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I. RECURSO VIA GUBERNATIVA

Yo, Luz Clemencia DE RÁEZ, en mi condición de apoderada de la sociedad ST. 
JUDE CHILDREN'S RESEARCH HOSPITAL solicitante de la patente de la referencia, 
por el presente escrito atentamente manifiesto a usted que debidamente notificada de la 
Resolución No. 48192 del 05 de Agosto de 2014, interpongo en su contra el recurso de 
REPOSICIÓN, para que sea revocada y en consecuencia se conceda el privilegio de 
patente de invención para “VIRUS DE LA INFLUENZA MODIFICADO PARA CONTROL 
Y MEJORAMIENTO DE LA EFICACIA DE UNA VACUNA” a favor de ST. JUDE 
CHILDREN’S RESEARCH HOSPITAL.

II. OPORTUNIDAD DE LA IMPUGNACIÓN

La Resolución No. 48192 del 05 de Agosto de 2014, con fecha de publicación 
listado el 12 de Agosto de 2014, fecha de vencimiento el 12 de Septiembre de 2014, y 
fecha del término legal el 19 de Septiembre de 2014.

III. LA DECISIÓN RECURRIDA

3.1 Mediante la Resolución objeto de la presente impugnación, el Superintendente de 
Industria y Comercio decidió:
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3.1.1 Denegar la patente de Invención a la creación titulada; “VIRUS DE LA
INFLUENZA MODIFICADO PARA CONTROL Y MEJORAMIENTO DE LA
EFICACIA DE UNA VACUNA”

3.2 En la parte motiva de la providencia, se mencionaron los siguientes fundamentos:

3.2.1 “En cuanto a las reivindicaciones 1 -  49 incluidas en el escrito radicado bajo el N°
08-023024-00012-0000, no se ajustan a los parámetros establecidos en el artículo 
30 anteriormente transcrito debido a que no definen la molécula de hemaglutinina 
(HA) a partir de la secuencia nucleótida de la misma, y utilizan las expresiones 
“una molécula de ácido nucleico aislado”, un vector recombinante”, “un sistema de 
genética inversa”, “introducción de un vector recombinante”, “reaccionar in vitro”, 
“un vehículo”, “una molécula inmunoestimulatoria” y “un portador membranoso 
inmunopotenciador”, lo cual dificulta determinar la extensión del objeto que se 
busca proteger. Por otra parte, es oportuno precisar que la composición reclamada 
en las reivindicaciones 33 -  49 debe ser definida por sus ingredientes, indicando 
las proporciones de cada uno de ellos dentro de la composición y las 
reivindicaciones 34-37 incluyen un segundo ingrediente como si fuera un 
adyuvante, y realmente se trata de un segundo ingrediente farmacéutico que no se 
puede definir por función sino por su nombre común. Además no hay sustento 
para todas las posibles combinaciones reclamadas.”

3.2.2 Las características esenciales de la invención de la reivindicación 1 habían sido 
derivadas de manera evidente previamente en el documento D2, el cual da a 
conocer una molécula de hemaglutinina (HA) del virus recombinante de influenza 
H5.

3.2.3 “Como se dijo anteriormente, el documento D2 es considerado el estado de la 
técnica cercano a la invención definida en la reivindicación 1.”

3.2.4 “La diferencia entre la materia reclamada en la reivindicación 1 y el documento D2 
consiste en que en la molécula de la solicitud se sustituye el aminoácido 223 por 
una asparagina, mientras que en el documento D2 se sustituyen aminoácidos 
alrededor de la posición 222, sin indicar que se incluya asparagina.”
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3.2.5 “Esta diferencia no parece conceder un efecto técnico inesperado o una ventaja a 
la molécula de hemaglutinina reclamada, puesto que en ambos casos se logra que 
la hemaglutinina tenga una reactividad aumentada.”

3.2.6 “El problema técnico objetivo resuelto por la invención consiste en obtener una 
hemaglutinina alternativa con reactividad aumentada.”

3.2.7 “Ahora bien, teniendo en cuenta que la sustitución del aminoácido 223 para 
colocar asparagina, tiene el mismo efecto que la sustitución del aminoácido 222 
reportada en el documento D2, esto es, modificar un sitio de glicosilación con la 
repercusión en la capacidad de unión del virus a su receptor del ácido siálico (Pág. 
280, Col. derecha, Párr. 2). La persona del oficio normalmente versada en la 
materia incluiría sustituciones en esta región con el fin de obtener una molécula de 
HA modificada.”

3.2.8 “Puesto que las reivindicaciones dependientes 2 a 23 no mencionan 
características adicionales, se considera que tales reivindicaciones tampoco tienen 
nivel inventivo.”

3.2.9 Las características esenciales de la invención de la reivindicación 24 habían sido 
derivadas de manera evidente previamente en los documentos D2 y D3, los 
cuales dan a conocer un método para hacer un virus que incluye la molécula de 
HA del virus recombinante de influenza.

3.2.10 “El documento D2, considerado el estado de la técnica más cercano a la invención 
definida en la reivindicación 24.”

3.2.11 “La diferencia entre la materia reclamada en la reivindicación 24 y la enseñanza 
del documento D2 consiste en que el método comprende la introducción de un 
vector recombinante en un sistema de genética inversa.”

3.2.12 “El efecto que logra el incluir un sistema de genética inversa para la producción del 
virus es que permite la manipulación del genoma viral."

3.2.13 “Por lo tanto, el problema técnico objetivo que pretende resolver esta invención se 
puede formular así; “cómo producir el virus conocido en el documento D2 de 
manera que se pueda manipular el genoma viral”.”
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3.2.14 “Sin embargo, la utilización de un sistema de genética inversa para la producción 
de un virus de influenza ya está divulgada en el documento D3 que se refiere a un 
método para hacer un virus H5N1 del virus de influenza A que incluye la 
introducción de un vector recombinante en un sistema de genética inversa (Pág. 
6108, Col. derecha, Párr. 3), en el que se usa un vector recombinante (Pág. 6109 
Col. izquierda) que codifica proteínas estructurales que presentan sustituciones 
(Pág. 6112). El documento D3 también enseña que el método permite desarrollar 
vacunas eficientes (Pág. 6113, Col. izquierda, Párr.1).”

3.2.15 “En consecuencia, la persona del oficio normalmente versada en la materia, 
incluiría el método del documento D3 para producir el virus del documento D2 para 
llegar así al objeto de la reivindicación 24 de la solicitud. Por lo cual se considera 
obvia.”

3.2.16 “De manera que la solución propuesta por esta solicitud en la reivindicación 24 y 
en las reivindicaciones 25 -  49 es obvia y no tiene nivel inventivo.”

3.2.17 “La solicitante argumenta que una persona versada en la materia no podría llegar 
a la sustitución del aminoácido con asparagina en la posición correspondiente al 
aminoácido 223 en H5HA a la luz de las enseñanzas de DI, D2 o D3, sólo o en 
combinación, particularmente que D2 no suministra enseñanzas o sugerencias de 
cómo sustituir un aminoácido con asparagina en la posición correspondiente al 
aminoácido 223 en H5HA; y que D2 sólo habla del cambio en el aminoácido 222 la 
cual es una posición diferente, D2 no suministra sugerencia o motivación para usar 
cambios en los aminoácidos en la región del aminoácido 222 para alcanzar una 
reactividad incrementada con antisueros derivados de animales expuestos al virus 
de la influenza H5 o a la vacuna de la influenza H5; por favor noten que D2 enseña 
(página 280, columna derecha) que los cambios en el aminoácido 222 puede llevar 
a interacciones o interferencias esféricas. Esta deficiencia no es compensada por 
DI o D3.”

3.2.18 “Este despacho aclara que, contrario a lo afirmado por la solicitante, la molécula 
H5HA del virus de la influenza recombinante de la solicitud tiene una reactividad 
incrementada con antisueros derivados de animal expuestos al virus de la 
influenza H5 o a una vacuna de la influenza H5, en comparación al que ocurre 
naturalmente con la molécula HA (que comprende un aminoácido diferente a la
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asparagina en la posición del aminoácido correspondiente a la posición 223 del 
aminoácido en H5HA), pero no hay evidencia de que se haya logrado algún efecto 
técnico inesperado frente a la actividad ya reportada en el documento D2 en el que 
se sustituyen aminoácidos alrededor de la posición 222 sin indicar que se incluya 
asparagina, aumentado la afinidad de unión al virus (Pág. 280, Col. derecha, Párr. 
2); en ambos casos se logra que la hemaglutinina tenga una reactividad 
aumentada, a través de la modificación de un sitio de glicosilación con la 
repercusión en la capacidad de unión del virus a su receptor de ácido siálico. 
Basada en las enseñanzas del documento D2 que divulga que los cambios en el 
aminoácido 222 pueden llevar a interacciones o interferencias esféricas, la 
persona del oficio normalmente versada en la materia se vería motivada a realizar 
esta modificación en un sitio cercano para obtener una hemaglutinina alternativa 
con reactividad aumentada.”

IV. OBJETO DEL RECURSO

De acuerdo con los argumentos que expongo a continuación, solicito atentamente 
a su Despacho lo siguiente:

1. Revocar la Resolución No. 48192 del 05 de Agosto de 2014.

2. Conceder el privilegio de patente de invención para “VIRUS DE LA INFLUENZA 
MODIFICADO PARA CONTROL Y MEJORAMIENTO DE LA EFICACIA DE UNA 
VACUNA” a favor de ST. JUDE CHILDREN’S RESEARCH HOSPITAL.

V. MODIFICACION DE UNA SOLICITUD EN TRAMITE

En virtud del Artículo 34 de la Decisión 486 de la Comisión de la Comunidad 
Andina, donde se establece que la modificación de una solicitud es posible en cualquier 
momento del trámite mientras no implique una ampliación de la solicitud inicial, me 
permito presentar un nuevo pliego reivindicatorio conformado por 48 reivindicaciones.

A este respecto, la reivindicación 23 ha sido eliminada. Adicionalmente, las 
reivindicaciones 32 (anterior 33) y 43 (anterior 44) han sido modificadas de manera que se 
ha especificado el vehículo que se selecciona de agua y aceites, aceite de maní, aceite de
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soya, aceite mineral, aceite de ajonjolí y similares. Finalmente, se han modificado las 
reivindicaciones 34 a 36 (anteriores 35 a 37) para incluir la expresión ‘además’, con la 
cual se especifica que cada uno de los componentes descrito en cada una de dichas 
reivindicaciones corresponde a un componente diferente a un adyuvante.

Así, las reivindicaciones son ahora muy claras y precisas en el momento de 
señalar la naturaleza de la invención reivindicada y es evidente que las características 
técnicas esenciales de la invención están establecidas.

Por otro lado, amablemente señalamos que el señor Examinador no tuvo en 
cuenta los argumentos con respecto a la claridad de las reivindicaciones proporcionados 
por el Solicitante en la respuesta a la Acción Oficial No. 2428, pues no se refirió a ellos en 
la presente Resolución No. 48192. De esta manera, reiteramos dichos argumentos:

En relación a las reivindicaciones 1 a 22, respecto a las cuales el señor 
Examinador objeta que se encuentran mal caracterizadas, amablemente ponemos de 
presente nuestro desacuerdo, ya que la molécula de hemaglutinina se encuentra bien 
definida y caracterizada, pues se hace referencia a que dicha molécula corresponde a una 
molécula HA que tiene uno o más cambios de secuencias en la posición 223 de 
aminoácido en H5HA, en donde el aminoácido que se encuentra en dicha posición 223 es 
reemplazado por el aminoácido asparagina. Por lo tanto, una persona versada en la 
materia conocería la secuencia de una molécula HA, pues dicha molécula se encuentra 
en la naturaleza, y la presente invención es diferente respecto a la molécula que se 
encuentra en la naturaleza debido la sustitución del aminoácido de la posición 223 por 
una asparagina. Adicionalmente, la presente descripción proporciona soporte de dicha 
secuencia haciendo referencia al documento Suzuki y Neí (2002), Figura 1 adjunto a este 
documento.

Con respecto al método de la reivindicación 26 (nueva 24), atentamente 
señalamos que dicho método se encuentra bien caracterizado, pues dicho método para 
hacer un virus que incluye la molécula de HA del virus recombinante de influenza 
comprende un sistema de genética inversa, el cual es conocido por una persona del oficio 
normalmente versada en la materia. Dicho sistema de genética inversa comprende una 
serie de pasos secuenciales para que un técnico medio versado en la técnica lo pueda 
reproducir. Sin embargo, como dicho sistema es conocido para una persona versada en la 
materia y en el campo de la invención, no es necesario incluir dichos pasos en la 
reivindicación 26 (nueva 24). En adición, en la descripción de la presente solicitud se
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encuentra el soporte necesario para entender dicho sistema de genética inversa, así 
como también el vector recombinante divulgado en la presente invención, en el párrafo 
[80],

En vista de la objeción del señor Examinador respecto a la definición de la 
composición de las reivindicaciones 36 a 55 (nuevas 33-49), respetuosamente 
manifestamos que el Instructivo para Exámenes de Solicitudes de Patentes de Invención 
y Modelo de Utilidad establece lo siguiente: "Si, por ejemplo, la característica técnica 
esencial de la composición es el compuesto activo, el examinador no deberá requerir que 
se mencionen también otras características estructurales." En este sentido, atentamente 
señalamos que la composición inmunogénica reivindicada, se encuentra clara y 
adecuadamente definida, puesto que describe el componente correspondiente al 
compuesto activo apropiadamente, el cual corresponde a la molécula de hemaglutinina 
(HA) del virus recombinante de la influenza H5 definida adecuadamente en el pliego 
reivindicatorio, tal como se mencionó anteriormente. Por lo tanto, no se requiere definir 
otros componentes como los excipientes ni tampoco sus proporciones.

Adicionalmente, con respecto a la expresión ‘reaccionar In vitro’, es importante 
señalar que es muy clara para un técnico medio ya que significa someter o causar una 
reacción química que en este caso es entre el antisuero del animal vacunado o infectado 
con una molécula de hemaglutinina (HA). Además, el término In vitro significa por fuera 
del cuerpo vivo y en un ambiente artificial. Por tanto, dicha expresión es total y 
completamente clara para un experto en la técnica.

En relación a las expresiones ‘una molécula Inmunoestimulatoria' y ‘portadores 
membranosos Inmunopotenciador" se encuentran de la misma forma soportados en la 
descripción (párrafo [0104]) y por lo tanto, una persona versada en la materia entendería 
claramente la invención.

De la misma forma, con respecto a las reivindicaciones 34 a 37, como ya se 
mencionó anteriormente, fueron modificadas para clarificar que la molécula 
inmunoestimulatoria, las microcapsulas y/o un portador membranoso inmunopotenciador 
y, los glóbulos rojos de la sangre (RBC), RBC fantasmas, o antígeno azul de la lengua no 
corresponden al adyuvante, en consecuencia, manifestamos nuestro desacuerdo con 
respecto a lo anterior. Adicionalmente, todas la posibles combinaciones se encuentran 
soportadas en el párrafo [104] de la descripción y por lo tanto, la objeción no tiene validez.
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Por otro lado, es importante resaltar que la Superintendencia no puede llevar a 
cabo el análisis de patentabilidad de una invención, si las reivindicaciones no divulgan 
clara y ampliamente la invención, y en este caso el señor Examinador llevó a cabo el 
análisis de patentabilidad, objetando el nivel inventivo de la presente invención, por lo 
tanto, se demuestra que las reivindicaciones son suficientemente claras y concisas y así, 
una persona del oficio normalmente versada en la materia sería capaz de entender y 
reproducir la invención.

En este sentido, teniendo en cuenta las anteriores aclaraciones y las 
modificaciones realizadas al pliego reivindicatorio, atentamente señalamos que las 
objeciones anteriormente argumentadas, con respecto a la claridad y concisión del pliego 
reivindicatorio carecen de validez y por lo tanto, se consideran superadas.

Por lo tanto, los argumentos esgrimidos a continuación con respecto a la 
patentabilidad de la invención, en los términos del capítulo reivindicatorio modificado, 
resultan plenamente predicables del capítulo reivindicatorio sobre el cual la patente fue 
negada. En efecto, la no ampliación de la materia en el nuevo pliego es evidencia 
suficiente de que el presente recurso controvierte el análisis de patentabilidad efectuado 
por su Despacho, de tal manera que el presente recurso cumple con los requisitos de ley 
para su aceptación y trámite.

VI. FUNDAMENTOS DEL RECURSO

Respetuosamente me permito disentir de lo expuesto por ese Despacho en la 
Resolución objeto del presente recurso, toda vez que la presente solicitud sí cumple con 
los requerimientos de novedad y nivel inventivo exigidos en la Decisión 486, como se 
demostrará a continuación;

6.1 La presente solicitud sí tiene nivel Inventivo

El artículo 18 de la Decisión 486 señala lo siguiente:

“Artículo 18.- Se considerará que una invención tiene nivel inventivo, si para una 
persona del oficio normalmente versada en la materia técnica correspondiente, esa
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invención no hubiese resultado obvia ni se hubiese derivado de manera evidente del 
estado de la técnica. ”

Consecuentemente, una invención se considerará inventiva si la misma no hubiese 
resultado obvia a partir del arte previo, para una persona del oficio normalmente versada 
en la materia. Esto a su vez implica que el Examinador a cargo de esta evaluación debe 
colocarse en el momento exacto en el que el inventor buscaba resolver el problema 
técnico contemplado en la solicitud y para el cual poseía la literatura y el conocimiento 
disponibles en dicho momento.

Siguiendo entonces los lineamientos de la Jurisprudencia aplicable al análisis del 
nivel inventivo de una solicitud de patente, se considera que una anterioridad o una 
combinación de dos anterioridades puede afectar dicho requerimiento de patentabilidad, si 
una persona medianamente versada en la materia encuentra enseñanzas o sugerencias 
claras que, a partir de un conocimiento medio en dicho campo, le permitan llegar de 
manera obvia a la invención reivindicada. Adicionalmente se considera que una mejora 
sustancial, un efecto inesperado o una ventaja con respecto al arte previo es un indicio de 
nivel inventivo, por cuanto aporta un salto tecnológico en la regla técnica.

Respecto a lo anterior, el Tribunal de Justicia de la Comunidad Andina ha 
expuesto en la Interpretación Prejudicial del proceso 13-IP-2010:

“En este orden de ideas, se puede conciuir que una invención goza de nivel 
inventivo cuando a los ojos de un experto medio en el asunto de que se trate, se 
necesita aiao más que la simple aplicación de ios conocimientos técnicos en la 
materia para llegar a ella, es decir, que de conformidad con el estado de la técnica 
el invento no es consecuencia clara y directa de dicho estado”.
[señalado fuera del texto]

Por lo anterior, se entiende que para que una persona medianamente versada en 
la materia pudiera derivar de manera obvia una invención, requeriría simplemente aplicar 
sus conocimientos técnicos. En contraste, todo aquello que va más allá de la simple 
aplicación de los conocimientos técnicos y que no ha sido revelado en el estado de la 
técnica, debe ser considerado inventivo.

