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DESCRIPCION

Adenovirus recombinante del serotipo Ad11

La presente invencion se refiere al campo de la terapia génica, en particular a la terapia génica que implica
elementos derivados de virus, mas concretamente elementos de adenovirus. Los adenovirus han sido propuestos
como vehiculos adecuados para liberar genes al anfitrion.

Existen numerosos rasgos de los adenovirus que los hacen particularmente Utiles para el desarrollo de vectores de
transferencia génica para la terapia génica en humanos:

El genoma de adenovirus estad bien caracterizado. Consta de una molécula de ADN de doble hebra lineal de
aproximadamente 36.000 pares de bases. EI ADN de adenovirus contiene Repeticiones Terminales Invertidas (ITR)
idénticas de aproximadamente 90-140 pares de bases con una longitud exacta que depende del serotipo. Los
origenes de replicacion virales estan en las ITR exactamente en los extremos del genoma;

La biologia de los adenovirus esta caracterizada en detalle; el adenovirus no esta asociado con una patologia
humana grave en individuos inmunocompetentes;

El virus es extremadamente eficaz al introducir su ADN en la célula anfitriona; el virus puede infectar una amplia
gama de células y tiene una amplia gama de anfitriones;

El virus puede ser producido a elevados titulos de virus en grandes cantidades;

El virus se puede volver de replicacion defectuosa mediante la delecion de la regién temprana 1 (E1) del genoma
viral (Brody et al., 1994). La mayoria de los vectores adenovirales utilizados en la actualidad en la terapia génica
tienen una delecion en la region E1, en la que se puede introducir la informacion genética deseada.

Basandose en estas caracteristicas, los métodos preferidos para la transferencia génica in vivo en células diana
humanas, hacen uso de vectores adenovirales como vehiculos de liberacion de genes.

No obstante, todavia existen desventajas asociadas con el uso terapéutico de vectores adenovirales en humanos.
Una desventaja principal es la existencia de una inmunidad pre-existente muy difundida entre la poblacién contra los
adenovirus. La exposicion a adenovirus de tipo salvaje es muy comun en humanos, como ya se ha documentado
ampliamente [revisado en Wadell, 1984]. Esta exposicién ha dado como resultado respuestas inmunitarias contra la
mayor parte de los tipos de adenovirus, no sélo contra los adenovirus a los cuales han sido expuestos los individuos
realmente, si no también contra los adenovirus que tienen epitopos similares (neutralizantes). Este fenémeno de los
anticuerpos pre-existentes en humanos, combinado con una fuerte respuesta inmunitaria humoral y celular
secundaria contra el virus, puede afectar seriamente a la transferencia génica utilizando vectores adenovirales
recombinantes.

Hasta la fecha, se han propuesto seis subgrupos diferentes de adenovirus humanos que en total abarcan 51
serotipos de adenovirus distintos (véase el la Tabla 1). Un serotipo se define basandose en su caracter distintivo
determinado por neutralizacion cuantitativa con antisueros animales (caballo, conejo). Si la neutralizacién muestra
cierto grado de reaccion cruzada entre dos virus, se supone el caracter distintivo del serotipo si A) las
hemaglutininas no estan relacionadas, como muestra la carencia de reaccién cruzada en la inhibicion de
hemaglutinacién, o B) existen diferencias biofisicas/bioquimicas sustanciales en el ADN (Francki et al., 1991). Los
nueve serotipos identificados finalmente (42-51) fueron aislados por primera vez de pacientes infectados con VIH
(Hierholzer et al. 1988; Schnurr et al., 1993). Por razones no bien comprendidas, la mayoria de los pacientes
inmunocomprometidos desprendian adenovirus raramente o jamas aislados de individuos inmunocompetentes
(Hierholzer et al., 1988, 1992; Khoo et al., 1995, De Jong et al., 1998).

La inmensa mayoria de los individuos habian sido expuestos previamente a adenovirus, especialmente los serotipos
de adenovirus 5 y el tipo 2 (Ad5 y Ad2) bien investigados o a serotipos inmunolégicamente relacionados.
Importantemente, estos dos serotipos también son los mas ampliamente estudiados para su uso en terapia génica
en humanos.

