCCAGCATTGTACACACAAGAAGTC
AAGCCTTCAGAARACAAATGTGGGAAAGAAAATCTTGCTTTCTTCACACTTCCAACCCAATTTGGAACCT
ATGAGTGCAAACTGCATCTTGTGGCTTCTTGCTATTTCATCTATGATAGTAAAGAAGTGTACAATAAAAG
AGGATGTGACAACTACTTTCAAGTGATCTATGATTCATTTGGAAAAGTCGTTGGAGGACTAGATAACAGG
GTATCACCTTACACAGGGAATTCTGGAGACACCCCAACAATGCAATGTGACATGCTCCAGCTGAAACCTG
GAAGATATTCAGTAAGAAGCTCTCCAAGATTCCTTTTAATGCCTGAAAGAAGTTATTGCTTTGACATGAA
AGAAAAAGGACCAGTCACTGCTGTCCAATCCATTTGGGGAAAAGGCAGAGAATCTGACTATGCAGTGGAT
CAAGCTTGCTTGAGCACTCCAGGGTGCATGTTGATCCAAAAGCAAAAGCCATACATTGGAGAAGCTGATG
ATCACCATGGAGATCAAGAAATGAGGGAGT TGCTGTCAGGACTGGACTATGAAGCTAGATGCATATCACA
ATCAGGGTGGGTGAATGAAACCAGTCCTTTTACGGAGAAATACCTCCTTCCTCCCAAATTTGGAAGATGC
CCTTTGGCTGCAAAGGAAGAATCCATTCCAARAATCCCAGATGGCCTTCTAATTCCCACCAGTGGAACCG
ATACCACTGTAACCAAACCTAAGAGCAGAATTTTTGGAATCGATGACCTCATTATTGGTGTGCTCTTTGT
TGCAATCGTTGAAACAGGAATTGGAGGCTATCTGCTTGGAAGTAGAAAAGAATCAGGAGGAGGTGTGACA
AAAGAATCAGCTGAAAAAGGGTTTGAGAAAATTGGAAATGACATACAAATTTTAAAATCTTCTATAAATA
TCGCAATAGAAAAACTAAATGACAGAATTTCTCATGATGAGCAAGCCATCAGAGATCTAACTTTAGAAAT
TGAARATGCAAGATCTGAAGCTTTATTGGGAGAATTGGGAATAATAAGAGCCTTATTGGTAGGAAATATA
AGCATAGGATTACAGGAATCTTTATGGGAACTAGCTTCAGAAATAACAAATAGAGCAGGAGATCTAGCAG
TTGAAGTCTCCCCAGGTTGCTGGATAATTGACAATAACATTTGTGATCAAAGCTGTCAAAATTTTATTTT
CAAGTTCAACGAAACTGCACCTGTTCCAACCATTCCCCCTCTTGACACAAAAATTGATCTGCAATCAGAT
CCTTTTTACTGGGGAAGCAGCTTGGGCTTAGCAATAACTGCTACTATTTCATTGGCAGCTTTGGTGATCT
CTGGGATCGCCATCTGCAGAACTAAATGATTGAGACAATTTTGAAAAATGGATAATGTGTTGGTCAATAT
TTTGTACAGT TTTATAAAAAACAAAAATCCCCTTGCTACTGCT
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Fig. 10Q
SEQ ID NO: 29

5-AGTTCCCCGGGCTGGTATATTTATATGTTGTC-3’

Fig. 10R
SEQ ID NO: 30

5'-AATAGAGCTCCATTTTCTCTCAAGATGATTAATTAATTAATTAGTC-3

Fig. 108
SEQ ID NO: 31

5'-AATAGAGCTCGTTAAAATGCTTCTTCGTCTCCTATTTATAATATGG-3'

Fig. 10T
SEQ ID NO: 32

5-
TTACGAATTCTCCTTCCTAATTGGTGTACTATCATTTATCAAAGGGGA-3'
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Fig. 11
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Fig. 12

<4 HAD

< HA1

< HA2

1- HS comercial (750 ng)
2- Extrato de proteina de folha de imitagdo (37.5 ug)

3- Exirato de proteina de folha de planta infiltrada R-660 (37.5 ug)
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Fig. 13A
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Fragdo de gradiente de sucrose
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Fig. 16

SEQ ID NO: 33
ATGAAAGCAAAACTACTGGTCCTGTTATGTACATTTACAGCTACATATGCAGA
CACAATATGTATAGGCTACCATGCCAACAACTCAACCGACACTGTTGACACAG
TACTTGAGAAGAATGTGACAGTGACACACTCTGTCAACCTACTTGAGGACAGT
CACAATGGAAAACTATGTCTACTAAAAGGAATAGCCCCACTACAATTGGGTAA
TTGCAGCGTTGCCGGATGGATCTTAGGAAACCCAGAATGCGAATTACTGATTT
CCAAGGAATCATGGTCCTACATTGTAGAAACACCAAATCCTGAGAATGGAACA
TGTTACCCAGGGTATTTCGCCGACTATGAGGAACTGAGGGAGCAATTGAGTTC
AGTATCTTCATTTGAGAGATTCGAAATATTCCCCAAAGAAAGCTCATGGCCCA
ACCACACCGTAACCGGAGTATCAGCATCATGCTCCCATAATGGGAAAAGCAGT
TTTTACAGAARATTTGCTATGGCTGACGGGGAAGAATGGTTTGTACCCAAACCT
GAGCAAGTCCTATGTAAACAACAAAGAGAAAGAAGTCCTTGTACTATGGGGTG
TTCATCACCCGCCTAACATAGGGAACCAAAGGGCCCTCTATCATACAGAAAAT
GCTTATGTCTCTGTAGTGTCTTCACATTATAGCAGAAGATTCACCCCAGAAAT
AGCCARAAGACCCAAAGTAAGAGATCAGGAAGGAAGAATCAACTACTACTGGA
CTCTGCTGGAACCTGGGGATACAATAATATTTGAGGCAAATGGAAATCTAATA
GCGCCATGGTATGCTTTTGCACTGAGTAGAGGCTTTGGATCAGGAATCATCALC
CTCAAATGCACCAATGGATGAATGTGATGCGAAGTGTCAAACACCTCAGGGAG
CTATAAACAGCAGTCTTCCTTTCCAGAATGTACACCCAGTCACAATAGGAGAG
TGTCCAAAGTATGTCAGGAGTGCAAAATTAAGGATGGTTACAGGACTAAGGAA
CATCCCATCCATTCAATCCAGAGGTTTGTTTGGAGCCATTGCCGGTTTCATTG
AAGGGGGGTGGACTGGAATGGTAGATGGGTGGTATGGTTATCATCATCAGAAT
GAGCAAGGATCTGGCTATGCTGCAGATCAAAAAAGTACACAAAATGCCATTAA
CGGGATTACAAACAAGGTGAATTCTGTAATTGAGAAAATGAACACTCAATTCA
CAGCTGTGGGCAAAGAATTCAACARATTGGAAAGAAGGATGGAAAACTTAAAT
ARARAAGTTGATGATGGGTTTCTAGACATTTGGACATATAATGCAGAATTGTT
GGTTCTACTGGARAATGAAAGGACTTTGGATTTCCATGACTCCAATGTGRAGA
ATCTGTATGAGAAAGTAAAAAGCCAATTAAAGAATAATGCCAAAGAAATAGGA
AACGGGTGTTTTGAATTCTATCACAAGTGTAACAATGAATGCATGGAGAGTGT
GAARRATGGAACTTATGACTATCCAAAATATTCCGAAGAATCAAAGTTAAACA
GGGAGAARAATTGATGGAGTGAARATTGGARTCAATGGGAGTCTATCAGATTCTG
GCGATCTACTCAACTGTCGCCAGTTCCCTGGTTCTTTTGGTCTCCCTGGGGGC
AATCAGCTTCTGGATGTGTTCCAATGGGTCTTTGCAGTGTAGAATATGCATCT
GAGACCAGAATTTCA
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Fig. 17

SEQ ID NO: 34
CCAAATCCTTAACATTCTTTCAACACCAACAATGGCGAAAAACGTTGCGATT
ITCGGTTTATTGTTTTCTCTTCTTCTGTTGGTTCCTTCTCAGATCTTCGCTG
AGGAATCATCAACTGACGCTAAGGAATTTGTTCTTACATTGGATAACACTAA
TTTCCATGACACTGTTAAGAAGCACGATTTCATCGTCGTTGAATTCTACGCA
CCTTGGTGTGGACACTGTAAGAAGCTAGCCCCAGAGTATGAGAAGGCTGCTT
CTATCTTGAGCACTCACGAGCCACCAGTTGTTTTGGCTAAAGTTGATGCCAA
TGAGGAGCACAACAAAGACCTCGCATCGGARAATGATGTTAAGGGATTCCCA
ACCATTAAGATTTTTAGGAATGGTGGAAAGAACATTCAAGAATACAAAGGTC
CCCGTGAAGCTGAAGGTATTGTTGAGTATTTGAARAAACAAAGTGGCCCTGC
ATCCACAGAAATTAAATCTGCTGATGATGCGACCGCTTTTGTTGGTGACAAC
AARAGTTGTTATTGTCGGAGTTTTCCCTAAATTTTCTGGTGAGGAGTACGATA
ACTTCATTGCATTAGCAGAGAAGTTGCGTTCTGACTATGACTTTGCTCACAC
TTTGAATGCCAAACACCTTCCAAAGGGAGACTCATCAGTGTCTGGGCCTGTG
GTTAGGTTATTTAAGCCATTTGACGAGCTCTTTGTTGACTCAARAGGATTTCA
ATGTAGAAGCTCTAGAGAAATTCATTGAAGAATCCAGTACCCCAATTGTGAC
TGTCTTCAACAATGAGCCTAGCAATCACCCTTTTGTTGTCAAATTCTTTAAC
TCTCCCAACGCAAAGGCTATGTTGTTCATCAACTTTACTACCGAAGGTGCTG
AATCTTTCAAAACAARATACCATGAAGTGGCTGAGCAATACAAACAACAGGG
AGTTAGCTTTCTTGTTGGAGATGTTGAGTCTAGTCAAGGTGCCTTCCAGTAT
TTTGGACTGAAGGAAGAACAAGTACCTCTAATTATTATTCAGCATAATGATG
GCAAGAAGTTTTTCAAACCCAATTTGGAACTTGATCAACTCCCAACTTGGTT
GAAGGCATACAAGGATGGCAAGGTTGAACCATTTGTCAAGTCTGAACCTATT
CCTGARACTAACAACGAGCCTGTTAAAGTGGTGGTTGGGCAAACTCTTGAGG
ACGTTGTTTTCAAGTCTGGGAAGAATGTTTTGATAGAGTTTTATGCTCCTTG
GTGTGGTCACTGCAAGCAGTTGGCTCCAATCTTGGATGAAGTTGCTGTCTCA
TTCCARAGCGATGCTGATGTTGTTATTGCAAARACTGGATGCAACTGCCAACG
ATATCCCAACCGACACCTTTGATGTCCAAGGCTATCCAACCTTGTACTTCAG
GTCAGCAAGTGGARAACTATCACRATACGACGGTGGTAGGACAAAGGAAGAC
ATCATAGAATTCATTGAAAAGAACAAGGATAAAACTGGTGCTGCTCATCAAG
AAGTAGAACAACCAAAAGCTGCTGCTCAGCCAGAAGCAGAACAACCAAAAGA
TGAGCTTTGAARAGTTCCGCTTGGAGGATATCGGCACACAGTCATCTGCGGS
CTTTACAACTCTTTTGTATCTCAGAATCAGAAGTTAGGAAATCTTAGTGCCA
ATCTATCTATTTTTGCGTTTCATTTTATCTTTTTGGTTTACTCTAATGTATT
ACTGAATAATGTGAGTTTTGGCGGAGTTTAGTACTGGAACTTTTGTTTCTGT
AAAAAAAADDDAR

)
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Fig. 18

SEQ ID NO: 35

AGCGAAAGCAGGTAGATATTGAAAGATGAGTCTTCTAACCGAGGTCGAAACGTAC
GTTCTCTCTATCATCCCGTCAGGCCCCCTCAAAGCCGAGATCGCACAGAGACTTG
AAGATGTCTTTGCAGGGAAGAACACCGATCTTGAGGTTCTCATGGAATGGCTAAR
GACAAGACCAATCCTGTCACCTCTGACTAAGGGGATTTTAGGATTTGTGTTCACG
CTCACCGTGCCCAGTGAGCGAGGACTGCAGCGTAGACGCTTTGTCCAAARATGCCC
TTAATGGGAACGGGGATCCAAATAACATGGACAAAGCAGTTAAACTGTATAGGAA
GCTCAAGAGGGAGATAACATTCCATGGGGCCAAAGAAATCTCACTCAGTTATTCT
GCTGGTGCACTTGCCAGTTGTATGGGCCTCATATACAACAGGATGGGGGCTGTGA
CCACTGAAGTGGCATTTGGCCTGGTATGTGCAACCTGTGAACAGATTGCTGACTC
CCAGCATCGGTCTCATAGGCAAATGGTGACAACAACCAACCCACTAATCAGACAT
GAGAACAGAATGGTTTTAGCCAGCACTACAGCTAAGGCTATGGAGCARATGGCTG
GATCGAGTGAGCAAGCAGCAGAGGCCATGGAGGTTGCTAGTCAGGCTAGGCAAAT
GGTGCAAGCGATGAGAACCATTGGGACTCATCCTAGCTCCAGTGCTGGTCTGARA
AATGATCTTCTTGAARATTTGCAGGCCTATCAGAAACGAATGGGGGTGCAGATGC
AACGGTTCAAGTGATCCTCTCGCTATTGCCGCAAATATCATTGGGATCTTGCACT
TGATATTGTGGATTCTTGATCGTCTTTTTTTCAAATGCATTTACCGTCGCTTTAA
ATACGGACTGARAGGAGGGCCTTCTACGGAAGGAGTGCCARAGTCTATGAGGGAA
GAATATCGAAAGGAACAGCAGAGTGCTGTGGATGCTGACGATGGTCATTTTGTCA
GCATAGAGCTGGAGTAAARAAACTACCTTGTTTCTACT
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Fig. 21A
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Fig. 23A
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Fig. 24
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Fig. 25A
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Fig. 26A
100 —— Controle negativo (PBS)
[ --m---1pg VLP i
— 80 i &
) | a5 ugVLP ‘
o |
S 60 - i ——15 pg VLP I
< | —— 15 pg Antigeno HA de controle
2 |
o 40
\ a
\ Q
| [0
| 20
|
0 : : , J
1 12 3 456 7 8 910111213 141516 17
| Dias apés desafio
Fig. 26B

—=&— (Controle negativo

G ---=- Controle positivo
o | (imunizado e desafiado)
g i
-Cé | —o—VLP 1yug
8 |
9 | ——VLP5ug
e _

19 5, | - -VLP 1519

‘s’ 3 Camundongos mortos |
18 1‘ | ——a— Antigeno HA de controle 15 pg

2 Camundongos mortos

01 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Dias apés desafio




49/89

Fig. 27A Fig. 27B
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Fig. 28
SEQ ID NO: 36

CACTTTGTGAGTCTACACTTTGATTCCCTTCAAACACATACAAAGAGAAGAGA
CTAATTAATTAATTAATCATCTTGAGAGAAAATGAAAGTAAAACTACTGGTCC
TGTTATGCACATTTACAGCTACATATGCAGACACAATATGTATAGGCTACCAT
GCTAACAACTCGACCGACACTGTTGACACAGTACTTGAAAAGAATGTGACAG
TGACACACTCTGTCAACCTGCTTGAGAACAGTCACAATGGAAAACTATGTCT
ATTAAAAGGAATAGCCCCACTACAATTGGGTAATTGCAGCGTTGCCGGGTG
GATCTTAGGAAACCCAGAATGCGAATTACTGATTTCCAAGGAGTCATGGTCC
TACATTGTAGAAAAACCAAATCCTGAGAATGGAACATGTTACCCAGGGCATT
TCGCTGACTATGAGGAACTGAGGGAGCAATTGAGTTCAGTATCTTCATTTGA
GAGGTTCGAAATATTCCCCAAAGAAAGCTCATGGCCCAACCACACCGTAACC
GGAGTGTCAGCATCATGCTCCCATAATGGGGAAAGCAGTTTTTACAGAAATT
TGCTATGGCTGACGGGGAAGAATGGTTTGTACCCAAACCTGAGCAAGTCCT
ATGCAAACAACAAAGAAAAAGAAGTCCTTGTACTATGGGGTGTTCATCACCC
GCCAAACATAGGTGACCAAAAGGCCCTCTATCATACAGAAAATGCTTATGTC
TCTGTAGTGTCTTCACATTATAGCAGAAAATTCACCCCAGAAATAGCCAAAAG
ACCCAAAGTAAGAGATCAAGAAGGAAGAATCAATTACTACTGGACTCTGCTT
GAACCCGGGGATACAATAATATTTGAGGCAAATGGAAATCTAATAGCGCCAA
GATATGCTTTCGCACTGAGTAGAGGCTTTGGATCAGGAATCATCAACTCAAA
TGCACCAATGGATAAATGTGATGCGAAGTGCCAAACACCTCAGGGAGCTATA
AACAGCAGTCTTCCTTTCCAGAACGTACACCCAGTCACAATAGGAGAGTGTC
CAAAGTATGTCAGGAGTGCAAAATTAAGGATGGTTACAGGACTAAGGAACAT
CCCATCCATTCAATCCAGAGGTTTGTTTGGAGCCATTGCCGGTTTCATTGAA
GGGGGGTGGACTGGAATGGTAGATGGTTGGTATGGTTATCATCATCAGAAT
GAGCAAGGATCTGGCTATGCTGCAGATCAAAAAAGCACACAAAATGCCATTA
ATGGGATTACAAACAAGGTCAATTCTGTAATTGAGAAAATGAACACTCAATTC
ACAGCAGTGGGCAAAGAGTTCAACAAATTGGAAAGAAGGATGGAAAACTTG
AATAAAAAAGTTGATGATGGGTTTATAGACATTTGGACATATAATGCAGAACT
GTTGGTTCTACTGGAAAATGAAAGGACTTTGGATTTCCATGACTCCAATGTG
AAGAATCTGTATGAGAAAGTAAAAAGCCAGTTAAAGAATAATGCTAAAGAAAT
AGGAAATGGGTGTTTTGAGTTCTATCACAAGTGTAACGATGAATGCATGGAG
AGTGTAAAGAATGGAACTTATGACTATCCAAAATATTCCGAAGAATCAAAGTT
AAACAGGGAGAAAATTGATGGAGTGAAATTGGAATCAATGGGAGTCTATCAG
ATTCTGGCGATCTACTCAACAGTCGCCAGTTCTCTGGTTCTTTTGGTCTCCC
TGGGGGCAATCAGCTTCTGGATGTGTTCCAATGGGTCTTTACAGTGTAGAAT
ATGCATCTAAGAGCTC
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Fig. 29
SEQ ID NO: 37

CACTTTGTGAGTCTACACTTTGATTCCCTTCAAACACATACAAAGAGAAGAGACT
AATTAATTAATTAATCATCTTGAGAGAAAATGAAAGTAAAACTACTGGTCCTGTTA
TGCACATTTACAGCTACATATGCAGACACAATATGTATAGGCTACCATGCCAACA
ACTCAACCGACACTGTTGACACAGTACTTGAGAAGAATGTGACAGTGACACACT
CTGTCAACCTGCTTGAGGACAGTCACAATGGAAAATTATGTCTATTAAAAGGAAT
AGCCCCACTACAATTGGGTAATTGCAGCGTTGCCGGATGGATCTTAGGAAACCC
AGAATGCGAATTACTGATTTCCAGGGAATCATGGTCCTACATTGTAGAAAAACCA
AATCCTGAGAATGGAACATGTTACCCAGGGCATTTCGCCGACTATGAGGAACTG
AGGGAGCAATTGAGTTCAGTATCTTCATTTGAGAGATTCGAAATATTCCCCAAAG
AAAGCTCATGGCCCAACCACACCACAACCGGAGTATCAGCATCATGCTCCCATA
ATGGGGAAAGCAGTTTTTACAAAAATTTGCTATGGCTGACGGGGAAGAATGGTTT
GTACCCAAACCTGAGCAAGTCCTATGCAAACAACAAAGAGAAAGAAGTCCTTGTA
CTATGGGGTGTTCATCACCCGCCTAACATAGGTGACCAAAGGGCTCTCTATCAT
AAAGAAAATGCTTATGTCTCTGTAGTGTCTTCACATTATAGCAGAAAATTCACCCC
AGAAATAGCCAAAAGACCCAAAGTAAGAGATCAAGAAGGAAGAATCAACTACTAC
TGGACTCTACTTGAACCCGGGGATACAATAATATTTGAGGCAAATGGAAATCTAA
TAGCGCCAAGATATGCTTTCGCACTGAGTAGAGGCTTTGGATCAGGAATCATCA
ACTCAAATGCACCAATGGATGAATGTGATGCGAAGTGCCAAACACCTCAGGGAG
CTATAAACAGCAGTCTTCCTTTCCAGAATGTACACCCTGTCACAATAGGAGAGTG
TCCAAAGTATGTCAGGAGTGCAAAATTAAGGATGGTTACAGGACTAAGGAACAT
CCCATCCATTCAATCCAGAGGTTTGTTTGGAGCCATTGCCGGTTTCATTGAAGG
GGGGTGGACTGGAATGGTAGATGGTTGGTATGGTTATCATCATCAGAATGAGCA
AGGATCTGGCTATGCTGCAGATCAAAAAAGCACACAAAATGCCATTAATGGGATT
ACAAACAAGGTCAATTCTGTAATTGAGAAAATGAACACTCAATTCACAGCTGTGG
GCAAAGAGTTCAACAAATTGGAAAGAAGGATGGAAAACTTAAATAAAAAAGTTGA
TGATGGGTTTATAGACATTTGGACATATAATGCAGAATTGTTGGTTCTACTGGAA
AATGAAAGGACTTTGGATTTCCATGACTCCAATGTGAAGAATCTGTATGAGAAAG
TAAAAAGCCAATTAAAGAATAATGCCAAAGAAATAGGAAATGGGTGTTTTGAGTT
CTATCATAAGTGTAACGATGAATGCATGGAGAGTGTAAAAAATGGAACTTATGAC
TATCCAAAATATTCCGAAGAATCAAAGTTAAACAGGGAGAAAATTGATGGAGTGA
AATTGGAATCAATGGGAGTCTATCAGATTCTGGCGATCTACTCAACAGTCGCCAG
TTCTCTGGTTCTTTTGGTCTCCCTGGGGGCAATCAGCTTCTGGATGTGTTCCAAT
GGGTCTTTGCAGTGTAGAATATGCATCTGAGAGCTC