A este respecto, respetuosamente manifestamos nuestro desacuerdo con el 
análisis llevado a cabo por el Examinador y con las conclusiones del mismo y solicitamos
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atentamente la reconsideración de las razones por las cuales se decidió negar la patente, 
con base en la siguiente información;

En vista de las objeciones realizadas por el señor Examinador, atentamente 
señalamos que reiteramos los argumentos previamente presentados a su Despacho:

En primer lugar, ponemos de presente que tal y como se mencionó anteriormente, 
puede considerarse que D2 es el documento más cercano del estado del arte. El 
documento D2 describe el enlace de fucosa sustituido con residuos de ácido siálico a 
diferentes virus de la influenza y enseña que el cambio al aminoácido 222 de la influenza 
HA podría conducir a interacciones favorables o interferencia esférica.

En segundo lugar, la molécula del virus de la influenza recombinante reclamado H5HA 
tiene una sustitución ácida de asparagina en la posición correspondiente a la posición del 
aminoácido 223 in H5 HA y se diferencia del estado del arte en:

- El documento D2 describe el enlace de fucosa sustituido con residuos de ácido 
siálico a diferentes virus de la influenza pero no suministra enseñanzas o 
sugerencias acerca de la influencia de los residuos de aminoácidos 
correspondientes a la posición 223 en H5 HA (o cualquier otro residuo HA) en 
enlaces de anticuerpos. La descripción de D2 relaciona la influencia del residuo 
222 en enlaces de ácidos siálicos específicos y no dice nada acerca de enlaces de 
anticuerpos o reactividad de anticuerpos. Esta deficiencia no es compensada por 
D1 o D3

- El documento D1 muestra que el cambio de un solo aminoácido (en el residuo 155 
de Gly a Glu) puede afectar la pleitropicidad y antigenicidad viral pero no enseña 
nada acerca de los residuos correspondientes a la posición 223 en H5 HA

- El documento D3 describe un sistema de genética inversa. No dice nada en 
relación a los residuos correspondientes a la posición 223 en H5HA

Por otra parte, la molécula H5HA del virus de la influenza recombinante tiene una 
reactividad incrementada con antisueros derivados de animal expuestos al virus de la 
influenza H5 o a una vacuna de la influenza H5 en comparación al que ocurre 
naturalmente con la molécula HA (que comprende un aminoácido diferente a la 
asparagina en la posición del aminoácido correspondiente a la posición 223 del 
aminoácido en H5HA).

1 0
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D2 enseña que los cambios en el aminoácido 222 pueden favorecer interacciones 
o pueden llevar a interferencias esféricas (ver página 280). Entonces D2 no suministraría 
ninguna enseñanza o motivación para usar cambios en los aminoácidos en la región del 
aminoácido 222 para alcanzar una reactividad incrementada con un antisuero derivado de 
un animal expuesto al virus de la influenza H5 o a una vacuna de la influenza H5. Más 
aún, no se puede concluir desde un enlace de un receptor alterado que la molécula de HA 
tendrá la capacidad para detectar anticuerpos.

Adicionalmente, tomando la diferencia entre la anterioridad D2 y la presente 
solicitud, el problema a solucionar correspondería a: partiendo del documento D2 “¿cómo 
suministrar una molécula del virus de la influenza recombinante con una reactividad 
incrementada con antisueros derivados de animales expuestos al virus de la influenza H5, 
o a vacunas de la influenza H5, en comparación a las que ocurren naturalmente con una 
molécula HA (que comprende un aminoácido diferente a la asparagina en la posición del 
aminoácido correspondiente a la posición 223 del aminoácido en H5HA)?

Finalmente, una persona versada en la materia no podría llegar a la sustitución del 
aminoácido con asparagina en la posición correspondiente al aminoácido 223 en H5HA a 
la luz de las enseñanzas de D1, D2 o D3, sólo o en combinación. Particularmente D2 no 
suministra enseñanzas o sugerencias de cómo sustituir un aminoácido con asparagina en 
la posición correspondiente al aminoácido 223 en H5HA; D2 sólo habla del cambio en el 
aminoácido 222 la cual es una posición diferente. Más aún D2 no suministra sugerencia o 
motivación para usar cambios en los aminoácidos en la región del aminoácido 222 para 
alcanzar una reactividad incrementada con antisueros derivados de animales expuestos al 
virus de la influenza H5 o a la vacuna de la influenza H5; por favor noten que D2 enseña 
(página 280, columna derecha) que los cambios en el aminoácido 222 pueden llevar a 
interacciones o interferencias esféricas. Esta deficiencia no es compensada por D1 o D3.

En consecuencia, la presente solicitud es nueva e inventiva en relación al arte 
previo citado.

De esta forma, es importante señalar que la solución al problema técnico 
referenciado sólo es solucionado por lo señalado en el capítulo reivindicatorio de la 
presente solicitud, más particularmente con lo referido en la reivindicación 1.

Además de lo anterior, queremos llamar la atención que una persona versada en la 
materia no llegaría a lo reivindicado en la presente solicitud porque:

1 1
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- Primero, la persona versada en la materia no llegaría a la sustitución de un
aminoácido con asparagina en la posición del aminoácido 223 en H5 HA a la luz
de los documentos D1 a D3 solos o en combinación. D1 refiere materia totalmente
diferente a lo aquí reivindicado (cambio de un solo aminoácido en el residuo 155 
de Gly a Glu). D3 describe un sistema de genética inversa. D2 describe el enlace 
de fucosa sustituido con residuos de ácido siálico a diferentes virus de la influenza. 
Ninguno de los documentos enseña o sugiere la sustitución de un aminoácido con 
asparagina en la posición del aminoácido 223 en H5 HA

- Segundo. La presente solicitud relaciona efectos técnicos sorprendentes no
revelados por el estado del arte encontrado. Esto es un claro indicio de altura
inventiva.

Por otro lado, ponemos de presente argumentos adicionales, los cuales se 
mencionan a continuación:

Es importante señalar que la descripción de la presente solicitud proporciona 
evidencias experimentales directas obtenidas de diferentes cepas del virus de la influenza 
H5 que indican que una sustitución de un aminoácido en la posición 223 por asparagina 
en diferentes moléculas de H5 HA resulta en un cambio en la reactividad del antisuero de 
las moléculas de H5 HA mutadas en comparación con las moléculas de HA tal como se 
encuentran en la naturaleza. Específicamente, como se muestra en la Tabla 1, lo 
siguiente tres cepas de H5 diferentes fueron mutadas en la posición 223 de la secuencia 
de aminoácidos en la molécula H5 HA y fueron probadas para la reactividad en los 
Eiemplos de trabajo.

- AA/ietnam/1203/04 AH5s223̂ nX PR/8/34 (es decir, AH5s223̂ n/4), la cual es una 
cepa mutante derivada del virus de la influenza humana subtipo H5 A/Vietnam/1213/04 
aislada y sometida a la única mutación de aminoácidos de 8223^ N (énfasis añadido):

- A/pato/Singapur/3/97 AH5s223..̂ nX PR/8/34 (es decir, AH5s223̂ n/97), la cual es una 
cepa mutante derivada del virus de la influenza aviar subtipo H5 A/pato/Singapur/3/97 
aislada y sometida a la única mutación de aminoácidos de S223-> N (énfasis añadido); y

- A/HK/213/03 AH5s223̂ sX PR/8/34 (es decir, AH5s223^s/03), la cual es una cepa 
mutante derivada del virus de la influenza humana subtipo H5 A/HK/213/03 aislada y 
sometida a la mutación reversa de aminoácidos de 8223^ N (énfasis añadido).
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Adicionalmente, las cepas del mutante H5 de diferentes orígenes también fueron 
construidas mediante la introducción ya sea de una única mutación o mutaciones dobles 
en posiciones de aminoácidos diferentes a la posición 223 en las moléculas de H5 HA 
(Tabla 1) y probadas para la reactividad del antisuero.

Como se demostró en los Ejemplos 2, 5 y 6, AH5s223.̂ n/04, se encontró que 
muestra una reactividad significativamente incrementada con un espectro ampliado en 
comparación con su versión no mutada (AH5/04) en ensayos Hl usando MAbs anti-H5 de 
diferentes orígenes (Tabla 2) o antisuero (Tablas 3 y 5). Y también se encontró que 
AH5s223.̂ n/97 muestra una reactividad significativamente incrementada con un espectro 
ampliado en comparación con su versión no mutada (AH5/97) en ensayos Hl usando 
antisuero policlonal o anticuerpos monoclonales de diferentes orígenes (Tabla 6). En 
contraste, se encontró que AH5s223̂ n/03 llevando a cabo una mutación reversa de 
NS223->S, mostró reactividad del anticuerpo reducida en comparación con su versión no 
mutada (AH5/03) en ensayos Hl usando MAbs anti-H5 de diferentes orígenes (Tabla 2). 
Adicionalmente, no se encontró ningún resultado que llevara a un cambio significativo en 
la reactividad del antisuero cuando las cepas de H5 mutante de diferentes orígenes, 
llevando a cabo ya sea mutaciones dobles o únicas en posiciones de aminoácidos 
diferentes a la posición 223 en una molécula de H5 HA (Tabla 1).

En adición a los datos experimentales anteriores, la descripción de la presente 
invención también proporciona explicaciones para los cambios en la reactividad causada 
por la mutación del aminoácido en la posición 223 en la molécula H5 HA. Así, existe un 
análisis extensivo en la descripción en términos de los cambios funcionales y 
estructurales causados por una sustitución de aminoácido e la posición 223 por 
asparagina en la molécula de H5 HA, que incluye un cambio en la especificidad de la 
molécula H5 HA mutada para receptores de ácido siálico, y un cambio o remoción de 
sitios de glicosilación de la molécula HA (párrafo [0086]).

Además, se enfatiza que la descripción muestra que mutaciones adicionales 
dentro de la proteína H5 HA no tienen impacto en la función inmunogénica de la proteína 
H5 HA. Tal como se divulga en la Tabla 1, no se encontró un resultado que mostrada un 
cambio significativo en la reactividad del antisuero cuando las cepas de mutantes H5 
adicionales de diferentes orígenes que llevan a cabo ya sea mutaciones únicas o dobles 
en otras posiciones de aminoácidos diferentes a la posición 223 en la molécula H5 HA.
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Adicionalmente, existen regiones dentro de la proteína H5 HA, las cuales pueden 
ser mutadas sin ningún efecto en la inmunogenicidad mejorada causada por el cambio del 
aminoácido 223. En referencia al documento W02008-052173, el cual proporciona una 
secuencia de H5 (SEQ ID NO. 1) que es distinta de la secuencia descrita en la presente 
solicitud y la cual es protectora en aves (Ejemplo 4) y proporciona altos títulos de Hl en 
porcinos (Ejemplo 3). Por lo tanto, existe un soporte post-presentación de que la proteína 
H5 de la reivindicación 1 puede tener mutaciones adicionales sin afectar la función 
inmunogénica de la proteína H5 HA.

Por lo tanto, un técnico con conocimientos medios en la materia no estaba en 
condiciones de plantearse el problema, tampoco de resolverlo en la forma en que se 
reivindica y tampoco de prever el resultado, por lo que la presente solicitud posee la altura 
inventiva para que se le conceda el privilegio solicitado.

En consecuencia de lo anterior, la invención de la presente solicitud tiene nivel 
inventivo en vista de los documentos D2 y D3 del estado de la técnica citados por el 
Examinador.

Conclusión

El documento D2, el documento D3, o su combinación no resulta anterioridad 
válida capaz de afectar el nivel inventivo de la invención de la presente solicitud.

En consecuencia, el mérito investigativo de la presente invención ha sido 
reconocido por otras oficinas de patentes del mundo, las cuales han otorgado patentes 
para invenciones equivalentes. Tal es el caso de Estados Unidos de América, Rusia, 
Japón, y Corea del Sur.

A este respecto, deseamos poner de presente que si bien cada país es autónomo 
de conceder o negar una solicitud luego de la realización del estudio de fondo, es claro 
que el hecho de que la novedad y el nivel inventivo de una invención hayan sido 
reconocidos por varias oficinas a nivel mundial, es un indicio de la patentabilidad de la 
misma toda vez que (i) el estudio de novedad y nivel inventivo en todas las Oficinas de 
Patentes del mundo es realizado por personas con conocimientos técnicos en el área de 
interés que son consideradas personas idóneas para emitir conceptos sobre la 
patentabilidad de una invención y que (ii) los resultados de los exámenes de novedad o
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de patentabilidad efectuados respecto a solicitudes extranjeras pueden ser reconocidos 
como suficientes para acreditar el cumplimiento de las condiciones de patentabilidad de la 
invención, tal como se señala en el artículo 46 de la Decisión 486:

“Artículo 46.- La oficina nacional competente podrá requerir el informe de expertos 
o de organismos científicos o tecnológicos que se consideren idóneos, para que emitan 
opinión sobre la patentabilidad de la invención. Asimismo, cuando lo estime conveniente, 
podrá requerir informes de otras oficinas de propiedad industrial.
De ser necesario, a efectos del examen de patentabilidad y a requerimiento de la oficina 
nacionai competente, el solicitante proporcionará, en un piazo que no excederá de 3 
meses, uno o más de ios siguientes documentos relativos a una o más de las solicitudes 
extranjeras referidas total o parcialmente a la misma invención que se examina:
a) copia de la solicitud extranjera;
b) copia de ios resultados de exámenes de novedad o de patentabilidad efectuados 
respecto a esa solicitud extranjera;
(...)

La oficina nacional competente podrá reconocer los resultados de los exámenes 
referidos en el literal b) como suficientes para acreditar el cumplimiento de las 
condiciones de patentabilidad de la invención” (Negrilla fuera del texto).

Por todo lo anterior, consideramos que la presente solicitud cumple a cabalidad 
con los requerimientos de patentabilidad exigidos por la legislación actual, por lo que 
atentamente solicitamos en consideración lo siguiente:

Vil. PETICION

Por todo lo anterior, solicito a ese Despacho lo siguiente:

7.1 Que al considerar las razones precedentes se revoque la decisión contenida en la 
Resolución No. 48192 del 05 de Agosto de 2014, en cuanto resuelve negar el privilegio de 
patente de invención.

7.2. Que se acepte el nuevo pliego reivindicatorio presentado con este escrito, 
conformado por 48 reivindicaciones.
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7.3. Que se otorgue el privilegio de patente de invención para “VIRUS DE LA 
INFLUENZA MODIFICADO PARA CONTROL Y MEJORAMIENTO DE LA EFICACIA DE 
UNA VACUNA” a favor de ST. JUDE CHILDREN'S RESEARCH HOSPITAL.

VIII. NOMBRE Y DIRECCION

El nombre y la dirección del solicitante recurrente son los siguientes:

ST. JUDE CHILDREN’S RESEARCH HOSPITAL
332 North Lauderdale Street,
Memphis, Tennessee 38105-2794,
Estados Unidos de América

IX. ANEXOS

Formulario de modificaciones en solicitud pendiente
Recibo por concepto de presentación de modificaciones a las reivindicaciones por 
valor de $ 128.000
Nuevo pliego reivindicatorio conformado por 48 reivindicaciones 
Artículo 1: Suzuki y Nei (2002)
Artículo 2: Gillian M, Air (1981)
Secuencia del gen de hemaglutinina del virus de la influenza A
Primera página de tres patentes concedidas en Estados Unidos de América
Reivindicaciones concedidas en Rusia
Reivindicaciones concedidas en Japón
Reivindicaciones concedidas en Corea del Sur
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X. NOTIFICACIONES

Atentamente manifiesto a usted que recibiré notificaciones en la Secretaria de su 
Despacho o en mi oficina de abogada situada en la Carrera 4®. No. 72-35, piso 4°, de esta 
ciudad de Bogotá, D.C.

Señor Superintendente,

<^COLO-16331-0841-001-2
SGD\SGD\ID-271893\WPC16331 
No. M-2014-271893\SGD

LUZ CLEMENCIA DE PAEZ
C.C. 35.456.344 de Usaquén 

T.P.A. No. 23.555
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Espacio reservado para el adhesivo de radicación

Industria, y Co-mercio
S  U  P  E  R  I  N  T  lE N  D  E  M  C  1 A

DIRECCION DE NUEVAS CREACIONES 
MODIFICACIONES Y/O CORRECCIONES

1. Identificación del Tramite

O  Error material Modificación a una Solicitud en trámite

S  Patente de Invención

O  Patente de Modelo de Utilidad

O  Registro de Diseño Industrial

O  Esquema de Trazado de Circuitos Integrados

Datos del solicitante
Persona Natural Persona Jurídica H

ST. JUDE CHILDREN'S RESEARCH HOSPITAL

Nombre o denominación / Nombre o razón social completa 

Nombre representante legal

Tipo de empresa Micro Q  Pequeña 

Documento de identificación: □ c c  □ C.E.

Mediana Q  Otra 

O  NIT O  Otro Número

Nacionalidad/Pais de constitución Dirección y domicilio dei titular Ciudad

Estados Unidos de América 332 North Lauderdale Street, Tennessee 38105- 
2794

Memphis

Dirección electrónica No. Fax Número telefónico

clientesiaicavelier.com 2 11 86 50 3 47 36 11

□ Autorizo expresamente a la Superintendencia de Industria y Comercio para que todas las comunicaciones sean enviadas a 
través de la dirección de correo electrónico

3. Datos del apoderado:

Apellidos y Nom bre

De Páez Luz Clemencia
Docum ento de identificación  

C.C. 35.456.344
Tarjeta profesional

T.P.A. 23.555

Dirección y domicilio Ciudad

Carrera 4® No. 72 -35 Bogotá

Dirección electrónica No. Fax Número telefónico

cavelier(a>cavelier.com 2 11 86 50 3 47 36 11

En caso de haber presentado poder general para asuntos que se adelanten ante la Delegatura de Propiedad industrial, sírvase 
indicar ei número de su radicación o protocolo de poder general

PI02-F17vrl (2012-04-19)
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4. Datos del trámite 

Corrección:

Expediente No 08.023.024

Aparece

Debe ser

Modificación;

1^ Modificación al capítulo reivindicatorio.
Presento nuevo capítulo reivindicatorio compuesto por 48 reivindicaciones y pido respetuosamente 
que el examen de patentabilidad sea realizado sobre estas nuevas reivindicaciones presentadas. 
Respetuosamente manifiesto que a pesar de eliminar materia del pliego reivindicatorio originalmente 
presentado, mi representada no renuncia a la protección que pueda obtener sobre dicha materia y se 
reserva el derecho de presentar una solicitud divisional que la contenga durante el trámite de la 
presente solicitud, beneficiándose de la fecha de prioridad inicialmente reivindicada.

□ Modificación al capítulo descriptivo.

5. Anexos

m Comprobante de pago de la tasa para la presentación de la corrección y/o modificación por $128.000.

O  Comprobante de pago por reivindicaciones adicionales a la décima por $--------- .

O  Poder, si fuere el caso.

S  Documento que contiene las modificaciones o correcciones.

O  Copia de la solicitud y sus anexos en formato magnético.