El adenovirus recombinante segun la invencion también puede comprender elementos de otros (adeno)virus, con tal
que se remplace un elemento que pudiera conducir a la inmunidad contra semejante vehiculo de reparto génico por
un elemento de adenovirus 35 o un homélogo funcional del mismo, que tenga reducida semejante desventaja y
preferiblemente que evite semejante desventaja. En la presente invencion un vehiculo de reparto génico es cualquier
vehiculo que sea capaz de liberar un acido nucleico de interés en una célula anfitriona. Este debe, segun la
invencion comprender un elemento de adenovirus 35 o un equivalente funcional de semejante elemento, que debe
tener un efecto beneficioso en lo referente a la respuesta inmunitaria contra semejante vehiculo. Basicamente todos
los demas elementos que constituyen el vehiculo pueden ser cualquiera de los elementos conocidos en la técnica o
desarrollados en la técnica, con tal que juntos sean capaces liberar dicho acido nucleico de interés. En principio el
experto en la técnica puede utilizar y/o producir cualquiera de los productos adenovirales o sistemas de produccion
que puedan o hayan sido aplicados en el campo de los adenovirus. Tipicamente los productos de la invencién
pueden ser elaborados en células de empaquetamiento utilizables v.g. para adenovirus 5, tipicamente los vectores
basados en adenovirus 35 pueden ser producidos y/o utilizados de la misma manera que los de los otros adenovirus
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v.g. adenovirus 2 y/o 5. Una buena vision de conjunto de las posibilidades de los vectores minimos, los sistemas de
empaquetamiento, la amplificacion intracelular, los sistemas basados en vectores y plasmidos puede ser encontrada
en las solicitudes copendientes de los autores de la presente solicitud (PCT/NL99/00235 y PCT/NL96/00244). Los
sistemas de liberaciéon no virales también pueden ser proporcionados con elementos segun la invencion como lo
pueden los sistemas de liberacion virales. Ambas clases de sistemas son bien conocidas en la técnica en muchas
estructuras diferentes y por lo tanto no necesitan ninguna explicacién adicional aqui. Una revision de los muchos
sistemas diferentes y de sus propiedades se puede encontrar en Robbins y Ghivizzani (1998) y en Prince (1998).

Los vehiculos de liberaciéon génica contienen tipicamente un acido nucleico de interés. Un acido nucleico de interés
puede ser un gen o una porcion funcional de un gen (donde un gen es cualquier acido nucleico que puede ser
expresado) o un precursor de un gen o un gen transcrito en cualquier nivel de acido nucleico (ADN y/o ARN; de
hebra doble o sencilla). Los genes de interés son bien conocidos en la técnica e incluyen tipicamente aquellos que
codifican proteinas terapéuticas tales como TPA, EPO, citocinas, anticuerpos o derivados de los mismos, etc. Una
visién de conjunto de las proteinas terapéuticas que se van a aplicar en terapia génica se enumera mas abajo.

Factores inmunoestimuladores como los antigenos especificos de tumores, las citocinas, etc.;

Ejemplos no limitantes de factores anti-angiogénicos endostatina, angiostatina, ATF-BPTI CDT-6, mutantes VEGF
negativos dominantes, etc.;

Ejemplos no limitantes de factores angiogénicos VEGF, Factores de crecimiento de fibroblastos, Oxido nitrico
sintetasas, Péptidos natriuréticos de tipo C, etc.;

Proteinas inhibidoras de la inflamaciéon como CD40 soluble, FasL, IL-12, IL-10, IL-4, IL-13 y anticuerpos de cadena
sencilla excretados para CD4, CD5, CD7, CD52, IL-2, IL-1, IL-6, TNF, etc. o anticuerpos de cadena sencilla
excretados al receptor de las células T en células T auto-reactivas. También se pueden utilizar mutantes negativos
de PML dominantes para inhibir la respuesta inmunitaria.

Ademas, se pueden utilizar antagonistas de las citocinas promotoras de la inflamacion, por ejemplo la IL-1RA
(antagonista de receptor) y los receptores solubles como sIL-1RI, sIL-1RII, sTNFRI y sTNFRII. Asimismo se pueden
utilizar genes inhibidores del crecimiento y/o la respuesta inmunitaria tales como ceNOS, Bc13, cactus e IkBa, Boyy
las proteinas que inducen la apoptosis como la proteina VP3 del virus de la anemia de pollo. Ademas, se pueden
utilizar genes suicidas como HSV-TK, citosina desaminasa, nitrorreductasa y linamerasa.

Un acido nucleico de interés también puede ser un acido nucleico que puede hibridar con una secuencia de acido
nucleico presente en la célula anfitriona inhibiendo de ese modo la expresion o transcripcion o traduccion de dicho
acido nucleico. También puede bloquear por medio de la co-supresién. En resumen un acido nucleico de interés es
cualquier acido nucleico que se puede desear para proporcionar a una célula con el fin de inducir una respuesta por
esa célula, cuya respuesta puede ser la produccién de una proteina, la inhibicion de semejante produccion, la
apoptosis, la necrosis, la proliferacion, la diferenciacion etc. La presente invencion es la primera en describir el
adenovirus 35 o un homologo funcional del mismo para uso terapéutico, para esto la invenciéon también proporciona
un adenovirus de serotipo 35 o un homalogo funcional del mismo o un virus quimérico derivado de él, o un vehiculo
de liberacion génica basado en dicho virus, su homodlogo o su quimera para su uso como farmaco. El propio serotipo
de la presente invencion, el adenovirus de tipo 35, es conocido en la técnica. Es un adenovirus del grupo B poco
comun que fue aislado de pacientes con el sindrome de inmunodeficiencia adquirida y otras alteraciones de
inmunodeficiencia (Flomenberg et al., 1987; De Jong et al., 1983). Se ha demostrado que el Ad 35 difiere del
subgrupo C caracterizado mas completamente (incluyendo Ad2 y Ad5) con respecto a las propiedades patogénicas
(Basler et al., 1996). Se ha sugerido que esta diferencia puede tener correlacién con las diferencias en la regién E3
del genoma de Ad35 (Basler et al., 1996). EI ADN de Ad35 ha sido parcialmente clonado y mapeado (Kang et al.,
1989a y b; Valderrama-Leon et al., 1985).