52/89

Fig. 30
SEQ ID NO: 38

CACTTTGTGAGTCTACACTTTGATTCCCTTCAAACACATACAAAGAGAAGAGA
CTAATTAATTAATTAATCATCTTGAGAGAAAATGAAGACTATCATTGCTTTGAG
CTACATTCTATGTCTGGTTTTCACTCAAAAACTTCCCGGAAATGACAACAGCA
CGGCAACGCTGTGCCTTGGGCACCATGCAGTACCAAACGGAACGATAGTGA
AAACAATCACGAATGACCAAATTGAAGTTACTAATGCTACTGAGCTGGTTCAG
AGTTCCTCAACAGGTGAAATATGCGACAGTCCTCATCAGATCCTTGATGGAG
AAAACTGCACACTAATAGATGCTCTATTGGGAGACCCTCAGTGTGATGGCTT
CCAAAATAAGAAATGGGACCTTTTTGTTGAACGCAGCAAAGCCTACAGCAACT
GTTACCCTTATGATGTGCCGGATTATGCCTCCCTTAGGTCACTAGTTGCCTCA
TCCGGCACACTGGAGTTTAACAATGAAAGTTTCAATTGGACTGGAGTCACTCA
AAACGGAACAAGCTCTGCTTGCATAAGGAGATCTAATAACAGTTTCTTTAGTA
GATTGAATTGGTTGACCCACTTAAAATTCAAATACCCAGCATTGAACGTGACT
ATGCCAAACAATGAAAAATTTGACAAATTGTACATTTGGGGGGTTCACCACCC
GGGTACGGACAATGACCAAATCTTCCTGTATGCTCAAGCATCAGGAAGAATC
ACAGTCTCTACCAAAAGAAGCCAACAAACTGTAATCCCGAATATCGGATCTAG
ACCCAGAGTAAGGAATATCCCCAGCAGAATAAGCATCTATTGGACAATAGTAA
AACCGGGAGACATACTTTTGATTAACAGCACAGGGAATCTAATTGCTCCTAG
GGGTTACTTCAAAATACGAAGTGGGAAAAGCTCAATAATGAGATCAGATGCA
CCCATTGGCAAATGCAATTCTGAATGCATCACTCCAAACGGAAGCATTCCCAA
TGACAAACCATTCCAAAATGTAAACAGGATCACATACGGGGCCTGTCCCAGA
TATGTTAAGCAAAACACTCTGAAATTGGCAACAGGGATGCGAAATGTACCAG
AGAAACAAACTAGAGGCATATTTGGCGCAATCGCGGGTTTCATAGAAAATGG
TTGGGAGGGAATGGTGGATGGTTGGTATGGTTTCAGGCATCAAAATTCTGAG
GGAATAGGACAAGCAGCAGATCTCAAAAGCACTCAAGCAGCAATCGATCAAA
TCAATGGGAAGCTGAATAGGTTGATCGGGAAAACCAACGAGAAATTCCATCA
GATTGAAAAAGAGTTCTCAGAAGTCGAAGGGAGAATCCAGGACCTTGAGAAA
TATGTTGAGGACACCAAAATAGATCTCTGGTCATACAACGCGGAGCTTCTTGT
TGCCCTGGAGAACCAACATACAATTGATCTAACTGACTCAGAAATGAACAAAC
TGTTTGAAAAAACAAAGAAGCAACTGAGGGAAAATGCTGAGGATATGGGCAA
TGGTTGTTTCAAAATATACCACAAATGTGACAATGCCTGCATAGGATCAATCA
GAAATGGAACTTATGACCACGATGTATACAGAGATGAAGCATTAAACAACCG
GTTCCAGATCAAGGGCGTTGAGCTGAAGTCAGGATACAAAGATTGGATACTA
TGGATTTCCTTTGCCATATCATGTTTTTTGCTTTGTGTTGCTTTGTTGGGGTTC
ATCATGTGGGCCTGCCAAAAAGGCAACATTAGGTGCAACATTTGCATITGAQ
AGCTC
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Fig. 31
SEQ ID NO: 39

CACTTTGTGAGTCTACACTTTGATTCCCTTCAAACACATACAAAGAGAAGAG
ACTAATTAATTAATTAATCATCTTGAGAGAAAATGAAGACTATCATTGCTTTG
AGCTACATTCTATGTCTGGTTTTCACTCAAAAACTTCCCGGAAATGACAACA
GCACGGCAACGCTGTGCCTTGGGCACCATGCAGTACCAAACGGAACGATA
GTGAAAACAATCACGAATGACCAAATTGAAGTTACTAATGCTACTGAGCTG
GTTCAGAGTTCCTCAACAGGTGGAATATGCGACAGTCCTCATCAGATCCTT
GATGGAGAAAACTGCACACTAATAGATGCTCTATTGGGAGACCCTCAGTGT
GATGGCTTCCAAAATAAGAAATGGGACCTTTTTGTTGAACGCAGCAAAGCC
TACAGCAACTGTTACCCTTATGATGTGCCGGATTATGCCTCCCTTAGGTCA
CTAGTTGCCTCATCCGGCACACTGGAGTTTAACGATGAAAGTTTCAATTGG
ACTGGAGTCACTCAAAATGGAACAAGCTCTGCTTGCAAAAGGAGATCTAAT
AACAGTTTCTTTAGTAGATTGAATTGGTTGACCCACTTAAAATTCAAATACC
CAGCATTGAACGTGACTATGCCAAACAATGAAAAATTTGACAAATTGTACAT
TTGGGGGGTTCACCACCCGGGTACGGACAATGACCAAATCTTCCTGCATG
CTCAAGCATCAGGAAGAATCACAGTCTCTACCAAAAGAAGCCAACAAACTG
TAATCCCGAATATCGGATCTAGACCCAGAATAAGGAATATCCCCAGCAGAA
TAAGCATCTATTGGACAATAGTAAAACCGGGAGACATACTTTTGATTAACAG
CACAGGGAATCTAATTGCTCCTAGGGGTTACTTCAAAATACGAAGTGGGAA
AAGCTCAATAATGAGATCAGATGCACCCATTGGCAAATGCAATTCTGAATG
CATCACTCCAAATGGAAGCATTCCCAATGACAAACCATTTCAAAATGTAAAC
AGGATCACATATGGGGCCTGTCCCAGATATGTTAAGCAAAACACTCTGAAA
TTGGCAACAGGGATGCGAAATGTACCAGAGAAACAAACTAGAGGCATATTT
GGCGCAATCGCGGGTTTCATAGAAAATGGTTGGGAGGGAATGGTGGATGG
TTGGTACGGTTTCAGGCATCAAAATTCTGAGGGAATAGGACAAGCAGCAGA
TCTCAAAAGCACTCAAGCAGCAATCAATCAAATCAATGGGAAGCTGAATAG
GTTGATCGGGAAAACCAACGAGAAATTCCATCAGATTGAAAAAGAGTTCTC
AGAAGTAGAAGGGAGAATCCAGGACCTCGAGAAATATGTTGAGGACACTAA
AATAGATCTCTGGTCATACAACGCGGAGCTTCTTGTTGCCCTGGAGAACCA
ACATACAATTGATCTAACTGACTCAGAAATGAACAAACTGTTTGAAAGAACA
AAGAAGCAACTGAGGGAAAATGCTGAGGATATGGGCAATGGTTGTTTCAAA
ATATACCACAAATGTGACAATGCCTGCATAGGATCAATCAGAAATGGAACTT
ATGACCATGATGTATACAGAGATGAAGCATTAAACAACCGGTTCCAGATCA
AAGGCGTTGAGCTGAAGTCAGGATACAAAGATTGGATACTATGGATTTCCT
TTGCCATATCATGTTTTTTGCTTTGTGTTGCTTITGTTGGGGTTCATCATGTG
GGCCTGCCAAAAAGGCAACATTAGGTGCAACATTTGCATTTGAGAGCTC
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Fig. 32
SEQ ID NO: 40

CACTTTGTGAGTCTACACTTTGATTCCCTTCAAACACATACAAAGAGAAGA
GACTAATTAATTAATTAATCATCTTGAGAGAAAATGAAGGCAATAATTGTAC
TACTCATGGTAGTAACATCCAATGCAGATCGAATCTGCACTGGGATAACAT
CGTCAAACTCACCACATGTTGTCAAAACTGCTACTCAAGGGGAGGTCAAT
GTGACTGGTGTAATACCACTGACAACAACACCCACCAAATCTCATTTTGCA
AATCTCAAAGGAACAGAAACCAGAGGGAAACTATGCCCAAAATGCCTCAA
CTGCACAGATCTGGACGTGGCCTTGGGCAGACCAAAATGCACGGGGAAC
ATACCCTCGGCAAGAGTTTCAATACTCCATGAAGTCAGACCTGTTACATCT
GGGTGCTTTCCTATAATGCACGACAGAACAAAAATTAGACAGCTGCCTAAA
CTTCTCAGAGGATACGAACATATCAGGTTATCAACTCATAACGTTATCAAT
GCAGAAAATGCACCAGGAGGACCCTACAAAATTGGAACCTCAGGGTCTTG
CCCTAACGTTACCAATGGAAACGGATTTTTCGCAACAATGGCTTGGGCCG
TCCCAAAAAACGACAACAACAAAACAGCAACAAATTCATTAACAATAGAAG
TACCATACATTTGTACAGAAGGAGAAGACCAAATTACCGTTTGGGGGTTC
CACTCTGATAACGAAACCCAAATGGCAAAGCTCTATGGGGACTCAAAGCC
CCAGAAGTTCACCTCATCTGCCAACGGAGTGACCACACATTACGTTTCAC
AGATTGGTGGCTTCCCAAATCAAACAGAAGACGGAGGACTACCACAAAGC
GGTAGAATTGTTGTTGATTACATGGTGCAAAAATCTGGGAAAACAGGAAC
AATTACCTATCAAAGAGGTATTTTATTGCCTCAAAAAGTGTGGTGCGCAAG
TGGCAGGAGCAAGGTAATAAAAGGATCGTTGCCTTTAATTGGAGAAGCAG
ATTGCCTCCACGAAAAATACGGTGGATTAAACAAAAGCAAGCCTTACTACA
CAGGGGAACATGCAAAGGCCATAGGAAATTGCCCAATATGGGTGAAAACA
CCCTTGAAGCTGGCCAATGGAACCAAATATAGACCTCCTGCAAAACTATTA
AAGGAAAGGGGTTTCTTCGGAGCTATTGCTGGTTTCTTAGAAGGAGGATG
GGAAGGAATGATTGCAGGTTGGCACGGATACACATCCCATGGGGCACAT
GGAGTAGCGGTGGCAGCAGACCTTAAGAGCACTCAAGAGGCCATAAACA
AGATAACAAAAAATCTCAACTCTTTGAGTGAGCTGGAAGTAAAGAATCTTC
AAAGACTAAGCGGTGCCATGGATGAACTCCACAACGAAATACTAGAACTA
GACGAGAAAGTGGATGATCTCAGAGCTGATACAATAAGCTCACAAATAGA
ACTCGCAGTCCTGCTTTCCAATGAAGGAATAATAAACAGTGAAGATGAGC
ATCTCTTGGCGCTTGAAAGAAAGCTGAAGAAAATGCTGGGCCCCTCTGCT
GTAGAGATAGGGAATGGATGCTTTGAAACCAAACACAAGTGCAACCAGAC
CTGTCTCGACAGAATAGCTGCTGGTACCTTTGATGCAGGAGAATTTTCTCT
CCCCACTTTTGATTCACTGAATATTACTGCTGCATCTTTAAATGACGATGG
ATTGGATAATCATACTATACTGCTTTACTACTCAACTGCTGCCTCCAGTTT
GGCTGTAACATTGATGATAGCTATCTTTGTTGTTTATATGGTCTCCAGAGA
CAATGTTTCTTGCTCCATCTGTCTATAAGAGCTC
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Fig. 33
SEQ ID NO: 41

CACTTTGTGAGTCTACACTTTGATTCCCTTCAAACACATACAAAGAGAA
GAGACTAATTAATTAATTAATCATCTTGAGAGAAAATGAAGGCAATAATT
GTACTACTCATGGTAGTAACATCCAATGCAGATCGAATCTGCACTGGAA
TAACATCTTCAAACTCACCTCATGTGGTCAAAACAGCCACTCAAGGGGA
GGTCAATGTGACTGGTGTGATACCACTAACAACAACACCAACAAAATCT
TATTTTGCAAATCTCAAAGGAACAAGGACCAGAGGGAAACTATGCCCA
GACTGTCTCAACTGCACAGATCTGGATGTGGCTTTGGGCAGACCAATG
TGTGTGGGGACCACACCTTCGGCGAAGGCTTCAATACTCCACGAAGTC
AAACCTGTTACATCCGGGTGCTTTCCTATAATGCACGACAGAACAAAAA
TCAGGCAACTACCCAATCTTCTCAGAGGATATGAAAATATCAGGCTATC
AACCCAAAACGTCATCGATGCGGAAAAGGCACCAGGAGGACCCTACA
GACTTGGAACCTCAGGATCTTGCCCTAACGCTACCAGTAAGAGCGGAT
TTTTCGCAACAATGGCTTGGGCTGTCCCAAAGGACAACAACAAAAATG
CAACGAACCCACTAACAGTAGAAGTACCATACATTTGTACAGAAGGGG
AAGACCAAATCACTGTTTGGGGGTTCCATTCAGATAACAAAACCCAAAT
GAAGAACCTCTATGGAGACTCAAATCCTCAAAAGTTCACCTCATCTGCT
AATGGAGTAACCACACACTATGTTTCTCAGATTGGCAGCTTCCCAGATC
AAACAGAAGACGGAGGACTACCACAAAGCGGCAGGATTGTTGTTGATT
ACATGATGCAAAAACCTGGGAAAACAGGAACAATTGTCTACCAAAGAG
GTGTTTTGTTGCCTCAAAAGGTGTGGTGCGCGAGTGGCAGGAGCAAA
GTAATAAAAGGGTCCTTGCCTTTAATTGGTGAAGCAGATTGCCTTCATG
AAAAATACGGTGGATTAAACAAAAGCAAGCCTTACTACACAGGAGAACA
TGCAAAAGCCATAGGAAATTGCCCAATATGGGTGAAAACACCTTTGAA
GCTCGCCAATGGAACCAAATATAGACCTCCTGCAAAACTATTAAAGGAA
AGGGGTTTCTTCGGAGCTATTGCTGGTTTCCTAGAAGGAGGATGGGAA
GGAATGATTGCAGGCTGGCACGGATACACATCTCACGGAGCACATGG
AGTGGCAGTGGCGGCGGACCTTAAGAGTACGCAAGAAGCTATAAACAA
GATAACAAAAAATCTCAATTCTTTGAGTGAGCTAGAAGTAAAGAATCTT
CAAAGACTAAGTGGTGCCATGGATGAACTCCACAACGAAATACTCGAG
CTGGATGAGAAAGTGGATGATCTCAGAGCTGACACTATAAGCTCGCAA
ATAGAACTTGCAGTCTTGCTTTCCAACGAAGGAATAATAAACAGTGAAG
ATGAGCATCTATTGGCACTTGAGAGAAAACTAAAGAAAATGCTGGGTC
CCTCTGCTGTAGAGATAGGAAATGGATGCTTCGAAACCAAACACAAGT
GCAACCAGACCTGCTTAGACAGGATAGCTGCTGGCACCTTTAATGCAG
GAGAATTTTCTCTCCCCACTTTTGATTCACTGAACATTACTGCTGCATCT
TTAAATGATGATGGATTGGATAACCATACTATACTGCTCTATTACTCAAC
TGCTGCTTCTAGTTTGGCTGTAACATTGATGCTAGCTATTTTTATTGTTT

ATATGGTCTCCAGAGACAACGTTTCATGCTCCATCTGTCTATAAGAGCT
c
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Fig. 34
SEQ ID NO: 42

CACTTTGTGAGTCTACACTTTGATTCCCTTCAAACACATACAAAGAGAA
GAGACTAATTAATTAATTAATCATCTTGAGAGAAAATGGCCATCATTTA
TCTAATTCTCCTGTTCACAGCAGTGAGAGGGGACCAAATATGCATTGG
ATACCATGCCAATAATTCCACAGAGAAGGTCGACACAATTCTAGAGCG
GAACGTCACTGTGACTCATGCCAAGGACATTCTTGAGAAGACCCATAA
CGGAAAGTTATGCAAACTAAACGGAATCCCTCCACTTGAACTAGGGGA
CTGTAGCATTGCCGGATGGCTCCTTGGAAATCCAGAATGTGATAGGCT
TCTAAGTGTGCCAGAATGGTCCTATATAATGGAGAAAGAAAACCCGAG
AGACGGTTTGTGTTATCCAGGCAGCTTCAATGATTATGAAGAATTGAAA
CATCTCCTCAGCAGCGTGAAACATTTCGAGAAAGTAAAGATTCTGCCC
AAAGATAGATGGACACAGCATACAACAACTGGAGGTTCACGGGCCTG
CGCGGTGTCTGGTAATCCATCATTCTTCAGGAACATGGTCTGGCTGAC
AAAGAAAGAATCAAATTATCCGGTTGCCAAAGGATCGTACAACAATAC
AAGCGGAGAACAAATGCTAATAATTTGGGGGGTGCACCATCCCAATGA
TGAGACAGAACAAAGAACATTGTACCAGAATGTGGGAACCTATGTTTC
CGTAGGCACATCAACATTGAACAAAAGGTCAACCCCAGACATAGCAAC
AAGGCCTAAAGTGAATGGACTAGGAAGTAGAATGGAGTTCTCTTGGAC
CCTATTGGATATGTGGGACACCATAAATTTTGAGAGTACTGGTAATCTA
ATTGCACCAGAGTATGGATTCAAAATATCGAAAAGAGGTAGTTCAGGG
ATCATGAAAACAGAAGGAACACTTGAGAACTGTGAGACCAAATGCCAA
ACTCCTTTGGGAGCAATAAATACAACATTGCCTTTTCACAATGTCCACC
CACTGACAATAGGTGAGTGCCCCAAATATGTAAAATCGGAGAAGTTGG
TCTTAGCAACAGGACTAAGGAATGTTCCCCAGATTGAATCAAGAGGAT
TGTTTGGGGCAATAGCTGGTTTTATAGAAGGAGGATGGCAAGGAATG
GTTGATGGTTGGTATGGATACCATCACAGCAATGACCAGGGATCAGG
GTATGCAGCAGACAAAGAATCCACTCAAAAGGCATTTGATGGAATCAC
CAACAAGGTAAATTCTGTGATTGAAAAGATGAACACCCAATTTGAAGCT
GTTGGGAAAGAGTTCAGTAACTTAGAGAGAAGACTGGAGAACTTGAAC
AAAAAGATGGAAGACGGGTTTCTAGATGTGTGGACATACAATGCTGAG
CTTCTAGTTCTGATGGAAAATGAGAGGACACTTGACTTTCATGATTCTA
ATGTCAAGAATCTGTATGATAAAGTCAGAATGCAGCTGAGAGACAACG
TCAAAGAACTAGGAAATGGATGTTTTGAATTTTATCACAAATGTGATGA
TGAATGCATGAATAGTGTGAAAAACGGGACGTATGATTATCCCAAGTA
TGAAGAAGAGTCTAAACTAAATAGAAATGAAATCAAAGGGGTAAAATTG
AGCAGCATGGGGGTTTATCAAATCCTTGCCATTTATGCTACAGTAGCA
GGTTCTCTGTCACTGGCAATCATGATGGCTGGGATCTCTTTCTGGATG
TGCTCCAACGGGTCTCTGCAGTGCAGGATCTGCATATGAGAGCTC
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Fig. 35
SEQ ID NO: 43