6. Firma

Nombre y apellidos

LUZ CLEMENCIA DE PAEZ

Firma

C.C. 35.456.344 de Usaquén Tarjeta Profesional 23.555

SGD\SDC\WPC16631 \ID-271885

PI02-F17vrl (2012-04-19)



REIVINDICACIONES

1. Una molécula de hemaglutinina (HA) del virus recombinante de influenza H5, 

donde dicha molécula H5HA;

a. Comprende uno o más cambios de secuencias de aminoácidos en 

comparación a una molécula de HA que se encuentra en la naturaleza, 

que comprende un aminoácido diferente a la asparagina en la posición 

del aminoácido correspondiente a la posición 223 del aminoácido en 

H5HA,

b. Comprende el aminoácido asparagina en la posición del aminoácido 

correspondiente a la posición 223 del aminoácido en H5HA,

c. Posee una reactividad aumentada con los antisueros obtenidos de un 

animal expuesto a un virus de influenza H5 o una vacuna contra la 

influenza en comparación a la molécula de HA que se encuentra en la 

naturaleza, y

d. No es una molécula A/HK/213/03 HA .

2. La molécula HA del virus recombinante de influenza de la reivindicación 1, en

donde uno o más cambios en la secuencia de aminoácido altera un sitio de

glicosilación.

3. La molécula HA del virus recombinante de influenza de la reivindicación 1, en 

donde dicha molécula de HA que se encuentra en la naturaleza es de un virus 

de influenza A humana.

4. La molécula HA del virus recombinante de influenza de la reivindicación 3, en

donde el virus de influenza A humana es del subtipo H5.

5. La molécula HA del virus recombinante de influenza de la reivindicación 1, en 

donde dicha molécula de HA que se encuentra en la naturaleza es de un virus 

de influenza aviar.

6. Un virus recombinante de influenza que contiene una molécula de H5HA del 

virus recombinante de influenza , donde dicha molécula H5HA:



a. Comprende uno o más cambios de secuencias de aminoácidos en 

comparación a una molécula de HA que se encuentra en la naturaleza, 

que comprende un aminoácido diferente a la asparagina en la posición 

del aminoácido correspondiente a la posición 223 del aminoácido en 

H5HA,

b. Comprende el aminoácido asparagina en el lugar correspondiente a la 

posición 223 en la HA del H5,

c. Posee una reactividad aumentada con los antisueros obtenidos de un 

animal expuesto a un virus de influenza H5 o una vacuna contra la 

influenza en comparación con la molécula HA que se encuentra en la 

naturaleza, y

d. No es una molécula A/HK/213/03 HA.

7. Una vacuna del virus de la influenza que contiene una molécula de 

hemaglutinina (HA) del virus recombinante de influenza H5, donde dicha 

molécula H5HA:

a. Comprende uno o más cambios de secuencias de aminoácidos en 

comparación a una molécula de HA que se encuentra en la naturaleza, 

que comprende un aminoácido diferente a la asparagina en la posición 

del aminoácido correspondiente a la posición 223 del aminoácido en 

H5HA,

b. Comprende el aminoácido asparagina en el lugar correspondiente a la 

posición 223 en H5HA,

c. No es una molécula A/HK/213/03 HA,

d. Posee una reactividad aumentada con los antisueros obtenidos de un 

animal expuesto a un virus de influenza H5 o una vacuna contra la 

influenza en comparación con la molécula HA que se encuentra en la 

naturaleza, y

e. Resulta en un aumento de la inmunogenicidad de dicha vacuna del virus 

en comparación con la molécula HA que se encuentra en la naturaleza.

8. La vacuna del virus de la influenza de acuerdo a la reivindicación 7, en donde 

la asparagina en la posición del aminoácido 223 cambia la especificidad para 

los receptores del ácido siálico.



9. La vacuna del virus de la influenza de acuerdo a la reivindicación 7, en donde 

dicha molécula HA que se encuentra en la naturaleza comprende una serina 

en una posición del aminoácido equivalente a dicha posición del aminoácido 

223.

10. Un virus recombinante de la influenza de acuerdo a la reivindicación 6, en 

donde una o más secuencias de aminoácidos cambian el sitio de glicosilación.

11. Un virus recombinante de la influenza de acuerdo a la reivindicación 6, en

donde la molécula HA que se encuentra en la naturaleza es de un virus de la

influenza humana A.

12. Un virus recombinante de la influenza de acuerdo a la reivindicación 11, en 

donde el virus de la influenza humana A es del subtipo H5.

13. Un virus recombinante de la influenza de acuerdo a la reivindicación 6, en

donde dicha molécula HA que se encuentra en la naturaleza es de un virus de 

la influenza aviar.

14. Un virus recombinante de la influenza de acuerdo a la reivindicación 6, en 

donde una o más secuencias de aminoácidos cambian la especificidad para 

los receptores del ácido siálico.

15. Un virus recombinante de la influenza de acuerdo a la reivindicación 6, en 

donde la molécula HA que se encuentra en la naturaleza comprende una 

serina en una posición del aminoácido equivalente a dicha posición del 

aminoácido 223.

16. La vacuna del virus de la influenza de acuerdo a la reivindicación 7, en donde 

uno o más cambios en las secuencias de aminoácidos alteran el sitio de 

glicosilación.

17. La vacuna del virus de la influenza de acuerdo a la reivindicación 7, en donde 

la molécula HA que se encuentra en la naturaleza es de un virus de la 

influenza humana A.



18. La vacuna del virus de la influenza de acuerdo a la reivindicación 17, en donde 

el virus de la influenza humana A es del subtipo H5.

19. La vacuna del virus de la influenza de acuerdo a la reivindicación 7, en donde 

la molécula HA que se encuentra en la naturaleza es de un virus de la 

influenza aviar.

20. La vacuna del virus de la influenza de acuerdo a la reivindicación 7, en donde 

la asparagina en la posición de aminoácido 223 cambia la especificidad para 

los receptores del ácido siálico.

21. La vacuna del virus de la influenza de acuerdo a la reivindicación 7, en donde 

la molécula HA que se encuentra en la naturaleza comprende una serina en la 

posición de aminoácido equivalente a dicha posición de aminoácido 223.

22. El virus recombinante de influenza de la reivindicación 6, en donde el virus es 

usado como virus de referencia para diagnóstico en un ensayo de inhibición de 

hemaglutinina (Hl).

23. Un método para hacer un virus que incluye la molécula de HA del virus 

recombinante de influenza de la reivindicación 1, método que incluye la 

introducción de un vector recombinante que expresa la molécula HA del virus 

recombinante de influenza de la reivindicación 1 en un sistema de genética 

inversa.

24. Un método que incrementa la sensibilidad de un ensayo de inhibición de 

hemaglutinina (Hl), método el cual incluye

(a) obtener un antisuero de animales vacunados o infectados; y

(b) hacer reaccionar in vitro dichos antisueros de animales vacunados o 

infectados con una molécula de hemaglutinina (HA), en donde dicha molécula 

HA comprende (i) asparagina en una posición de aminoácido que corresponde 

a la posición de aminoácido 223 en H5HA y (ii) no es molécula A/HK/223/03 

HA.

25. El método de la reivindicación 24 que resulta en un incremento de dos veces 

en la sensibilidad del ensayo de inhibición de la hemaglutinina (Hl).



26. El método de la reivindicación 24 que resulta en un incremento de cuatro 

veces en la sensibilidad del ensayo de inhibición de la hemaglutinina (Hl).

27. Un método para determinar la eficacia de una vacuna del virus de influenza en 

un animal, método el cual incluye:

(a) obtener un antisuero de un animal vacunado; y

(b) hacer reaccionar in vitro dicho antisuero obtenido del animal vacundo con 

un virus de referencia de diagnóstico que contiene una molécula HA del virus 

de la influenza, en donde dicha molécula HA comprende (i) asparagina en una 

posición de aminoácido que corresponde a la 223 en H5HA y (ii) no es una 

molécula A/HK/223/03 HA.

28. Un método para determinar la eficacia de una vacuna del virus de influenza en 

un animal, método el cual incluye;

(a) obtener un antisuero de un animal vacunado; y

(b) hacer reaccionar in vitro dicho antisuero obtenido del animal con un virus de 

referencia de diagnóstico que contiene una molécula HA del virus de la 

influenza, en donde dicha molécula HA comprende asparagina en una posición 

de aminoácido que corresponde a la 223 en H5HA y en donde la inclusión de 

asparagina resulta en una actividad aumentada del virus de referencia de 

diagnóstico con antisueros derivados del animal expuesto a una molécula HA 

que se encuentra en la naturaleza.

29. Un método para determinar si un animal ha sido expuesto a un virus de 

influenza, método el cual incluye;

(a) obtener un antisuero del animia; y

(b) hacer reaccionar in vitro dicho antisuero del animal con un virus de

referencia de diagnóstico como el descrito en la reivindicación 6.

30. El método de la reivindicación 27, 28 y 29, en donde el animal es un hurón.

31. El método de la reivindicación 27, 28 y 29, en donde el animal es un humano.

32. Una composición inmunogénica caracterizada porque comprende:



a. Una molécula de hemaglutinina (HA) del virus recombinante de la 

influenza H5, en donde dicha molécula H5HA recombinante

i. Comprende uno o más cambios de secuencias de aminoácidos 

en comparación a la molécula HA que se encuentra en la 

naturaleza que comprende un aminoácido diferente a la 

asparagina en la posición del aminoácido correspondiente a la 

posición 223 en H5HA,

ii. Comprende el aminoácido asparagina en la posición 

correspondiente a la posición 223 en H5HA,

iii. Posee una reactividad aumentada con los antisueros obtenidos 

de un animal expuesto a un virus de influenza H5 o una vacuna 

contra la influenza H5 comparada con la molécula HA que se 

encuentra en la naturaleza, y

iv. No es una molécula A/HK/213/03 HA y

b. Un vehículo, en donde dicho vehículo se selecciona de agua y aceites, 

aceite de maní, aceite de soya, aceite mineral, aceite de ajonjolí y 

similares.

33. La composición de la reivindicación 32, caracterizado porque contiene un 

adyuvante.

34. La composición de la reivindicación 32, caracterizado porque contiene además 

una molécula inmunoestimulatoria.

35. La composición de la reivindicación 32, caracterizado porque la composición 

inmunogénica contiene además microcapsulas y/o un portador membranoso 

inmunopotenciador.

36. La composición de la reivindicación 32, caracterizado porque la composición 

inmunogénica contiene además glóbulos rojos de la sangre (RBC), RBC 

fantasmas, o antígeno azul de la lengua.

37. La composición de la reivindicación 32, caracterizado porque uno o más 

cambios en las secuencias de aminoácidos alteran un sitio de glicosilación.



38. La composición de la reivindicación 32, caracterizado porque la molécula HA 

que se encuentra en la naturaleza es de un virus A de la influenza humana.

39. La composición de la reivindicación 38, caracterizado porque el virus A de la 

influenza human es del subtipo H5.

40. La composición de la reivindicación 32, caracterizado porque la molécula HA 

que se encuentra en la naturaleza es de un virus de la influenza aviar.

41. La composición de la reivindicación 32, caracterizado porque la asparagina en 

la posición 223 del aminoácido de la molécula HA altera la especificidad para 

los receptores del ácido siálico.

42. La composición de la reivindicación 32, caracterizado porque la molécula HA 

es parte de un virus recombinante o atenuado.

43. Una composición inmunogénica caracterizada porque comprende;

a. Un virus recombinante de influenza que comprende una molécula de 

hemaglutinina (HA) del virus recombinante de la influenza H5, en donde 

dicha molécula H5HA recombinante:

i. Comprende uno o más cambios de secuencias de aminoácidos 

en comparación a la molécula HA que se encuentra en la 

naturaleza que comprende un aminoácido diferente a la 

asparagina en la posición de aminoácido correspondiente a la 

posición 223 en H5HA,

ii. Comprende el aminoácido asparagina en la posición de 

aminoácido correspondiente a la posición 223 en H5HA,

iii. Posee una reactividad aumentada con los antisueros obtenidos 

de un animal expuesto a un virus de influenza H5 o una vacuna 

contra la influenza H5 comparada con la molécula HA que se 

encuentra en la naturaleza, y

iv. No es una molécula A/HK/213/03 HA, y

b. Un vehículo, en donde dicho vehículo se selecciona de agua y aceites, 

aceite de maní, aceite de soya, aceite mineral, aceite de ajonjolí y 

similares.
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44. La composición de la reivindicación 43, caracterizado porque uno o más 

cambios en las secuencias de aminoácidos alteran un sitio de glicosilación.

45. La composición de la reivindicación 43, caracterizado porque la molécula HA 

que se encuentra en la naturaleza es de un virus A de la influenza humana.

46. La composición de la reivindicación 45, caracterizado porque el virus A de la 

influenza human es del subtipo H5.

47. La composición de la reivindicación 43, caracterizado porque la molécula HA 

que se encuentra en la naturaleza es de un virus de la influenza aviar.

^  48. La composición de la reivindicación 43, caracterizado porque la asparagina en

la posición 223 del aminoácido de la molécula de HA altera la especificidad 

para los receptores del ácido siálico.
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Origin and Evolution of Influenza Virus Hemagglutinin Genes

Yoshiyuki Suzuki and Masatoshi Nei
Institute o f Molecular Evolutionary Genetics and Department o f Blology, The Pennsylvania State University

Influenza A, B, and C virases are the etiological agents o f influenza. Hemagglutinin (HA) is the ma,jor envelope 
glycoprotein o f influenza A and B virases, and hemagglutinin-esterase (HE) in influenza C virases is a protein 
homologous to HA. Because influenza A virus pandemias in humans appear to occur when new subtypes o f HA 
genes are introduced from aquatic birds that are known to be the natural reservoir o f the virases, an understanding 
of the origin and evolution of HA genes is o f particular importance. We therefore conducted a phylogenetic analysis 
of HA and HE genes and showed that the influenza A and B virus HA genes diverged much earlier than the 
divergence between different subtypes o f influenza A virus HA genes. The rate o f amino acid substitution for A 
virus HAs from duele, a natural reservoir, vvas estimated to be 3.19 X lO""* per site per year, which was slovver 
than that for human and swine A virus HAs but similar to that for influenza B and C virus HAs (HEs). Using this 
substitution rate from the duck, we estimated that the divergences between different subtypes o f A virus HA genes 
occurred from several thousand to several hundred years ago. In particular, the earliest divergence time was estimated 
to be about 2,000 years ago. AIso, the A virus HA gene diverged from the B virus HA gene about 4,000 years ago 
and from the C virus HE gene about 8,000 years ago. These time estimates are much earlier than the previous ones.

Introduction

Influenza viruses are members o f the viral family 
Orthomyxoviridae and have a segmented, single-strand- 
ed, and negative-sense RNA genome in an enveloped 
virion (Smith, Andrewes, and Laidlaw 1933). The ge­
nome encodes envelope glycoproteins, matrix proteins, 
nonstructural proteins, nucleoproteins, and polymerase 
proteins. According to the antigenic properties o f matrix 
proteins or nucleoproteins, influenza viruses are classi- 
fied into types A , B, and C. Influenza A  viruses cause 
epidemics and pandemics o f influenza in mammals and 
birds, and aquatic birds are known to be the natural res­
ervoir o f these viruses (Slemons et al. 1974; Webster et 
al. 1978; Hinshaw, Webster, and Tumer 1980). Influenza 
B and C viruses are isolated mainly from humans and 
are less pathogenic than influenza A  viruses. Phyloge­
netic analyses o f nucleoproteins and polymerase pro­
teins have indicated that influenza A  and B viruses are 
more closely related to each other than to influenza C 
viruses (Gammelin et al. 1990; Krossoy et al. 1999; Cox 
et al. 2000).

Hemagglutinin (HA) is the major envelope glyco­
protein o f A  and B viruses, and hemagglutinin-esterase 
(HE) in C viruses is a protein homologous to HA. H A  
(HE) is cleaved into the signal peptide (about 20 amino 
acids in influenza A  viruses), protein H A l (H E l) (about 
320 amino acids), and protein HA2 (HE2) (about 220 
amino acids) when mature proteins are produced (fig. 
1). H A I (H E l) is a receptor-binding protein and the ma­
jo r  target o f immune responsos, whereas HA2 (HE2) is 
an anchor protein o f the envelope and mediatos fusión 
o f the envelope and the cellular endosomal membrane. 
Influenza A  virus H A  genes are classified into 15 sub­
types (H1-H15), according to their antigenic properties

Key words: influenza virus, hemagglutinin, hemagglutinin-ester­
ase, rate o f amino acid substitution, divergence time,
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(WHO Memorándum 1980), whereas B and C virus H A  
(HE) genes are not classified into subtypes. Because in­
fluenza A  virus pandemics in  humans appear to occur 
when new subtypes o f H A  genes are introduced from 
aquatic birds, an understanding o f the origin and evo­
lution o f H A  genes is o f particular importance.

From the phylogenetic analyses o f A  and B virus 
H A  genes, Webster et al. (1992) suggested that the di­
vergence between these two genes occurred later than 
the divergences between some subtypes o f A  virus H A  
genes. However, the reliability o f their conclusión is un- 
clear because they did not use any outgroup to root their 
phylogenetic tree. Saitou and Nei (1986) estimated the 
earliest divergence time between subtypes o f A  virus 
H A  genes to be 200-300 years ago, using the rate o f 
amino acid substitution for human A  virus HAs. This 
estimate is also unreliable because the natural reservoir 
o f these viruses is aquatic birds, and the evolutionary 
rate is known to be slower in birds than in humans (Sai­
tou and Nei 1986; Bean et al. 1992; Schafer et al. 1993; 
Makarova et al. 1999; Reid et al. 1999; Suarez 2000).

The purpose o f this paper is to study the evolu­
tionary relationships o f influenza A , B, and C virus H A  
(HE) genes. We are also interested in estimating the di­
vergence times between these genes.

Materials and Methods
Phylogenetic Analyses

For constructing a phylogenetic tree for influenza 
A, B, and C virus H A  (HE) genes, we used amino acid 
sequences because they are known to give more reliable 
results than nucleotide sequences when the sequence di­
vergence is high (Nei and Kumar 2000, pp. 17-32). We 
also used only the HA2 (HE2) región o f H A  (HE) be- 
cause in the múltiple alignment for the entire región o f 
A, B, and C virus HAs (HEs), the signal peptide and 
H A I (H E l) protein regions generated many gaps and 
only the HA2 (HE2) región appeared reliable (fig. 1) 
(Nakada et al. 1984).