Los serotipos de adenovirus de tipo B tales como 34 y 35 tienen una regién E3 diferente a los otros serotipos.
Tipicamente esta regidn esta implicada en la supresién de la respuesta inmunitaria a los productos adenovirales. Por
lo tanto esta invencion proporciona un vehiculo de liberacion génica segun la invencion por medio del cual dichos
elementos implicados en la evitacion o disminucion de la respuesta inmunitaria comprenden los productos de
expresion de E3 de adenovirus 35 o los genes que los codifican o equivalentes funcionales de cualquiera o de
ambos.

Otra porcién de los adenovirus implicada en la respuesta inmunitaria es la capsida, en particular las proteinas
pentona y/o hexona. Por lo tanto la invencion también proporciona un vehiculo de liberacion génica segun la
invencion por medio del cual los elementos comprenden al menos una proteina de la capsida de adenovirus 35 o
una porcion funcional de la misma, tal como las proteinas de la fibra, la pentona y/o la hexona o un gen que codifica
al menos una de ellas. No es necesario que una proteina completa relevante para la respuesta inmunitaria tenga su
origen en el adenovirus 35 (o un homélogo funcional del mismo). Es perfectamente posible insertar una porcion de
una proteina de la fibra, pentona o hexona de adenovirus en otra fibra, pentona o hexona. De ese modo se obtienen
proteinas quiméricas.

Asimismo es posible tener una pentona de cierto adenovirus, una hexona de otro y una fibra o una regién E3 de otro
adenovirus mas. Segun la invencién al menos una de las proteinas o genes que las codifican debe comprender un
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elemento de adenovirus 35 o un homadlogo funcional del mismo, con lo que dicho elemento tiene un efecto sobre la
respuesta inmunitaria del anfitrién. Asi la invencién proporciona una liberacion génica segun la invencioén, que es una
quimera de adenovirus 35 con otro adenovirus como minimo. De este modo también se puede modificar el virus
resultante en otros aspectos en lugar de solo la respuesta inmunitaria. Se puede intensificar su eficacia de infeccion
con los elementos responsables de la misma; se puede intensificar su replicacion en una célula de
empaquetamiento, o se puede cambiar su tropismo.

De este modo la invencion proporciona p. €j. un vehiculo de liberacion génica segun la invencion que tiene un
tropismo diferente al del adenovirus 35. Por supuesto el tropismo debe ser alterado preferiblemente de manera que
el vehiculo de liberacion génica sea liberado preferentemente en un subgrupo de células del anfitrién, es decir las
células diana. Los cambios en el tropismo y los otros cambios que también pueden ser aplicados en la presente
invencién de vehiculos de liberacién adenovirales o de otros genes se describen en las solicitudes co-pendientes de
los autores de la presente solicitud (nims. 98204482.8, 99200624.7 y 98202297.2). Por supuesto la presente
solicitud también proporciona todos y cada uno de los bloques necesarios y/o Utiles para obtener los vehiculos de
liberacion génica y/o las quimeras, etc. de la presente invencion. Esto incluye las células de empaquetamiento tales
como PER.C6 (numero de consigna en la ECACC 96022940) o células basadas en ellas, pero adaptadas para Ad35
o0 un homodlogo funcional del mismo; también se incluyen cualquiera de los acidos nucleicos que codifican las
porciones funcionales del adenovirus 35 o un homdlogo funcional del mismo, tales como los constructos
coadyuvantes, y los constructos de empaquetamiento, asi como los vectores que comprenden los genes de interés y
p. ej. una ITR, etc.

Tipicamente la solicitud de los autores de la presente solicitud (PCT/NL96/00244) describe los elementos necesarios
y utiles para lograr los vehiculos de liberacion génica de la invencion. Asi la invencion también proporciona un acido
nucleico que codifica al menos una porcion funcional de un vehiculo de liberaciéon génica segun la invencion, o un
virus, homologo o quimera del mismo segun la invencion. Segun la invencion, tales elementos, que codifican
funciones que terminaran en el vehiculo de liberacién génica resultante deben comprender o ser codificados por un
acido nucleico que codifique al menos uno de los elementos del adenovirus de serotipo 35 o un equivalente
funcional del mismo, responsable de evitar o disminuir la actividad neutralizadora contra los elementos adenovirales
del anfitrién en el cual se ha liberado el gen. Tipicamente el gen de interés estara presente en el mismo acido
nucleico lo que significa que semejante acido nucleico tiene semejante gen o que tiene un sitio para introducir alli un
gen de interés.