CACTTTGTGAGTCTACACTTTGATTCCCTTCAAACACATACAAAGAGAAG
AGACTAATTAATTAATTAATCATCTTGAGAGAAAATGGAGAAAATAGTGCT
TCTTCTTGCAATAGTCAGCCTTGTTAAAAGTGATCAGATTTGCATTGGTTA
CCATGCAAACAACTCGACAGAGCAGGTTGACACAATAATGGAAAAGAAC
GTTACTGTTACACATGCCCAAGACATACTGGAAAAGACACACAACGGGA
AGCTCTGCGATCTAGATGGAGTGAAGCCTCTGATTTTAAGAGATTGTAGT
GTAGCTGGATGGCTCCTCGGAAACCCAATGTGTGACGAGTTCATCAATG
TGCCGGAATGGTCTTACATAGTGGAGAAGGCCAACCCAGCCAATGACCT
CTGTTACCCAGGGAATTTCAACGACTATGAAGAACTGAAACACCTATTGA
GCAGAATAAACCATTTTGAGAAAATTCAGATCATCCCCAAAAGTTCTTGG
TCCGATCATGAAGCCTCATCAGGGGTCAGCTCAGCATGTCCATACCAGG
GAACGCCCTCCTTTTTCAGAAATGTGGTATGGCTTATCAAAAAGAACAAT
ACATACCCAACAATAAAGAGAAGCTACAATAATACCAACCAGGAAGATCT
TTTGATACTGTGGGGGATTCATCATTCTAATGATGCGGCAGAGCAGACAA
AGCTCTATCAAAACCCAACCACCTATATTTCCGTTGGGACATCAACACTA
AACCAGAGATTGGTACCAAAAATAGCTACTAGATCCAAAGTAAACGGGCA
AAGTGGAAGGATGGATTTCTTCTGGACAATTTTAAAACCGAATGATGCAA
TCAACTTCGAGAGTAATGGAAATTTCATTGCTCCAGAATATGCATACAAA
ATTGTCAAGAAAGGGGACTCAGCAATTGTTAAAAGTGAAGTGGAATATGG
TAACTGCAATACAAAGTGTCAAACTCCAATAGGGGCGATAAACTCTAGTA
TGCCATTCCACAACATACACCCTCTCACCATCGGGGAATGCCCCAAATAT
GTGAAATCAAACAAATTAGTCCTTGCGACTGGGCTCAGAAATAGTCCTCT
AAGAGAAAGAAGAAGAAAAAGAGGACTATTTGGAGCTATAGCAGGGTTT
ATAGAGGGAGGATGGCAGGGAATGGTAGATGGTTGGTATGGGTACCAC
CATAGCAATGAGCAGGGGAGTGGGTACGCTGCAGACAAAGAATCCACTC
AAAAGGCAATAGATGGAGTCACCAATAAGGTCAACTCGATCATTGACAAA
ATGAACACTCAGTTTGAGGCCGTTGGAAGGGAATTTAATAACTTAGAAAG
GAGAATAGAGAATTTAAACAAGAAAATGGAAGACGGATTCCTAGATGTCT
GGACTTATAATGCTGAACTTCTGGTTCTCATGGAAAATGAGAGAACTCTA
GACTTCCATGATTCAAATGTCAAGAACCTTTACGACAAGGTCCGACTACA
GCTTAGGGATAATGCAAAGGAGCTGGGTAACGGTTGTTTCGAGTTCTAT
CACAAATGTGATAATGAATGTATGGAAAGTGTAAGAAACGGAACGTATGA
CTACCCGCAGTATTCAGAAGAAGCAAGATTAAAAAGAGAGGAAATAAGT
GGAGTAAAATTGGAATCAATAGGAACTTACCAAATACTGTCAATTTATTCA
ACAGTTGCGAGTTCTCTAGCACTGGCAATCATGGTGGCTGGTCTATCTTT
GTGGATGTGCTCCAATGGGTCGTTACAATGCAGAATTTGCATTTAAGAGC
IC
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Fig. 36
SEQ ID NO: 44

CACTTTGTGAGTCTACACTTTGATTCCCTTCAAACACATACAAAGAGAAGA
GACTAATTAATTAATTAATCATCTTGAGAGAAAATGGAGAAAATAGTGCTTC
TTTTTGCAATAGTCAGTCTTGTTAAAAGTGATCAGATTTGCATTGGTTACCA
TGCAAACAACTCGACAGAGCAGGTTGACACAATAATGGAAAAGAACGTTA
CTGTTACACATGCCCAAGACATACTGGAAAAGACACACAATGGGAAGCTC
TGCGATCTAGATGGAGTGAAGCCTCTAATTTTGAGAGATTGTAGTGTAGCT
GGATGGCTCCTCGGAAACCCAATGTGTGACGAGTTCATCAATGTGCCGGA
ATGGTCTTACATAGTGGAGAAGGCCAATCCAGTCAATGACCTCTGTTACC
CAGGGGATTTCAATGACTATGAAGAATTGAAACACCTATTGAGCAGAATAA
ACCATTTTGAGAAAATTCAGATCATCCCCAAAAGTTCTTGGTCCAGTCATG
AAGCCTCATTGGGGGTCAGCTCAGCATGTCCATACCAGGGAAAGTCCTCC
TTTTTCAGAAATGTGGTATGGCTTATCAAAAAGAACAGTACATACCCAACA
ATAAAGAGGAGCTACAATAATACCAACCAAGAAGATCTTTTGGTACTGTGG
GGGATTCACCATCCTAATGATGCGGCAGAGCAGACAAAGCTCTATCAAAA
CCCAACCACCTATATTTCCGTTGGGACATCTACACTAAACCAGAGATTGGT
ACCAAGAATAGCTACTAGATCCAAAGTAAACGGGCAAAGTGGAAGGATGG
AGTTCTTCTGGACAATTTTAAAACCGAATGATGCAATCAACTTCGAGAGTA
ATGGAAATTTCATTGCTCCAGAATATGCATACAAAATTGTCAAGAAAGGGG
ACTCAACAATTATGAAAAGTGAATTGGAATATGGTAACTGCAATACCAAGT
GTCAAACTCCAATGGGGGCGATAAACTCTAGCATGCCATTCCACAATATAC
ACCCTCTCACCATCGGGGAATGCCCCAAATATGTGAAATCAAACAGATTA
GTCCTTGCGACTGGGCTCAGAAATAGCCCTCAAAGAGAGAGAAGAAGAAA
AAAGAGAGGATTATTTGGAGCTATAGCAGGTTTTATAGAGGGAGGATGGC
AGGGAATGGTAGATGGTTGGTATGGGTACCACCATAGCAACGAGCAGGG
GAGTGGGTACGCTGCAGACAAAGAATCCACTCAAAAGGCAATAGATGGAG
TCACCAATAAGGTCAACTCGATTATTGACAAAATGAACACTCAGTTTGAGG
CCGTTGGAAGGGAATTTAACAACTTAGAAAGGAGAATAGAGAATTTAAACA
AGAAGATGGAAGACGGGTTCCTAGATGTCTGGACTTATAATGCTGAACTT
CTAGTTCTCATGGAAAACGAGAGAACTCTAGACTTTCATGACTCAAATGTC
AAGAACCTTTACGACAAGGTCCGACTACAGCTTAGGGATAATGCAAAGGA
GCTGGGTAACGGTTGTTTCGAGTTCTATCATAAATGTGATAATGAATGTAT
GGAAAGTGTAAGAAACGGAACGTATGACTACCCGCAGTATTCAGAAGAAG
CAAGACTAAAAAGAGAGGAAATAAGTGGAGTAAAATTGGAATCAATAGGA
ATTTACCAAATATTGTCAATTTATTCTACAGTGGCCAGCTCCCTAGCACTG
GCAATCATGGTAGCTGGTCTATCCTTATGGATGTGCTCCAATGGGTCGTT
ACAATGCAGAATTTGCATTTAAGAGCTC
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Fig. 37
SEQ ID NO: 45

CACTITGTGAGTCTACACTTTGATTCCCTTCAAACACATACAAAGAGAAGA
GACTAATTAATTAATTAATCATCTTGAGAGAAAATGATTGCAATCATTGTAA
TAGCAATACTGGCAGCAGCCGGAAAGTCAGACAAGATCTGCATTGGGTAT
CATGCCAACAATTCAACAACACAGGTAGATACGATACTTGAGAAGAATGT
GACTGTCACACACTCAATTGAATTGCTGGAAAATCAGAAGGAAGAAAGAT
TCTGCAAGATATTGAACAAGGCCCCTCTCGACTTAAGGGAATGTACCATA
GAGGGTTGGATCTTGGGGAATCCCCAATGCGACCTATTGCTTGGTGATCA
AAGCTGGTCATACATTGTGGAAAGACCTACTGCTCAAAACGGGATCTGCT
ACCCAGGAACCTTAAATGAGGTAGAAGAACTGAGGGCACTTATTGGATCA
GGAGAAAGGGTAGAGAGATTTGAGATGTTTCCCCAAAGCACCTGGCAAG
GAGTTGACACCAACAGTGGAACAACAAGATCCTGCCCTTATTCTACTGGT
GCGTCTTTCTACAGAAACCTCCTATGGATAATAAAAACCAAGACAGCAGA
ATATCCAGTAATTAAGGGAATTTACAACAACACTGGAACCCAGCCAATCCT
CTATTTCTGGGGTGTGCATCATCCTCCTAACACCGACGAGCAAGATACTC
TGTATGGCTCTGGTGATCGATACGTTAGAATGGGAACTGAAAGCATGAAT
TTTGCCAAGAGTCCGGAAATTGCGGCAAGGCCTGCTGTGAATGGACAAA
GAGGCAGAATTGATTATTATTGGTCGGTTTTAAAACCAGGGGAAACCTTG
AATGTGGAATCTAATGGAAATCTAATCGCCCCTTGGTATGCATACAAATTT
GTCAACACAAATAGTAAAGGAGCCGTCTTCAGGTCAGATTTACCAATCGA
GAACTGCGATGCCACATGCCAGACTATTGCAGGGGTTCTAAGGACCAATA
AAACATTTCAGAATGTGAGTCCCCTGTGGATAGGAGAATGTCCCAAATAC
GTGAAAAGTGAAAGTCTGAGGCTTGCAACTGGACTAAGAAATGTTCCACA
GATTGAAACTAGAGGACTCTTCGGAGCTATTGCAGGGTTTATTGAAGGAG
GATGGACTGGGATGATAGATGGGTGGTATGGCTATCACCATGAAAATTCT
CAAGGGTCAGGATATGCAGCAGACAGAGAAAGCACTCAAAAGGCTGTAA
ACAGAATTACAAATAAGGTCAATTCCATCATCAACAAAATGAACACACAAT
TTGAAGCTGTCGATCACGAATTTTCAAATCTGGAGAGGAGAATTGACAAT
CTGAACAAAAGAATGCAAGATGGATTTCTGGATGTTTGGACATACAATGC
TGAACTGTTGGTTCTTCTTGAAAACGAAAGAACACTAGACATGCATGACG
CAAATGTGAAGAACCTACATGAAAAGGTCAAATCACAACTAAGGGACAAT
GCTACGATCTTAGGGAATGGTTGCTTTGAATTTTGGCATAAGTGTGACAAT
GAATGCATAGAGTCTGTCAAAAATGGTACATATGACTATCCCAAATACCAG
ACTGAAAGCAAATTAAACAGGCTAAAAATAGAATCAGTAAAGCTAGAGAAC
CTTGGTGTGTATCAAATTCTTGCCATTTATAGTACGGTATCGAGCAGCCTA
GTGTTGGTAGGGCTGATCATGGCAATGGGTCTTTGGATGTGTTCAAATGG
TTCAATGCAGTGCAGGATATGTATATAAGAGCTC
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Fig. 38
SEQ ID NO: 46

CACTTTGTGAGTCTACACTTTGATTCCCTTCAAACACATACAAAGAGAAGA
GACTAATTAATTAATTAATCATCTTGAGAGAAAATGAACACTCAAATTCTAA
TATTAGCCACTTCGGCATTCTTCTATGTACGTGCAGATAAAATCTGCCTAG
GACATCATGCTGTGTCTAATGGAACCAAAGTAGACACCCTTACTGAAAAA
GGAATAGAAGTTGTCAATGCAACAGAAACAGTTGAACAAACAAACATCCC
TAAGATCTGCTCAAAAGGAAAACAGACTGTTGACCTTGGTCAATGTGGAT
TACTAGGGACCGTTATTGGTCCTCCCCAATGTGACCAATTTCTTGAGTTCT
CTGCTAATTTAATAGTTGAAAGAAGGGAAGGTAATGACATTTGTTATCCAG
GCAAATTTGACAATGAAGAAACATTGAGAAAAATACTCAGAAAATCCGGA
GGAATTAAAAAGGAGAATATGGGATTCACATATACCGGAGTGAGAACCAA
TGGAGAGACTAGCGCATGTAGAAGGTCAAGATCTTCCTTTTATGCAGAGA
TGAAATGGCTTCTATCCAGCACAGACAATGGGACATTTCCACAAATGACA
AAGTCCTACAAGAACACTAAGAAGGTACCAGCTCTGATAATCTGGGGAAT
CCACCACTCAGGATCAACTACTGAACAGACTAGATTATATGGAAGTGGGA
ATAAATTGATAACAGTTTGGAGTTCCAAATACCAACAATCTTTTGTCCCAA
ATCCTGGACCAAGACCGCAAATGAATGGTCAATCAGGAAGAATTGACTTT
CACTGGCTGATGCTAGATCCCAATGATACTGTCACTTTCAGTTTTAATGGG
GCCTTTATAGCACCTGACCGCGCCAGTTTTCTAAGAGGTAAATCTCTAGG
AATCCAAAGTGATGCACAACTTGACAATAATTGTGAAGGTGAATGCTATCA
TATTGGAGGTACTATAATTAGCAACTTGCCCTTTCAAAACATTAATAGTAG
GGCAATCGGAAAATGCCCCAGATACGTGAAGCAGAAGAGCTTAATGCTA
GCAACAGGAATGAAAAATGTTCCTGAAGCTCCTGCACATAAACAACTAAC
TCATCACATGCGCAAAAAAAGAGGTTTATTTGGTGCAATAGCAGGATTCAT
TGAAAATGGGTGGGAAGGATTAATAGACGGATGGTATGGATATAAGCATC
AGAATGCACAAGGAGAAGGGACTGCTGCAGACTACAAAAGTACACAATCT
GCTATCAACCAAATAACCGGAAAATTGAACAGACTAATAGAAAAAACCAAC
CAGCAATTCGAACTAATAGATAATGAGTTCAATGAAATAGAAAAACAAATT
GGCAATGTTATTAACTGGACTAGAGATTCTATCATCGAAGTATGGTCATAT
AATGCAGAGTTCCTCGTAGCAGTGGAGAATCAACACACTATTGATTTAACT
GACTCAGAAATGAACAAACTATATGAAAAGGTAAGAAGACAACTGAGAGA
AAATGCTGAGGAAGATGGTAATGGCTGTTTTGAAATATTCCACCAATGTG
ACAATGATTGCATGGCCAGCATTAGAAACAACACATATGACCATAAAAAAT
ACAGAAAAGAGGCAATACAAAACAGAATCCAGATTGACGCAGTAAAGTTG
AGCAGTGGTTACAAAGATATAATACTTTGGTTTAGCTTCGGGGCATCATG
TTTCTTATTTCTTGCCATTGCAATGGGTCTTGTTTTCATATGTATAAAAAAT
GGAAACATGCGGTGCACTATTTGTATATAAGAGCTC



61/89

Fig. 39
SEQ ID NO: 47

CACTTTGTGAGTCTACACTTTGATTCCCTTCAAACACATACAAAGAGAAGA
GACTAATTAATTAATTAATCATCTTGAGAGAAAATGGAAACAATATCACTAA
TAACTATACTACTAGTAGTAACAGCAAGCAATGCAGATAAAATCTGCATCG
GCCACCAGTCAACAAACTCCACAGAAACTGTGGACACGCTAACAGAAACC
AATGTTCCTGTGACACATGCCAAAGAATTGCTCCACACAGAGCATAATGGA
ATGCTGTGTGCAACAAGCCTGGGACATCCCCTCATTCTAGACACATGCAC
TATTGAAGGACTAGTCTATGGCAACCCTTCTTGTGACCTGCTGTTGGGAG
GAAGAGAATGGTCCTACATCGTCGAAAGATCATCAGCTGTAAATGGAACG
TGTTACCCTGGGAATGTAGAAAACCTAGAGGAACTCAGGACACTTTTTAGT
TCCGCTAGTTCCTACCAAAGAATCCAAATCTTCCCAGACACAACCTGGAAT
GTGACTTACACTGGAACAAGCAGAGCATGTTCAGGTTCATTCTACAGGAG
TATGAGATGGCTGACTCAAAAGAGCGGTTTTTACCCTGTTCAAGACGCCC
AATACACAAATAACAGGGGAAAGAGCATTCTTTTCGTGTGGGGCATACAT
CACCCACCCACCTATACCGAGCAAACAAATTTGTACATAAGAAACGACACA
ACAACAAGCGTGACAACAGAAGATTTGAATAGGACCTTCAAACCAGTGATA
GGGCCAAGGCCCCTTGTCAATGGTCTGCAGGGAAGAATTGATTATTATTG
GTCGGTACTAAAACCAGGCCAAACATTGCGAGTACGATCCAATGGGAATC
TAATTGCTCCATGGTATGGACACGTTCTTTCAGGAGGGAGCCATGGAAGA
ATCCTGAAGACTGATTTAAAAGGTGGTAATTGTGTAGTGCAATGTCAGACT
GAAAAAGGTGGCTTAAACAGTACATTGCCATTCCACAATATCAGTAAATAT
GCATTTGGAACCTGCCCCAAATATGTAAGAGTTAATAGTCTCAAACTGGCA
GTCGGTCTGAGGAACGTGCCTGCTAGATCAAGTAGAGGACTATTTGGAGC
CATAGCTGGATTCATAGAAGGAGGTTGGCCAGGACTAGTCGCTGGCTGG
TATGGTTTCCAGCATTCAAATGATCAAGGGGTTGGTATGGCTGCAGATAG
GGATTCAACTCAAAAGGCAATTGATAAAATAACATCCAAGGTGAATAATAT
AGTCGACAAGATGAACAAGCAATATGAAATAATTGATCATGAATTTAGTGA
GGTTGAAACTAGACTCAATATGATCAATAATAAGATTGATGACCAAATACA
AGACGTATGGGCATATAATGCAGAATTGCTAGTACTACTTGAAAATCAAAA
AACACTCGATGAGCATGATGCGAACGTGAACAATCTATATAACAAGGTGA
AGAGGGCACTGGGCTCCAATGCTATGGAAGATGGGAAAGGCTGTTTCGA
GCTATACCATAAATGTGATGATCAGTGCATGGAAACAATTCGGAACGGGA
CCTATAATAGGAGAAAGTATAGAGAGGAATCAAGACTAGAAAGGCAGAAA
ATAGAGGGGGTTAAGCTGGAATCTGAGGGAACTTACAAAATCCTCACCAT
TTATTCGACTGTCGCCTCATCTCTTGTGCTTGCAATGGGGTTTGCTGCCTT

CCTGTTCTGGGCCATGTCCAATGGATCTTGCAGATGCAACATTTGTATATA
AGAGCTC
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Fig. 40A
SEQ ID NO: 48

MKVKLLVLLCTFTATYADTICIGYHANNSTDTVDTVLEKNVTVTHSVNLLENSH
NGKLCLLKGIAPLQLGNCSVAGWILGNPECELLISKESWSYIVEKPNPENGTCY
PGHFADYEELREQLSSVSSFERFEIFPKESSWPNHTVTGVSASCSHNGESSF
YRNLLWLTGKNGLYPNLSKSYANNKEKEVLVLWGVHHPPNIGDQKALYHTEN
AYVSVVSSHYSRKFTPEIAKRPKVRDQEGRINYYWTLLEPGDTIIFEANGNLIAP
RYAFALSRGFGSGIINSNAPMDKCDAKCQTPQGAINSSLPFQNVHPVTIGECP
KYVRSAKLRMVTGLRNIPSIQSRGLFGAIAGFIEGGWTGMVDGWYGYHHQNE
QGSGYAADQKSTQNAINGITNKVNSVIEKMNTQFTAVGKEFNKLERRMENLNK
KVDDGFIDIWTYNAELLVLLENERTLDFHDSNVKNLYEKVKSQLKNNAKEIGNG
CFEFYHKCNDECMESVKNGTYDYPKYSEESKLNREKIDGVKLESMGVYQILAI
YSTVASSLVLLVSLGAISFWMCSNGSLQCRICI

Fig. 40B
SEQ ID NO: 49

MKVKLLVLLCTFTATYADTICIGYHANNSTDTVDTVLEKNVTVTHSVNLLEDSH
NGKLCLLKGIAPLQLGNCSVAGWILGNPECELLISRESWSYIVEKPNPENGTCY
PGHFADYEELREQLSSVSSFERFEIFPKESSWPNHTTTGVSASCSHNGESSFY
KNLLWLTGKNGLYPNLSKSYANNKEKEVLVLWGVHHPPNIGDQRALYHKENA
YVSVVSSHYSRKFTPEIAKRPKVRDQEGRINYYWTLLEPGDTIIFEANGNLIAPR
YAFALSRGFGSGIINSNAPMDECDAKCQTPQGAINSSLPFQNVHPVTIGECPK
YVRSAKLRMVTGLRNIPSIQSRGLFGAIAGFIEGGWTGMVDGWYGYHHQNEQ
GSGYAADQKSTQNAINGITNKVNSVIEKMNTQFTAVGKEFNKLERRMENLNKK
VDDGFIDIWTYNAELLVLLENERTLDFHDSNVKNLYEKVKSQLKNNAKEIGNGC
FEFYHKCNDECMESVKNGTYDYPKYSEESKLNREKIDGVKLESMGVYQILAIY
STVASSLVLLVSLGAISFWMCSNGSLQCRICI
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Fig. 41A
SEQ ID NO: 50

MKTHALSYILCLVFTQKLPGNDNSTATLCLGHHAVPNGTIVKTITNDQIEVTN
ATELVQSSSTGEICDSPHQILDGENCTLIDALLGDPQCDGFQNKKWDLFVE
RSKAYSNCYPYDVPDYASLRSLVASSGTLEFNNESFNWTGVTQNGTSSA
CIRRSNNSFFSRLNWLTHLKFKYPALNVTMPNNEKFDKLYIWGVHHPGTD
NDQIFLYAQASGRITVSTKRSQQTVIPNIGSRPRVRNIPSRISIYWTIVKPGDI
LLINSTGNLIAPRGYFKIRSGKSSIMRSDAPIGKCNSECITPNGSIPNDKPFQ
NVNRITYGACPRYVKQNTLKLATGMRNVPEKQTRGIFGAIAGFIENGWEG
MVDGWYGFRHQNSEGIGQAADLKSTQAAIDQINGKLNRLIGKTNEKFHQIE
KEFSEVEGRIQDLEKYVEDTKIDLWSYNAELLVALENQHTIDLTDSEMNKLF
EKTKKQLRENAEDMGNGCFKIYHKCDNACIGSIRNGTYDHDVYRDEALNN
RFQIKGVELKSGYKDWILWISFAISCFLLCVALLGFIMWACQKGNIRCNICI