Amino acid sequences o f influenza A, B, and C 
virus HA2s (HE2s) were collected from the intemational
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1 s ig n a l p e p tid e  I HAI 1 8 0
H l  -KKANLLVLLCALAAADA----------------------DTICIGYHANNSTOTVD.......................... .........................................TVLEKNVTVTHSVNLLEDSHNGKLCRLK--------- GIAPLCLGKCNIAGWLLGKPECDPLLPV---------- RSW SYIVETPNSBNGICYPG----------- DPIDYEELREOLSSVSSFER
H2  M A IIY LILLPTA V RG ----------------------DQICICYHSNNSTEKVD---------------------------------------------------TILERNVTVTHAEDILEKTHNGKLCKLN----------GIPPLELRDCSIAGW LLGNPECDILLTV---------- PEWSYIIEKEMPRNGLCYPO------------SFNDYEELKHLISSVTHPEK
H3 --MKTIIALSY1LCLVPAQKCPGNDNSTATLCLGHHAVPNGTLVX-----------------------------------------------------TITNDOIEVTNATELVQSSSTGRICDS--------------PHRILDCKNCTLIDALLGDPHCDGPQN-----------KEWDLFVERSKAYS-NCYPY----------- DVPDYASLRSLVASSGTLEP
K4 --M LS W ILF D LV A E N S  SQSYTGNPVICMGHHSVANGTKVK-----------------------------------------------------TLTDDQVEWTARBLVESQTLPBLCPS----------- PLRLVDGQTCDIINGALGSPGCDHLNG-------------AEWDVFIBRPNAVD-TCYPF----------- DVPDYQSLRSILANNGKFBF
H5 --M E K IV LLLA IV S LV K S ----------------------DQICIGYKANNSTEOVO---------------------------------------------------TIMEKNVTVTHAQDILEKTHNGKLCDt/N--------- GVKPLILRDCSVAGWLLGNPMCDEFINV-----------PEWSYIVEKASPANDLCYPG------------DFNDYEELKHLLSRTNHFEK
H6 - -M IA IIW A IL A T A G R S ----------------------DXICIGYHANNSTTQID---------------------------------------------------TILEKNVTVTHSVELLENOKEERPCKIL--------- KKAPLDLKGCTIEGWILGNPQCDLLLGD-----------OSWSYIVBRPTAQNGICYPG----------- VLNEVBELKALIGSCERVBR
H7 --MNTQ1LVP1ACVL1K-------------------AKGDKICLGHHAVANGTKVN---------------------------------------------------TLTERG IEW NATBTVETANIG KISTQ ------------GKRPTDLGQCGLLGTLIGPPQCDQFLE-------------FESDLIIERREGND-ICYPG----------- KPTNEESLRQILRGSGGIDK
H8 --M B K PIA IA T -L A ST N A  ------------------YDRICIGYQSNNSTDTVN---------------------------------------------------- TLIEONVPVTQTMELVBTEKHPAYCNTD--------- LGAPLELRDCKIEAVIYGNPKCDIHLKD-----------QGWSYIVERPSAPEGMCYPG----------- SVENLBELRFVFSSAASYKR
H9 --M BTKAIIAALLM VTAAN -------------------ADKICIGYQSTNSTBTVD---------------------------------------------------TLTESNVPVTHTKELLHTEHNGMLCATD--------- LGHPLILDTCTIEGLIYGNPSCDILLGG-----------KEWSYIVERSSAVNCMCYPG----------- NVBNLEELRSLPSSAXSYKR
HIO ---M Y K V W IIA L L G A V ------------------- KGLDRICLGHHAVANGTIVK---------------------------------------------------TLTNEQEBVTNATETVBSTNLNKLCKK------------GRSYKDLGNCHPVGWLIGTPVCDPHLT-------------GTWriTLIERENAIA-HCYPG----------- ATINEEALROKIMESGGISK
H l l  --M EKTLLPAAIFLC VKA  r --------------------DBICIGYLSNNSTDKVD---------------------------------------------------- TIIENNVTVTSSVELVETEKTGSFCSIN--------- GKQPISLGDCSPAGWILGNPMCDELIGK---------- TSWSYIVEKPNPTNGICYPG----------- TLBSEEELRLKFSGVLBFMK
H12 --M E K FIIL ST V L A A SFA .................... --Y D K IC lG Y gTN N STETV N ---------------------------- ----------------------TLSEONVPVTQVEELVHRGIDPILCGTE--------- LGSPLVLDDCSLEGtlLGNPKCDLYUíG-----------REWSYIVERPKEMEGVCYPG------------SIBNQEELRSLFSSIKKYBR
H13 MALNVIATLTLISVCVHA----------------------DRICVGYLSTNSSERVD---------------------------------------------------TLLENGVPVTSSIDLIBTNHTGTYCSLN----------GVS PVHLGDCSPEGWIVGNPACTSNFGl---------- REWSYI.IEDPAAPHGLCYPG------------ELNNNGELRHLFSGIRSFSR
H14 --KIALILVALALSHTAYSQITNGTTGNPIICLGHHAVENGTSVK-----------------------------------------------------TLTDNHVBWSAKELVETNHTDELCPS--------------PLKLVDGQDCHLINGALGSPGCDRLOD-----------TTWDVFIERPTAVD-TCYPF----------- DVPDYQSLRSILASSGSLEF
H15 --M N TQ 1IV ILV LC LS M -------------------VRSDKICLGHHAVANGTKVN--------- ------------------------------------------TLTEKGVEW NATETVBITGINKVCTK----------- CKKAVDLGSCGILGTIICPPQCDSHLK-------------PKADLIIERRNSSD-ICYPG----------- KFTNEEALROIIRESGGIDK
B --M K A IIV L U 4 W T S N A ----------------------- DRICTGITSSNSPHW K-----------------------------------------------------TATOGBVNVTGVIPLTTTPTKSHFANLKGTQTRGKLCPNCFNCTDLDVALGRPKCMGNTPS AKVSILHBVKPATS-GCFP-------------IMHDRTKIRQLPNLLRGYEN
C --M PFSLLLVLGLTBAEK----------------------IKICLQKQVNSSFSLKNGPGGNLYATEEKRMFELVKPKAGASVLNQSTWIGFGDSRTDKSNSAPPRSADVSAKTADKPRFLSGGSLMLSMPGPPGKVDYLYOGCGKHKVFYEGVNWSPHAAINCYRKNWTDIKLNFQKNIYELASQSHCMSL• • • •  «t » • •

181 360
H l FBIPPKESSWPNHNTTK--------GVTAACSHA-GKS-SPYRNLLWLTE-------- KEG-SYPKLKNSYVNKKGKEVLVLWG----------------- IHHPSNSKDQONIYQNENAYVSWTSNYNRRFTPBIAERPKVRD----------------------------------------------------------  QAGRMNYYWTLLKPGDT3IFB
H2 VKILPR-NEWTQHTTTG------- G-SQACADY-GGP-SFFRNMVWLTK-------- KGS-NYPIAKRSYNNTSGEQMLIIW G--...............IHHPNDESEQRALYQNVGTYVSVGTSTLNKRSSPBIATRPKVNG--------------------------------------------------------------------- OGGRMEFSWTILDIWDTINFE
H3 INEOFN--------W-TGVAQS------ GESYACKRG-SVK-SFPSRLNWLHES------BY--KYPALNVTMPNNGKFDKLYIWG----------------- VHHPSTDREQTKLYVRASGRVTVSTKRSQQTVIPNIGSRPWVRG---------------------------------------------------------------------LS S R IS IY W TIV K P G D ILLIN
H4 lA EEFO --------W -NTVIQN------ GKSSACKRA-NVN-DFFNRLNWLVKS------TGM-AYPLQNLTKVNNGDYARLYIWG----------------- VHHPSTDTEQTNLYKNNPGRVTVSTKTSQTSWPNIGSRPLVRG----------------------------------------   QSGRISFYW TIVEPGDLIVPN
H5 IQIIPK-SSW SHHDASS--------GVSSACPYH-GRS-SFFRNWWLIK-------- KNS-AYPTIKRSYNNTNQEDLLVLWG------------------IHHPNDAAEOTKLYQNPTTYISVGTSTLNQRLVPEIATRPKVNG--------------------------------------------------------------------- QSGRMEFFWTILKPNDAINFB
H6 FEMFPK-STWTGVDTSS--------GVTRACPYN-SGS-SFYRNLLW IIKT------KSA-AYSVIKGAYNNTGNQP1LYFWG--...............VHHPPDTNEQNTLYGSGDRYVRMGTESMNFAKSPBIAARPAVNG---------------------------------------------------------------------QRGRIDYYWSILKPGETLNVB
H7 ESKGFT--------Y -SG IR TN ------ GATSACRRS-G-A-SFYABMKWLLSN------SDNAAFPOMTKSYRNPRSKPALIVWG----------------- IHHSGSTTEQTKLYGSGNKLITVBSSKYOQSFTPSPGARPOVNG---------------------------------------------------------------------OSGRIDFHWLLLDPNDTVTPT
H8 IRLFDY-SRWNVTRSGT------------ SKACNASTGGQ-SFYRSINWLTKK-------- EPD-TYDFMEGAYVNNEDGDIIFLWG--------------- IHHPPDTKEQTTLYKNANTLSSVTTNTINRSPOPNIGPRPLVRG--................    OOGRMDYYWGILKRGETLKIR
H9 IQIFPD-KTWNVTYSGT------------SRACSN------------ SPYRSKRWLTHK-------- SN-SYPFQNAHYTNNERENILFMWG----------------- IHHPPTDTEOTDLYKNADTTTSVTTEDIMRTPKPVrGPRPLVMG---------------------------------------------------------------------QQGRIDYYWSVLKPGQTLRIR
HIO MSTGFT------- YGSSITSA------ GTTKACMRN-GGD-SPYAELKWLVSK------TKGCNFPQTTNTYRNTDTAEHLIIWG----------------- IHHPSSTQBKNDLYGTQSLSISVBSSTYONNFVPWGARPQVNG--------------------------------------------------------------------- QSGRIDFHWTLVQPGDNITFS
H l l  FBVFTS-NGWGAVNSGV--------GVTAACKFG-GSN-SFFRNIÍVWLIH--------OSG-TYPVIKRTFNNTKGRDVLIVWG.................... IHHPATLTBHQDLYKKDSSYVAVGSETYNRRFTPEINTRPRVNG--------------------------------------------------------------------- QAGRMTFYWKIVKPGESITFE
H12 VKMFDF-TKWNVTYTGT------------SKACNNTSNOC-SFYRSKRWLTLK---------- SG-QPPVQTDEYKNTRDSDIVFTWA--------------- IHHPPTSDEQVKLYKNPDTLSSVTTVEINRSFKPNIGPRPLVRC--------------------------------------------------------------------- OOGRMDYYWAVLKPGQTVKIO
H13 TELIPP-TSWGBVLDGT------------TSACRDNTGTN-SFYRNLVWFIK---------- KNT-RYPVZSKTYNNTTGRDVLVLWG--------------- IHHPVSVDBTKTLYVNSDPYTLVSTKSWSEKYKLBTGVRPGYNG--------------------------------------------------------------------- QRSWMKIYWSLIHPGEMITFE
H14 lAEQ FT------- W-MGVKVD------ GSSSACLRG-GRN-SFFSRLNWLTKA------TNG-NYGPINVTKENTGSYVRLYLWG----------------- VHHPSSDNEQTDLYKVATGRVTVSTRSDQISIVPNIGSRPRVRN----------------------------------------------------  QSGRISIYW TLVNPGDSIIFN
H15 EPMGFR------- Y -SG IK T D ------ GATSACKRT-V-S-SFYSEM KW LLSS------KANQVFPQLNQTYRNNRKEPALIVWG----------------- VHHSSSLDEQNKLYGAGNKLITVGSSKYOOSFSPSPGDRPKVNG-------------------------------------------------  QAGRIDFHWMLLDPGDTVTPT
B IRLSTSNVINTBTAPGGPYKVGTSGSCPNVANGN-GPFNTMAWVIPKDNNKTAINPVTVEVPYICSEGEDOITVWG-----------------FHSDDKTQMSRLYGDSNPQKFTSSANGVTTHYVSOIGGFPNQTEDEGLK--------------------------  - .............  QSGRIWDYMVQKPGKTCTIV
C VN ALDK--TIPLO VTAG  TAGNCNNSFLKNPALYTQBVKPSENKCGKENLAFFrrLPTQFGTYECKLHLVASCYFl YDSKEVYNKRGCDNYFOVIYDSFGKVVGGLDNRVSPYTGNSGDTPTMQCDMLQLKPGRYSVRSS PRFLLMPERSYCFDMKEKGPVTAVQSIWGKGRESDYA• • •  . *  • • •

361 HAI HA2 540
H l ANGNLIAPRYAFALSRGFG---------------- SGIITS-NASMH-ECNTKCQTPLGAINSSLPFQN--IKPVT1GBCPKYVRSAKLRMVTGLRNIPSIQ--.............. -SRGLFGAIAGFIEGGWTGMIDGWYO-YHHQNEOGSGYAADOKSTQNAINGITNKVNSVIEKMNIOFTAVGKEFNKLEK
H2 STGNLIAPEYGFKISKRGS------------------- SGIMKT-EGKLE-NCBTKCQTPLGAINTTLPFHN--IHPLTIGECPKYVRSERLVLATGLRNVPOIE---------------- SRGLFGAIAGFIBGGWOGMVDGWYG-YHHSNDOGSGYAADKESTOKAIDGITNKVNSVIEKMMTOFGAVGKEFSNLER
H3 STGNLIAPRGYFEIRTG--------------------- KSSIMRS-DAPIG-TCSSECITPNGS1PNDKPF0N--VNRITYGACPRYVKQNTLKLATGMRNVPEK----------------QTRGIFGAIAGFIENGWEGMVNGWYG-FRHQNSEGTGQAADLKSTQAAIDOINGKLNRLIEKTNEKFHQIEKEFSBVEG
H4 TIGNLIAPRGHYKLNNQK------------------ KSTILNT-PIPIG-SCVSKCHTDKGSVSTTNPFQN--ISRIA1GECPKYVK0GSLKLATGMRNVPEK----------------ASRGLFGAlAGFIENGWQGLIDGVfYG-FRHQNAEGTGTAADLKSTQAAIDKINGKLNRLIBKTOBKYHGIEKEFNRIEG
HS SNGNPIAPEYAYKIVRKGD-----------------SAIMKS-ELEYG-NCNTKCOTPMGAINSSMPFHN--IHPLTIGECPKYVXSNRLVLATGLRNTPQRERR--------- RKKRGLFGAIAGFIEGGWQGMVDGWYG-YHHSNEOGSGYAADKESTQKAIDGVTNKVNSIIDKMNTOFBAVGREFNNLER
H6 SNGNLIAPWYAFRFVSTSNK-----------------GAVFKS-NLP1E-NCDATC0TVACVLRTNKTFQN--VSPLWIGECPKYVKSESLRLATGLRNVPQIE----------------TRGLPGAlAGFlEGGWTGMIDGWYG-YHHENSQGSGYAADRESTQKAVtXJlTNKVNSIIDKKMTOFEAVDHEFSNLER
H7 FNGAFIAPDRASFLR----------------------- GESLGIQS-DVPLDSNCGGNCFHSGGTIVSSLPFQN--INSRTVGKVPRYVRQPSLLLATGMRNVPENP--------------KTRGLFGAIAGFIENGWEGLIDGWYG-FRHQNAQGEGTAADYRSTQSAIDQITGKLKRLIDKTNQOFBLIDNAFSEIEO
H8 TNGNLIAPBFGYLLKGESY--................ GRIIQNEDIPIG-NCNTKCQTYAGAINSSKPFQN--ASRHYMGECPKYVKKASLRLAVGLRNTPSVE...................PRGLFGAIAGPIEGGWSGMIDGWYG-FHHSNSEGTGMAADOKSTQEAIDKITNKVKNIVDKKKrREFEWNHEFSEVBK
H9 SNGNL3APWYGHVLTGESH-------------------GR1LKT-DLNNG-NCWQCQTEK0GLNTTLPFHII--ISKYAFGNCPKYVGVKSLKLPVGLRNVPAVS---------------- SRGLFGAIAGFIEGGWPGLVAGWYG-FOHSNDQGVGMAADKGSTQKAIDKITSKVNNIIDKMNXOYEVIDHEFNELEA
HlO DNGGLIAPSRVSKLT----------------------- GRDLGIQS-EALIDNSCESKCFWRGGSIKTKLPFQN--LSPRTVGOCPKYVNORSLL.LATGMRNVPEW--------------OGRGLFGAIAGFIENGWEGKVDGWYG-FRHQNAOGTGQAADYKSTOAAIDOITGKLNRLIEKTNTEFESIESEFSETEK
H l l  SNGAFLAPRYAFEIVSVGN-------------------GKLFRS-ELNIS-SCSTKC0TEIGGINTNKSFHN--VHRNT1GDCPKYVNVKSLKLATGPRNVPAIA---------------- SRGLFGAIAGFIEGGWPGLINGWYG-FQHRDBEGTGIAADKBSTQKAIDOITSKVNNIVDRMNTNFESVOHEPSEIEB
H12 TNGNLIAPEYGHLITGKSH------------------ GRILKM-NLPMG-QCVTECOLNEGVMNTSKPFOM--TSKHYIGKCPKYIPSGSLKLAIGLRNVPOVO---------------- DRGLFGAIAGFIEGCWPGLVAGWYG-PQHONAEGTGIAADRDSTQRAIDNMOMKLNNVIDKKNKQFEWNHEFSBVES
H13 SHGGFLAPRYGYIIEEYGK-----------------GRIFQS-R1RMS-RCNTKCQTSVGG1NTNRTFQÍÍ--1DKKALGDCPKYIKSGQLKUVTGLRNVPAIS--..............-MRGLPGAIAGPIEGGWPGLINGWYG-FQHQNEOGTGIAADKESTQKAIDQITTKINNIIDKKNGNYDSIRGEFNQVEK
H14 SIGNL3APRGÍÍYKISKST-------------------KSTVLKS-DKRIG-SCTSPCLTDKGS1QSDKPFQN--VSRIA3GNCPKYVK0CSLMLATGMRÍ1IPGK----------------QAKGLFGAIAGFIENGWOGLIDGWYG-FRHOKAEGTGTAADLKSTOAAIDQINGKLNRLIEKTNEKYKOIEKEFEOVEG
H15 FNGAFIAPDRATPLRSNAPSGVBYNGKSLGIOS-DAOIDESCBGECFYSGGTINSPLPFQH--IDSWAVGRCPRYVKQSSLPLALGMKNVPEKI..................HTRGLFGAIAGFIENGWEGLIDGWVG-F*RHONAQGQGTAADYKSTOAAIDOITGKLNRLIEKTNTOFELIDNEFTEVEO
B YQRGILLPOKVWCASGR--------------------- S KVIKG-SLPLIGEADCLHEKYGGLNKSKPYYTG--EHAKAIGNCPrWVKTP-LKLANGTKYRPPAKLL--------- K-ERGFFGAIAGFLEGGWEGMIAGWHG-YTSHGAHGVAVAADLKSTQEAINKITKNLNYLSELEVKNLQRLSGAMNELHD
C VDOACLSTPGCMLIQKQKPYIGEADDHHGDQEMRELLSGLDYEARCISOSGWVNETSPFTEKYLLPPKFGRCPLAAKESSIPKIPDGLLIPTSGTDTTVTKPKSRIFGIDDLIIGVLFVAIVBTGIGCYLLGSRKESGGGVTKESAEKGFEKIGMDIQILKSSINIAIEKLNDRISHDEO
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H l RKENLNKKVDDGFLDIWTYNAELLVLLBNBRTLDFHDSNVRNLYEKVKSQLKNNAKBIGNGCFEFYHKCDNECHESVRiíGTYDYPKYSEESKLNREKVDGVXLESMG-IYQILAlYSTVASSLVLLVSLGAISFWMCSNGSLQCRICI
H2 RLENLNXKMEDGFLDWiTYNABLLVLMENERTLDFHDSNVKNLYDKVRMQLRDNAKELGNGCFEFYHKCDDECKNSVKNGTYDYSKYBEBSKLNRTEIKGVKLSNMG-VYQILAIYATVAGSLSLAIMIAGlSrVíMCSNGSLQCRlCI
H3 RIODLEKYVEDTKIDLWSYNAELLVALENQHTlDLTDSEMNXLFEKTRKQLRENABDMGNGCFKiyHKCDNACrGSIRNGTYDHDVYRDEALNNRFQIKGVELKSG--YKDWILWISPAISCPLLCWLLGFIKWACOKGNIRCNICI
H4 RV0DLEKYVEDTK1DLWSYKABLLVALENQHT1DVTDSBMNKLFERVRRQ1RENAED0GNGCFE1FHKCDNNCIESIRNGTYDHDIYRDEAIHNRF0IQGVKLIQG--YKD1ILWISPSISCFLLVALLLAFILWAC0NGN1RCQIC1
H5 RIBNLNKQMEDGFLDVWTYNAELLVLHENERTLDFHDSNVKNLYDKVRLQLRDNAKBLGNGCFEFYHKCDNECMESVKNGTYDYPQYSEEARLNREEISGVKLESMG-TYQILSIYSTVASSLALAIMVAGLSLWMCSNGSLQCR3CI
H6 RIDNLNKRMEDGFLDVWTYNABLLVLLENERTLDLHDANVKNLYERVKSQLRDNAMILGNGCFEFWHKCDDECMESVKNGTYDYPKYQDBSKLNROBIESVKLBSLG-VYOILAlYSTVSSSLVLVGLlIAVGLVmCSNGSKOCRICI
H7 0IGNVINWTRDSMTBVWSYKAELLVAMENQHTIDLADSEMKKLYERVRKQLRENAEEDGTGCFE1FHKCDD0CMAS1RHNTYDHT0YRAESL0NRIQIDPVKLSSG--YKDIILWFSFGASCFL.LLAIAMGLVFICIKNGNMRCT1CI
H8 RINMINDKIDDQIEDLWAYNAELLVLLENQKTLDBHDSNVKNLFDBVKRRLSANAIDAGNGCFDILHKCDNECMBTIKNGTYDHKEYEEEAKLERSKINGVKLBENT-TYKILSIYSTVAASLCLAILIAGGLILGMONGSCRCMFCl
H9 RLNMINNKIDDOIODIWAYNAELI.VLLEMQKTLDEHDANVNNLYNKVKRALGSNAVEDGNGCFELYHKCODOCME'TIRNGTYDROKYOEESRLEROKIBGVKLESEG-TYKILTIYSTVASSLVLAMGFAAFLPWAMSKGSCRCMICI
H lO  QIGNVINWTKDSITDlVJTYNAEl.LVAMENQHTII»lADSEKLNLyERVRKQLRQHAEEDGKGCFBIVHTCDDSCMESIRimTYDHSOYREEALLNRLNINPVKLSSG--yKDIILWPSPGESCPVI.LAW>IGLVPFCLKNGNMRCTICI
H l l  RINQLSKHVDDSWDIWSYNAQLLVI-LENEKTLDLHDSNVRNLHEKVRRMLKDNAKDEGNGCFTFYHKCDNKCIERVRNGTYDHKEFEEESKINRQEIEGVKLDSSGNVYKILSIYSCIASSLVLAALIMGFMFWACSÍÍGSCRCTICI
H12 RINMINSKIDDOITDIWAYNAELLVLLENOKTLDEHDANVRNLHDRVRRVLRENAIDTGDGCFEILHXCDNNCMDTIRMGTYNHKEYEEESKIEROKVNGVKLEENS-TYKILSIYSSVASSLVI.LLMI1GGFIFGCONGNVRCTFCI
H13 RINMLADRIDDAVTDIWSYNAKLLVLLENDKTLDMHDANVKNLHEQVRRELKDNAIDEGNGCFELLHKCNDSCMETIRNGTYDHTEYAEESKLKROEIDGIKLKSEDNVYKALSIYSCIASSWLVGLILSPIMWACSSGNCRFMVCI
H14 RIQDtEKYVEDTKlDLWSYKABÜLVALENQHTIDVTDSEMNKLFERVRR0LRENAED0GNGCFElFHQCDNNClESlRNGTYDHNIYRDBAINNRIKIMPVTOTMG--YKDIILWISFSMSCFVFVAl.lLGFVLWACQNGNlRCQICI
H15 QIGNVlNWTRDSLTErWSYNAELLVAMENQHTIDIiADSEMNKLYERVRRQLRENAEEDGTGCFEIFHRCDDOCMESIRNNTYNHTEYRQEALQNRIMINPVKLSGG--YKDVILWFSFGASCVMLLAIAMGLIFMCVKNGNLRCTICl
B EILELDBKVDDLRADTISSOIELAVLLSNEGIINSEDEHLLALERKLKKMLGPSAVEIGNCCFETKHKCNQTCLDRIAAGTFNACDFSLPTFDSLNITAASLNDDGLDNHTILLYYSTAASSLAVTLMIAIFIVYMVSRDNVSCSICL
C AlRDLTLElENARSEALIiGElGIIRALLVGNISIGLQESLW ELASEITNRAGDLAVEVSPGCW IIDN NICDOSCQMFIFKFNBTAPVPTIPPLDTK-IDLQSD--------------PFYW GSSLGLAITATISLAALVISGIAICRTK . .  * •  itit» • • * • • •  • • •