Tipicamente semejante acido nucleico también comprende al menos una ITR y si es un acido nucleico que va a ser
empaquetado también una sefial de empaquetamiento. Sin embargo, como se ha mencionado antes todos los
elementos necesarios y Utiles y/o las unidades estructurales para la presente invencién pueden ser encontrados en
la solicitud de los autores de la presente solicitud (PCT/NL96/00244). Un grupo de mejoras adicionales en el campo
de la produccién de vehiculos de liberacion génica adenovirales es el sistema plasmidico de los autores de la
presente solicitud descrito en PCT/NL99/00235 mencionada antes en la presente memoria. Este sistema funciona en
una realizacion como una recombinacion homéloga de un plasmido adaptador y un plasmido mas largo,
comprendiendo juntos todos los elementos del acido nucleico que va a ser incorporado al vehiculo de liberacién
génica. Estos métodos también pueden ser aplicados a los vehiculos de liberacién génica inventados en el momento
presente y a sus elementos estructurales. De este modo la invencién también proporciona un acido nucleico segun
la invencién que comprende adicionalmente una regién de nucledtidos disefiada o utilizable para la recombinacion
homodloga, preferiblemente como parte de al menos un grupo de dos acidos nucleicos que comprende un acido
nucleico segun la invencién, por medio del cual dicho grupo de &cidos nucleicos es susceptible de un evento de
recombinacion homéloga individual entre si, que conduce a un acido nucleico que codifica un vehiculo de liberacion
génica funcional. Se proporcionan tanto las células de empaquetamiento vacias (en las cuales todavia se tiene que
introducir o producir el vector que va a ser empaquetado para elaborar un vehiculo de liberaciéon génica segun la
invencion) como las células que comprenden un vector segun la invencion que va a ser empaquetado. De este modo
la invencién también abarca una célula que comprende un acido nucleico segun la invencion o un grupo de acidos
nucleicos segun la invencion, preferiblemente una célula que complementa los elementos necesarios para la
replicaciéon adenoviral que estan ausentes del acido nucleico que va a ser empaquetado, o de un grupo de acidos
nucleicos segun la invencién. En la presente invencidn se ha descubierto que los vectores de adenovirus 35 con E1
suprimida, no son susceptibles de replicacion en células que proporcionan las proteinas del adenovirus 5 en trans.
La invencién proporciona por lo tanto adicionalmente una célula capaz de proporcionar las proteinas E1 del
adenovirus 35 en trans. Semejante célula es tipicamente una célula humana derivada de la retina o el rifidén. Se ha
demostrado que las células embrionarias tales como los amniocitos, son particularmente adecuadas para la
generacion de una linea celular que complemente E1. Por lo tanto en la presente invencion se prefieren tales
células. La complementacion especifica del serotipo por las proteinas E1 puede ser debida a una o mas proteinas
codificadas por la regiéon E1. Por lo tanto es esencial que al menos la proteina de serotipo especifico sea
proporcionada en trans en la linea celular complementadora. Las proteinas E1 no especificas del serotipo esenciales
para la complementacién eficaz de un adenovirus con E1 suprimida pueden derivar de otros serotipos de
adenovirus. Preferiblemente, se proporciona al menos una proteina E1 de la regiéon E1B de adenovirus 35 en trans
para complementar los vectores basados en adenovirus 35 con E1 suprimida. En una realizacion el &cido nucleico
que codifica una o mas proteinas E1 especificas del serotipo es introducido en la célula PER.C6 o una célula que se
origina a partir de una célula PER.C6 (numero de consigna en la ECACC 96022940), o una célula de
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empaquetamiento similar que complementa con los elementos de Ad 35 o un homdlogo funcional del mismo. Como
ya se ha referido la invencién también abarca un método para producir un vehiculo de liberaciéon génica segun la
invencidon, que comprende expresar un acido nucleico segun la invenciéon en una célula segun la invencion y
cosechar el vehiculo de liberacion génica resultante. Lo anterior hace referencia a la carga de la célula de
empaquetamiento vacia con los acidos nucleicos relevantes. El formato de la célula cargada también es por
supuesto parte de la presente invencién, que proporciona un método para producir un vehiculo deliberacion génica
segun la invencion, que comprende cultivar una célula de empaquetamiento cargada (célula productora) segun la
invencion en un medio de cultivo adecuado y cosechar el vehiculo de liberacidon génica resultante.

Los vehiculos de liberacién génica resultantes obtenibles mediante cualquiera de los métodos segun la invencion
también son por supuesto parte de la presente invencion, también concretamente un vehiculo de liberacion génica
segun la invencion, que deriva de una quimera de un adenovirus y un virus integrante.