Fig. 41B
SEQ ID NO: 51

MKTIIALSYILCLVFTQKLPGNDNSTATLCLGHHAVPNGTIVKTITNDQIEVTN
ATELVQSSSTGGICDSPHQILDGENCTLIDALLGDPQCDGFQNKKWDLFVE
RSKAYSNCYPYDVPDYASLRSLVASSGTLEFNDESFNWTGVTQNGTSSA
CKRRSNNSFFSRLNWLTHLKFKYPALNVTMPNNEKFDKLYIWGVHHPGTD
NDQIFLHAQASGRITVSTKRSQQTVIPNIGSRPRIRNIPSRISIYWTIVKPGDI
LLINSTGNLIAPRGYFKIRSGKSSIMRSDAPIGKCNSECITPNGSIPNDKPFQ
NVNRITYGACPRYVKQNTLKLATGMRNVPEKQTRGIFGAIAGFIENGWEG
MVDGWYGFRHQNSEGIGQAADLKSTQAAINQINGKLNRLIGKTNEKFHQIE
KEFSEVEGRIQDLEKYVEDTKIDLWSYNAELLVALENQHTIDLTDSEMNKLF
ERTKKQLRENAEDMGNGCFKIYHKCDNACIGSIRNGTYDHDVYRDEALNN
RFQIKGVELKSGYKDWILWISFAISCFLLCVALLGFIMWACQKGNIRCNICI
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Fig. 42A
SEQ ID NO: 52

MKAIIVLLMVVTSNADRICTGITSSNSPHVVKTATQGEVNVTGVIPLTTTPTKS
HFANLKGTETRGKLCPKCLNCTDLDVALGRPKCTGNIPSARVSILHEVRPVT
SGCFPIMHDRTKIRQLPKLLRGYEHIRLSTHNVINAENAPGGPYKIGTSGSCP
NVTNGNGFFATMAWAVPKNDNNKTATNSLTIEVPYICTEGEDQITVWGFHS
DNETQMAKLYGDSKPQKFTSSANGVTTHYVSQIGGFPNQTEDGGLPQSGRI
VVDYMVQKSGKTGTITYQRGILLPQKVWCASGRSKVIKGSLPLIGEADCLHE
KYGGLNKSKPYYTGEHAKAIGNCPIWVKTPLKLANGTKYRPPAKLLKERGFF
GAIAGFLEGGWEGMIAGWHGYTSHGAHGVAVAADLKSTQEAINKITKNLNS
LSELEVKNLQRLSGAMDELHNEILELDEKVDDLRADTISSQIELAVLLSNEGIIN
SEDEHLLALERKLKKMLGPSAVEIGNGCFETKHKCNQTCLDRIAAGTFDAGE
FSLPTFDSLNITAASLNDDGLDNHTILLYYSTAASSLAVTLMIAIFVVYMVSRD
NVSCSICL

Fig. 42B
SEQ ID NO: 53

MKAIIVLLMVVTSNADRICTGITSSNSPHVVKTATQGEVNVTGVIPLTTTPTKS
YFANLKGTRTRGKLCPDCLNCTDLDVALGRPMCVGTTPSAKASILHEVKPVT
SGCFPIMHDRTKIRQLPNLLRGYENIRLSTQNVIDAEKAPGGPYRLGTSGSC

PNATSKSGFFATMAWAVPKDNNKNATNPLTVEVPYICTEGEDQITVWGFHS
DNKTQMKNLYGDSNPQKFTSSANGVTTHYVSQIGSFPDQTEDGGLPQSGRI
VVDYMMQKPGKTGTIVYQRGVLLPQKVWCASGRSKVIKGSLPLIGEADCLH

EKYGGLNKSKPYYTGEHAKAIGNCPIWVKTPLKLANGTKYRPPAKLLKERGF
FGAIAGFLEGGWEGMIAGWHGYTSHGAHGVAVAADLKSTQEAINKITKNLN

SLSELEVKNLQRLSGAMDELHNEILELDEKVDDLRADTISSQIELAVLLSNEGII
NSEDEHLLALERKLKKMLGPSAVEIGNGCFETKHKCNQTCLDRIAAGTFNAG

EFSLPTFDSLNITAASLNDDGLDNHTILLYYSTAASSLAVTLMLAIFIVYMVSRD
NVSCSICL
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Fig. 43A
SEQ ID NO: 54

MAIIYLILLFTAVRGDQICIGYHANNSTEKVDTILERNVTVTHAKDILEKTHNGKLC
KLNGIPPLELGDCSIAGWLLGNPECDRLLSVPEWSYIMEKENPRDGLCYPGSF
NDYEELKHLLSSVKHFEKVKILPKDRWTQHTTTGGSRACAVSGNPSFFRNMV
WLTKKESNYPVAKGSYNNTSGEQMLIIWGVHHPNDETEQRTLYQNVGTYVSV
GTSTLNKRSTPDIATRPKVNGLGSRMEFSWTLLDMWDTINFESTGNLIAPEYGF
KISKRGSSGIMKTEGTLENCETKCQTPLGAINTTLPFHNVHPLTIGECPKYVKSE
KLVLATGLRNVPQIESRGLFGAIAGFIEGGWQGMVDGWYGYHHSNDQGSGYA
ADKESTQKAFDGITNKVNSVIEKMNTQFEAVGKEFSNLERRLENLNKKMEDGFL
DVWTYNAELLVLMENERTLDFHDSNVKNLYDKVRMQLRDNVKELGNGCFEFY
HKCDDECMNSVKNGTYDYPKYEEESKLNRNEIKGVKLSSMGVYQILAIYATVAG
SLSLAIMMAGISFWMCSNGSLQCRICI

Fig. 43B
SEQ ID NO: 55

MEKIVLLLAIVSLVKSDQICIGYHANNSTEQVDTIMEKNVTVTHAQDILEKTHNGK
LCDLDGVKPLILRDCSVAGWLLGNPMCDEFINVPEWSYIVEKANPANDLCYPG
NFNDYEELKHLLSRINHFEKIQIIPKSSWSDHEASSGVSSACPYQGTPSFFRNVV
WLIKKNNTYPTIKRSYNNTNQEDLLILWGIHHSNDAAEQTKLYQNPTTYISVGTS
TLNQRLVPKIATRSKVNGQSGRMDFFWTILKPNDAINFESNGNFIAPEYAYKIVK
KGDSAIVKSEVEYGNCNTKCQTPIGAINSSMPFHNIHPLTIGECPKYVKSNKLVL
ATGLRNSPLRERRRKRGLFGAIAGFIEGGWQGMVDGWYGYHHSNEQGSGYA
ADKESTQKAIDGVTNKVNSIIDKMNTQFEAVGREFNNLERRIENLNKKMEDGFL
DVWTYNAELLVLMENERTLDFHDSNVKNLYDKVRLQLRDNAKELGNGCFEFYH
KCDNECMESVRNGTYDYPQYSEEARLKREEISGVKLESIGTYQILSIYSTVASSL
ALAIMVAGLSLWMCSNGSLQCRICI
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Fig. 44A
SEQ ID NO: 56

MEKIVLLFAIVSLVKSDQICIGYHANNSTEQVDTIMEKNVTVTHAQDILEKTHNGKL
CDLDGVKPLILRDCSVAGWLLGNPMCDEFINVPEWSYIVEKANPVNDLCYPGDF
NDYEELKHLLSRINHFEKIQIPKSSWSSHEASLGVSSACPYQGKSSFFRNVVWLI
KKNSTYPTIKRSYNNTNQEDLLVLWGIHHPNDAAEQTKLYQNPTTYISVGTSTLN
QRLVPRIATRSKVNGQSGRMEFFWTILKPNDAINFESNGNFIAPEYAYKIVKKGD
STIMKSELEYGNCNTKCQTPMGAINSSMPFHNIHPLTIGECPKYVKSNRLVLATG
LRNSPQRERRRKKRGLFGAIAGFIEGGWQGMVDGWYGYHHSNEQGSGYAAD
KESTQKAIDGVTNKVNSIIDKMNTQFEAVGREFNNLERRIENLNKKMEDGFLDV
WTYNAELLVLMENERTLDFHDSNVKNLYDKVRLQLRDNAKELGNGCFEFYHKC
DNECMESVRNGTYDYPQYSEEARLKREEISGVKLESIGIYQILSIYSTVASSLALAI
MVAGLSLWMCSNGSLQCRICI

Fig. 44B
SEQ ID NO: 57

MIAIIVIAILAAAGKSDKICIGYHANNSTTQVDTILEKNVTVTHSIELLENQKEERFCK
ILNKAPLDLRECTIEGWILGNPQCDLLLGDQSWSYIVERPTAQNGICYPGTLNEV
EELRALIGSGERVERFEMFPQSTWQGVDTNSGTTRSCPYSTGASFYRNLLWIIK
TKTAEYPVIKGIYNNTGTQPILYFWGVHHPPNTDEQDTLYGSGDRYVRMGTESM
NFAKSPEIAARPAVNGQRGRIDYYWSVLKPGETLNVESNGNLIAPWYAYKFVNT
NSKGAVFRSDLPIENCDATCQTIAGVLRTNKTFQNVSPLWIGECPKYVKSESLRL
ATGLRNVPQIETRGLFGAIAGFIEGGWTGMIDGWYGYHHENSQGSGYAADRES
TQKAVNRITNKVNSIINKMNTQFEAVDHEFSNLERRIDNLNKRMQDGFLDVWTY
NAELLVLLENERTLDMHDANVKNLHEKVKSQLRDNATILGNGCFEFWHKCDNEC
IESVKNGTYDYPKYQTESKLNRLKIESVKLENLGVYQILAIYSTVSSSLVLVGLIMA
MGLWMCSNGSMQCRICI
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Fig. 45A
SEQ ID NO: 58

MNTQILILATSAFFYVRADKICLGHHAVSNGTKVDTLTEKGIEVVNATETVEQT
NIPKICSKGKQTVDLGQCGLLGTVIGPPQCDQFLEFSANLIVERREGNDICYPG
KFDNEETLRKILRKSGGIKKENMGFTYTGVRTNGETSACRRSRSSFYAEMKW
LLSSTDNGTFPQMTKSYKNTKKVPALIIWGIHHSGSTTEQTRLYGSGNKLITV
WSSKYQQSFVPNPGPRPQMNGQSGRIDFHWLMLDPNDTVTFSFNGAFIAPD
RASFLRGKSLGIQSDAQLDNNCEGECYHIGGTIISNLPFQNINSRAIGKCPRYV
KQKSLMLATGMKNVPEAPAHKQLTHHMRKKRGLFGAIAGFIENGWEGLIDG
WYGYKHQNAQGEGTAADYKSTQSAINQITGKLNRLIEKTNQQFELIDNEFNEI
EKQIGNVINWTRDSIIEVWSYNAEFLVAVENQHTIDLTDSEMNKLYEKVRRQL
RENAEEDGNGCFEIFHQCDNDCMASIRNNTYDHKKYRKEAIQNRIQIDAVKLS
SGYKDIILWFSFGASCFLFLAIAMGLVFICIKNGNMRCTICI

Fig. 45B
SEQ ID NO: 59

METISLITILLVWTASNADKICIGHQSTNSTETVDTLTETNVPVTHAKELLHTEHN
GMLCATSLGHPLILDTCTIEGLVYGNPSCDLLLGGREWSYIVERSSAVNGTCY
PGNVENLEELRTLFSSASSYQRIQIFPDTTWNVTYTGTSRACSGSFYRSMRW
LTQKSGFYPVQDAQYTNNRGKSILFVWGIHHPPTYTEQTNLYIRNDTTTSVTT
EDLNRTFKPVIGPRPLVNGLQGRIDYYWSVLKPGQTLRVRSNGNLIAPWYGH
VLSGGSHGRILKTDLKGGNCVVQCQTEKGGLNSTLPFHNISKYAFGTCPKYV
RVNSLKLAVGLRNVPARSSRGLFGAIAGFIEGGWPGLVAGWYGFQHSNDQG
VGMAADRDSTQKAIDKITSKVNNIVDKMNKQYEIIDHEFSEVETRLNMINNKID
DQIQDVWAYNAELLVLLENQKTLDEHDANVNNLYNKVKRALGSNAMEDGKG
CFELYHKCDDQCMETIRNGTYNRRKYREESRLERQKIEGVKLESEGTYKILTI
YSTVASSLVLAMGFAAFLFWAMSNGSCRCNICI
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Fig. 46

Dextrana azul  (2MDa)

l Fragbes
7 8 910111213 14151617

A/Indonesia/5/2005 (H5)

AfTeal/HongKong/W312/1997 (H6)

A/Singapore/1/1957 (H2)

A/Hong Kong/1073/1999 (H9)
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Fig. 51

SEQ D NO: 60

H5 from A/indonesia/5/2005 (Construct # 660)
AGAGGTACCCCGGGCTGGTATATTTATATGTTGTCAAATAACTCAAAAACCATAAAAGTTTAAGTT
AGCAAGTGTGTACATTTTTACTTGAACAAAAATATTCACCTACTACTGTTATAAATCATTATTAAAC
ATTAGAGTAAAGAAATATGGATGATAAGAACAAGAGTAGTGATATTTTGACAACAATTTTGTTGCA
ACATTTGAGAAAATTTTGTTGTTCTCTCTTTTCATTGGTCAAAAACAATAGAGAGAGAAAAAGGAA
GAGGGAGAATAAAAACATAATGTGAGTATGAGAGAGAAAGTTGTACAAAAGTTGTACCAAAATAG
TTGTACAAATATCATTGAGGAATTTGACAAAAGCTACACAAATAAGGGTTAATTGCTGTAAATAAA
TAAGGATGACGCATTAGAGAGATGTACCATTAGAGAATTTTTGGCAAGTCATTAAAAAGAAAGAAT
AAATTATTTTTAAAATTAAAAGTTGAGTCATTTGATTAAACATGTGATTATTTAATGAATTGATGAAA
GAGTTGGATTAAAGTTGTATTAGTAATTAGAATTTGGTGTCAAATTTAATTTGACATTTGATCTTTT
CCTATATATTGCCCCATAGAGTCAGTTAACTCATTTTTATATTTCATAGATCAAATAAGAGAAATAA
CGGTATATTAATCCCTCCAAAAAAAAAAAACGGTATATTTACTAAAAAATCTAAGCCACGTAGGAG
GATAACAGGATCCCCGTAGGAGGATAACATCCAATCCAACCAATCACAACAATCCTGATGAGATA
ACCCACTTTAAGCCCACGCATCTGTGGCACATCTACATTATCTAAATCACACATTCTTCCACACAT
CTGAGCCACACAAAAACCAATCCACATCTTTATCACCCATTCTATAAAAAATCACACTTTGTGAGT
CTACACTTTGATTCCCTTCAAACACATACAAAGAGAAGAGACTAATTAATTAATTAATCATCTTGA
GAGAAAATGGAGAAAATAGTGCTTCTTCTTGCAATAGTCAGTCTTGTTAAAAGTGATCAGATTTGC
ATTGGTTACCATGCAAACAATTCAACAGAGCAGGTTGACACAATCATGGAAAAGAACGTTACTGT
TACACATGCCCAAGACATACTGGAAAAGACACACAACGGGAAGCTCTGCGATCTAGATGGAGTG
AAGCCTCTAATTTTAAGAGATTGTAGTGTAGCTGGATGGCTCCTCGGGAACCCAATGTGTGACGA
ATTCATCAATGTACCGGAATGGTCTTACATAGTGGAGAAGGCCAATCCAACCAATGACCTCTGTT
ACCCAGGGAGTTTCAACGACTATGAAGAACTGAAACACCTATTGAGCAGAATAAACCATTTTGAG
AAAATTCAAATCATCCCCAAAAGTTCTTGGTCCGATCATGAAGCCTCATCAGGAGTTAGCTCAGC
ATGTCCATACCTGGGAAGTCCCTCCTTTTTTAGAAATGTGGTATGGCTTATCAAAAAGAACAGTA
CATACCCAACAATAAAGAAAAGCTACAATAATACCAACCAAGAGGATCTTTTGGTACTGTGGGGA
ATTCACCATCCTAATGATGCGGCAGAGCAGACAAGGCTATATCAAAACCCAACCACCTATATTTC
CATTGGGACATCAACACTAAACCAGAGATTGGTACCAAAAATAGCTACTAGATCCAAAGTAAACG
GGCAAAGTGGAAGGATGGAGTTCTTCTGGACAATTTTAAAACCTAATGATGCAATCAACTTCGAG
AGTAATGGAAATTTCATTGCTCCAGAATATGCATACAAAATTGTCAAGAAAGGGGACTCAGCAATT
ATGAAAAGTGAATTGGAATATGGTAACTGCAACACCAAGTGTCAAACTCCAATGGGGGCGATAAA
CTCTAGTATGCCATTCCACAACATACACCCTCTCACCATCGGGGAATGCCCCAAATATGTGAAAT
CAAACAGATTAGTCCTTGCAACAGGGCTCAGAAATAGCCCTCAAAGAGAGAGCAGAAGAAAAAA
GAGAGGACTATTTGGAGCTATAGCAGGTTTTATAGAGGGAGGATGGCAGGGAATGGTAGATGGT
TGGTATGGGTACCACCATAGCAATGAGCAGGGGAGTGGGTACGCTGCAGACAAAGAATCCACTC
AAAAGGCAATAGATGGAGTCACCAATAAGGTCAACTCAATCATTGACAAAATGAACACTCAGTTT
GAGGCCGTTGGAAGGGAATI’TAATAACTTAGAAAGGAGAATAGAGAAT!TAAACAAGAAGATGGA
AGACGGGTTTCTAGATGTCTGGACTTATAATGCCGAACTTCTGGTTCTCATGGAAAATGAGAGAA
CTCTAGACTTTCATGACTCAAATGTTAAGAACCTCTACGACAAGGTCCGACTACAGCTTAGGGAT
AATGCAAAGGAGCTGGGTAACGGTTGTTTCGAGTTCTATCACAAATGTGATAATGAATGTATGGA
AAGTATAAGAAACGGAACGTACAACTATCCGCAGTATTCAGAAGAAGCAAGATI‘AAAAAGAGAGG
AAATAAGTGGGGTAAAATTGGAATCAATAGGAACTTACCAAATACTGTCAAT‘ITATFCAACAGTGG
CGAGTTCCCTAGCACTGGCAATCATGATGGCTGGTCTATCTTTATGGATGTGCTCCAATGGATCG
TTACAATGCAGAATTTGCATTTAAGAGCTCTAAGTTAAAATGCTTCTTCGTCTC CTATTTATAATAT
GGTTrGTTATTGTTAATTTTGTTCTTGTAGAAGAGCTTAATTAATCG‘ITGTTGTTATGAAATACTAT
TrGTATGAGATGAACTGGTGTAATGTAATTCATT‘I'ACATAAGTGGAGTCAGAATCAGAATGTT'TCC
TCCATAACTAACTAGACATGAAGACCTGCcGcGTACAATTGTCTTATAT!’TGAACAACTAAAATTG
AACATCTTTTGCCACAACTTTATAAGTGGTTAATATAGCTCAAATATATGGTCAAGTTCAATAGATT

AATAATGGAAATATCAGTTATCGAAATTCATTAACAATCAACTTAACGTTATTAACTACTAATTT TAT
ATCATCCCCTTTGATAAATGATAGTACA
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Fig. 52