Fig . 1.— ^Múltiple alignment for 17 randomly chosen amino acid sequences (see table 1) o f the entire región o f influenza A , B, and C virus HAs (HEs). Dashes ind icate gaps. Stars indicate amino acid 
sites where the same amino acid exists for all sequences, and dots indicate amino acid sites where amino acids with similar properties exist for all sequences. HAs in A  and B viruses (HEs in C viruses) 
are cleaved into the signal peptide and the proteins H A I (H E l) and H A 2 (HE2) when mature proteins are produced.
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Table 1.
Amino Acid Sequences of the HA or HE Genes used for a Phylogeneic Analysis of A 
Viruses (15 subtypes) and B and C Viruses”

Type and Subtype Virus'’
Accession
Number*

Influenza A  virus H l ............. A/PR/8/34 (H IN I) V01088
Influenza A  virus H 2 ............. A/herring gull/DE/677/88 (H2N8) L1I132
Influenza A  virus H 3 ............. A/Beijing/353/89 (H3N2) U97740
Influenza A  virus H 4 ............. A4iudgerigar/Hoklcaido/l/77 (H4N6) M25285
Influenza A  virus H 5 ............. A/goose/Guangdong/1/96 (H 5N I) A F 144305
Influenza A  virus H 6 ............. A/shearwater/Australia/I/72 (H6N5) D90303
Influenza A  virus H 7 ............. A/turkey/Oregon/71 (H7N3) M 3I689
Influenza A  virus H 8 ............. A/turkev/Ontario/6118/68 (H8N4) D90304
Influenza A  virus H 9 ............. A/turkey/Wisconsin/66 (H9N2) D90305
Influenza A  virus H lO ........... A/chicken/Germany/N/49 (H I0N 7) M 2I647
Influenza A  virus H l l ........... A/duck/England/56 (H I1N 6 ) D90306
Influenza A  virus H I 2 ........... A/duck/Alberta/60/76 (H I2N 5) D90307
Influenza A  virus H 1 3 ........... A/gull/Maryland/704/77 (H13N6) D90308
Influenza A  virus H 1 4 ........... A/mallard duck/Gurjev/263/82 (H I4N 5 ) M35997
Influenza A  virus H I 5 ........... A/duck/Australia/341/83 (H15N8) L43916
Influenza B virus...................... B/Lee/40 K00423
Influenza C virus...................... C/Johannesburg/66 M I 7868

“ In the phylogenetic analysis, only the HA2 (HE2) región o f the H A  (HE) gene was used.
•'The virus ñame consists o f  type/host species/place o f  isolation/strain niimber i f  available/year o f isolation (the HA 

subtype and the neuram inidase subt^^ie), By convention, the host species is omitted i f  the virus is isolated from humans 
(W HO M emorándum 1980).

*= Tlie accession number in the intem ational D N A  databank (DDBJ/EM BL/GenBank).

D NA databank (DDBJ release 43). A fter excluding se  ̂
quences from laboratory-adapted viruses and idéntica! 
sequences w ithin species, we obtained 57, 34, 58, 10, 
29, 2, 41, 1, 4, 2, 1, 1, 3, 1, and 2 amino acid sequences 
for the H1-H15 subtypes o f A  virus HA2s, respectively. 
We also obtained 15 sequences for B virus HA2s and 
35 sequences for C virus HE2s. A  total o f 296 amino 
acid sequences were aligned by the Computer program 
CLUSTAL W  (Thompson, Higgins, and Gibson 1994). 
After removing all alignment gaps, 207 amino acid sites 
were used for estimating p, Poisson correction (PC), and 
gamma distances (Nei and Kumar 2000). The gamma 
shape parameter (a) was estimated to be 1.83 by Gu and 
Zhang’s (1997) method. The phylogenetic tree was con- 
structed by the neighbor-joining (NJ) method (Saitou 
and Nei 1987), and the reliability o f each interior branch 
was tested by the bootstrap method w ith 1,000 resam- 
plings (Felsenstein 1985; Kumar et al. 2001). The NJ 
trees were also constructed for 17 amino acid sequences 
which were randomly chosen from each subtype o f A  
virus HA2s and from B virus HA2s and C virus HE2s 
(table 1).

Estimation o f Divergence Times

For estimating the divergence times between sub­
types o f  influenza A  virus genes, we used only A  virus 
sequences because B and C virus sequences were not 
necessary. We also used amino acid sequences for the 
entire región o f H A  because the alignment for A  virus 
HAs appeared to be reliable (fig. 1) (Rohm et al. 1996), 
and longer sequences were expected to give more reli­
able estimates.

We obtained 50, 25, 24, 10, 21, 2, 25, 1, 4, 2, 1, 
1, 3, 1, and 2 amino acid sequences for the H1-H15 
subtypes o f A  virus HAs from the databank, respective­

ly, and made a múltiple alignment for a total o f 172 
sequences by CLUSTAL W  After removing all align­
ment gaps, 540 amino acid sites were used for estimat­
ing gamma distances w ith a =  1.20, which was obtained 
by Gu and Zhang’s method. An NJ tree was constructed, 
and the branch lengths were recalculated by the ordinary 
least squares method (Rzhetsky and Nei 1993) to esti­
mate the rate o f amino acid substitution accurately (see 
subsequently).

When the years o f isolation are available for viral 
sequences in a phylogenetic tree, the rate o f amino acid 
substitution may be estimated by the regression coeflfi- 
cient o f the numbers o f amino acid substitutions from a 
common root on the years o f isolation (Nei 1983; Su­
zuki, Wyndham, and Gojobori 2001). Using the phylo­
genetic tree for 172 sequences o f influenza A  virus HAs, 
we estimated the rate o f amino acid substitution for duck 
A  virus HAs because duck provided the largest number 
(28) o f sequences among aquatic birds. For estimating 
the divergence times between subtypes o f A  virus H A  
genes, we constructed a linearized tree (Takezaki, Rzhet­
sky, and Nei 1995) for 28 amino acid sequences o f duck 
A  virus HAs using the gamma distance w ith a =  1.20. 
The standard errors (SEs) and 99% confidence intervals 
(Cls) o f the rates and the divergence times were esti­
mated by the bootstrap method, under the assumption 
that the topologies o f  the phylogenetic trees for 172 se­
quences o f influenza A  virus HAs and 28 sequences o f 
duck A  virus HAs were correct (Nei and Kumar 2000).

Results
Phylogenetic Relationships o f Influenza A, B, and C 
Virus H A  Genes

The NJ trees constructed by using p, PC, and gam­
ma distances for 17 randomly chosen amino acid se-
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Ĥ3 
H4

99 I H1499 i i-

I-----1
O 0.1

HS

H12

HI3

-----------------H l l

----------------H6

--------------- H l

t H5

9r1---- h2
1001—  

lO o J  I H7

HlO

H3

H4ICO

H14

HS

H12

M9

H13

H l l

H6

H5

H2

H15

H7

 HIO

I--------------H3

H4

97 I H I4

1-

'5 ,

F ig . 2.— Phylogenetic trees for 17 randomly chosen amino acid sequences (see table 1) of the HA2 (HE2) región o f influenza A , B , and 
C virus HAs (HEs). Trees (a), (b), and (c) were obtained by using p, PC, and gamma distances, respectively. The bootstrap valué is indicated 
for each interior branch. The scale hars indicate the numbers o f amino acid substitutions per site.

quences o f the HA2 (HE2) protein are shown in paneis 
(a), (b), and (c) o f figure 2, respectively. A ll trees show 
the sanie topology and indicate that all influenza A  virus 
H A  genes diverged after they separated from B virus 
H A  genes. The monophyly o f A  virus H A  genes is sup- 
ported by a bootstrap valué o f 100%, 99%, and 95% in 
trees (a), (b), and (c), respectively. This relationship was 
also supported by the NJ trees for 296 amino acid se­
quences o f influenza A, B, and C virus HA2s (HE2s) 
w ith high bootstrap valúes (100%>, 99%, and 86% for p, 
PC, and gamma distances, respectively) (data not 
shown).

Divergence Times Between Subtypes o f A  Virus 
H A  Genes

For estimating the divergence times between sub­
types o f A  virus H A  genes, we first estimated the rate 
o f amino acid substitution for duck A  virus HAs because 
duck is one o f the natural reservoirs o f these viruses and 
provided the largest number o f sequences among them. 
In the phylogenetic tree for 172 amino acid sequences 
o f the entire región o f A  virus HAs, only the H l and 
H2 subtypes included sufficient numbers o f sequences 
for estimating the rate for duck A  virus HAs and are
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3̂

(a)
A/duck/Australia/749/80 (H IN I)

“  A /duck/B«varia /l/77 (H IN I)
A /m illa rd  duck/TenDessee/11464/85 (H IN I)
A/turkey/Minnesota/I661/81 (H IN I)
- A /duck/A1berla/35/76(H IN t)
A/duck/AIberta/35/76 (H IN I)

A/swine/Nethcrlands/3/80 (H IN I)
A/swine/Ñetherlands/12/85 (H IN I)
A/swjne/Beleium/l/83 (H lN ) l 

A /sw ine /lta lv /67 í/87 (H lN n  
—  A/swinc/$chlcswig»Holstcin/1 /93 (H IN I)  

A/swine/Hneland 195852/92 (H IN I)
A/South C aro lina/!/l8  (H IN I)

I----------------------------- A/rokvo/3/67 (H IN I)
I----------------------------  A/PR/8/34 (H IN IT

L A/Fort Monmouth/1/47 (H IN I)
A/swi nc/England/191973/92 ( H IN7) 

A A.eningrad/l/S4(H lN !)
A/Mongolia/231/85 (H IN I)  
A /U SSR/90/77(H IN l)

—  A /S u iia /I/89(H 1N I) 
A /S u ila /l/8 9 (H IN l) 

ACHR/157/83 (H IN I)

A/swine/lowa/15/30 (H IN I)
_ f —  A/swine/lilinois/63 (H IN I)  

A/swinc/Wisconsin/l/61 (H IN I)
-------------  A/swine/NewJersev/11/76(H IN I)
_______r -  A/swine/England/283902/937HlNI)

A/s wine/Eneland/117316/86 (H IN I)  
A/swi ne/Ehínie/l/80 (H IN 1) 
A/swine^okkaido/2/81 (H Í N l ) 

A/swme/SFHvacinthc/106/91 (H IN I) 
A/swine/Nebraska/l/92 (H IN I)

A/swine/lndiana/9K035/99 (H1N2) 
A/s w i ne/W isc ons i n/2 3 5/97 (H IN I)  

A/swine/Wisconsin/458/98 (H IN I)

A /K ie v /59 /79 (H lN l)
  A/swin€/England/438207/94(HIN2)
------------------  A/swine/England/690421/95 (H IN 2)

[ A/swine/England/72685/96 (H IN 2)
^  A/swine/EngIand/17394/96 (H IN 2).

A/swine/Wisconsin/136/97 (H IN I)  
A/swine/Wisconsin/125/97 (H IN I)  

A /M b / I i /9 Í  (H ltJ I)  
A/swine/lndiana/1726/88 (H IN I)  

A /W I/4754 /94 (H lN I) 
A/swine/Wisconsin/164/97 (H IN I)  

A/s wine/W iscons in/163/97 (H IN I)  
A/swine/W*íscctis In/I66/97 (H IN I)  

A/swine/Wisconsin/457/98 (H IN I)

Avían sequences

Av ian>llke swine sequences

Human sequences

Classical swine sequences

£*o'

(b)
A/gull/MD/19/77 (H2N8)

I—  A /m alIard  duck/NY/6750/78 (H2N2)
-----------------A /m allard  dock/Ontario/56/76 (H2N3)

  A /m allard  duck/AIberta/353/88 (H2N3)
'--------  A/guínea/NJ/3070/91 (H2N2)

A ^erring  gulI/DE/677/88 (H2N8) 
A /duck/CDR/72 (H2N9)

A /m allard  duck/MT/61 (H2N2) 
A/chicken/Potsdam/4705/84 (H2N2)

A /peklng duck/Potsdam/1689-4/85 (II2N3) 
A /m allard  duck/Potsdam/178-4/83 (H2N2)

I  A /duck/Hong Kong/273/78 (H2N2)
  A/pintail/Praimoric/625/76 (H2N2)
_ l   A/Korea/426/68 (H2N2)

 L  A/lzum i/5/65IH2N2t
I r~  Á ^erlin /3 /64  (H2Ñ¿)
^ ----------  A/Bcrkclev/1/68 (H2N2)

—  A /Ja p an /30 5 /5 7 (H ^Ñ ^
- A/Japan/305/57(H2N2) 
r "  A/Krasnodar/IOl/59 (H2N2)

U r—  A/Japan/jÓS/S? (H ¿M ¿r 
L -  A /R I/5/57(H2N2)

  A /R I/5/57(H2N2)
r -  A/SinBanore/í7S7(H2N2)
>— A/Singapore/l/57 (H2N2)

Avian sequences

Human sequences

C¡Q_

O O.I
Fig. 3.— (a) H l and (b) H2 subtype subtrees in the phylogenetic tree for 172 amino acid sequences of tíie entire región o f influenza A  

virus HAs. For the nomenclature o f influenza viruses, see the footnotes o f table 1. The nodes at which the year o f divergence was estimated 
(table 3) are denoted by black circles and labeled with letters. The human and swine sequences used for estimating the rates and the years of 
divergences are underlined. The duck sequences used for estimating the rates are boldfaced. The scale bars indicate the numbers o f amino acid 
substitutions per site.

shown in panels (a) and (b) o f figure 3, respectively. In 
this figure, avian sequences had generally shorter branch 
lengths than human and swine sequences in both sub­
types, indicating that the rate for the former was slower 
than that for the latter. To estimate the rate o f amino 
acid substitution, we conducted a regression analysis us­
ing duck sequences but failed to obtain the rate because 
it became negative in both H l and H2 subtypes (data

not shown). This happened probably because the evo­
lutionary rate for duck sequences was too slow to give 
reliable estimates (Bean et al. 1992; Schafer et al. 1993; 
Suarez 2000).