Es bien sabido que los vehiculos de liberacién génica adenovirales no se integran normalmente en el genoma
anfitrion. Para la expresion a largo plazo de los genes en una célula anfitriona se prefiere por lo tanto preparar
quimeras que tengan esa capacidad. Tales quimeras han sido descritas en la solicitud de los autores de la presente
invencion co-pendiente PCT/NL98/00731. Un ejemplo muy bueno de semejante quimera de adenovirus y un virus
integrante donde dicho virus integrante es un virus adenoasociado. Como se ha discutido aqui antes otras quimeras
utiles, que también pueden ser combinadas con las anteriores son las quimeras (sea ésta en proteinas completas
intercambiables o partes de las mismas o ambas) que tienen un tropismo alterado. Un ejemplo muy bueno de la
misma es una quimera de Ad 35 y Ad 16, posiblemente con elementos por ejemplo de Ad 2 o Ad 5, donde la porcion
determinante del tropismo de Ad 16 o un equivalente funcional del mismo se utiliza para dirigir el vehiculo de
liberacion génica a sinoviocitos y/o células de la musculatura lisa (véase el las solicitudes co-pendientes de los
autores de la presente invencion nums. 98204482.8 y 99200624.7). Las células dendriticas (DC) y las células del
tallo hematopoyético (HSC) no son facilmente transducidas con vehiculos génicos derivados de Ad2 y Ad5. La
presente invencion proporciona vehiculos de liberacion génica que poseen una capacidad de transduccion de
células DC y HSC incrementada. Tales vehiculos de liberacién génica comprenden al menos la porcidon determinante
del tropismo del tejido de un adenovirus Ad35. La invencién proporciona por lo tanto adicionalmente el uso de una
porcion determinante del tropismo del tejido de una capsida del adenovirus 35 para transducir células dendriticas y/o
células del tallo hematopoyético. Otros adenovirus de tipo B también son adecuados. Una porcién determinante del
tropismo del tejido comprende al menos la protuberancia y/o el eje de una proteina de la fibra. Por supuesto para
una persona experta en la técnica es muy posible determinar las secuencias de aminoacidos responsables el
tropismo del tejido en la proteina de la fibra. Semejante conocimiento puede ser utilizado para idear proteinas
quiméricas que comprenden tales secuencias de aminoacidos. Tales proteinas quiméricas son por lo tanto parte de
la invencion. Las células DC son células presentadoras de antigenos muy eficaces. Introduciendo el vehiculo de
liberacion génica en tales células el sistema inmunitario del anfitrion puede ser disparado hacia antigenos
especificos. Tales antigenos pueden estar codificados por acidos nucleicos liberados en las DC o por las proteinas
del propio vehiculo de liberacién génica. La presente invencion también proporciona por lo tanto un vehiculo de
liberacion génica con la capacidad de eludir el sistema inmunitario del anfitrion como vacuna. El vector es capaz de
eludir el sistema inmunitario lo suficiente para encontrar eficazmente células diana y al mismo tiempo es capaz de
liberar antigenos especificos para las células presentadoras de antigenos permitiendo de ese modo la induccién y/o
la estimulacion de respuestas inmunitarias eficaces hacia el antigeno o los antigenos especificos. Para modular
adicionalmente la respuesta inmunitaria, el vehiculo de liberaciéon génica puede comprender proteinas y/o acidos
nucleicos que codifican tales proteinas capaces de modular una respuesta inmunitaria. Se encuentran ejemplos no
limitantes de tales proteinas entre las interleucinas, las moléculas de adherencia, las proteinas co-estimuladoras, los
interferones etc. La invencién proporciona por lo tanto adicionalmente una vacuna que comprende un vehiculo de
liberacion génica de la invencioén. La invencién proporciona adicionalmente un vector de adenovirus con la capacidad
de transducir eficazmente DC y/o HSC, comprendiendo el vehiculo al menos una porcién determinante del tropismo
de tejido del adenovirus de serotipo 35. La invencion proporciona adicionalmente el uso de semejantes vehiculos de
liberacion para la transduccion de células HSC y/o DC. Se encontraron tropismos de tejido similares entre otros
adenovirus de serotipo B, concretamente en el serotipo 11 y que también son parte de la invencion. Por supuesto
también es posible proporcionar otros vehiculos de liberaciéon génica con la porciéon determinante del tropismo de
tejido proporcionando de ese modo a tales vehiculos de liberaciéon una capacidad de transduccién de DC y/o HSC.
Tales vehiculos de liberacion génica también son por lo tanto parte de la invencion.