SEQ D NO: 61

H1 from A/New Caledonia/20/1999 (Construct # 540)
AGAGGTACCCCGGGCTGGTATATTTATATGTTGTCAAATAACTCAAAAACCATAAAAGTTTAAGTT
AGCAAGTGTGTACATTTTTACTTGAACAAAAATATTCACCTACTACTGTTATAAATCATTATTAAAC
ATTAGAGTAAAGAAATATGGATGATAAGAACAAGAGTAGTGATATTTTGACAACAATTTTGTTGCA
ACATTTGAGAAAATTTTGTTGTTCTCTCTTTTCATTGGTCAAAAACAATAGAGAGAGAAAAAGGAA
GAGGGAGAATAAAAACATAATGTGAGTATGAGAGAGAAAGTTGTACAAAAGTTGTACCAAAATAG
TTGTACAAATATCATTGAGGAATTTGACAAAAGCTACACAAATAAGGGTTAATTGCTGTAAATAAA
TAAGGATGACGCATTAGAGAGATGTACCATTAGAGAATTTTTGGCAAGTCATTAAAAAGAAAGAA
TAAATTATTTTTAAAATTAAAAGTTGAGTCATTTGATTAAACATGTGATTATTTAATGAATTGATGAA
AGAGTTGGATTAAAGTTGTATTAGTAATTAGAATTTGGTGTCAAATTTAATTTGACATTTGATCTTT
TCCTATATATTGCCCCATAGAGTCAGTTAACTCATTTTTATATTTCATAGATCAAATAAGAGAAATA
ACGGTATATTAATCCCTCCAAAAAAAAAAAACGGTATATTTACTAAAAAATCTAAGCCACGTAGGA
GGATAACAGGATCCCCGTAGGAGGATAACATCCAATCCAACCAATCACAACAATCCTGATGAGA
TAACCCACTTTAAGCCCACGCATCTGTGGCACATCTACATTATCTAAATCACACATTCTTCCACAC
ATCTGAGCCACACAAAAACCAATCCACATCTTTATCACCCATTCTATAAAAAATCACACTTTGTGA
GTCTACACTTTGATTCCCTTCAAACACATACAAAGAGAAGAGACTAATTAATTAATTAATCATCTT
GAGAGAAAATGGCGAAAAACGTTGCGATTTTCGGCTTATTGTTTTCTCTTCTTGTGTTGGTTCCTT
CTCAGATCTTCGCTGACACAATATGTATAGGCTACCATGCCAACAACTCAACCGACACTGTTGAC
ACAGTACTTGAGAAGAATGTGACAGTGACACACTCTGTCAACCTACTTGAGGACAGTCACAATG
GAAAACTATGTCTACTAAAAGGAATAGCCCCACTACAATTGGGTAATTGCAGCGTTGCCGGATG
GATCTTAGGAAACCCAGAATGCGAATTACTGATTTCCAAGGAATCATGGTCCTACATTGTAGAAA
CACCAAATCCTGAGAATGGAACATGTTACCCAGGGTATTTCGCCGACTATGAGGAACTGAGGGA
GCAATTGAGTTCAGTATCTTCATTTGAGAGATTCGAAATATTCCCCAAAGAAAGCTCATGGCCCA
ACCACACCGTAACCGGAGTATCAGCATCATGCTCCCATAATGGGAAAAGCAGTTTTTACAGAAAT
TTGCTATGGCTGACGGGGAAGAATGGTTTGTACCCAAACCTGAGCAAGTCCTATGTAAACAACA
AAGAGAAAGAAGTCCTTGTACTATGGGGTGTTCATCACCCGCCTAACATAGGGAACCAAAGGGC
ACTCTATCATACAGAAAATGCTTATGTCTCTGTAGTGTCTTCACATTATAGCAGAAGATTCACCCC
AGAAATAGCCAAAAGACCCAAAGTAAGAGATCAGGAAGGAAGAATCAACTACTACTGGACTCTG
CTGGAACCTGGGGATACAATAATATTTGAGGCAAATGGAAATCTAATAGCGCCATGGTATGCTTT
TGCACTGAGTAGAGGCTTTGGATCAGGAATCATCACCTCAAATGCACCAATGGATGAATGTGAT
GCGAAGTGTCAAACACCTCAGGGAGCTATAAACAGCAGTCTTCCTTTCCAGAATGTACACCCAG
TCACAATAGGAGAGTGTCCAAAGTATGTCAGGAGTGCAAAATTAAGGATGGTTACAGGACTAAG
GAACATCCCATCCATTCAATCCAGAGGTTTGTTTGGAGCCATTGCCGGTTTCATTGAAGGGGGG
TGGACTGGAATGGTAGATGGGTGGTATGGTTATCATCATCAGAATGAGCAAGGATCTGGCTATG
CTGCAGATCAAAAAAGTACACAAAATGCCATTAACGGGATTACAAACAAGGTCAATTCTGTAATT
GAGAAAATGAACACTCAATTCACAGCTGTGGGCAAAGAGTTCAACAAATTGGAAAGAAGGATGG
AAAACTTAAATAAAAAAGTTGATGATGGGTTTCTAGACATTTGGACATATAATGCAGAATTGTTGG
TTCTACTGGAAAATGAAAGGACTTTGGATTTCCATGACTCCAATGTGAAGAATCTGTATGAGAAA
GTAAAAAGCCAATTAAAGAATAATGCCAAAGAAATAGGAAACGGGTGTTTTGAGTTCTATCACAA
GTGTAACAATGAATGCATGGAGAGTGTGAAAAATGGTACCTATGACTATCCAAAATATTCCGAAG
AATCAAAGTTAAACAGGGAGAAAATTGATGGAGTGAAATTGGAATCAATGGGAGTATACCAGATT
CTGGCGATCTACTCAACTGTCGCCAGTTCCCTGGTTCTTTTGGTCTCCCTGGGGGCAATCAGET
TCTGGATGTGTTCCAATGGGTCTTTGCAGTGTAGAATATGCATCTAAGAGCTCTAAGTTAAAATG
CTTCTTCGTCTCCTATTTATAATATGGTTTGTTATTGTTAATTTTGTTCTTGTAGAAGAGCTTAATT
AATCGTTGTTGTTATGAAATACTATTTGTATGAGATGAACTGGTGTAATGTAATTCATTTACATAAG
TGGAGTCAGAATCAGAATGTTTCCTCCATAACTAACTAGACATGAAGACCTGCCGCGTACAATTG
TCTTATATTTGAACAACTAAAATTGAACATCTTTTGCCACAACTTTATAAGTGGTTAATATAGCTCA
AATATATGGTCAAGTTCAATAGATTAATAATGGAAATATCAGTTATCGAAATTCATTAACAATCAAC
TTAACGTTATTAACTACTAATTTTATATCATCCCCTTTGATAAATGATAGTACA
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Fig. 53

SEQ ID NO: 62

H1 from A/Brisbane/59/2007 (construct #774)
CTGGTATATTTATATGTTGTCAAATAACTCAAAAACCATAAAAGTTTAAGTTAGCAAGTGTGTACAT
TTTTACTTGAACAAAAATATTCACCTACTACTGTTATAAATCATTATTAAACATTAGAGTAAAGAAAT
ATGGATGATAAGAACAAGAGTAGTGATATTTTGACAACAATTTTGTTGCAACATTTGAGAAAATTTT
GTTGTTCTCTCTTTTCATTGGTCAAAAACAATAGAGAGAGAAAAAGGAAGAGGGAGAATAAAAACA
TAATGTGAGTATGAGAGAGAAAGTTGTACAAAAGTTGTACCAAAATAGTTGTACAAATATCATTGA
GGAATTTGACAAAAGCTACACAAATAAGGGTTAATTGCTGTAAATAAATAAGGATGACGCATTAGA
GAGATGTACCATTAGAGAATTTTTGGCAAGTCATTAAAAAGAAAGAATAAATTATTTTTAAAATTAA
AAGTTGAGTCATTTGATTAAACATGTGATTATTTAATGAATTGATGAAAGAGTTGGATTAAAGTTGT
ATTAGTAATTAGAATTTGGTGTCAAATTTAATTTGACATTTGATCTTTTCCTATATATTGCCCCATA
GAGTCAGTTAACTCATTTTTATATTTCATAGATCAAATAAGAGAAATAACGGTATATTAATCCCTCC
AAAAAAAAAAAACGGTATATTTACTAAAAAATCTAAGCCACGTAGGAGGATAACAGGATCCCCGTA
GGAGGATAACATCCAATCCAACCAATCACAACAATCCTGATGAGATAACCCACTTTAAGCCCACG
CATCTGTGGCACATCTACATTATCTAAATCACACATTCTTCCACACATCTGAGCCACACAAAAACC
AATCCACATCTTTATCACCCATTCTATAAAAAATCACACTTTGTGAGTCTACACTTTGATTCCCTTC
AAACACATACAAAGAGAAGAGACTAATTAATTAATTAATCATCTTGAGAGAAAATGAAAGTAAAACT
ACTGGTCCTGTTATGCACATTTACAGCTACATATGCAGACACAATATGTATAGGCTACCATGCTAA
CAACTCGACCGACACTGTTGACACAGTACTTGAAAAGAATGTGACAGTGACACACTCTGTCAACC
TGCTTGAGAACAGTCACAATGGAAAACTATGTCTATTAAAAGGAATAGCCCCACTACAATTGGGT
AATTGCAGCGTTGCCGGGTGGATCTTAGGAAACCCAGAATGCGAATTACTGATTTCCAAGGAGTC
ATGGTCCTACATTGTAGAAAAACCAAATCCTGAGAATGGAACATGTTACCCAGGGCATTTCGCTG
ACTATGAGGAACTGAGGGAGCAATTGAGTTCAGTATCTTCATTTGAGAGGTTCGAAATATTCCCC
AAAGAAAGCTCATGGCCCAACCACACCGTAACCGGAGTGTCAGCATCATGCTCCCATAATGGGG
AAAGCAGTTTTTACAGAAATTTGCTATGGCTGACGGGGAAGAATGGTTTGTACCCAAACCTGAGC
AAGTCCTATGCAAACAACAAAGAAAAAGAAGTCCTTGTACTATGGGGTGTTCATCACCCGCCAAA
CATAGGTGACCAAAAGGCCCTCTATCATACAGAAAATGCTTATGTCTCTGTAGTGTCTTCACATTA
TAGCAGAAAATTCACCCCAGAAATAGCCAAAAGACCCAAAGTAAGAGATCAAGAAGGAAGAATCA
ATTACTACTGGACTCTGCTTGAACCCGGGGATACAATAATATTTGAGGCAAATGGAAATCTAATAG
CGCCAAGATATGCTTTCGCACTGAGTAGAGGCTTTGGATCAGGAATCATCAACTCAAATGCACCA
ATGGATAAATGTGATGCGAAGTGCCAAACACCTCAGGGAGCTATAAACAGCAGTCTTCCTTTCCA
GAACGTACACCCAGTCACAATAGGAGAGTGTCCAAAGTATGTCAGGAGTGCAAAATTAAGGATG
GTTACAGGACTAAGGAACATCCCATCCATTCAATCCAGAGGTTTGTTTGGAGCCATTGCCGGTTT
CATTGAAGGGGGGTGGACTGGAATGGTAGATGGTTGGTATGGTTATCATCATCAGAATGAGCAA
GGATCTGGCTATGCTGCAGATCAAAAAAGCACACAAAATGCCATTAATGGGATTACAAACAAGGT
CAATTCTGTAATTGAGAAAATGAACACTCAATTCACAGCAGTGGGCAAAGAGTTCAACAAATTGG
AAAGAAGGATGGAAAACTTGAATAAAAAAGTTGATGATGGGTTTATAGACATTTGGACATATAATG
CAGAACTGTTGGTTCTACTGGAAAATGAAAGGACTTTGGATTTCCATGACTCCAATGTGAAGAAT
CTGTATGAGAAAGTAAAAAGCCAGTTAAAGAATAATGCTAAAGAAATAGGAAATGGGTGTTTTGAG
TTCTATCACAAGTGTAACGATGAATGCATGGAGAGTGTAAAGAATGGAACTTATGACTATCCAAAA
TATTCCGAAGAATCAAAGTTAAACAGGGAGAAAATTGATGGAGTGAAATTGGAATCAATGGGAGT
CTATCAGATTCTGGCGATCTACTCAACAGTCGCCAGTTCTCTGGTTCTTITGGTCTCCCTGGGGG
CAATCAGCTTCTGGATGTGTTCCAATGGGTCTTTACAGTGTAGAATATGCATCTAAGAGCTCTAA
GTTAAAATGCTTCTTCGTCTCCTATTTATAATATGGTTTGTTATTGTTAATTTTGTTCTTGTAGAAGA
GCTTAATTAATCGTTGTTGTTATGAAATACTATTTGTATGAGATGAACTGGTGTAATGTAATTCATT
TACATAAGTGGAGTCAGAATCAGAATGTTTCCTCCATAACTAACTAGACATGAAGACCTGCCGCG
TACAATTGTCTTATATTTGAACAACTAAAATTGAACATCTTTTGCCACAACTTTATAAGTGGTTAAT
ATAGCTCAAATATATGGTCAAGTTCAATAGATTAATAATGGAAATATCAGTTATCGAAATTCATTAA
CAATCAACTTAACGTTATTAACTACTAATTTTATATCATCCCCTTTGATAAATGATAGTACA
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Fig. 54

SEQ ID NO: 63

H1 from A/Solomon Islands/3/2006 (H1N1) (Construct # 775)
AGAGGTACCCCGGGCTGGTATATTTATATGTTGTCAAATAACTCAAAAACCATAAAAGTTTA
AGTTAGCAAGTGTGTACATTTTTACTTGAACAAAAATATTCACCTACTACTGTTATAAATCAT
TATTAAACATTAGAGTAAAGAAATATGGATGATAAGAACAAGAGTAGTGATATTTTGACAAC
AATTTTGTTGCAACATTTGAGAAAATTTTGTTGTTCTCTCTTTTCATTGGTCAAAAACAATAG
AGAGAGAAAAAGGAAGAGGGAGAATAAAAACATAATGTGAGTATGAGAGAGAAAGTTGTAC
AAAAGTTGTACCAAAATAGTTGTACAAATATCATTGAGGAATTTGACAAAAGCTACACAAATA
AGGGTTAATTGCTGTAAATAAATAAGGATGACGCATTAGAGAGATGTACCATTAGAGAATTT
TTGGCAAGTCATTAAAAAGAAAGAATAAATTATTTTTAAAATTAAAAGTTGAGTCATTTGATTA
AACATGTGATTATTTAATGAATTGATGAAAGAGTTGGATTAAAGTTGTATTAGTAATTAGAAT
TTGGTGTCAAATTTAATTTGACATTTGATCTTTTCCTATATATTGCCCCATAGAGTCAGTTAA
CTCATTTTTATATTTCATAGATCAAATAAGAGAAATAACGGTATATTAATCCCTCCAAAAAAA
AAAAACGGTATATTTACTAAAAAATCTAAGCCACGTAGGAGGATAACAGGATCCCCGTAGG
AGGATAACATCCAATCCAACCAATCACAACAATCCTGATGAGATAACCCACTTTAAGCCCAC
GCATCTGTGGCACATCTACATTATCTAAATCACACATTCTTCCACACATCTGAGCCACACAA
AAACCAATCCACATCTTTATCACCCATTCTATAAAAAATCACACTTTGTGAGTCTACACTTTG
ATTCCCTTCAAACACATACAAAGAGAAGAGACTAATTAATTAATTAATCATCTTGAGAGAAAA
TGAAAGTAAAACTACTGGTCCTGTTATGCACATTTACAGCTACATATGCAGACACAATATGT
ATAGGCTACCATGCCAACAACTCAACCGACACTGTTGACACAGTACTTGAGAAGAATGTGA
CAGTGACACACTCTGTCAACCTGCTTGAGGACAGTCACAATGGAAAATTATGTCTATTAAAA
GGAATAGCCCCACTACAATTGGGTAATTGCAGCGTTGCCGGATGGATCTTAGGAAACCCA
GAATGCGAATTACTGATTTCCAGGGAATCATGGTCCTACATTGTAGAAAAACCAAATCCTGA
GAATGGAACATGTTACCCAGGGCATTTCGCCGACTATGAGGAACTGAGGGAGCAATTGAG
TTCAGTATCTTCATTTGAGAGATTCGAAATATTCCCCAAAGAAAGCTCATGGCCCAACCACA
CCACAACCGGAGTATCAGCATCATGCTCCCATAATGGGGAAAGCAGTTTTTACAAAAATTT
GCTATGGCTGACGGGGAAGAATGGTTTGTACCCAAACCTGAGCAAGTCCTATGCAAACAA
CAAAGAGAAAGAAGTCCTTGTACTATGGGGTGTTCATCACCCGCCTAACATAGGTGACCAA
AGGGCTCTCTATCATAAAGAAAATGCTTATGTCTCTGTAGTGTCTTCACATTATAGCAGAAA
ATTCACCCCAGAAATAGCCAAAAGACCCAAAGTAAGAGATCAAGAAGGAAGAATCAACTAC
TACTGGACTCTACTTGAACCCGGGGATACAATAATATTTGAGGCAAATGGAAATCTAATAGC
GCCAAGATATGCTTTCGCACTGAGTAGAGGCTTTGGATCAGGAATCATCAACTCAAATGCA
CCAATGGATGAATGTGATGCGAAGTGCCAAACACCTCAGGGAGCTATAAACAGCAGTCTTC
CTTTCCAGAATGTACACCCTGTCACAATAGGAGAGTGTCCAAAGTATGTCAGGAGTGCAAA
ATTAAGGATGGTTACAGGACTAAGGAACATCCCATCCATTCAATCCAGAGGTTTGTTTGGA
GCCATTGCCGGTTTCATTGAAGGGGGGTGGACTGGAATGGTAGATGGTTGGTATGGTTAT
CATCATCAGAATGAGCAAGGATCTGGCTATGCTGCAGATCAAAAAAGCACACAAAATGCCA
TTAATGGGATTACAAACAAGGTCAATTCTGTAATTGAGAAAATGAACACTCAATTCACAGCT
GTGGGCAAAGAGTTCAACAAATTGGAAAGAAGGATGGAAAACTTAAATAAAAAAGTTGATG
ATGGGTTTATAGACATTTGGACATATAATGCAGAATTGTTGGTTCTACTGGAAAATGAAAGG
ACTTTGGATTTCCATGACTCCAATGTGAAGAATCTGTATGAGAAAGTAAAAAGCCAATTAAA
GAATAATGCCAAAGAAATAGGAAATGGGTGTTTTGAGTTCTATCATAAGTGTAACGATGAAT
GCATGGAGAGTGTAAAAAATGGAACTTATGACTATCCAAAATATTCCGAAGAATCAAAGTTA
AACAGGGAGAAAATTGATGGAGTGAAATTGGAATCAATGGGAGTCTATCAGATTCTGGCGA
TCTACTCAACAGTCGCCAGTTCTCTGGTTCTTTTGGTCTCCCTGGGGGCAATCAGCTTCTG
GATGTGTTCCAATGGGTCTTI'GCAGTGTAGAATATGCATCTGAGAGCTCTAAGTTAAAATGC
TTCTTCGTCTCCTATTTATAATATGGTTTGTTATTGTTAATTTTGTTCTTGTAGAAGAGCTTAA
TTAATCGTTGTTGTTATGAAATACTATTTGTATGAGATGAACTGGTGTAATGTAATTCATTTA
CATAAGTGGAGTCAGAATCAGAATGTTTCCTCCATAACTAACTAGACATGAAGACCTGCCG
CGTACAATTGTCTTATAT!TGAACAACTAAAA‘ITGAACATCT‘ITTGCCACAACTTI'ATAAGTG
GTTAATATAGCTCAAATATATGGTCAAG'ITCAATAGATTAATAATGGAAATATCAGTTATCGA
AATTCATTAACAATCAACTTAACGTTATTAACTACTAATTTTATATCATCCCC‘ITTGATAAATG
ATAGTACA
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SEQ ID NO: 64

H2 from A/Singapore/1/57 (H2N2) (construct # 780)
AGAGGTACCCCGGGCTGGTATATTTATATGTTGTCAAATAACTCAAAAACCATAAAAGTTTAA
GTTAGCAAGTGTGTACATTTTTACTTGAACAAAAATATTCACCTACTACTGTTATAAATCATTAT
TAAACATTAGAGTAAAGAAATATGGATGATAAGAACAAGAGTAGTGATATTTTGACAACAATTT
TGTTGCAACATTTGAGAAAATTTTGTTGTTCTCTCTTTTCATTGGTCAAAAACAATAGAGAGAG
AAAAAGGAAGAGGGAGAATAAAAACATAATGTGAGTATGAGAGAGAAAGTTGTACAAAAGTTG
TACCAAAATAGTTGTACAAATATCATTGAGGAATTTGACAAAAGCTACACAAATAAGGGTTAAT
TGCTGTAAATAAATAAGGATGACGCATTAGAGAGATGTACCATTAGAGAATTTTTGGCAAGTC
ATTAAAAAGAAAGAATAAATTATTTTTAAAATTAAAAGTTGAGTCATTTGATTAAACATGTGATT
ATTTAATGAATTGATGAAAGAGTTGGATTAAAGTTGTATTAGTAATTAGAATTTGGTGTCAAAT
TTAATTTGACATTTGATCTTTTCCTATATATTGCCCCATAGAGTCAGTTAACTCATTTTTATATT
TCATAGATCAAATAAGAGAAATAACGGTATATTAATCCCTCCAAAAAAAAAAAACGGTATATTT
ACTAAAAAATCTAAGCCACGTAGGAGGATAACAGGATCCCCGTAGGAGGATAACATCCAATC
CAACCAATCACAACAATCCTGATGAGATAACCCACTTTAAGCCCACGCATCTGTGGCACATCT
ACATTATCTAAATCACACATTCTTCCACACATCTGAGCCACACAAAAACCAATCCACATCTTTA
TCACCCATTCTATAAAAAATCACACTTTGTGAGTCTACACTTTGATTCCCTTCAAACACATACA
AAGAGAAGAGACTAATTAATTAATTAATCATCTTGAGAGAAAATGGCCATCATTTATCTAATTC
TCCTGTTCACAGCAGTGAGAGGGGACCAAATATGCATTGGATACCATGCCAATAATTCCACA
GAGAAGGTCGACACAATTCTAGAGCGGAACGTCACTGTGACTCATGCCAAGGACATTCTTGA
GAAGACCCATAACGGAAAGTTATGCAAACTAAACGGAATCCCTCCACTTGAACTAGGGGACT
GTAGCATTGCCGGATGGCTCCTTGGAAATCCAGAATGTGATAGGCTTCTAAGTGTGCCAGAA
TGGTCCTATATAATGGAGAAAGAAAACCCGAGAGACGGTTTGTGTTATCCAGGCAGCTTCAA
TGATTATGAAGAATTGAAACATCTCCTCAGCAGCGTGAAACATTTCGAGAAAGTAAAGATTCT
GCCCAAAGATAGATGGACACAGCATACAACAACTGGAGGTTCACGGGCCTGCGCGGTGTCT
GGTAATCCATCATTCTTCAGGAACATGGTCTGGCTGACAAAGAAAGAATCAAATTATCCGGTT
GCCAAAGGATCGTACAACAATACAAGCGGAGAACAAATGCTAATAATTTGGGGGGTGCACCA
TCCCAATGATGAGACAGAACAAAGAACATTGTACCAGAATGTGGGAACCTATGTTTCCGTAG
GCACATCAACATTGAACAAAAGGTCAACCCCAGACATAGCAACAAGGCCTAAAGTGAATGGA
CTAGGAAGTAGAATGGAGTTCTCTTGGACCCTATTGGATATGTGGGACACCATAAATTTTGAG
AGTACTGGTAATCTAATTGCACCAGAGTATGGATTCAAAATATCGAAAAGAGGTAGTTCAGGG
ATCATGAAAACAGAAGGAACACTTGAGAACTGTGAGACCAAATGCCAAACTCCTTTGGGAGC
AATAAATACAACATTGCCTTTTCACAATGTCCACCCACTGACAATAGGTGAGTGCCCCAAATA
TGTAAAATCGGAGAAGTTGGTCTTAGCAACAGGACTAAGGAATGTTCCCCAGATTGAATCAA
GAGGATTGTTTGGGGCAATAGCTGGTTTTATAGAAGGAGGATGGCAAGGAATGGTTGATGGT
TGGTATGGATACCATCACAGCAATGACCAGGGATCAGGGTATGCAGCAGACAAAGAATCCAC
TCAAAAGGCATTTGATGGAATCACCAACAAGGTAAATTCTGTGATTGAAAAGATGAACACCCA
ATTTGAAGCTGTTGGGAAAGAGTTCAGTAACTTAGAGAGAAGACTGGAGAACTTGAACAAAAA
GATGGAAGACGGGTTTCTAGATGTGTGGACATACAATGCTGAGCTTCTAGTTCTGATGGAAA
ATGAGAGGACACTTGACTTTCATGATTCTAATGTCAAGAATCTGTATGATAAAGTCAGAATGC
AGCTGAGAGACAACGTCAAAGAACTAGGAAATGGATGTTTTGAATTTTATCACAAATGTGATG
ATGAATGCATGAATAGTGTGAAAAACGGGACGTATGATTATCCCAAGTATGAAGAAGAGTCTA
AACTAAATAGAAATGAAATCAAAGGGGTAAAATTGAGCAGCATGGGGGTTTATCAAATCCTTG
CCATTTATGCTACAGTAGCAGGTTCTCTGTCACTGGCAATCATGATGGCTGGGATCTCTTTCT
GGATGTGCTCCAACGGGTCTCTGCAGTGCAGGATCTGCATATGAGAGCTCTAAGTTAAAATG
CTTC'I'I'CGTCTCCTATTTATAATATGGTWGWATTGﬁMﬂTTGTTCﬁGTAGMGAGCTTAA
TTAATCGTTGTTGTTATGAAATACTATTTGTATGAGATGAACTGGTGTAATGTAATTCATTTACA
TAAGTGGAGTCAGAATCAGAATGTTTCCTCCATAACTAACTAGACATGAAGACCTGCCGCGTA
CAATTGTCTTATATTTGAACAACTAAAATTGAACATCTTTTGCCACAACTTTATAAGTGGTTAAT
ATAGCTCAAATATATGGTCAAGTTCAATAGATTAATAATGGAAATATCAGTTATCGAAATTCAT
TAACAATCAACTTAACGTTATTAACTACTAA‘ITTTATATCATCCCCTTTGATAAATGATAGTACA
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SEQ ID NO: 65