To obtain a reliable rate for duck sequences, it was 
necessary to analyze duck sequences which were more 
distantly related from one another than those analyzed 
earlier in the article. For this purpose, we estimated the
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F ig . 4.— ^Regression analyses for estimating the rate of amino acid substitution for the entire región o f (a) human, (é) classical swine, and 
(c) avian-like swine influenza A  virus HAs in the H l subt>'pe and for (d) human sequences in the H2 subtype and for the (e) H l  and (/) H2 
subtype sequences o f duck HAs. In each panel, the abscissa indicates the year o f isolation or divergence, and the ordinate indicates the number 
of amino acid substitutions from node (a) M , (b) M , (c) N , (d) O, or (e) M , or from (f) the earliest node of panel (b) in figure 3. An open circle 
and an open square in panel (e) indicate nodes M  and N  in figure 3a, respectively, and an open triangle in panel (f) indicates node O in figure 
36.
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years o f divergences between duck sequences and hu­
man and swine sequences in figure 3, using the rates for 
the latter sequences and added these nodes to the re­
gression analysis o f duck sequences. The rates for hu­
man and swine sequences were easily estimated by the 
regression analysis using these sequences only because

Table 2.
Rates of Amino Acid Substitution (x 10“ )̂ for Influenza 
A Virus HAs"

Subtype Host Species

Rate ±  SE 
(Per Site Per 

Year)
99% C1 (Per 

Site Per Year)

H l ............. Human 1.20 ±  0.32 0.49-2.11
H l ............. Classical swine 0.56 ±  0.20 0.16-1.21
H l ............. Avian-like swine 1.87 ±  0.79 0.30-4.21
H l ............. Duck 0.39 ±  0.12 0.14-0.72
H 2 ............. Human 2.03 ±  0.77 0.15-4.01
H 2 ............. Duck 0.25 ±  0.19 -0 .23 -0 .85
H1-H2'’ . . . Duck 0.32 ± 0 . 1 1 0.07-0.66

“ The entire región o f the H A  gene was used for analysis. 
The average rate for tbe H l and H2 subtypes.

the rates were relatively high. In the H l subtype, we 
first estimated the year o f divergence at node M  using 
the rate for human sequences (fig. 3a). We used only 
human sequences which were isolated before 1977 be- 
cause human A  viruses circulating after 1977 are known 
to have originated fi'om a laboratory-adapted virus (Ken- 
dal et al. 1978; Nakajima, Desselberger, and Palese 
1978; Scholtissek, von Hoyningen, and Rott 1978; Pa­
lese and Young 1982; Hayashida et al. 1985). The rate 
o f amino acid substitution for human sequences was es­
timated to be 1.20 X  10“ " per site per year (fig. 4a and 
table 2), and the year o f divergence at node M  was a .d . 
1862. We also estimated the year o f divergence at the 
same node using classical swine sequences. This gave a 
rate o f 0.56 X  10“  ̂per site per year (fig. 4¿) and a date 
o f 1836 at node M. Taking the average for human and 
classical swine sequences, we obtained 1849 as the final 
estimate o f the year o f divergence at node M  (table 3). 
In addition, we estimated the year o f divergence at node 
N  using avian-like swine sequences. These sequences 
apparently evolved at a rate o f  1.87 X  10"^ per site per 
year (fig. 4c), and the year o f divergence at node N was

O
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Table 3.
Years of Divergences Between Influenza A Virus HA 
Genes in the Hl and H2 Subtypes

Year o f Divergence ±  SE 
Node" (A .D .) 99% CI (a .d .)

M   1849 ±  32 1660-1886
N .......................  1965 ±  53 1843-1977
0 .......................  1946 +  80 1781-1953

'  The nodes correspond to  those indicated in figure 3.

1965. By adding nodes M  and N  to the regression anal­
ysis o f duck sequences (fig. 4e), the rate for these se­
quences was estimated to be 3.89 X  10“ '* per site per 
year. We also estimated the rate for duck sequences in 
the H2 subtype. In this subtype, we estimated the year 
o f divergence at node O using human sequences (fig. 
3¿). The rate o f amino acid substitution for these se­
quences was estimated to be 2.03 X  10“  ̂ per site per 
year (fig. Ad and table 2) and the year o f divergence at 
node O was 1946 (table 3). We added node O to the 
regression analysis o f duck sequences (fig. 4f )  and ob­
tained a rate o f 2.48 X  10“ '* per site per year for these 
sequences. Taking the average for the H l and H2 sub­
types, we obtained 3.19 X  10“ '* per site per year as the 
final estimate o f the rate o f amino acid substitution for 
duck influenza A  virus HAs.

A  linearized tree for 28 amino acid sequences o f 
duck A  virus HAs is shown in figure 5. The topology 
o f suhtypes was the same as that shown in  figure 1, 
except for the branching pattem o f the H l l  subtype, 
which was supposed to make a cluster w ith the H12 
subtype but made a cluster w ith the H l,  H2, and H5 
subtypes. The estimates o f the divergence times between 
different subtypes o f influenza A  virus H A  genes are 
listed in table 4. Although the SE and 99% C1 are large, 
all subtypes apparently diverged from several thousand 
to several hundred years ago. In particular, the earliest 
divergence (node X ) is likely to have occurred about
2,000 years ago. We further estimated the divergence 
times between influenza A , B, and C virus H A  (HE) 
genes by linearizing the phylogenetic tree in figure 2c. 
Assuming that the earliest divergence between subtypes 
o f A  virus H A  genes occurred 1,971 years ago (table 4), 
A  and B virus H A  genes apparently diverged 3,832 
years ago, and the separation o f A  and B virus H A  genes 
fi'om C virus HE genes occurred 7,919 years ago.

Discussion

The divergence between influenza A  and B virus 
H A  genes apparently occurred earlier than the diver­
gences between different subtypes o f A  virus H A  genes. 
This is different fi'om the conclusión o f Webster et al. 
(1992) that the divergence between A  and B virus H A  
genes occurred later than the divergences between some 
subtypes o f A  virus H A  genes. This difference is ap­
parently caused by the fact that Webster et al. did not 
use an outgroup for their phylogenetic analysis. In the 
present study, the phylogenetic relationship was sup­
ported with a high bootstrap valué, indicating that the 
relationship obtained is highly reliable.

The rate o f amino acid substitution for duck A  v i­
rus HAs (3.19 X  10 per site per year) was slower than 
that for human and swine A  virus HAs ([0.56-2.03] X  

10“ " per site per year) but similar to that for B virus 
HAs (5.3 X  10“ '* per site per year [A ir et al. 1990]) and 
C virus HEs (2.3 X  10“ '* per site per year [Muraki et 
al. 1996]). These results suggest that the rate for HAs 
(HEs) is more or less constant in the natural reservoir 
but is accelerated in the newly infected host species. 
This is probably caused by variation in the strengths o f 
immune responses and functional constraints on HAs 
(HEs) among different host species (Yamashita et al. 
1988; Bean et al. 1992; Schafer et al. 1993; Scholtissek, 
Ludwig, and Fitch 1993; Makarova et al. 1999; Suzuki 
and Gojobori 1999).

The earliest divergence time between subtypes o f 
influenza A  virus H A  genes was estimated to be about
2,000 years ago. Also, the divergence time between A  
and B virus H A  genes was estimated to be about 4,000 
years ago, whereas A  and B virus H A  genes and C virus 
HE genes diverged about 8,000 years ago. These esti­
mates are substantially higher than those (200-300 
years) by Saitou and Nei (1986), who used human H A 
sequences. Because the evolutionary rate for human A  
virus HAs is known to be higher than that for aquatic 
birds, their estimates are considered to be underesti- 
mates. In fact, influenza pandemics in humans have been 
recorded as early as 412 B.C. (Kaplan and Webster 
1977), suggesting that influenza A  viruses existed more 
than 2,400 years ago. This observation is consistent with 
the estimates obtained in the present study.

We estimated the rates and the divergence times 
under the assumption that the molecular dock has held 
throughout the evolutionary history o f H A  (HE) genes. 
To examine whether this was really the case, we tested 
the linear relationship between the year o f isolation and 
the number o f amino acid substitutions in figure 4 and 
found that the linearity was not supported at the 1% 
significance level in both panels (a) and (f). However, 
the rate o f amino acid substitution for human A  virus 
HAs obtained Ixom panel (a) (1.20 X  10“  ̂ per site per 
year) was similar to that from previous studies (1.0 X  

10“ " per site per year [Saitou and Nei 1986]), and the 
rate for duck A  virus HAs obtained Irom panel (f) (3.89 
X  10“ '* per site per year) was similar to that obtained 
Ifom panel (e) (2.48 X  10“ '* per site per year). These 
observations suggest that the rates obtained fi'om panels 
(a) and (f) are approximately correct. Also, the molec­
ular dock was not rejected at the 1% significance level 
for the phylogenetic tree in  figure 5 by the likelihood- 
ratio test (Rambaut 2000; Yang 2000) but was rejected 
for the tree in figure 2c. The latter observation may re- 
flect the fact that the biochemical functions are different 
between HAs and HEs and the natural reservoirs are not 
the same for influenza A , B, and C viruses. Therefore, 
some caution is necessary in estimating the divergence 
times between influenza A, B, and C virus H A  (HE) 
genes. However, the rate o f amino acid substitution for 
duck influenza A  virus HAs was similar to that for B 
virus HAs and C virus HEs, as indicated previously. 
Also, in reality, no strict molecular dock is likely to
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r A/maIlardduck/Potsdam/178'4/83 (H2N2)

" I A/pekingduck/Potsdam/I689-4/85 (H2N3)

-  A/mallard duck/MT/61 (H2N2)

—  A/duck/GDRn2 (H2N9)

 A/duck/Hong Kong/273/78 (H2N2)

A/mallard duck/Ontar¡o/56/76 (H2N3) 

A/mallard duck/AIbcrta/353/88 (H2N3) 

A/mallard duck/NY/6750/78 (H2N2) 

A/duck/Hong Kong/p46/97 (H5N1)

[ -  A /ducyAustralian49/80 (H IN I)  

A/duck/Bavaria/l/77 (H IN I)

A/mallard duck/Tennessee/l 1464/85 (H IN I)  

r A/duck/Alberta/35/76 (H IN I)

I- A/duck/Albeno/3S/76 (H IN I)

-  A/duck/England/56 {H IIN 6 )

-  A/duck/Albena/60/76 (H I2N5) 

A/duck/Heinersdorf/S495/6/86 (H7N7) 

z\/duck/Hong Kong/293/78 (H7N2) 

A/duck/AustraIia/341/83 (M I5N8) 

A/duck/Alberta/78/76 (H3N2) 

A/duck/Memphis/928/74 (H3N8) 

A/duck/ükraine/I/63 (H3N8)

A/mallard duck/Gurjev/263/82 (H I4N5)

I—  A/duck/Alberta/28/76 (H4N6)

-  A/duck/Ncw Zcaland/31/76 (H4N6)

-  A/duck/CzechosIovakia/56 (H4N6) 

r  A/duck/CzcchosIovakia/56 (H4N6)

^  A/duck/CzechosÍovakia/56 (H4N6)

O

£

í

H l l

H I2

H7

H3

Fig . 5.— Linearized tree for 28 amino acid sequences of the entire región of duck influenza A  virus HAs. For the nomenclature o f influenza 
viruses, see the footnotes o f table 1. The nodes at which the divergence times were estimated (table 4) are denoted by black circles and labeled 
with letters. The scale bar indicates the number o f years before present (above the line) and the number o f amino acid substitutions per site 
(below the line).

o

hold for any protein but it is icnown that rough diver­
gence times can be obtained even i f  the molecular dock 
is violated to some extent (Nei and Kumar 2000, pp. 
187-206; Nei, Xu, and G la iko 2001). Therefore, these 
estimates also appear to be appropriate as rough 
estimates.

In conclusión, influenza virus H A  (HE) genes ap­
parently evolved at a rate o f amino acid substitution o f 
10“ '* per site per year in the natural reservoir. These

Table 4.
Divergences Times Between Subtypes of Influenza A 
Virus HA Genes

Node"
Divergence time ±  SE 

(years ago)
99% C1 

(years ago)

P ............. 443 ±  43 342-579
Q .......... 655 ±  57 519-819
R ............. 1,175 ±  90 966-1,439
S ............. 1,533 ±  119 1,252-1,870
T ............. 379 ±  41 279-491
U .......... 433 ±  45 331-562
V ............. 722 ±  60 576-882
W ............. 1,433 ±  105 1,204-1,731
X ............. 1,971 ±  132 1,680-2,336

“ The nodes correspond to  those indicated in figure 5.

genes apparently diverged into influenza A , B, and C 
virus H A  (HE) genes several thousand o f years ago and 
subsequently into subtypes in influenza A  viruses from 
several thousand to several hundred years ago.
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ABSTRACT Nucleotide sequences of the 3' 20% of the hem­
agglutinin gene of 32 influenza A virus strains from the 12 known 
hemagglutinin subtypes have been determined. Although the se­
quences of hemagglutinin genes and proteins of different subtypes 
difíer greatly, cysteine and some other amino acid residuos are 
totally conserved, presumably reflecting evolution of the 12 dif­
ferent hemagglutinins (irom a single gene. When viruses of one 
subtype, isolated over a period of time, are compared, the hem­
agglutinin gene and protein sequences show a slow accumulation 
of nucleotide changes and some amino acid changes. Since se­
quence data from the genes coding for the matrix and nonstruc­
tural proteins also show an accumulation of changes with time, it 
seems that antigenic selection (of the surface antigens) does not 
contrihute significantly to the rate of change of influenza gene 
sequences. Although the rate of nucleotide change during driñ is 
more than sufficient to account for the amino acid sequence dif- 
ferences observed in the 12 subtypes, there is a clear distinction, 
by antigenic as well as sequence analyses, between viruses of one 
subtype (0-9% amino acid variation) and viruses of other subtypes 
(20-74% amino acid variation). No virus has yet been found that 
is intermediate between subtypes.

Influenza remains an uncontrolled disease in man. largely be- 
cause of variations in the amino acid sequences of the two sur- 
face antigens. hemagglutinin (HA) and neuraminidase. Year by 
year. the influenza A virus becomes progressively more resis- 
tant to neutralization by antibody made against older HAs as 
antigenic changes accumulate. In addition. every so often. a 
"new” virus appears having sucb differences in tbe HA se­
quence and antigenic properties that it is clearly not derived 
by mutation from previously circulating viruses. Tbe most re­
cent examples are tbe appearance of “Asian” flu in 1957 (H2 
subtype). “Hong Kong” flu in 1968 (H3 subtype) and “Russian" 
flu in 1977 (Hl subtype). It is possible that tbe new HA is nor- 
mally derived from viruses circulating or sequestered in species 
other than man (1) and. for this reason, much work has been 
focused on cbaracterizing influenza A viruses from birds and 
animals. Currently. 12 subtypes of HA are defined, designated 
H1-H12 (2). based on lack of serological crossreactivity.

HA contains two polypeptide cbains, HAI and HA2, wbicb 
are derived by proteolysis of a single precursor molecule that 
includes loss of a signal peptide (3). Botb polypeptides are gly- 
cosylated and contain bydropbobic regions (3. 4). making pro­
tein sequence analysis difficult. Tbe amino acid sequence has 
been determined directly for HAI and HA2 of only one strain 
of virus, of tbe Hong Kong (H3) subtype (4) and. in spite of much 
effort. part of tbe bydropbobic COOH-terminal sequence of 
HA2 could not be determined.

On tbe other band, tbe segmented single-stranded genome

The pufalication costs of this article were defrayed in part by page charge 
payment. This article must therefore be hereby marked "adcertise- 
ment" in accordance with 18 U. S. C. §1734 solely to indicate this fact.

is ideal for making a cDNA copy and inserting tbis into plasmids 
for amplification in Escherichia coli and nucleotide sequence 
analysis. Tbus, tbe sequences of tbe fowl plague virus HA gene 
(H7) (5) and some human strains. an Asian (H2) type (6) and 
several Hong Kong (H3) strains (7-9), have been determined. 
From tbe nucleotide sequences, amino acid sequences were 
predicted using tbe genetic code.

When tbe sequences of these tbree subtypes of HA (H2, H3. 
and H7) are compared, at eitber tbe nucleotide or amino acid 
level, they are remarkably dissimilar. Tbe complete lack of an­
tigenic crossreactivity among tbem is well cbaracterized but. 
because substitution of a single amino acid can completely de- 
stroy interaction between a particular antigenic determinant 
and monoclonal antibody (10) and because tbere is a limit to tbe 
number ofindependentdeterminants on tbe hemagglutinin (11. 
12). tbe degree of divergence in sequence is remarkable.

Tbis paper describes nucleotide sequence data from tbe HA 
genes of 32 virus strains. Most of tbe influenza sequences pub- 
bsbed have been derived from cloned cDNA copies (5-9). but 
tbere are possibilities of artifacts being introduced during tbe 
cloning procedure or cloning an unrepresentative molecule (5. 
7). In tbis study. tbe sequences have been derived by dideoxy 
sequence analysis (13) of cDNA prímed from tbe 3' end of tbe 
viral RNA strand. Tbe lengtb of sequence obtained ranges up 
to 380 nucleotides and includes tbe 5'-noncoding región of tbe 
mRNA [except for tbe extra nucleotides derived from cell 
mRNA (14)]. tbe signal peptide coding sequence. and tbe región 
that codes for up to a tbird of tbe HAI polypeptide. Tbe infor- 
mation (br each HA is frr from complete but is a signifícant 
proportion and of manageable size for detailed comparison.

MATERIALS AND METHODS
Viruses were grown in embryonated eggs and purified by ad- 
sorption to and elution from cbicken erytbrocytes followed by 
sucrose density-gradient centrifiigation (15).

Isolation of HA RNA and sequence analysis of tbe cDNA by 
using as primer a syntbetic dodecanucleotide complementary 
to tbe 3' 12 nucleotides common to all segments of influenza 
A viral RNA (16) (Collaborative Research, Idndly given by C. 
J. Lai) and the dideoxy method (13, 17) were as described (18. 
19). Sequences were obtained from HA genes of tbe following 
viruses; Hl—A/NWS/33. A/PR/8/34 (Mt. Sinai), A/Bellamy/ 
42. A/USSR/90/77, A/Fort Warren/1/50. A/Loyang/4/57. 
A/swine/Wisconsin/15/30. A/New Jersey/11/76, H2-A/RI/ 
5“/57. A/Tokyo/3/67. A/Netherlands/68. A/Berkeley/68. A/ 
duck/GDR/72. A/duck/Alberta/77/77. A/pintail/Alberta/ 
293/77; H3—A/Mempbis/1/71, A/black ducVAustralia/702/ 
78. A/ duck/Ukraine/l/63; H4—^Á/ducVAlbertV28/76; H5—A/

Abbreviations: HA. hemagglutinin; HAI. large HA polypeptide; HA2. 
small HA polypeptide.
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sheárwater/Australia/75; H6—h./ shearwater/ Australia/72;
H7—^A/turkey/Oregon/71, A/equine/Prague/1/56; H8—A/ 
turkey/Ontario/6118/68; H9—A/turkey/Wisconsin/1/66; 
HlO—^A/duck/Manitoba/53; H ll—^A/duck/England/56, A/ 
duck/Ukraíne/1/60, A/tem/Australia/75, A/duck/Mem- 
phis/546/76, A/duck/New York/12/78; H12—A/duck/Al- 
berta/60/76.