Los vehiculos de liberacion génica segun la invencion pueden ser utilizados para liberar genes o acidos nucleicos de
interés en las células del anfitrion. Este sera tipicamente un uso farmacéutico. Semejante utilizacién esta incluida en
la presente invencion. Las composiciones adecuadas para semejante uso también son parte de la presente
invencion. La cantidad de vehiculo de liberacion génica que se necesita que esté presente por dosis o por infeccion
(m.o.i.) dependera de la afeccidén que se vaya a tratar, de la ruta de administracion (tipicamente parenteral) del
sujeto y de la eficacia de la infeccion, etc. Los estudios para descubrir la dosis son bien conocidos en la técnica y se
pueden utilizar tipicamente aquellos ya realizados con otros vehiculos de liberacién génica (adenovirales) como
pautas para encontrar las dosis adecuadas de los vehiculos de liberacidon génica segun la invencion. Tipicamente es
aqui donde se pueden encontrar excipientes adecuados, medios de administracion adecuados, medios adecuados
de prevencion de la infeccion con el vehiculo cuando no se desea, etc. Asi la invencion también proporciona una
formulacion farmacéutica que comprende un vehiculo de liberacidon génica segun la invenciéon y un excipiente
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adecuado, asi como una formulacion farmacéutica que comprende un adenovirus 0 una quimera del mismo, o0 un
homalogo funcional del mismo segun la invencién y un excipiente adecuado.

Breve descripcion de los dibujos

Figura 1: Diagrama de barras que muestra el porcentaje de muestras de suero positivas para la neutralizacion de
cada adenovirus wt humano sometido a ensayo (véase el ejemplo 1 para la descripcién del analisis de
neutralizacion).

Figura 2: Grafico que muestra la ausencia de correlacion entre la razén VP/DICC50 y el porcentaje de neutralizacion.

Figura 3: Representacion esquematica de un mapa de restriccion parcial de Ad35 (tomado de Kang et al., 1989) y
los clones generados para elaborar virus basados en Ad35 recombinantes.

Figura 4: Diagrama de barras que presenta el porcentaje de muestras de suero que muestran actividad
neutralizadora para una seleccion de serotipos de adenovirus. Los sueros derivaban de voluntarios sanos de Bélgica
y Reino Unido.

Figura 5: Diagrama de barras que presenta el porcentaje de muestras de suero que muestran actividad
neutralizadora para los serotipos de adenovirus 5, 11, 26, 34, 35, 48 y 49. Los sueros derivaban de cinco
localizaciones diferentes de Europa y Estados Unidos.

Figura 6: Secuencia de adenovirus humano de tipo 35. Como se explica en el texto la secuencia de nucledtidos de
los extremos terminales del virus no se resuelven definitivamente.

Figura 7: Mapa de pAdApt

Figura 8: Mapa de pIPspAdApt

Figura 9: Mapa de plPspAdApt1

Figura 10: Mapa de pIPspAdApt3

Figura 11: Mapa de pAdApt35IP3

Figura 12: Mapa de pAdApt35IP1

Figura 13: Representacion esquematica de las etapas experimentadas para construir pWWE.Ad35.pIX-rITR

Figura 14: Mapa de pWE.Ad35.pIX-rITR

Figura 15: Mapa de pRSV.Ad35-E1

Figura 16: Mapa de PGKneopA

Figura 17: Mapa de pRSVpNeo

Figura 18: Mapa de pRSVhbvNeo

Figura 19: Analisis de citometria de flujo sobre la expresion de proteina fluorescente Verde (GFP) en células TF-1
humanas. Las células TF-1 no transducidas fueron utilizadas para ajustar un nivel de fondo del 1%. Se muestra la
expresion de GFP en células transducidas con Ad5, Ad5.Fib16. Ad5.Fib17, Ad5.Fib40-L, Ad5.Fib35, y Ad5.Fib51.
Figura 20: Transducciéon de estroma de tipo fibroblastico humano primario. Las células fueron analizadas 48 horas
después de una exposicion de dos horas a los diferentes virus con fibra quiméricos. Se muestra el porcentaje de
células que se ha encontrado que son positivas para el transgen: proteina fluorescente verde (GFP) utilizando un
citometro de flujo. Las células estromaticas no transducidas fueron utilizadas para ajustar un fondo al 1%. Se
muestran los resultados de diferentes experimentos (n=3) * la desviacion tipica.

Figura 21: Transduccién de estroma de tipo fibroblastico humano primario, células CD34" y células CD34'Lin". Las
células fueron analizadas 5 dias después de una exposicion de dos horas a los diferentes virus con fibra quiméricos.
Se muestra el porcentaje de células que se ha encontrado que son positivas para el transgen: proteina fluorescente
verde (GFP) utilizando un citémetro de flujo. Las células no transducidas fueron utilizadas para ajustar un fondo al

1%. Asimismo se muestra el numero de eventos GFP positivos dividido por el nimero total de eventos analizados
(entre paréntesis).
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Figura 22: A) Andlisis citométrico de flujo de células GFP positivas tras la transduccién de células CD34" con
Ad5.Fib51. Todas las células reunidas en R2-R7 son positivas para CD34 pero difieren en la expresién de los
marcadores de diferenciacion tempranos CD33, CD38, y CD71 (Lin). Las células en R2 son negativas para CD333,
CD38, CD71 mientras las células en R7 son positivas para estos marcadores. Para demostrar la especificidad de
Ad5.Fib51 se determiné el porcentaje de células GFP positivas en R2-R7 que se demostrd que disminuia a partir del
91% (R2) al 15% (R7). B) Idéntico experimento como se muestra en A (el eje de las X es R2 a R7) pero para los
otros virus quiméricos de la fibra Ad que muestran que Ad5.Fib35, y Ad5.Fib16 se comportan de un modo similar a
Ad5.Fib51.