H5 from A/Anhui/1/2005 (H5N1) (Construct# 781)
AGAGGTACCCCGGGCTGGTATATTTATATGTTGTCAAATAACTCAAAAACCATAAAAGTTTAAG
TTAGCAAGTGTGTACATTTTTACTTGAACAAAAATATTCACCTACTACTGTTATAAATCATTATT
AAACATTAGAGTAAAGAAATATGGATGATAAGAACAAGAGTAGTGATATTTTGACAACAATTTT
GTTGCAACATTTGAGAAAATTTTGTTGTTCTCTCTTTTCATTGGTCAAAAACAATAGAGAGAGA
AAAAGGAAGAGGGAGAATAAAAACATAATGTGAGTATGAGAGAGAAAGTTGTACAAAAGTTGT
ACCAAAATAGTTGTACAAATATCATTGAGGAATTTGACAAAAGCTACACAAATAAGGGTTAATT
GCTGTAAATAAATAAGGATGACGCATTAGAGAGATGTACCATTAGAGAATTTTTGGCAAGTCA
TTAAAAAGAAAGAATAAATTATTTTTAAAATTAAAAGTTGAGTCATTTGATTAAACATGTGATTAT
TTAATGAATTGATGAAAGAGTTGGATTAAAGTTGTATTAGTAATTAGAATTTGGTGTCAAATTTA
ATTTGACATTTGATCTTTTCCTATATATTGCCCCATAGAGTCAGTTAACTCATTTTTATATTTCAT
AGATCAAATAAGAGAAATAACGGTATATTAATCCCTCCAAAAAAAAAAAACGGTATATTTACTA
AAAAATCTAAGCCACGTAGGAGGATAACAGGATCCCCGTAGGAGGATAACATCCAATCCAAC
CAATCACAACAATCCTGATGAGATAACCCACTTTAAGCCCACGCATCTGTGGCACATCTACAT
TATCTAAATCACACATTCTTCCACACATCTGAGCCACACAAAAACCAATCCACATCTTTATCAC
CCATTCTATAAAAAATCACACTTTGTGAGTCTACACTTTGATTCCCTTCAAACACATACAAAGA
GAAGAGACTAATTAATTAATTAATCATCTTGAGAGAAAATGGAGAAAATAGTGCTTCTTCTTGC
AATAGTCAGCCTTGTTAAAAGTGATCAGATTTGCATTGGTTACCATGCAAACAACTCGACAGA
GCAGGTTGACACAATAATGGAAAAGAACGTTACTGTTACACATGCCCAAGACATACTGGAAAA
GACACACAACGGGAAGCTCTGCGATCTAGATGGAGTGAAGCCTCTGATTTTAAGAGATTGTA
GTGTAGCTGGATGGCTCCTCGGAAACCCAATGTGTGACGAGTTCATCAATGTGCCGGAATGG
TCTTACATAGTGGAGAAGGCCAACCCAGCCAATGACCTCTGTTACCCAGGGAATTTCAACGA
CTATGAAGAACTGAAACACCTATTGAGCAGAATAAACCATTTTGAGAAAATTCAGATCATCCCC
AAAAGTTCTTGGTCCGATCATGAAGCCTCATCAGGGGTCAGCTCAGCATGTCCATACCAGGG
AACGCCCTCCTTTTTCAGAAATGTGGTATGGCTTATCAAAAAGAACAATACATACCCAACAATA
AAGAGAAGCTACAATAATACCAACCAGGAAGATCTTTTGATACTGTGGGGGATTCATCATTCT
AATGATGCGGCAGAGCAGACAAAGCTCTATCAAAACCCAACCACCTATATTTCCGTTGGGACA
TCAACACTAAACCAGAGATTGGTACCAAAAATAGCTACTAGATCCAAAGTAAACGGGCAAAGT
GGAAGGATGGATTTCTTCTGGACAATTTTAAAACCGAATGATGCAATCAACTTCGAGAGTAAT
GGAAATTTCATTGCTCCAGAATATGCATACAAAATTGTCAAGAAAGGGGACTCAGCAATTGTT
AAAAGTGAAGTGGAATATGGTAACTGCAATACAAAGTGTCAAACTCCAATAGGGGCGATAAAC
TCTAGTATGCCATTCCACAACATACACCCTCTCACCATCGGGGAATGCCCCAAATATGTGAAA
TCAAACAAATTAGTCCTTGCGACTGGGCTCAGAAATAGTCCTCTAAGAGAAAGAAGAAGAAAA
AGAGGACTATTTGGAGCTATAGCAGGGTTTATAGAGGGAGGATGGCAGGGAATGGTAGATGG
TTGGTATGGGTACCACCATAGCAATGAGCAGGGGAGTGGGTACGCTGCAGACAAAGAATCCA
CTCAAAAGGCAATAGATGGAGTCACCAATAAGGTCAACTCGATCATTGACAAAATGAACACTC
AGTTTGAGGCCGTTGGAAGGGAATTTAATAACTTAGAAAGGAGAATAGAGAATTTAAACAAGA
AAATGGAAGACGGATTCCTAGATGTCTGGACTTATAATGCTGAACTTCTGGTTCTCATGGAAA
ATGAGAGAACTCTAGACTTCCATGATTCAAATGTCAAGAACCTTTACGACAAGGTCCGACTAC
AGCTTAGGGATAATGCAAAGGAGCTGGGTAACGGTTGTTTCGAGTTCTATCACAAATGTGATA
ATGAATGTATGGAAAGTGTAAGAAACGGAACGTATGACTACCCGCAGTATTCAGAAGAAGCAA
GATTAAAAAGAGAGGAAATAAGTGGAGTAAAATTGGAATCAATAGGAACTTACCAAATACTGT
CAATTTATTCAACAGTTGCGAGTTCTCTAGCACTGGCAATCATGGTGGCTGGTCTATCTTTGT
GGATGTGCTCCAATGGGTCGTTACAATGCAGAATTTGCATTTAAGAGCTCTAAGTTAAAATGC
TTCTTCGTCTCCTATTTATAATATGGTTTGTTATTGTTAATTTTGTTCTTGTAGAAGAGCTTAATT
AATCGTTGTTGTTATGAAATACTATTTGTATGAGATGAACTGGTGTAATGTAATTCATTTACATA
AGTGGAGTCAGAATCAGAATGTTTCCTCCATAACTAACTAGACATGAAGACCTGCCGCGTACA
ATTGTCTTATATTTGAACAACTAAAATTGAACATCTTTTGCCACAACTTTATAAGTGGTTAATAT
AGCTCAAATATATGGTCAAGTTCAATAGATTAATAATGGAAATATCAGTTATCGAAATTCATTAA
CAATCAACTTAACGTTATTAACTACTAATTTTATATCATCCCCTTTGATAAATGATAGTACA
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SEQ ID NO: 66

H5 from A/Vietnam/1194/2004 (H5N1) (Construct # 782)
AGAGGTACCCCGGGCTGGTATATTTATATGTTGTCAAATAACTCAAAAACCATAAAAGTTTAAG
TTAGCAAGTGTGTACATTTTTACTTGAACAAAAATATTCACCTACTACTGTTATAAATCATTATT
AAACATTAGAGTAAAGAAATATGGATGATAAGAACAAGAGTAGTGATATTTTGACAACAATTTT
GTTGCAACATTTGAGAAAATTTTGTTGTTCTCTCTTTTCATTGGTCAAAAACAATAGAGAGAGA
AAAAGGAAGAGGGAGAATAAAAACATAATGTGAGTATGAGAGAGAAAGTTGTACAAAAGTTGT
ACCAAAATAGTTGTACAAATATCATTGAGGAATTTGACAAAAGCTACACAAATAAGGGTTAATT
GCTGTAAATAAATAAGGATGACGCATTAGAGAGATGTACCATTAGAGAATTTTTGGCAAGTCA
TTAAAAAGAAAGAATAAATTATTTT TAAAATTAAAAGTTGAGTCATTTGATTAAACATGTGATTAT
TTAATGAATTGATGAAAGAGTTGGATTAAAGTTGTATTAGTAATTAGAATTTGGTGTCAAATTTA
ATTTGACATTTGATCTTTTCCTATATATTGCCCCATAGAGTCAGTTAACTCATTTTTATATITCAT
AGATCAAATAAGAGAAATAACGGTATATTAATCCCTCCAAAAAAAAAAAACGGTATATTTACTA
AAAAATCTAAGCCACGTAGGAGGATAACAGGATCCCCGTAGGAGGATAACATCCAATCCAAC
CAATCACAACAATCCTGATGAGATAACCCACTTTAAGCCCACGCATCTGTGGCACATCTACAT
TATCTAAATCACACATTCTTCCACACATCTGAGCCACACAAAAACCAATCCACATCTTTATCAC
CCATTCTATAAAAAATCACACTTTGTGAGTCTACACTTTGATTCCCTTCAAACACATACAAAGA
GAAGAGACTAATTAATTAATTAATCATCTTGAGAGAAAATGGAGAAAATAGTGCTTCTTTTTGC
AATAGTCAGTCTTGTTAAAAGTGATCAGATTTGCATTGGTTACCATGCAAACAACTCGACAGA
GCAGGTTGACACAATAATGGAAAAGAACGTTACTGTTACACATGCCCAAGACATACTGGAAAA
GACACACAATGGGAAGCTCTGCGATCTAGATGGAGTGAAGCCTCTAATTTTGAGAGATTGTAG
TGTAGCTGGATGGCTCCTCGGAAACCCAATGTGTGACGAGTTCATCAATGTGCCGGAATGGT
CTTACATAGTGGAGAAGGCCAATCCAGTCAATGACCTCTGTTACCCAGGGGATTTCAATGACT
ATGAAGAATTGAAACACCTATTGAGCAGAATAAACCATTTTGAGAAAATTCAGATCATCCCCAA
AAGTTCTTGGTCCAGTCATGAAGCCTCATTGGGGGTCAGCTCAGCATGTCCATACCAGGGAA
AGTCCTCCTTTTTCAGAAATGTGGTATGGCTTATCAAAAAGAACAGTACATACCCAACAATAAA
GAGGAGCTACAATAATACCAACCAAGAAGATCTTTTGGTACTGTGGGGGATTCACCATCCTAA
TGATGCGGCAGAGCAGACAAAGCTCTATCAAAACCCAACCACCTATATTTCCGTTGGGACATC
TACACTAAACCAGAGATTGGTACCAAGAATAGCTACTAGATCCAAAGTAAACGGGCAAAGTGG
AAGGATGGAGTTCTTCTGGACAATTTTAAAACCGAATGATGCAATCAACTTCGAGAGTAATGG
AAATTTCATTGCTCCAGAATATGCATACAAAATTGTCAAGAAAGGGGACTCAACAATTATGAAA
AGTGAATTGGAATATGGTAACTGCAATACCAAGTGTCAAACTCCAATGGGGGCGATAAACTCT
AGCATGCCATTCCACAATATACACCCTCTCACCATCGGGGAATGCCCCAAATATGTGAAATCA
AACAGATTAGTCCTTGCGACTGGGCTCAGAAATAGCCCTCAAAGAGAGAGAAGAAGAAAAAA
GAGAGGATTATTTGGAGCTATAGCAGGTTTTATAGAGGGAGGATGGCAGGGAATGGTAGATG
GTTGGTATGGGTACCACCATAGCAACGAGCAGGGGAGTGGGTACGCTGCAGACAAAGAATC
CACTCAAAAGGCAATAGATGGAGTCACCAATAAGGTCAACTCGATTATTGACAAAATGAACAC
TCAGTTTGAGGCCGTTGGAAGGGAATTTAACAACTTAGAAAGGAGAATAGAGAATTTAAACAA
GAAGATGGAAGACGGGTTCCTAGATGTCTGGACTTATAATGCTGAACTTCTAGTTCTCATGGA
AAACGAGAGAACTCTAGACTTTCATGACTCAAATGTCAAGAACCTTTACGACAAGGTCCGACT
ACAGCTTAGGGATAATGCAAAGGAGCTGGGTAACGGTTGTTTCGAGTTCTATCATAAATGTGA
TAATGAATGTATGGAAAGTGTAAGAAACGGAACGTATGACTACCCGCAGTATTCAGAAGAAGC
AAGACTAAAAAGAGAGGAAATAAGTGGAGTAAAATTGGAATCAATAGGAATTTACCAAATATTG
TCAATTTATTCTACAGTGGCCAGCTCCCTAGCACTGGCAATCATGGTAGCTGGTCTATCCTTA
TGGATGTGCTCCAATGGGTCGTTACAATGCAGAATTTGCATTTAAGAGCTCTAAGTTAAAATG
CTTCTTCGTCTCCTATTTATAATATGGTTTGTTATTGTTAATTTTGTTCTTGTAGAAGAGCTTAA
TTAATCGTTGTTGTTATGAAATACTATTTGTATGAGATGAACTGGTGTAATGTAATTCATTTACA
TAAGTGGAGTCAGAATCAGAATGTTTCCTCCATAACTAACTAGACATGAAGACCTGCCGCGTA
CAATTGTCTTATATTTGAACAACTAAAATTGAACATCTTTTGCCACAACTTTATAAGTGGTTAAT
ATAGCTCAAATATATGGTCAAGTTCAATAGATTAATAATGGAAATATCAGTTATCGAAATTCATT

AACAATCAACTTAACGTTATTAACTACTAATTTTATATCATCCCCTTTGATAAATGATAGTACA
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Fig. 58

SEQ ID NO: 67

H6 from A/Teal/Hong Kong/W312/97 (H6N1) (Construct # 783)
AGAGGTACCCCGGGCTGGTATATTTATATGTTGTCAAATAACTCAAAAACCATAAAAGTTTA
AGTTAGCAAGTGTGTACATTTTTACTTGAACAAAAATATTCACCTACTACTGTTATAAATCAT
TATTAAACATTAGAGTAAAGAAATATGGATGATAAGAACAAGAGTAGTGATATTTTGACAACA
ATTTTGTTGCAACATTTGAGAAAATTTTGTTGTTCTCTCTTTTCATTGGTCAAAAACAATAGA
GAGAGAAAAAGGAAGAGGGAGAATAAAAACATAATGTGAGTATGAGAGAGAAAGTTGTACA
AAAGTTGTACCAAAATAGTTGTACAAATATCATTGAGGAATTTGACAAAAGCTACACAAATAA
GGGTTAATTGCTGTAAATAAATAAGGATGACGCATTAGAGAGATGTACCATTAGAGAATTTT
TGGCAAGTCATTAAAAAGAAAGAATAAATTATTTTTAAAATTAAAAGTTGAGTCATTTGATTAA
ACATGTGATTATTTAATGAATTGATGAAAGAGTTGGATTAAAGTTGTATTAGTAATTAGAATT
TGGTGTCAAATTTAATTTGACATTTGATCTTTTCCTATATATTGCCCCATAGAGTCAGTTAAC
TCATTTTTATATTTCATAGATCAAATAAGAGAAATAACGGTATATTAATCCCTCCAAAAAAAAA
AAACGGTATATTTACTAAAAAATCTAAGCCACGTAGGAGGATAACAGGATCCCCGTAGGAG
GATAACATCCAATCCAACCAATCACAACAATCCTGATGAGATAACCCACTTTAAGCCCACGC
ATCTGTGGCACATCTACATTATCTAAATCACACATTCTTCCACACATCTGAGCCACACAAAA
ACCAATCCACATCTTTATCACCCATTCTATAAAAAATCACACTTTGTGAGTCTACACTTTGAT
TCCCTTCAAACACATACAAAGAGAAGAGACTAATTAATTAATTAATCATCTTGAGAGAAAATG
ATTGCAATCATTGTAATAGCAATACTGGCAGCAGCCGGAAAGTCAGACAAGATCTGCATTG
GGTATCATGCCAACAATTCAACAACACAGGTAGATACGATACTTGAGAAGAATGTGACTGT
CACACACTCAATTGAATTGCTGGAAAATCAGAAGGAAGAAAGATTCTGCAAGATATTGAACA
AGGCCCCTCTCGACTTAAGGGAATGTACCATAGAGGGTTGGATCTTGGGGAATCCCCAAT
GCGACCTATTGCTTGGTGATCAAAGCTGGTCATACATTGTGGAAAGACCTACTGCTCAAAA
CGGGATCTGCTACCCAGGAACCTTAAATGAGGTAGAAGAACTGAGGGCACTTATTGGATCA
GGAGAAAGGGTAGAGAGATTTGAGATGTTTCCCCAAAGCACCTGGCAAGGAGTTGACACC
AACAGTGGAACAACAAGATCCTGCCCTTATTCTACTGGTGCGTCTTTCTACAGAAACCTCCT
ATGGATAATAAAAACCAAGACAGCAGAATATCCAGTAATTAAGGGAATTTACAACAACACTG
GAACCCAGCCAATCCTCTATTTCTGGGGTGTGCATCATCCTCCTAACACCGACGAGCAAGA
TACTCTGTATGGCTCTGGTGATCGATACGTTAGAATGGGAACTGAAAGCATGAATTTTGCCA
AGAGTCCGGAAATTGCGGCAAGGCCTGCTGTGAATGGACAAAGAGGCAGAATTGATTATTA
TTGGTCGGTTTTAAAACCAGGGGAAACCTTGAATGTGGAATCTAATGGAAATCTAATCGCC
CCTTGGTATGCATACAAATTTGTCAACACAAATAGTAAAGGAGCCGTCTTCAGGTCAGATTT
ACCAATCGAGAACTGCGATGCCACATGCCAGACTATTGCAGGGGTTCTAAGGACCAATAAA
ACATTTCAGAATGTGAGTCCCCTGTGGATAGGAGAATGTCCCAAATACGTGAAAAGTGAAA
GTCTGAGGCTTGCAACTGGACTAAGAAATGTTCCACAGATTGAAACTAGAGGACTCTTCGG
AGCTATTGCAGGGTTTATTGAAGGAGGATGGACTGGGATGATAGATGGGTGGTATGGCTAT
CACCATGAAAATTCTCAAGGGTCAGGATATGCAGCAGACAGAGAAAGCACTCAAAAGGCTG
TAAACAGAATTACAAATAAGGTCAATTCCATCATCAACAAAATGAACACACAATTTGAAGCTG
TCGATCACGAATTTTCAAATCTGGAGAGGAGAATTGACAATCTGAACAAAAGAATGCAAGAT
GGATTTCTGGATGTTTGGACATACAATGCTGAACTGTTGGTTCTTCTTGAAAACGAAAGAAC
ACTAGACATGCATGACGCAAATGTGAAGAACCTACATGAAAAGGTCAAATCACAACTAAGG
GACAATGCTACGATCTTAGGGAATGGTTGCTTTGAATTTTGGCATAAGTGTGACAATGAATG
CATAGAGTCTGTCAAAAATGGTACATATGACTATCCCAAATACCAGACTGAAAGCAAATTAA
ACAGGCTAAAAATAGAATCAGTAAAGCTAGAGAACCTTGGTGTGTATCAAATTCTTGCCATT
TATAGTACGGTATCGAGCAGCCTAGTGTTGGTAGGGCTGATCATGGCAATGGGTCTTTGGA
TGTGTTCAAATGGTTCAATGCAGTGCAGGATATGTATATAAGAGCTCTAAGTTAAAATGCTT
CTTCGTCTCCTATTTATAATATGGTTTGTTATTGTTAATTTTGTTCTTGTAGAAGAGCTTAATT
AATCGTTGTTGTTATGAAATACTATTTGTATGAGATGAACTGGTGTAATGTAATTCATTTACA
TAAGTGGAGTCAGAATCAGAATGTTTCCTCCATAACTAACTAGACATGAAGACCTGCCGCG
TACAATTGTCTTATATTTGAACAACTAAAATTGAACATCTTTTGCCACAACTTTATAAGTGGTT
AATATAGCTCAAATATATGGTCAAGTTCAATAGATTAATAATGGAAATATCAGTTATCGAAAT
TCATTAACAATCAACTTAACGTTATTAACTACTAATTTTATATCATCCCCTTTGATAAATGATA
GTACA
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Fig. 59