The sequence data were stored and analyzed in a PDP-11 
Computer using programs adapted from those of Staden (20) and 
Gibbs and Mcintyre (21). To enhance the accuracy of the data, 
every experiment was repeated, often many times with differ-
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ent virus preparations, and each región of sequence was read 
from several gels run for different times. The sequence gels of 
closely related strains were compared and differences were 
checked. It is, however, not possible to be certain that there 
is no error in the >10,000 nucleotides sequenced.

RESULTS
Fig. 1 shows the nucleotide and predicted amino acid sequences 
obtained from HA genes of 12 viruses representing the 12 
subtypes.

Hl (HO,HU 

Ha <Hai

H ll  (HavJl

MI (H«V||

H9 d U v »

Hia (MavlOI 

MT (H«vl>

HlO (H«va)

H4 IHav«) ACCMAACCA CCCCAMCA

ACCAAAACCA CGCCMMTA AAAACAACCA AA ATC 

ACCAAAACCA CCCCTTATAC CATCCACAAC CAAAACCAAA 

ACCAAAASCA CC06TCTAAT CTATCAAA 

ACCAAAACCA OOCCAAATAT CTACAAATCA AA 

ACCAAAACCA CCCGAAA

aa
ACCAAAACCA CCCCTCACA ATC 

Het
n

kC ATACCCAATC AAC ATC CAA 
Net C lu

aa
ACCAAAACCA CCCCTCACA ATC

a<
M C h  CCGGATACAA A ATC Hel

ACCAAAACCA CCCCTCACA

aa
ATC CTA TCA ATC ACC ATT
Het l>eu Ser H e  IT tr l i e

H} ( H ll 17
ACCAAACCA CCCC ATC ATT CTA TTA ACC ATC AAC ACC ATT ATT GCT TTC ACC CAC ATT

Net H e  Leu Leu-Thr Net Ly* Tttr H e  H e  A l*  Leu Ser H ia H e

CCA AAC 
A l*  Asn

CTC CTC 
V a l U u A la  U u  A la A l*  A l* AU .A ap 51y TV

ATC CCC 
H at A l*

CCA CTC CAT CCC 
Hia A l*Leu Ph* TNr e iy .A ap CIA 11* B ly  Ty

CAC ACA 
C lu  A r*

CTA CTC 
Va l Va l U u  A l*

AAC AAA
Lya Ly*

ATC ATC ATC 
H *  H *  l U Cya H * A l**Aap

ATT CCA 
11* A l*

CTA CTA 
Va l Val

CTC CCA ACA 
U u  A l*  n t r

CAT CCC 
■la  A l*A l*  11* A l*  C ly Lya H *

ATA CCA 
H *  A l*

ATC CTC 
Hat U u

ACC ATA CAA TCA AAC 100
U u  A l*  8 * rLya PA* Ara I

AAA CCA 
Ly* A la

ATC CTA ACA 
Net V a l T lit

GCT'CAT 
AlaxAap

TAt ' caC a m  A T T ITC dA m O U
Lya H e

CM TCA 
e in  SerLya I I

AAA TTC 
Ly» Ph*

ATC ATT
I I *  H « U u  A l*  A l*

CCC TCT 
A l*  Cya

AAA ccr 
Ly* A l*

CAT OCT 
■ la  A l*Ly* H

Ph* C ly  A l* Lya HLya u *

CCC TCC 
C ly  Ser

TCT CAC AAT
Ser Ctn Aan

CTC ATi CAT CCT
Hia A l*Leu i ly

TCT CTC 
Cya U u V a l U u C ly .C ln Pro C ly  A*o Leu : i

AAT TCA ACC CAC CAC ACC 
Aap SerClu Lya

AAT TCC ACA CAC 
C lu

ACA ATT CAR CCC tCT CAT CCC AAC 
rh r l i ta  A l*  Lya

CAC ATT 
Aap 11*

CTT CAC
Leu Clu

AAC ACC 
Lya Thr

AAC CTC 
.ya Val

am :  ACA 
Ly* Thr

CAT M TCAC CTT 
C ln Val

tCA CAT CCA CM 
rh r  l i ta  A l*  C ln

CAC ATA 
Aap H e U u  Clu

AAA CTC 
Ly* v a l

CAC AAC
S lu Lya

CTC CAC 
Lau Clu Lya C lu

CAC CTC CTC CM 
Va l C lu

ACA CAC 
Thr C lu Lya Ria

M T CTT CCT 
Aan V«1 Pro

ACA CAC ACT AM
rh r  H ia Thr Lya

ACA CM 
Thr C lu ■ la  Aan

ACC CTA 
Thr Val

CCT CCCACC CAC CTC CM 
In V a l C lu

BM  CTT 
Clu U u C ly  C ly H *  Aap

CCA AAC CCA ACA 
A l*  A»n CI

M T  CCC ATC 
Pro Aan C ly  I I *

CAC ACA 
C lu  A r*

CCC ATT CAC 
C ly  H *  Clu

CTC CM 
Va l C lu

M A RTC 
Lya Val

AM  CAC CAC
Lya C lu C lu

ore  CM
V a l C lu

TCC M T  CCC ACA 
Ser Aan C ly  Thr

CAT CAC BTC ACT CCC CAC 
Val Thr A l*  C ln V a l G1 S *r C ln

M T  CAT 
Aan Aap

ACT M T  CCT ACT 
Thr Aan A l*  ThrUu v*l

★
CCA
C ly

AM
Lya d MU

Arq
TTA
U u

AM
Ly*

CCA
C ly

ATA
H *

CCC
A l*

CCA
Pro

CTA
U u

I J l

CCA
C ly

AAC TTA
Lya U u

AM
Lya

CTA AAC OCA
C ly

ATC
H *

CCT
Pro

CCA
Pro

CTT
Leu

31*

CCC
C ly

A M  CTC 
Ly* U n

ACT
S *r

CTC
U u

M T
Aan

CCA
C ly

CTC
Val

AAC
Lya

CCC
Pro

TTA
L*U

33«

CCA
C ly

TCA TTC 
U r  Ph*

TCA
U r

ATC
11*

CAT
A*P

COC
C ly

AM
Ly*

CCA
A l*

CCA
pro

ATA
11*

310

C M
C ln

MU
ATT

TTC
Ph*

AAC
Lya

ATC
H *

TTC
U u

AM
Ly*

AAC
Ly*

CCC
A l*

CCT
Pro

CTT
L*u

31S

CCC
Pro

CCT TAT 
A l*  Tyr

AAC
Aan

ACT
Thr

CAT
Aap

TTA
L*n

CCT
C ly

CCC
A l*

CCA
Pro

TTC
U u

330

CCC
C ly

ATC
Net

TTC
U u

BCA
A l*

ACT
Thr

CAT
A*p

CTA
U u

OCA
C ly

CAT
■ i*

CCC
Pro

CTC
L*u

3)7

CCC
Pro

ATC
XI*

Cíe
U n

BCA
Bly

ACC
Thr

CM
C lu

CTA
U n

OCA
C ly

TCA
U r

CCA
Pro

CTA
L*n

330

CCC
C ly

AAC
Lya

ATC
t i *

ACC
Ih r

CAS
Cln

coc
C ly

AM
Ly*

«oc
A*«

. . . CCA
Pro

ACA
T*»r

333

CAC
Aap

ACA
Arq

CTA
L*tt

ATC
U t

AM
Ly*

cor
C ly

CCA
Ary

AM
Ly*

— TAC
»yv

A M
Ly*

317

CCC
Pro

C M  TTC 
C lu  U u

CCT
Pro

ACC
U r

CCT
Pro

TTA
L*n

AM
Ly*

— TTA
Lau

CTA
Val

313

CCC
C ly

AM
Lya

ATA
H *

AAC
Asn

M T
Aan

CCT
Pro

CAT
Ht*

OCA
A r*

. . . ATC
11*

CTT
L«u

394

t  U u  U u  SI 

:  CTC CTT OCA

CTT BCC AAC

m,
í; f‘

:  r r c R S  X»
CAily
QA
ly

6C
ly

CA
ly

:ya  1 

rcT c
:ya  A

rcT c
Cya A 

X T lC A t TCT C

TCT CAT CTA TTA CTA I

AAC rCT CAC

K T  TCC rCT CAC ATA

TCT CAT C M  TTC TTC C M  TTT (
i ln  Pb* U u  C ln  Ph*

t  CM M T  TCT ATT CCT TAC TOC TAT CCA
C lu Aan S *r I I *  A l*  T y r  Cya Tyr Pro

Fig. 1. Sequences of cDNA transcribed from the 3' end of HA genes of viruses representing the 12 HA subtypes and predicted amino acid se­
quences of the precursor HA. The NH2-terminal amino acid of HAI (actual or presumed) is indicated by an arrow, and potential glycosylation sites 
are underlined. Boxes indicate amino acid residues conserved through all subtypes; ir , positions at which most variation is seen. The sequences 
are aligned at cysteine residues. Those shown are Hl, A/PR/8/34; H2, A/RI/S'/SV; HS, A/Memphis/1/71; H4, A/duck/Alberta/28/76; H5, A/ 
shearwater/Australia/75; H6, A/shearwater/Australia/72; H7, A/turkey/Oregon/71; H8, A/turkey/Ontario/6118/68; H9, A/turkey/Wisconsin/ 
1/66; HlO, A/duck/Manitoba/53; H ll, A/duck/Memphis/546/76; H12, A/duck/Alberta/60/76.
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Table 1. Percentage amino acid sequence identity among the NHs-terminal regions of HAI of 
viruses representing each of the 12 HA subtypes

Hl H2 H5 H ll H6 H8 H9 H12 H7 HlO H4 H3

Hl 69 6 6 57 62 51 56 49 32 33 29 26
H2 80 54 61 44 56 47 39 35 33 28
H5 56 61 46 53 49 38 36 33 32
H ll 61 51 54 49 33 30 29 29
H6 52 56 52 37 35 35 30
H8 65 61 34 31 33 28
H9 67 35 32 35 26
H12 33 34 33 30
H7 49 42 47
HlO 44 42
H4 47

The virus strains used are those shown in Fig. I. Because the signal peptide sequences are so variable, 
comparisons have been made from the aspartic acid residue at the NH2-terminus of Hl, H2, and H7 (3, 
25) and of H5, H ll, H6 , H8 , H9, HlO, and H12 (by homology) or finm the corresponding amino acid where 
the NH2-terminu8  is longer [H3 (4) and probably H4]. The sequences were compared pairwise by diagonal 
analysis (21) and percent identity was counted, deletions or insertions being counted as mismatches. A 
similar analysis of published complete sequences shows that the overall homology between H2 and H7 
is 43%, that between H7 and H3 is 49%, and that between H2 and H3 is 42% (5-7).

The Signa] Feptídes. The amino acid sequences shown in 
Fig. 1 are those predicted if translation begins at the first ATG 
of the cDNA sequence (22). Only for the H2 subtype has this 
ATG been demonstrated to be the start of a signal peptide (23), 
which is cleaved off at or in the cell membrane during virus 
maturation. In  vivo, the mRNA extends beyond the 3' end of 
the viral strand RNA, having 10-15 nucleotides including the 
cap spliced on from nonviral mRNAs (14). The sequences of the 
extra 10-15 nucleotides vary (24) and it is not known what would 
happen if they contained an AUG sequence. Two inphase ATG 
sequences are present in several of the cDNA sequences shown 
in Fig. 1, including one near the start of the H3 (A/Mem/1/ 
71) sequence. In other H3 sequences, only the second ATG is 
present (7-9), but it is possible that in A/Mem/1/71 the signal 
peptide is five amino acids longer.

The signal peptide sequences are almost whoUy hydropho- 
bic, but little homology is apparent in either nucleotide or 
amino acid sequences among the different subtypes. There are 
some amino acid simílarities between H5 and H ll and between 
H8 and H12. The length is variable, as is the position of the first 
ATG in the cDNA, rangingfrom nucleotides 15-18 in A/Mem/ 
1/71 (H3) to 44-46 in A/RI/5"/57 (H2). There is no set pat­
tem ofcharged residues before or after the central hydrophobic 
portion, which is 11-14 residues long.

The NHj Terminus of HAI. Viruses of subtypes Hl, H2, and 
H7 have been shown to have aspartic acid at the NHj terminus 
of HAI (3, 25) and, because all viruses of all subtypes except 
H3 and H4 have this amino acid at the same position, 1 have 
treated this as the NHj terminus of the mature HAI. The H3 
NHj terminus is a cyclized glutamine in A/M em/102/72 (4), 
and this is coded by all other H3 strains sequenced, giving an 
extra 10 amino acids in these strains. The only subtype in which 
the NH2  terminus is entirely unknown is H4. Because attempts 
to directly identiiy the NH2 -terminal amino acid in this HAI 
failed (W. G. Laver, personal communication), a candidato is 
the glutamine at amino acid 17.

It is clear from Fig. 1 that, although the cysteine residues can 
be aligned in all subtypes, very few other amino acids are totally 
conserved. At each of two positions, there are nine different 
amino acid residues in the 12 sequences, both positions being 
adjacent to conserved residues. One group of conserved amino 
acids, Gly-X-Pro-Y-Cys-Asp (Fig. 1), corresponds to a rather 
tight tura in the three-dimensional structure of Hong Kong (H3) 
HA derived by Wilson et a l (26), and the conservation of these

residues supports their hypothesis that the basic structure of 
the HA molecule is the same in all subtypes.

Some subtypes are clearly more similar than others; the per­
centage amino acid identities is shown in Table 1. The rela­
tionships are shown as the dendrogram in Fig. 2. The hemag­
glutinins fall into two main families, the Hong Kong group (H3, 
H4, H7, and HlO) being very different from the rest. The closest 
pair are H2 and H5 (80% amino acid sequence homology), but 
no antigenic crossreactivity has been detected between these. 
One of the three or four putative antigenic areas of the Hong 
Kong HAI (12,26) is present in the 30% of HAI sequenced and, 
although what happens in the rest of the molecule does not af- 
fect the arguments presented here, it is possible that the partial 
sequences in Fig. 1 are indeed representative of the wbole. 
Comparisons of complete sequences of H2, H7, and H3 (5-7) 
show the same relationships as found in the NH2 -terminal re­
gions (Table 1 and Fig. 2).

Sequences Within a Subtype: Genetic (Including Antigenic) 
Drift. Nucleic acid and peptide analyses have shown that rather 
large differences in antigenic properties of human viruses 
within the H3 subtype occur with only about 20 amino acid sub­
stitutions, mostly in HAI (9, 29). Analysis of the cDNA se­
quences complementary to the 3' end of the HA genes of the 
Hl subtype of viruses isolated between 1933 and 1957 showed 
an accumulation of nucleotide changes but very few amino acid

500~T“
DISSIMILASITY 

^ --------

-H2
-H5
■ Hll
■ H4 
-H8 

•H9 
■H12 
-H7 

•HlO

■H3

Fig. 2. Sequence relationships among the 12 HA subtypes. "Dis- 
similarity” was calculated frtim the amino acid identities shown in 
Table 1 by the method of Dayhoff (27), which allows for reversions, and 
then the dendrogram was calculated from these relationships by using 
the program of Lance and Williams (28) (Euclidean distance, BurFa 
strategy).
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Fia 3. Genetic drift in the HA gene of the H ll (Hav3) subtype of influenza virus. The nucleotide sequence and predicted amino acid sequence 
are given for cDNA transcribed from the 3’ end of RNA segment 4 of A/duck/England/56. For the other strains, where thefe is a nucleotide change, 
the entire codon is shown; if this also involves an amino acid change, the new amino acid is shown. Blank areas therefore indicate regions in which 
nucleotide and amino acid sequences are identical. Vertical Unes indicate the end of data for the strain, and the arrow shows the start of mature 
HAI.

changes in HAI. Two “swine” strains of this subtype—A/ 
swine/Wisconsin/15/30 and A/New Jersey/11/76— aie also 
highly conserved (30).

Similar sequence analyses of the HA gene of H2 (Asian) 
strains, isolated ifom humans in 1957 and at the end of the H2 
era (1968), and of three Asian-type strains isolated later from 
birds (1972 and 1977) showed the same pattem (31). There were 
many nucleotide changes, but only 6 amino acids changed in 
the NHj-terminal 77 amino acids of HAI through this time. 
Peptides from HAI of the late human H2 strains—A/Neth­
erlands/68 and A/Berkeley/68—have been analyzed, and 
show a similar proportion of changes through the rest of the HAI 
polypeptide (unpublished results). The same pattem is seen in 
subtypes occurring only in birds, sucb as in H ll, shown in Fig.
3. Because these are sporadic isolates from different hird species 
in different parts of the world, they cannot be considered as an 
evolutionary series, but the earlier strains are more similar to 
each other than to later strains and vice versa. There is again 
high conservation of the amino acid sequence, although there 
are many nucleotide changes.

Although the numbers of nucleotide changes within a sub­
type increase with time (30, 31), the vast majority of these are 
“silent” and do not alter the protein sequence except in the 
apparently less constrained signal peptides.

DISCUSSION
In the matrix and nonstmctural protein genes from human in­
fluenza viruses isolated during 1933-1977, we have observed 
a gradual accumulation of nucleotide (and some amino acid) 
changes, the rate of change being much the same from 1934 to 
1957 (Hl) as ffom 1957 to 1977 (H2 and H3) (32). Genetic drifl 
also appears to occur at a constant rate in the various subtypes 
of HA. Of particular note is that the H2 (Asian) HA, which 
underwent antigenic drift in humans from 1957 to 1968, con- 
tinued to drift in avian hosts at least up to 1977 (31, 33). The 
rate of amino acid change within a subtype is not significantly

greater than that observed in the neuraminidase gene (19) or 
in the nonselected genes coding for the matrix and nonstmctural 
proteins, which have also changed with time (32). As new vari- 
ants of HA appear, the older vimses disappear, but isolations 
of an oíd vims are sometimes reported [e.g., Hong Kong/68 
from South Australia in 1979 (34)]. In the best documented and 
most widespread case of reappearance, a 1950-type of HINI 
viros was isolated in 1977 (35). This vims was a relatively late 
member of the Hl era in humans and, although the subtype 
disappeared from humans in 1957, the 1977 vims caused major 
epidemics following its reappearance and has since drifted sig­
nificantly (36). The cióse relationship of the A/USSR/90/77 
strain to A/FW/1/50  (2 nucleotide differences in 335—adenosine 
at position 31 and thymidine at 182; see ref. 30) indicates that 
this vims was not replicating during its disappearance.