Figura 23: Alineamiento de las proteinas de la fibra quiméricas de Ad5fib16, Ad5fib35 y Ad5fib51 con la secuencia
de fibra de Ad5.

Figura 24: Toxicidad de la exposicion de Adenovirus a células de médula ésea humana primitiva y células del Tallo.
Los cultivos celulares fueron sometidos a recuento inmediatamente antes y 5 dias después de la transduccion con
adenovirus. Se muestra el porcentaje de células de médula 6sea humana primitivas (CD34") y HSC (CD34"Lin’)
recuperadas en comparacion con el dia 0.

Figura 25: Transduccion de DC inmaduras a una dosis de virus de 100 o 1.000 particulas de virus por célula. El virus
sometido a ensayo es Ad5 y vectores basados en Ad5 que portan la fibra de serotipo 12 (Ad5.Fib12), 16
(Ad5.Fib16), 28 (Ad5.Fib28), 32 (Ad5.Fib32), la fibra larga de 40 (AD5.Fib40-L), 49 (Ad5.Fib49), 51 (Ad5.Fib51). La
expresion del transgen de la luciferasa es expresada como unidades de luz relativa por microgramo de proteina.

Figura 26: Analisis citométrico de flujo de la expresion de LacZ sobre DC inmaduras y maduras transducidas con
10.000 particulas de virus por célula de Ad5 o los vectores con fibra quiméricos Ad5.Fib16, Ad5.Fib40-L, o
Ad5.Fib51. Los porcentajes de las células que puntuaban como positivas se muestran en la esquina superior
izquierda de cada histograma.

Figura 27: Expresion del transgen de la luciferasa en DC inmaduras humanas medida 48 horas después de la
transduccion con 1.000 o 5.000 particulas de virus por célula. Los virus sometidos a ensayo fueron virus quiméricos
con fibra que portaban la fibra de los miembros del subgrupo B (serotipos 11, 16, 35, y 51).

Figura 28: Expresion de la proteina fluorescente verde en DC humanas inmaduras después de la transduccién con
1.000 particulas de virus por célula de Ad5, Ad5.Fib16, y Ad5.Fib35. Las células no transducidas fueron utilizadas
para ajustar un nivel de fondo de aproximadamente el 1% (-).

Figura 29: Transduccion de DC de ratén y chimpancé. La expresion del transgen de la luciferasa medida en DC de
raton 48 horas después de la transduccidn se expresa como unidades de luz relativa por microgramo de proteina.
Las DC de chimpancé fueron medidas 48 horas después de la transduccién utilizando un citémetro de flujo. La
expresion de GFP demuestra la escasa transduccion de Ad (35) en contraste con Ad5.Fib35 (66%).

Figura 30: Crecimiento dependiente de la temperatura de PER.C6. Se cultivaron células PER.C6 en Medio de Eagle
Modificado de Dulbecco con un suplemento de Suero Bovino Fetal al 10% (FBS, Gibco BRL) y MgCl, 10 mM en una
atmosfera de CO, al 10% a 32°C, 37°C o 39°C. El dia 0, se sembraron un total de 1 x 10° células PER.C6 por
matraz para el cultivo de tejidos de 25 cm? (Nunc) y las células fueron cultivadas a 32°C, 37°C o 39°C. El dia 1-8, se
contaron las células. La tasa de crecimiento y la densidad celular final del cultivo de PER.C6 a 39°C era comparable
al de 37°C. La tasa de crecimiento y la densidad final del cultivo de PER.C6 a 32°C estaban ligeramente reducidas
en comparacion con las de 37°C o las de 39°C. Las células PER.C6 fueron sembradas a una densidad de 1 x 10°
células por matraz para el cultivo de tejidos de 25 cm? y cultivadas a 32, 37, o 39°C. En los momentos puntuales
indicados, las células fueron sometidas a recuento en un contador celular Burker. PER.C6 crece bien tanto a 32,
como a 37 y 39°C.

Figura 31: Niveles de DBP en células PER.C6 transfectadas con pcDNA3, pcDNA3WtE2A o pcDNA3ts125E2A.