SEQ ID NO: 68

HS from A/Hong Kong/1073/99 (HIN2) (Construct # 785)
AGAGGTACCCCGGGCTGGTATATTTATATGTTGTCAAATAACTCAAAAACCATAAAAGTTTAA
GTTAGCAAGTGTGTACATTTTTACTTGAACAAAAATATTCACCTACTACTGTTATAAATCATTA
TTAAACATTAGAGTAAAGAAATATGGATGATAAGAACAAGAGTAGTGATATTTTGACAACAAT
TTTGTTGCAACATTTGAGAAAATTTTGTTGTTCTCTCTTTTCATTGGTCAAAAACAATAGAGAG
AGAAAAAGGAAGAGGGAGAATAAAAACATAATGTGAGTATGAGAGAGAAAGTTGTACAAAAG
TTGTACCAAAATAGTTGTACAAATATCATTGAGGAATTTGACAAAAGCTACACAAATAAGGGT
TAATTGCTGTAAATAAATAAGGATGACGCATTAGAGAGATGTACCATTAGAGAATTTTTGGCA
AGTCATTAAAAAGAAAGAATAAATTATTTTTAAAATTAAAAGTTGAGTCATTTGATTAAACATG
TGATTATTTAATGAATTGATGAAAGAGTTGGATTAAAGTTGTATTAGTAATTAGAATTTGGTGT
CAAATTTAATTTGACATTTGATCTTTTCCTATATATTGCCCCATAGAGTCAGTTAACTCATTTT
TATATTTCATAGATCAAATAAGAGAAATAACGGTATATTAATCCCTCCAAAAAAAAAAAACGG
TATATTTACTAAAAAATCTAAGCCACGTAGGAGGATAACAGGATCCCCGTAGGAGGATAACA
TCCAATCCAACCAATCACAACAATCCTGATGAGATAACCCACTTTAAGCCCACGCATCTGTG
GCACATCTACATTATCTAAATCACACATTCTTCCACACATCTGAGCCACACAAAAACCAATCC
ACATCTTTATCACCCATTCTATAAAAAATCACACTTTGTGAGTCTACACTTTGATTCCCTTCAA
ACACATACAAAGAGAAGAGACTAATTAATTAATTAATCATCTTGAGAGAAAATGGAAACAATA
TCACTAATAACTATACTACTAGTAGTAACAGCAAGCAATGCAGATAAAATCTGCATCGGCCA
CCAGTCAACAAACTCCACAGAAACTGTGGACACGCTAACAGAAACCAATGTTCCTGTGACAC
ATGCCAAAGAATTGCTCCACACAGAGCATAATGGAATGCTGTGTGCAACAAGCCTGGGACA
TCCCCTCATTCTAGACACATGCACTATTGAAGGACTAGTCTATGGCAACCCTTCTTGTGACC
TGCTGTTGGGAGGAAGAGAATGGTCCTACATCGTCGAAAGATCATCAGCTGTAAATGGAAC
GTGTTACCCTGGGAATGTAGAAAACCTAGAGGAACTCAGGACACTTTTTAGTTCCGCTAGTT
CCTACCAAAGAATCCAAATCTTCCCAGACACAACCTGGAATGTGACTTACACTGGAACAAGC
AGAGCATGTTCAGGTTCATTCTACAGGAGTATGAGATGGCTGACTCAAAAGAGCGGTTTTTA
CCCTGTTCAAGACGCCCAATACACAAATAACAGGGGAAAGAGCATTCTTTTCGTGTGGGGC
ATACATCACCCACCCACCTATACCGAGCAAACAAATTTGTACATAAGAAACGACACAACAAC
AAGCGTGACAACAGAAGATTTGAATAGGACCTTCAAACCAGTGATAGGGCCAAGGCCCCTT
GTCAATGGTCTGCAGGGAAGAATTGATTATTATTGGTCGGTACTAAAACCAGGCCAAACATT
GCGAGTACGATCCAATGGGAATCTAATTGCTCCATGGTATGGACACGTTCTTTCAGGAGGG
AGCCATGGAAGAATCCTGAAGACTGATTTAAAAGGTGGTAATTGTGTAGTGCAATGTCAGAC
TGAAAAAGGTGGCTTAAACAGTACATTGCCATTCCACAATATCAGTAAATATGCATTTGGAAC
CTGCCCCAAATATGTAAGAGTTAATAGTCTCAAACTGGCAGTCGGTCTGAGGAACGTGCCT
GCTAGATCAAGTAGAGGACTATTTGGAGCCATAGCTGGATTCATAGAAGGAGGTTGGCCAG
GACTAGTCGCTGGCTGGTATGGTTTCCAGCATTCAAATGATCAAGGGGTTGGTATGGCTGC
AGATAGGGATTCAACTCAAAAGGCAATTGATAAAATAACATCCAAGGTGAATAATATAGTCGA
CAAGATGAACAAGCAATATGAAATAATTGATCATGAATTTAGTGAGGTTGAAACTAGACTCAA
TATGATCAATAATAAGATTGATGACCAAATACAAGACGTATGGGCATATAATGCAGAATTGCT
AGTACTACTTGAAAATCAAAAAACACTCGATGAGCATGATGCGAACGTGAACAATCTATATAA
CAAGGTGAAGAGGGCACTGGGCTCCAATGCTATGGAAGATGGGAAAGGCTGTTTCGAGCTA
TACCATAAATGTGATGATCAGTGCATGGAAACAATTCGGAACGGGACCTATAATAGGAGAAA
GTATAGAGAGGAATCAAGACTAGAAAGGCAGAAAATAGAGGGGGTTAAGCTGGAATCTGAG
GGAACTTACAAAATCCTCACCATTTATTCGACTGTCGCCTCATCTCTTGTGCTTGCAATGGG
GTTTGCTGCCTTCCTGTTCTGGGCCATGTCCAATGGATCTTGCAGATGCAACATTTGTATAT
AAGAGCTCTAAGTTAAAATGCTTCTTCGTCTCCTATTTATAATATGGTTTGTTATTGTTAATTT
TGTTCTTGTAGAAGAGCTTAATTAATCGTTGTTGTTATGAAATACTATTTGTATGAGATGAACT
GGTGTAATGTAATTCATTTACATAAGTGGAGTCAGAATCAGAATGTTTCCTCCATAACTAACT
AGACATGAAGACCTGCCGCGTACAATTGTCTTATATTTGAACAACTAAAATTGAACATCTTTT
GCCACAACTTTATAAGTGGTTAATATAGCTCAAATATATGGTCAAGTTCAATAGATTAATAAT
GGAAATATCAGTTATCGAAATTCATTAACAATCAACTTAACGTTATTAACTACTAATTTTATAT
CATCCCCTTTGATAAATGATAGTACA
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Fig. 60

SEQ ID NO: 69

H3 from A/Brisbane/10/2007 (H3N2)
AGAGGTACCCCGGGCTGGTATATTTATATGTTGTCAAATAACTCAAAAACCATAAAAGTTTAAGT
TAGCAAGTGTGTACATTTTTACTTGAACAAAAATATTCACCTACTACTGTTATAAATCATTATTAA
ACATTAGAGTAAAGAAATATGGATGATAAGAACAAGAGTAGTGATATTTTGACAACAATTTTGTT
GCAACATTTGAGAAAATTTTGTTGTTCTCTCTTTTCATTGGTCAAAAACAATAGAGAGAGAAAAA
GGAAGAGGGAGAATAAAAACATAATGTGAGTATGAGAGAGAAAGTTGTACAAAAGTTGTACCAA
AATAGTTGTACAAATATCATTGAGGAATTTGACAAAAGCTACACAAATAAGGGTTAATTGCTGTA
AATAAATAAGGATGACGCATTAGAGAGATGTACCATTAGAGAATTTTTGGCAAGTCATTAAAAAG
AAAGAATAAATTATTTTTAAAATTAAAAGTTGAGTCATTTGATTAAACATGTGATTATTTAATGAAT
TGATGAAAGAGTTGGATTAAAGTTGTATTAGTAATTAGAATTTGGTGTCAAATTTAATTTGACATT
TGATCTTTTCCTATATATTGCCCCATAGAGTCAGTTAACTCATTTTTATATTTCATAGATCAAATA
AGAGAAATAACGGTATATTAATCCCTCCAAAAAAAAAAAACGGTATATTTACTAAAAAATCTAAG
CCACGTAGGAGGATAACAGGATCCCCGTAGGAGGATAACATCCAATCCAACCAATCACAACAA
TCCTGATGAGATAACCCACTTTAAGCCCACGCATCTGTGGCACATCTACATTATCTAAATCACA
CATTCTTCCACACATCTGAGCCACACAAAAACCAATCCACATCTTTATCACCCATTCTATAAAAA
ATCACACTTTGTGAGTCTACACTTTGATTCCCTTCAAACACATACAAAGAGAAGAGACTAATTAA
TTAATTAATCATCTTGAGAGAAAATGAAGACTATCATTGCTTTGAGCTACATTCTATGTCTGGTT
TTCACTCAAAAACTTCCCGGAAATGACAACAGCACGGCAACGCTGTGCCTTGGGCACCATGCA
GTACCAAACGGAACGATAGTGAAAACAATCACGAATGACCAAATTGAAGTTACTAATGCTACTG
AGCTGGTTCAGAGTTCCTCAACAGGTGAAATATGCGACAGTCCTCATCAGATCCTTGATGGAG
AAAACTGCACACTAATAGATGCTCTATTGGGAGACCCTCAGTGTGATGGCTTCCAAAATAAGAA
ATGGGACCTTTTTGTTGAACGCAGCAAAGCCTACAGCAACTGTTACCCTTATGATGTGCCGGAT
TATGCCTCCCTTAGGTCACTAGTTGCCTCATCCGGCACACTGGAGTTTAACAATGAAAGTTTCA
ATTGGACTGGAGTCACTCAAAACGGAACAAGCTCTGCTTGCATAAGGAGATCTAATAACAGTTT
CTTTAGTAGATTGAATTGGTTGACCCACTTAAAATTCAAATACCCAGCATTGAACGTGACTATGC
CAAACAATGAAAAATTTGACAAATTGTACATTTGGGGGGTTCACCACCCGGGTACGGACAATGA
CCAAATCTTCCTGTATGCTCAAGCATCAGGAAGAATCACAGTCTCTACCAAAAGAAGCCAACAA
ACTGTAATCCCGAATATCGGATCTAGACCCAGAGTAAGGAATATCCCCAGCAGAATAAGCATCT
ATTGGACAATAGTAAAACCGGGAGACATACTTTTGATTAACAGCACAGGGAATCTAATTGCTCC
TAGGGGTTACTTCAAAATACGAAGTGGGAAAAGCTCAATAATGAGATCAGATGCACCCATTGG
CAAATGCAATTCTGAATGCATCACTCCAAACGGAAGCATTCCCAATGACAAACCATTCCAAAAT
GTAAACAGGATCACATACGGGGCCTGTCCCAGATATGTTAAGCAAAACACTCTGAAATTGGCA
ACAGGGATGCGAAATGTACCAGAGAAACAAACTAGAGGCATATTTGGCGCAATCGCGGGTTTC
ATAGAAAATGGTTGGGAGGGAATGGTGGATGGTTGGTATGGTTTCAGGCATCAAAATTCTGAG
GGAATAGGACAAGCAGCAGATCTCAAAAGCACTCAAGCAGCAATCGATCAAATCAATGGGAAG
CTGAATAGGTTGATCGGGAAAACCAACGAGAAATTCCATCAGATTGAAAAAGAGTTCTCAGAAG
TCGAAGGGAGAATCCAGGACCTTGAGAAATATGTTGAGGACACCAAAATAGATCTCTGGTCAT
ACAACGCGGAGCTTCTTGTTGCCCTGGAGAACCAACATACAATTGATCTAACTGACTCAGAAAT
GAACAAACTGTTTGAAAAAACAAAGAAGCAACTGAGGGAAAATGCTGAGGATATGGGCAATGG
TTGTTTCAAAATATACCACAAATGTGACAATGCCTGCATAGGATCAATCAGAAATGGAACTTATG
ACCACGATGTATACAGAGATGAAGCATTAAACAACCGGTTCCAGATCAAGGGCGTTGAGCTGA
AGTCAGGATACAAAGATTGGATACTATGGATTTCCTTITGCCATATCATGTTTTITGCTITGTGTT
GCTTTGTTGGGGTTCATCATGTGGGCCTGCCAAAAAGGCAACATTAGGTGCAACATTTGCATTT
GAGAGCTCTAAGTTAAAATGCTTCTTCGTCTCCTATTTATAATATGGTTTGTTATTGTTAATTTTG
TTCTTGTAGAAGAGCTTAATTAATCGTTGTTGTTATGAAATACTATTTGTATGAGATGAACTGGT
GTAATGTAATTCATTTACATAAGTGGAGTCAGAATCAGAATGTTTCCTCCATAACTAACTAGACA
TGAAGACCTGCCGCGTACAATTGTCTTATATTTGAACAACTAAAATTGAACATCTTTITGCCACAA
CTTTATAAGTGGTTAATATAGCTCAAATATATGGTCAAGTTCAATAGATTAATAATGGAAATATCA
GTTATCGAAATTCATTAACAATCAACTTAACGTTATTAACTACTAATTTTATATCATCCCCTTTGA
TAAATGATAGTACA
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Fig. 61

SEQID NO: 70

H3 from A/Wisconsin/67/2005 (H3N2)
AGAGGTACCCCGGGCTGGTATATTTATATGTTGTCAAATAACTCAAAAACCATAAAAGTTTAA
GTTAGCAAGTGTGTACATTTTTACTTGAACAAAAATATTCACCTACTACTGTTATAAATCATTA
TTAAACATTAGAGTAAAGAAATATGGATGATAAGAACAAGAGTAGTGATATTTTGACAACAAT
TTTGTTGCAACATTTGAGAAAATTTTGTTGTTCTCTCTTTTCATTGGTCAAAAACAATAGAGAG
AGAAAAAGGAAGAGGGAGAATAAAAACATAATGTGAGTATGAGAGAGAAAGTTGTACAAAAG
TTGTACCAAAATAGTTGTACAAATATCATTGAGGAATTTGACAAAAGCTACACAAATAAGGGT
TAATTGCTGTAAATAAATAAGGATGACGCATTAGAGAGATGTACCATTAGAGAATTTTTGGCA
AGTCATTAAAAAGAAAGAATAAATTATTTTTAAAATTAAAAGTTGAGTCATTTGATTAAACATGT
GATTATTTAATGAATTGATGAAAGAGTTGGATTAAAGTTGTATTAGTAATTAGAATTTGGTGTC
AAATTTAATTTGACATTTGATCTTTTCCTATATATTGCCCCATAGAGTCAGTTAACTCATTTTTA
TATTTCATAGATCAAATAAGAGAAATAACGGTATATTAATCCCTCCAAAAAAAAAAAACGGTAT
ATTTACTAAAAAATCTAAGCCACGTAGGAGGATAACAGGATCCCCGTAGGAGGATAACATCC
AATCCAACCAATCACAACAATCCTGATGAGATAACCCACTTTAAGCCCACGCATCTGTGGCA
CATCTACATTATCTAAATCACACATTCTTCCACACATCTGAGCCACACAAAAACCAATCCACA
TCTTTATCACCCATTCTATAAAAAATCACACTTTGTGAGTCTACACTTTGATTCCCTTCAAACA
CATACAAAGAGAAGAGACTAATTAATTAATTAATCATCTTGAGAGAAAATGAAGACTATCATT
GCTTTGAGCTACATTCTATGTCTGGTTTTCACTCAAAAACTTCCCGGAAATGACAACAGCAC
GGCAACGCTGTGCCTTGGGCACCATGCAGTACCAAACGGAACGATAGTGAAAACAATCACG
AATGACCAAATTGAAGTTACTAATGCTACTGAGCTGGTTCAGAGTTCCTCAACAGGTGGAAT
ATGCGACAGTCCTCATCAGATCCTTGATGGAGAAAACTGCACACTAATAGATGCTCTATTGG
GAGACCCTCAGTGTGATGGCTTCCAAAATAAGAAATGGGACCTTTTTGTTGAACGCAGCAAA
GCCTACAGCAACTGTTACCCTTATGATGTGCCGGATTATGCCTCCCTTAGGTCACTAGTTGC
CTCATCCGGCACACTGGAGTTTAACGATGAAAGTTTCAATTGGACTGGAGTCACTCAAAATG
GAACAAGCTCTGCTTGCAAAAGGAGATCTAATAACAGTTTCTTTAGTAGATTGAATTGGTTGA
CCCACTTAAAATTCAAATACCCAGCATTGAACGTGACTATGCCAAACAATGAAAAATTTGACA
AATTGTACATTTGGGGGGTTCACCACCCGGGTACGGACAATGACCAAATCTTCCTGCATGCT
CAAGCATCAGGAAGAATCACAGTCTCTACCAAAAGAAGCCAACAAACTGTAATCCCGAATAT
CGGATCTAGACCCAGAATAAGGAATATCCCCAGCAGAATAAGCATCTATTGGACAATAGTAA
AACCGGGAGACATACTTTTGATTAACAGCACAGGGAATCTAATTGCTCCTAGGGGTTACTTC
AAAATACGAAGTGGGAAAAGCTCAATAATGAGATCAGATGCACCCATTGGCAAATGCAATTC
TGAATGCATCACTCCAAATGGAAGCATTCCCAATGACAAACCATTTCAAAATGTAAACAGGAT
CACATATGGGGCCTGTCCCAGATATGTTAAGCAAAACACTCTGAAATTGGCAACAGGGATGC
GAAATGTACCAGAGAAACAAACTAGAGGCATATTTGGCGCAATCGCGGGTTTCATAGAAAAT
GGTTGGGAGGGAATGGTGGATGGTTGGTACGGTTTCAGGCATCAAAATTCTGAGGGAATAG
GACAAGCAGCAGATCTCAAAAGCACTCAAGCAGCAATCAATCAAATCAATGGGAAGCTGAAT
AGGTTGATCGGGAAAACCAACGAGAAATTCCATCAGATTGAAAAAGAGTTCTCAGAAGTAGA
AGGGAGAATCCAGGACCTCGAGAAATATGTTGAGGACACTAAAATAGATCTCTGGTCATACA
ACGCGGAGCTTCTTGTTGCCCTGGAGAACCAACATACAATTGATCTAACTGACTCAGAAATG
AACAAACTGTTTGAAAGAACAAAGAAGCAACTGAGGGAAAATGCTGAGGATATGGGCAATGG
TTGTTTCAAAATATACCACAAATGTGACAATGCCTGCATAGGATCAATCAGAAATGGAACTTA
TGACCATGATGTATACAGAGATGAAGCATTAAACAACCGGTTCCAGATCAAAGGCGTTGAGC
TGAAGTCAGGATACAAAGATTGGATACTATGGATTTCCTTTGCCATATCATGTTTTTTGCTTT
GTGTTGCTTTGTTGGGGTTCATCATGTGGGCCTGCCAAAAAGGCAACATTAGGTGCAACATT
TGCATTTGAGAGCTCTAAGTTAAAATGCTTCTTCGTCTCCTATTTATAATATGGTTTGTTATTG
TTAATTTTGTTCTTGTAGAAGAGCTTAATTAATCGTTGTTGTTATGAAATACTATTTGTATGAG
ATGAACTGGTGTAATGTAATTCATTTACATAAGTGGAGTCAGAATCAGAATGTTTCCTCCATA
ACTAACTAGACATGAAGACCTGCCGCGTACAATTGTCTTATATTTGAACAACTAAAATTGAAC
ATCTTTTGCCACAACTTTATAAGTGGTTAATATAGCTCAAATATATGGTCAAGTTCAATAGATT
AATAATGGAAATATCAGTTATCGAAATTCATTAACAATCAACTTAACGTTATTAACTACTAATTT
TATATCATCCCCTTTGATAAATGATAGTACA
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Fig. 62