Fig. 1 shows that the nucleotide sequence changes between 
even the closest subtypes are much greater than any changes 
within subtypes (refs. 30 and 31; Fig. 3). At the amino acid se­
quence level, the relationships shown in Fig. 2 are clearly seen, 
but there is still a marked gap between the most dissimílar 
strains within a subtype (A/duck/England/56 vs. A/duck/ 
Memphis/546/76, Hll; Fig. 3) and the most similar pair of 
subtypes (H2 and H5). In most subtypes in which several strains 
have been examined [Hl (30), H2 (31), and H3 (9)], tbere are 
so few amino acid differences that it is impossible to tell whether 
the subtype is drifting toward any other. In H ll (Fig. 3), which 
shows rather more variation, the other vimses of the subtype 
are no more similar to any other subtype than the example used 
in Fig. 2.

Three conclusions can be drawn from the sequence data.
(i) Drift within HA subtypes has been continuous at an overall 

rate of 5% nucleotide change per 20 years, with very few ob­
served reversions of nucleotides for at least 27 years (human Hl 
strains), 45 years (swine Hl), 21 years (H2), and 22 years (Hll). 
The H ll subtype shows drift, even though vimses of different 
bird species from different parts of the world (England,
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Ukraine, USA, and Australia) were compared (Fig. 3). The H2 
subtype drifted in human hosts for 12 years and, although 
slightly diversifled at the end of its human era (A/Tokyo/3/ 
67, A/Berkeley/68 and A/Netherlands/68), a remarkably 
similar virus appeared in bird species and continued to drift for 
at least 9 years more (31). Some host specificity is seen. The Hl 
subtype in humans drifted between 1933 and 1956. The Hl 
swine virus, a probable cause of the 1918 human epidemic, is 
very similar in HA sequence to the human Hl viruses (30), hut 
there are characteristic differences suggesting that it evolved 
independently of the human strains between 1930 and 1976. 
However, in the H3 subtype, it is not clear ffom sequence data 
whether a 1978 avian virus (A/black duck/Australia/702/78) 
is derived ffom duck/Ukraine/1/63 or from later human H3 
strains (31).

(it) The rate of sequence change in the HA gene is not sig­
nificantly greater than that in the antigenically unselected 
genes.

(iii) Drift in any HA subtype sequence has not been observed 
to tend toward any other subtype.

There is a clear distinction between the extent of amino acid 
variation within subtypes (0-9%) and that between subtypes 
(20-74%). Although it is obvious that, if drift continued over 
a long period of time, the sequence variation would easily ex- 
ceed that between subtypes, but there is currently no evidence 
thaf drift can proceed indefinitely; no viruses have been found 
that are intermediate between subtypes.

The different subtypes of HA are not confined to different 
. species; all subtypes have been grown in embryonated cbicken 
eggs, indicating that HA subtypes are not species spécific, al­
though transmission to other species may he relatively rare.

' Drift occurs in human, bird, and animal hosts, in HA and other 
genes. As drift proceeds, the earlier strains disappear; except 
for scattered but perhaps signifícant reappearances (34). Tlie 
data presented here give no hint of the mechanisms underlying 
two extremes of influenza virus evolution—i.e., how a 1950 
HINI virus reappeared almost unchanged in 1977 or how 12 
subtypes that have little recognizable nucleotide sequence ho­
mology but . various degrees of amino acid sequence homology 
have evolved.
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1. A recombinant influenza-A-virus H5-subtype hemagglutinin (H5 HA) molecule hav- 

ing reactivity with antisera derived from an animal exposed to an influenza virus or influenza 

vaccine and comprising an asparagine at an amino acid position corresponding to amino acid 

position 223 in H5 HA, wherein the HA molecule does not origínate with human H5 isolate 

A/HK/213/03.

2. A recombinant HA molecule of claim 1, charactérised in that it comprises one or more 

amino acid substitution as compared to a corresponding wild-type HA molecule; whérein said 

recombinant HA molecule comprises an asparagine at an amino acid position corresponding 

to amino acid position 223 in H5 HA; wherein said wild-type HA molecule comprises an 

amino acid other than asparagine at an amino acid position corresponding to said amino acid 

position 223.

3. The recombinant influenza virus HA molecule of claim 1, characterised in that the 

amino acid substitution alters a glycosylation site.

4. The recombinant influenza virus HA molecule of claim 1, characterised in that the 

influenza virus is a human influenza A virus.

5. The recombinant influenza virus HA molecule of claim 4, characterised in that the

human influenza A virus is a member of the H5 subtype.

6. The recombinant influenza virus HA molecule of claim 4, characterised in that the

human influenza A virus is A/Viemam/1203/04 (H5N1) virus.
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7. A recombinant influenza-A-virus H5-subtype for the detection of anti-influenza anti­

bodies in an animal exposed to an influenza virus or influenza vaccine comprising the recom­

binant influenza-A-virus H5-subtype hemagglutinin (HA) of claim L

8. An vaccine influenza-A-virus H5-subtype, having immunogenic activity and compris­

ing a recombinant influenza-A-virus H5-subtype hemagglutinin (H5 HA) molecule wherein 

said recombinant HA molecule comprises one or more amino acid substitution as compared to 

a corresponding wild-type HA molecule, wherein said recombinant HA molecule comprises 

an asparagine at an amino acid position corresponding to amino acid position 223 in H5 HA; 

wherein said wild-type HA molecule comprises an amino acid other than asparagine at an 

amino acid position corresponding to said amino acid position 223.

9. An influenza vaccine virus comprising a recombinant hemagglutinin (HA) molecule of 

influenza-A-virus H5 subtype according to claim 1.

(56)

BOTH G.W. et al., “Hemagglutinin of swine influenza virus: a single amino acid change plei­

otropically affects viral antigenicity and replieation”, Proc Nati Acad Sci USA. 1983 

Nov;80(22);6996-7000.

GAMBARYAN A, et al., “Receptor specificity of influenza viruses from birds and mammals: 

new data on involvement ofthe inner fragments of the carbohydrate chain”, Virology. 2005 

Apr 10;334(2):276-83.
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1. A method for preventing influenza A of subtype H5 viral infection in a subject com­

prising administering to the subject an éffective amount of an immunogenic composition 

comprising an influenza virus H5 hemagglutinin (HA) molecule, wherein the HA molecule 

comprises an asparagine at an amino acid position corresponding to amino acid position 223 

in H5 HA.

2. The method of claim 1, wherein the HA molecule is a recombinant HA molecule that 

comprises one or more amino acid sequence changes as compared to a naturally occurring HA 

molecule that comprises an amino acid other than asparagine at an amino acid position corre­

sponding to amino acid position 223 in H5 HA.

3. The method of claim 2, wherein the HA molecule results in an increased immuno­

genicity of the immunogenic composition as compared to the naturally occurring HA mole­

cule.

4. The method of claim 1, wherein the immunogenic composition further comprises an 

adjuvant.

5. The method of claim 1, wherein the immunogenic composition further comprises an 

immunostimulatory molecule.

6. The method of claim 1, wherein the immunogenic composition further comprises 

microcapsules and/or an immunopotentiating membranous carrier.

7. The method of claim 1, wherein the immunogenic composition further comprises red 

blood cells (rbc), rbc ghosts, or blue tongue antigen.

8. The method bf claim 1, wherein the immunogenic composition is administered intra- 

muscularly, orally or mucosally.
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9. The method of claim 1, wherein the influenza viral infection is caused by an H5N1 

influenza virus.

10. The method of claim 2, wherein the One or more amino acid sequence changes alter a 

glycosylation site.

11. The method of claim 2, wherein the naturally occurring HA molecule is from a human 

influenza A virus.

12. The method of claim 2, wherein the naturally occurring HA molecule is from an avian 

influenza virus.

13. The method of claim 2, wherein the asparagine at amino acid position 223 of the HA 

molecule alters specificity for sialic acid receptors.

14. The method of claim 2, wherein the naturally occurring HA molecule comprises a ser- 

ine at an amino acid position equivalent to the amino acid position 223.

15. The method of claim 1, wherein the HA molecule is part of a recombinant or attenu- 

ated virus.

16. The method of claim 1, wherein the subject is a human.

17. The method of claim 1, wherein the subject is a mammal or a bird.

18. A method for determining the efficacy of an influenza A of subtjpe H5 virus vaccine 

in a subject, which method comprises reacting antisera derived from the vaccinated subject 

with an influenza virus comprising a H5 hemagglutinin (HA) molecule, wherein the HA 

molecule comprises an asparagine at an amino acid position corresponding to amino acid po­

sition 223 in H5 HA, to further determine the efficacy of the vaccine according to the anti­

body titers.

19. The method of claim 18, wherein the influenza virus is a recombinant virus.

20. The method of claim 18, wherein the HA molecule is a recombinant HA molecule that

comprises one or more amino acid sequence changes as compared to a naturally occurring HA 

molecule that comprises an amino acid other than asparagine at an amino acid position corre­

sponding to amino acid position 223 in H5 HA.
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21. The method of claim 20, wherein the HA molecule has an increased reactivity with 

antisera derived from a subject exposed to an H5 influenza virus or an H5 influenza vaccine 

as compared to the naturally occurring HA molecule.

22. A method for determining whether a subject has been exposed to an influenza virus A 

of subtype H5, which method comprises reacting antisera derived from the subject with an 

influenza virus comprising a H5 hemagglutinin (HA) molecule, wherein the HA molecule 

comprises an asparagine at an amino acid position corresponding to amino acid position 223 

in H5 HA, to further determine whether the subject is infected according to the antibody titers.

23. The method of claim 22, wherein the influenza virus is a recombinant virus.

24. The method of claim 22, wherein the HA molecule is a recombinant HA molecule that 

comprises one or more amino acid sequence changes as compared to a naturally occurring HA 

molecule that comprises an amino acid other than asparagine at an amino acid position corre­

sponding to amino acid position 223 in H5 HA.

(56)PGTH G.W. eí a l, "Hemagglutinin ofswine influenza virus: a single amino acid 

change pleiotropically affects viral antlgenícity and replication", Proc Nati Acad Sci 

USA.  1983 Nov;80(22):6996-7000.

GAMBARYAN A. et al., "Receptor specificity of influenza víruses from bírds and 

mammals: new data on involvement of the inner fragments of the carbohydrate 

chain", Vlrology. 2005 Apr 10;334(2):276-83.
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Currentlv ponHing claims

Claim i:  An influenza virus hemagglutinin (H5 HA) molecule of 
influenza virus H5 comprising the amino acid asparagine at the position 
223 of the H5 H A l sequence, wherein the asparagine at the position 223 of 
the H5 H A l sequence substitutes a serine and results in an increased 
sensitivity of hemagglutinin inhibition assay, as compared to a wild'type 

molecule having no asparagine at the position 223 of the H5 H A l sequence, 
and wherein the H5 HA molecide is not and does not originate with human 

H5 isolate A/HK/213/03.

Claim 2- A  recombinant influenza virus comprising the influenza 

virus H5 HA molecule of claim 1.

Claim 3: A reverse genetics system for making a virus containing the 
influenza virus H5 HA molecule of claim 1.

Claim 4' The recombinant influenza virus of claim 2, wherein the 
influenza virus H5 HA molecule is derived from H5N1 influenza virus in 
the genetic background of an influenza A virus.

Claim 5: A  method for making a virus containing the H5 HA  
molecule of claim 1, which method comprises introducing a recombinant 
vector that expresses the influenza virus H5 HA molecule of claim 1 in a 
reverse genetics system.

Claim 6̂  A method for examining whether an animal has been 

exposed to an influenza virus, which method comprises reacting antisera 
derived from the animal w ith a diagnostic reference virus, and wherein the 
diagnostic reference virus comprises the influenza virus H5 HA molecule of 
claim 1.

Claim T- An influenza vaccine virus comprising the influenza virus 
H5 HA molecxüe of claim 1.



Claim 8: An isolated nucleic acid encoding the influenza virus H5 
HA molecule of claim 1.

Claim 9: Use of an influenza virus H5 HA molecule of claim 1 in the 

manufacture of a medicament for treatment of an influenza virus infection.

Claim 10: Use of a recombinant influenza virus comprising the 
influenza virus H5 HA molecule of claim 1 in the manufacture of a 

medicament for treatment of an influenza virus infection.

Claim 11: A pharmaceutical composition for the treatment of an 
influenza virus infection comprising an influenza virus H5 HA molecifle of 
claim 1.

Claim 12: A pharmaceutical composition for the treatment of an 
influenza virus infection comprising a recombinant influenza virus 
comprising the influenza virus H5 HA molecule of claim 1.

Claim 13: Use of the influenza virus H5 HA molecule of claim 1 in a 
hemagglutinin inhibition assay.



English Translation of the Granted Claims

1. A recombinant influenza virus H5 hemagglutinin (HA) molecule, wherein said 
recombinant H5 HA molecule (i) comprises an asparagine at an amino acid position 
corresponding to amino acid position 223 in H5 HA; and (ii) is not A/HK/213/03 HA  
molecule.

2. The recombinant influenza virus H5 hemagglutinin (HA) molecule of claim 1, 
wherein said recombinant H5 HA molecule has an increased reactivity with antisera 
derived from an animal exposed to an H5 influenza virus or an H5 influenza vaccine as 
compared to a naturally occurring H5 HA molecule that comprises an amino acid other 
than asparagine at an amino acid position corresponding to amino acid position 223 in 
H5 HA.

3. The recombinant influenza virus H5 HA molecule of claim 1, wherein said H5 HA  
molecule is from a human influenza A virus.

4. (Deleted)

5. The recombinant influenza virus H5 HA molecule of claim 1, wherein said H5 HA  
molecule is from an avian influenza virus.

6. A recombinant influenza virus comprising a recombinant influenza virus H5 HA  
molecule of claim 1.

7. An influenza vaccine virus comprising a recombinant influenza virus H5 HA 
molecule of claim 1.

8. The recombinant influenza virus H5 HA molecule of claim 1, wherein the asparagine 
at amino acid position 223 alters speciñcity for sialic acid receptors.

9. The recombinant influenza virus of claim 6, wherein said H5 HA molecule is from a 
human influenza A virus.

10. (Deleted)

11. The recombinant influenza virus of claim 6, wherein said molecule is from an avian 
influenza virus.

12. The recombinant influenza virus of claim 6, wherein the asparagine at amino acid 
position 223 alters speciñcity for sialic acid receptors.



13. The influenza vaccine virus of claim 7, wherein said H5 HA molecule is from a 
human influenza A virus.

14. (Deleted)

15. The influenza vaccine virus of claim 7, wherein said H5 HA molecule is from an 
avian influenza virus.

16. The influenza vaccine virus of claim 7, wherein the asparagine at amino acid 
position 223 alters specificity for sialic acid receptors.

17. The recombinant influenza virus H5 HA molecule of claim 2, wherein said naturally 
occurring H5 HA molecule comprises a serine at an amino acid position corresponding 
to amino acid position 223 in H5 HA.

18. A method for determining the efficacy of an influenza virus vaccine in an animal 
excluding human beings, which method comprises reacting antisera derived from a 
vaccinated animal with an influenza virus H5 hemagglutinin (HA) molecule wherein 
said H5 HA molecule (i) comprises an asparagine at an amino acid position 
corresponding to amino acid position 223 in H5 HA; and (ii) is not A/HK/213/03 HA 
molecule.

19. A  method for increasing the sensitivity of a hemagglutinin inhibition (H I) assay, 
which method comprises reacting antisera derived from the vaccinated or infected 
animal excluding human beings with an influenza virus H5 hemagglutinin (HA) 
molecule, wherein said H5 HA molecule (i) comprises an asparagine at an amino acid 
position corresponding to amino acid position 223 in H5 HA; and (ii) is not 
A/HK/213/03 HA molecule.

20. The method of claim 19, which results in at least a 2-fold increase in sensitivity of a 
hemagglutinin inhibition (H l) assay.

21. The method of claim 19, which results in at least a 4-fold increase in sensitivity of a 
hemagglutinin inhibition (H l) assay.

22. A method of detecting the association between a diagnostic reference virus and 
erythrocytes into complexes for determining whether an animal has been exposed to an 
influenza virus, comprising reacting antisera derived from the animal with the reference 
virus, and after a set incubation period, adding erythrocytes thereto, wherein the 
reference virus is derived from the influenza virus in question but comprises an 
influenza virus H5 hemagglutinin (HA) molecule, wherein said H5 HA molecule (i)



comprises an asparagine at an amino acid position corresponding to amino acid position 
223 in H5 HA; and (ii) is not A/HK/213/03 HA molecule.

23. A method of detecting the association between a diagnostic reference virus and 
erythrocytes into complexes for determining whether an animal has been exposed to an 
influenza virus, comprising reacting antisera derived from the animal with the reference 
virus, and añer a set incubation period, adding erythrocytes thereto, wherein the 
reference virus is derived from the influenza virus in question but comprises an 
influenza virus H5 HA molecule comprising the amino acid asparagine at the position 
corresponding to position 223 in H5 HA, wherein the inclusión of asparagine results in 
an increased reactivity of the reference virus with antisera derived from an animal 
exposed to an influenza virus with a wild-type H5 HA molecule.

24. A  method of detecting the association between a diagnostic reference virus and 
erythrocytes into complexes for determining whether an animal has been exposed to an 
influenza virus, comprising reacting antisera derived from the animal with the reference 
virus, and after a set incubation period, adding erythrocytes thereto, wherein the 
reference virus is derived from the influenza virus in question but comprises the 
influenza virus H5 HA molecule of claim 1.

25. The method of any one of claims 18, 19, 22, 23 or 24, wherein the animal is a ferret.

26. The method of any one of claims 22,23 or 24, wherein the animal is a human.

27. A recombinant influenza virus H5 HA molecule according to claim 1, for use as a 
medicament in the treatment or prevention of an influenza virus infection.

28. A recombinant influenza virus H5 HA molecule according to claim 1, for use as a 
medicament in the treatment or prevention of an influenza virus infection, wherein said 
H5 HA molecule is from a human influenza A virus.

29. A recombinant influenza virus H5 HA molecule according to claim 1, for use as a 
medicament in the treatment or prevention of an influenza virus infection, wherein said 
H5 HA molecule is from an avian influenza virus.

30. A recombinant influenza virus comprising a recombinant influenza virus H5 HA 
molecule of claim 1, for use as a medicament in the treatment or prevention of an 
influenza virus infection, wherein said H5 HA molecule is from a human influenza A 
virus.

31. A recombinant influenza virus comprising a recombinant influenza virus H5 HA  
molecule of claim 1, for use as a medicament in the treatment or prevention of an



influenza virus infection, wherein said H5 HA molecule is from an avian influenza A 
virus.

32. A pharmaceutical composition for the treatment or prevention of an influenza virus 
infection, comprising a recombinant influenza virus H5 HA molecule according to 
claim 1.

33. The pharmaceutical composition of claim 32, wherein said H5 HA molecule is 
from a human influenza A virus.

34. The pharmaceutical composition of claim 32, wherein said H5 HA molecule is from 
an avian influenza virus.

35. A pharmaceutical composition for the treatment or prevention of an influenza virus 
infection, comprising a recombinant influenza virus comprising a recombinant influenza 
virus H5 HA molecule of claim 1.

36. The pharmaceutical composition of claim 35, wherein said H5 HA molecule is from 
a human influenza A virus.

37. The pharmaceutical composition of claim 35, wherein said H5 HA molecule is from 
an avian influenza A virus.
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