SEQID NO: 71

H7 from AJEquine/Prague/56 (H7N7)
AGAGGTACCCCGGGCTGGTATATTTATATGTTGTCAAATAACTCAAAAACCATAAAAGTTTAAG
TTAGCAAGTGTGTACATTTTTACTTGAACAAAAATATTCACCTACTACTGTTATAAATCATTATT
AAACATTAGAGTAAAGAAATATGGATGATAAGAACAAGAGTAGTGATATTTTGACAACAATTTT
GTTGCAACATTTGAGAAAATTTTGTTGTTCTCTCTITTCATTGGTCAAAAACAATAGAGAGAGA
AAAAGGAAGAGGGAGAATAAAAACATAATGTGAGTATGAGAGAGAAAGTTGTACAAAAGTTGT
ACCAAAATAGTTGTACAAATATCATTGAGGAATTTGACAAAAGCTACACAAATAAGGGTTAATT
GCTGTAAATAAATAAGGATGACGCATTAGAGAGATGTACCATTAGAGAATTTTITGGCAAGTCA
TTAAAAAGAAAGAATAAATTATTTTTAAAATTAAAAGTTGAGTCATTTGATTAAACATGTGATTAT
TTAATGAATTGATGAAAGAGTTGGATTAAAGTTGTATTAGTAATTAGAATTTGGTGTCAAATTTA
ATTTGACATTTGATCTTTTCCTATATATTGCCCCATAGAGTCAGTTAACTCATTTTTATATTTCA
TAGATCAAATAAGAGAAATAACGGTATATTAATCCCTCCAAAAAAAAAAAACGGTATATTTACT
AAAAAATCTAAGCCACGTAGGAGGATAACAGGATCCCCGTAGGAGGATAACATCCAATCCAA
CCAATCACAACAATCCTGATGAGATAACCCACTTTAAGCCCACGCATCTGTGGCACATCTACA
TTATCTAAATCACACATTCTTCCACACATCTGAGCCACACAAAAACCAATCCACATCTTTATCA
CCCATTCTATAAAAAATCACACTTTGTGAGTCTACACTTTGATTCCCTTCAAACACATACAAAG
AGAAGAGACTAATTAATTAATTAATCATCTTGAGAGAAAATGAACACTCAAATTCTAATATTAG
CCACTTCGGCATTCTTCTATGTACGTGCAGATAAAATCTGCCTAGGACATCATGCTGTGTCTA
ATGGAACCAAAGTAGACACCCTTACTGAAAAAGGAATAGAAGTTGTCAATGCAACAGAAACAG
TTGAACAAACAAACATCCCTAAGATCTGCTCAAAAGGAAAACAGACTGTTGACCTTGGTCAAT
GTGGATTACTAGGGACCGTTATTGGTCCTCCCCAATGTGACCAATTTCTTGAGTTCTCTGCTA
ATTTAATAGTTGAAAGAAGGGAAGGTAATGACATTTGTTATCCAGGCAAATTTGACAATGAAGA
AACATTGAGAAAAATACTCAGAAAATCCGGAGGAATTAAAAAGGAGAATATGGGATTCACATA
TACCGGAGTGAGAACCAATGGAGAGACTAGCGCATGTAGAAGGTCAAGATCTTCCTTTTATG
CAGAGATGAAATGGCTTCTATCCAGCACAGACAATGGGACATTTCCACAAATGACAAAGTCCT
ACAAGAACACTAAGAAGGTACCAGCTCTGATAATCTGGGGAATCCACCACTCAGGATCAACT
ACTGAACAGACTAGATTATATGGAAGTGGGAATAAATTGATAACAGTTTGGAGTTCCAAATAC
CAACAATCTTTTGTCCCAAATCCTGGACCAAGACCGCAAATGAATGGTCAATCAGGAAGAATT
GACTTTCACTGGCTGATGCTAGATCCCAATGATACTGTCACTTTCAGTTTTAATGGGGCCTTT
ATAGCACCTGACCGCGCCAGTTTTCTAAGAGGTAAATCTCTAGGAATCCAAAGTGATGCACAA
CTTGACAATAATTGTGAAGGTGAATGCTATCATATTGGAGGTACTATAATTAGCAACTTGCCCT
TTCAAAACATTAATAGTAGGGCAATCGGAAAATGCCCCAGATACGTGAAGCAGAAGAGCTTAA
TGCTAGCAACAGGAATGAAAAATGTTCCTGAAGCTCCTGCACATAAACAACTAACTCATCACA
TGCGCAAAAAAAGAGGTTTATTTGGTGCAATAGCAGGATTCATTGAAAATGGGTGGGAAGGAT
TAATAGACGGATGGTATGGATATAAGCATCAGAATGCACAAGGAGAAGGGACTGCTGCAGAC
TACAAAAGTACACAATCTGCTATCAACCAAATAACCGGAAAATTGAACAGACTAATAGAAAAAA
CCAACCAGCAATTCGAACTAATAGATAATGAGTTCAATGAAATAGAAAAACAAATTGGCAATGT
TATTAACTGGACTAGAGATTCTATCATCGAAGTATGGTCATATAATGCAGAGTTCCTCGTAGC
AGTGGAGAATCAACACACTATTGATTTAACTGACTCAGAAATGAACAAACTATATGAAAAGGTA
AGAAGACAACTGAGAGAAAATGCTGAGGAAGATGGTAATGGCTGTTTTGAAATATTCCACCAA
TGTGACAATGATTGCATGGCCAGCATTAGAAACAACACATATGACCATAAAAAATACAGAAAA
GAGGCAATACAAAACAGAATCCAGATTGACGCAGTAAAGTTGAGCAGTGGTTACAAAGATATA
ATACTTTGGTTTAGCTTCGGGGCATCATGTTTCTTATTTCTTGCCATTGCAATGGGTCTTGTTT
TCATATGTATAAAAAATGGAAACATGCGGTGCACTATTTGTATATAAGAGCTCTAAGTTAAAAT
GCTTCTTCGTCTCCTATTTATAATATGGTTTGTTATTGTTAATTTTGTTCTTGTAGAAGAGCTTA
ATTAATCGTTGTTGTTATGAAATACTATTTGTATGAGATGAACTGGTGTAATGTAATTCATTTAC
ATAAGTGGAGTCAGAATCAGAATGTTTCCTCCATAACTAACTAGACATGAAGACCTGCCGCGT
ACAATTGTCTTATATTTGAACAACTAAAATTGAACATCTTTTGCCACAACTTTATAAGTGGTTAA
TATAGCTCAAATATATGGTCAAGTTCAATAGATTAATAATGGAAATATCAGTTATCGAAATTCAT
TAACAATCAACTTAACGTTATTAACTACTAATTTTATATCATCCCCTTTGATAAATGATAGTACA
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Fig. 63

SEQIDNO: 72

HA from B/Malaysia/2506/2004
AGAGGTACCCCGGGCTGGTATATTTATATGTTGTCAAATAACTCAAAAACCATAAAAGTTTAAG
TTAGCAAGTGTGTACATTTTTACTTGAACAAAAATATTCACCTACTACTGTTATAAATCATTATTA
AACATTAGAGTAAAGAAATATGGATGATAAGAACAAGAGTAGTGATATTTTGACAACAATTTTGT
TGCAACATTTGAGAAAATTTTGTTGTTCTCTCTTTTCATTGGTCAAAAACAATAGAGAGAGAAAA
AGGAAGAGGGAGAATAAAAACATAATGTGAGTATGAGAGAGAAAGTTGTACAAAAGTTGTACC
AAAATAGTTGTACAAATATCATTGAGGAATTTGACAAAAGCTACACAAATAAGGGTTAATTGCTG
TAAATAAATAAGGATGACGCATTAGAGAGATGTACCATTAGAGAATTTTTGGCAAGTCATTAAA
AAGAAAGAATAAATTATTTTTAAAATTAAAAGTTGAGTCATTTGATTAAACATGTGATTATTTAAT
GAATTGATGAAAGAGTTGGATTAAAGTTGTATTAGTAATTAGAATTTGGTGTCAAATTTAATTTG
ACATTTGATCTTTTCCTATATATTGCCCCATAGAGTCAGTTAACTCATTTTTATATTTCATAGATC
AAATAAGAGAAATAACGGTATATTAATCCCTCCAAAAAAAAAAAACGGTATATTTACTAAAAAAT
CTAAGCCACGTAGGAGGATAACAGGATCCCCGTAGGAGGATAACATCCAATCCAACCAATCAC
AACAATCCTGATGAGATAACCCACTTTAAGCCCACGCATCTGTGGCACATCTACATTATCTAAA
TCACACATTCTTCCACACATCTGAGCCACACAAAAACCAATCCACATCTTTATCACCCATTCTAT
AAAAAATCACACTTTGTGAGTCTACACTTTGATTCCCTTCAAACACATACAAAGAGAAGAGACT
AATTAATTAATTAATCATCTTGAGAGAAAATGAAGGCAATAATTGTACTACTCATGGTAGTAACA
TCCAATGCAGATCGAATCTGCACTGGGATAACATCGTCAAACTCACCACATGTTGTCAAAACTG
CTACTCAAGGGGAGGTCAATGTGACTGGTGTAATACCACTGACAACAACACCCACCAAATCTC
ATTTTGCAAATCTCAAAGGAACAGAAACCAGAGGGAAACTATGCCCAAAATGCCTCAACTGCA
CAGATCTGGACGTGGCCTTGGGCAGACCAAAATGCACGGGGAACATACCCTCGGCAAGAGTT
TCAATACTCCATGAAGTCAGACCTGTTACATCTGGGTGCTTTCCTATAATGCACGACAGAACAA
AAATTAGACAGCTGCCTAAACTTCTCAGAGGATACGAACATATCAGGTTATCAACTCATAACGT
TATCAATGCAGAAAATGCACCAGGAGGACCCTACAAAATTGGAACCTCAGGGTCTTGCCCTAA
CGTTACCAATGGAAACGGATTTTTCGCAACAATGGCTTGGGCCGTCCCAAAAAACGACAACAA
CAAAACAGCAACAAATTCATTAACAATAGAAGTACCATACATTTGTACAGAAGGAGAAGACCAA
ATTACCGTTTGGGGGTTCCACTCTGATAACGAAACCCAAATGGCAAAGCTCTATGGGGACTCA
AAGCCCCAGAAGTTCACCTCATCTGCCAACGGAGTGACCACACATTACGTTTCACAGATTGGT
GGCTTCCCAAATCAAACAGAAGACGGAGGACTACCACAAAGCGGTAGAATTGTTGTTGATTAC
ATGGTGCAAAAATCTGGGAAAACAGGAACAATTACCTATCAAAGAGGTATTTTATTGCCTCAAA
AAGTGTGGTGCGCAAGTGGCAGGAGCAAGGTAATAAAAGGATCGTTGCCTTTAATTGGAGAAG
CAGATTGCCTCCACGAAAAATACGGTGGATTAAACAAAAGCAAGCCTTACTACACAGGGGAAC
ATGCAAAGGCCATAGGAAATTGCCCAATATGGGTGAAAACACCCTTGAAGCTGGCCAATGGAA
CCAAATATAGACCTCCTGCAAAACTATTAAAGGAAAGGGGTTTCTTCGGAGCTATTGCTGGTTT
CTTAGAAGGAGGATGGGAAGGAATGATTGCAGGTTGGCACGGATACACATCCCATGGGGCAC
ATGGAGTAGCGGTGGCAGCAGACCTTAAGAGCACTCAAGAGGCCATAAACAAGATAACAAAAA
ATCTCAACTCTTTGAGTGAGCTGGAAGTAAAGAATCTTCAAAGACTAAGCGGTGCCATGGATG
AACTCCACAACGAAATACTAGAACTAGACGAGAAAGTGGATGATCTCAGAGCTGATACAATAA
GCTCACAAATAGAACTCGCAGTCCTGCTTTCCAATGAAGGAATAATAAACAGTGAAGATGAGC
ATCTCTTGGCGCTTGAAAGAAAGCTGAAGAAAATGCTGGGCCCCTCTGCTGTAGAGATAGGGA
ATGGATGCTTTGAAACCAAACACAAGTGCAACCAGACCTGTCTCGACAGAATAGCTGCTGGTA
CCTTTGATGCAGGAGAATTTTCTCTCCCCACTTTTGATTCACTGAATATTACTGCTGCATCTTTA
AATGACGATGGATTGGATAATCATACTATACTGCTTTACTACTCAACTGCTGCCTCCAGTTTGG
CTGTAACATTGATGATAGCTATCTTTGTTGTTTATATGGTCTCCAGAGACAATGTTTCTTGCTCC
ATCTGTCTATAAGAGCTCTAAGTTAAAATGCTTCTTCGTCTCCTATTTATAATATGGTTTGTTATT
GTTAATTTTGTTCTTGTAGAAGAGCTTAATTAATCGTTGTTGTTATGAAATACTATTTGTATGAGA
TGAACTGGTGTAATGTAATTCATTTACATAAGTGGAGTCAGAATCAGAATGTTTCCTCCATAACT
AACTAGACATGAAGACCTGCCGCGTACAATTGTCTTATATTTGAACAACTAAAATTGAACATCTT
TTGCCACAACTTTATAAGTGGTTAATATAGCTCAAATATATGGTCAAGTTCAATAGATTAATAAT
GGAAATATCAGTTATCGAAATTCATTAACAATCAACTTAACGTTATTAACTACTAATTTTATATCA
TCCCCTTTGATAAATGATAGTACA
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Fig. 64

SEQIDNO: 73

HA from B/Florida/4/2006
AGAGGTACCCCGGGCTGGTATATTTATATGTTGTCAAATAACTCAAAAACCATAAAAGTTTAAGT
TAGCAAGTGTGTACATTTTTACTTGAACAAAAATATTCACCTACTACTGTTATAAATCATTATTAA
ACATTAGAGTAAAGAAATATGGATGATAAGAACAAGAGTAGTGATATTTTGACAACAATTTTGTT
GCAACATTTGAGAAAATTTTGTTGTTCTCTCTTTTCATTGGTCAAAAACAATAGAGAGAGAAAAA
GGAAGAGGGAGAATAAAAACATAATGTGAGTATGAGAGAGAAAGTTGTACAAAAGTTGTACCAA
AATAGTTGTACAAATATCATTGAGGAATTTGACAAAAGCTACACAAATAAGGGTTAATTGCTGTA
AATAAATAAGGATGACGCATTAGAGAGATGTACCATTAGAGAATTTTTGGCAAGTCATTAAAAAG
AAAGAATAAATTATTTTTAAAATTAAAAGTTGAGTCATTTGATTAAACATGTGATTATTTAATGAAT
TGATGAAAGAGTTGGATTAAAGTTGTATTAGTAATTAGAATTTGGTGTCAAATTTAATTTGACATT
TGATCTTTTCCTATATATTGCCCCATAGAGTCAGTTAACTCATTTTTATATTTCATAGATCAAATA
AGAGAAATAACGGTATATTAATCCCTCCAAAAAAAAAAAACGGTATATTTACTAAAAAATCTAAG
CCACGTAGGAGGATAACAGGATCCCCGTAGGAGGATAACATCCAATCCAACCAATCACAACAA
TCCTGATGAGATAACCCACTTTAAGCCCACGCATCTGTGGCACATCTACATTATCTAAATCACA
CATTCTTCCACACATCTGAGCCACACAAAAACCAATCCACATCTTTATCACCCATTCTATAAAAA
ATCACACTTTGTGAGTCTACACTTTGATTCCCTTCAAACACATACAAAGAGAAGAGACTAATTAA
TTAATTAATCATCTTGAGAGAAAATGAAGGCAATAATTGTACTACTCATGGTAGTAACATCCAAT
GCAGATCGAATCTGCACTGGAATAACATCTTCAAACTCACCTCATGTGGTCAAAACAGCCACTC
AAGGGGAGGTCAATGTGACTGGTGTGATACCACTAACAACAACACCAACAAAATCTTATTTTGC
AAATCTCAAAGGAACAAGGACCAGAGGGAAACTATGCCCAGACTGTCTCAACTGCACAGATCT
GGATGTGGCTTTGGGCAGACCAATGTGTGTGGGGACCACACCTTCGGCGAAGGCTTCAATAC
TCCACGAAGTCAAACCTGTTACATCCGGGTGCTTTCCTATAATGCACGACAGAACAAAAATCAG
GCAACTACCCAATCTTCTCAGAGGATATGAAAATATCAGGCTATCAACCCAAAACGTCATCGAT
GCGGAAAAGGCACCAGGAGGACCCTACAGACTTGGAACCTCAGGATCTTGCCCTAACGCTAC
CAGTAAGAGCGGATTTTTCGCAACAATGGCTTGGGCTGTCCCAAAGGACAACAACAAAAATGC
AACGAACCCACTAACAGTAGAAGTACCATACATTTGTACAGAAGGGGAAGACCAAATCACTGTT
TGGGGGTTCCATTCAGATAACAAAACCCAAATGAAGAACCTCTATGGAGACTCAAATCCTCAAA
AGTTCACCTCATCTGCTAATGGAGTAACCACACACTATGTTTCTCAGATTGGCAGCTTCCCAGA
TCAAACAGAAGACGGAGGACTACCACAAAGCGGCAGGATTGTTGTTGATTACATGATGCAAAA
ACCTGGGAAAACAGGAACAATTGTCTACCAAAGAGGTGTTTTGTTGCCTCAAAAGGTGTGGTG
CGCGAGTGGCAGGAGCAAAGTAATAAAAGGGTCCTTGCCTTTAATTGGTGAAGCAGATTGCCT
TCATGAAAAATACGGTGGATTAAACAAAAGCAAGCCTTACTACACAGGAGAACATGCAAAAGCC
ATAGGAAATTGCCCAATATGGGTGAAAACACCTTTGAAGCTCGCCAATGGAACCAAATATAGAC
CTCCTGCAAAACTATTAAAGGAAAGGGGTTTCTTCGGAGCTATTGCTGGTTTCCTAGAAGGAG
GATGGGAAGGAATGATTGCAGGCTGGCACGGATACACATCTCACGGAGCACATGGAGTGGCA
GTGGCGGCGGACCTTAAGAGTACGCAAGAAGCTATAAACAAGATAACAAAAAATCTCAATTCTT
TGAGTGAGCTAGAAGTAAAGAATCTTCAAAGACTAAGTGGTGCCATGGATGAACTCCACAACG
AAATACTCGAGCTGGATGAGAAAGTGGATGATCTCAGAGCTGACACTATAAGCTCGCAAATAG
AACTTGCAGTCTTGCTTTCCAACGAAGGAATAATAAACAGTGAAGATGAGCATCTATTGGCACT
TGAGAGAAAACTAAAGAAAATGCTGGGTCCCTCTGCTGTAGAGATAGGAAATGGATGCTTCGA
AACCAAACACAAGTGCAACCAGACCTGCTTAGACAGGATAGCTGCTGGCACCTTTAATGCAGG
AGAATTTTCTCTCCCCACTTTTGATTCACTGAACATTACTGCTGCATCTTTAAATGATGATGGAT
TGGATAACCATACTATACTGCTCTATTACTCAACTGCTGCTTCTAGTTTGGCTGTAACATTGATG
CTAGCTATTTTTATTGTTTATATGGTCTCCAGAGACAACGTTTCATGCTCCATCTGTCTATAAGA
GCTCTAAGTTAAAATGCTTCTTCGTCTCCTAT‘I'I‘ATAATATGGTTTGTTATI’GTTAATITTGTTCT
TGTAGAAGAGCTI’AATI’AATCG‘l’I‘GTl'GTTATGAAATACTATTTGTATGAGATGAACTGGTGTAA
TGTAATTCATFI‘ACATAAGTGGAGTCAGAATCAGAATGTITCCTCCATAACTAACTAGACATGAA
GACCTGCCGCGTACAAWGTCTTATATTTGAACAACTAAAATTGAACATCTTTI’GCCACAACTFT
ATAAGTGGTTAATATAGCTCAAATATATGGTCAAGTTCAATAGATTAATAATGGAAATATCAGTTA
TCGAAATI'CATTAACAATCAACTTAACGTTATI‘AACTACTAATTTTATATCATCCCCTTTGATAAA
TGATAGTACA
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Fig. 65

Consenso de SEQ 1D NO: 49, 48, 33 and 9

SEQ ID NO: 74

MK )KLLVLLCTFTATYADTICIGYHANNSTDTVDTVLEKNVTVTHSVNLL
E(X,)SHNGKLCLLKGIAPLQLGNCSVAGWILGNPECELLIS(X,)ESWSYIVE(X,)P
NPENGTCYPG(X,)FADYEELREQLSSVSSFERFEIFPKESSWPNHT(X ) TGVSA
SCSHNG(X;)SSFY(Xs)NLLWLTGKNGLYPNLSKSY (X;)NNKEKEVLVLWGVHHPPN
1G(X,0)Q (X,)ALYH(X,,)ENAYVSVVSSHYSR(X,,;)FTPEIAKRPKVRDQEGRINYYWTLL
EPGDTIIFEANGNLIAP(X, ,)YAFALSRGFGSGII(X,;)SNAPMD(X,) CDAKCQTPQG
AINSSLPFQNVHPVTIGECPKYVRSAKLRMVTGLRNIPSIQSRGLFGAIA
GFIEGGWTGMVDGWYGYHHQNEQGSGYAADQKSTQNAINGITNKVNSVIE
KMNTQFTAVGKEFNKLERRMENLNKKVDDGF (X,,)DIWTYNAELLVLLENERT
LDFHDSNVKNLYEKVKSQLKNNAKEIGNGCFEFYHKCN(X,;)ECMESVKNGTY
DYPKYSEESKLNREKIDGVKLESMGVYQILAIYSTVASSLVLLVSLGAIS
FWMCSNGSLQCRICI
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Fig. 66
SEQID NO: 75

MKAKLLVLLCTFTATYADTICIGYHANNSTDTVDTVLEKNVTVTHSVNLLEDSHNGKLCLLKGIA
PLQLGNCSVAGWILGNPECELLISKESWSYIVETPNPENGTCYPGYFADYEELREQLSSVSSFERFEIF
PKESSWPNHTVTGVSASCSHNGKSSFYRNLLWLTGKNGLYPNLSKSYVNNKEKEVLVLWGVHHPPNI
GNQRALYHTENAYVSVVSSHYSRRFTPEIAKRPKVRDQEGRINYYWTLLEPGDTHFEANGNLIAPWYAFALS
RGFGSGITSNAPMDECDAKCQTPQGAINSSLPFQNVHPVTIGECPKYVRSAKLRMVTGLRNIPSIQSRG
LFGAIAGFIEGGWTGMVDGWYGYHHQNEQGSGYAADQKSTQNAINGITNKVNSVIEKMNTQFTAVGK
EFNKLERRMENLNKKVDDGFLDIWTYNAELLVLLENERTLDFHDSNVKNLYEKVKSQLKNNAKEIGNGCFEF
YHKCNNECMESVKNGTYDYPKYSEESKLNREKIDGVKLESMGVYQILAIYSTVASSLVLLVSLGAISFWMC
SNGSLQCRICI
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Fig. 67
SEQ ID NO: 76

MSLLTEVETYVLSIIPSGPLKAEIAQRLEDVFAGKNTDLEVLMEWLKTRPILSPLTKGILGFVFTLTVPS
ERGLQRRRFVQNALNGNGDPNNMDKAVKLYRKLKREITFHGAKEISLSYSAGALASCMGLIYNRMGAV
TTEVAFGLVCATCEQIADSQHRSHRQMVTTTNPLIRHENRMVLASTTAKAMEQMAGSSEQAAEAMEVAS
QARQMVQAMRTIGTHPSSSAGLKNDLLENLQAYQKRMGVQMQRFK
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RESUMO
Patente de Invengdo: "PARTICULAS SIMILARES A VIRUS DA GRIPE
(VLPs) COMPREENDENDO HEMAGLUTININA PRODUZIDA NO INTERI-
OR DE UMA PLANTA".

A presente invengao refere-se a um método para sintetizagdo de
particulas similares a virus da gripe (VLPs) no interior de uma planta, ou
uma porgao desta é proporcionado. O método envolve expressdo de HA da
gripe em plantas, e a purificagdo por cromatografia de exclusdo de tamanho.
A invengdo é também direcionada a uma VLP compreendendo proteina de
HA da gripe e lipideos de planta. A invencdo é também direcionada a um
acido nucleico que codifica HA da gripe, bem como vetores. As VLPs podem
ser usadas para formularem vacinas da gripe, ou podem ser usadas para

enriquecerem vacinas existentes.