Se fraccionaron cantidades iguales de extracto de células completas mediante SDS-PAGE sobre geles al 10%. Las
proteinas fueron transferidas a membranas Immobilon-P y la proteina DBP fue visualizada utilizando el monoclonal
oDBP B6 en un sistema de deteccion ECL. Todas las lineas celulares derivadas de la transfeccion con
pcDNA3ts125E2A expresan la proteina DBP codificada por E2A de 72 kDa (panel izquierdo, calles 4-14; panel
central, calles 1-13; panel derecho, calles 1-12). En contraste, la Unica linea celular derivada de la transfeccién con
pcDNAWLE2A no expresaba la proteina DBP (panel izquierdo, calle 2). No se detectaba DBP en el extracto de una
linea celular derivada de la transfeccion con pcDNA3 (panel izquierdo, calle 1), que sirve como control negativo. El
extracto de células PER.C6 transfectadas transitoriamente con pcDNA3ts125 (panel izquierdo, calle 3) servia como
control positivo para el procedimiento de transferencia Western. Estos datos confirman que la expresion constitutiva
de WtE2A es toxica para las células y que utilizando el mutante ts125 de E2A se puede evitar esta toxicidad.

Figura 32: Crecimiento en suspension de PER.C6ts125E2A C5-9.

La linea que expresa tsE2A PER.C6tsE2A.c5-9 fue cultivada en suspension en Ex-cell® sin suero. En los momentos
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puntuales indicados, las células fueron contadas en un contador celular Burker Se indican los resultados de 8
cultivos independientes. PER.C6tsE2A crece bien en suspension en medio Ex- cell® sin suero.

Figura 33: Curva de crecimiento PER.C6 y PER.C6tsE2A

Se cultivaron celulas PER.C6 o PER.C6ts125E2A (c8-4) a 37°C o 39°C, respectlvamente El dia 0, se sembraron un
total de 1 x 10° células por matraz para el cultivo de tejidos de 25 cm?. En los momentos puntuales indicados, se
contaron las células. El crecimiento de las células PER.C6 a 37°C es comparable con el crecimiento de
PER.C6ts125E2A c8-4 a 39°C. Esto muestra que la sobreexpresion constitutiva de ts125E2A no tiene un efecto
adverso sobre el crecimiento de las células a la temperatura no permisiva de 39°C.

Figura 34: Estabilidad de PER.C6ts125E2A. Para varios pases, se cultivé la linea celular PER.C6ts125E2A clon 8-4
a 39°C en medio sin G418. Se fraccionaron cantidades iguales de extracto de células completas mediante SDS-
PAGE sobre geles al 10%. Las proteinas fueron transferidas a membranas Immobilon-P y se visualizé la proteina
DBP utilizando el monoclonal o«DBP B6 en un sistema de deteccién ECL. La expresién de la proteina DBP codificada
por ts125E2A es estable durante al menos 16 pases, lo que equivale a aproximadamente 40 duplicaciones celulares.
No se observaron descensos en los niveles de DBP durante este periodo de cultivo, indicando que la expresion de
ts125E2A es estable, incluso en ausencia de presién de seleccion con G418.

Figura 35: Actividad tTA en células PER.C6/tTA (A) y PER.C6/E2A/LTA (B) resistentes a higromicina. Se hicieron
crecer 16 colonias de células PER.C6/tTA resistentes a higromicina |ndepend|entes y 23 colonias de células
PER.C6/E2A/tTA resistentes a higromicina independientes en pocillos de 10 cm® hasta la subconfluencia y se
transfectaron con 2 ng de pUHC 13-3 (un plasmido que contiene el gen informador de la luciferasa bajo el control del
promotor 7xtetO). La mitad de los cultivos se mantuvo en medio que contenia doxiciclina para inhibir la actividad de
tTA. Las células fueron cosechadas a las 48 horas de la transfeccion y se midi6 la actividad luciferasa. La actividad
luciferasa se indica en unidades de luz relativa (RLU) por ug de proteina.

Descripcion Detallada

Como se ha descrito antes, los serotipos de adenovirus mas ampliamente estudiados no son idealmente adecuados
para liberar material genético adicional en las células anfitrionas. Esto se debe parcialmente a la inmunidad pre-
existente entre la poblacidén contra estos serotipos. Esta presencia de anticuerpos pre-existentes en humanos,
combinada con una fuerte respuesta humoral y celular secundaria contra el virus afectara a la terapia génica
adenoviral.La presente invencién proporciona el uso de al menos los elementos de un serotipo y los homdlogos
funcionales del mismo de adenovirus que son muy adecuados como vectores de terapia génica. La presente
invencién también describe un escrutinio de alto rendimiento automatizado de todos los serotipos de adenovirus
conocidos frente a sueros de muchos individuos. Sorprendentemente, no se encontré capacidad neutralizadora en
ninguno de los sueros que se evaluaron frente a un serotipo concreto, el adenovirus 35 (Ad 35). Esto hace
extremadamente util el serotipo de la presente invencién como sistema vector para la terapia génica en el hombre.
Semejante sistema vector es capaz de transferir eficazmente material genético a una célula humana sin el problema
inherente de la inmunidad pre-existente.

Tipicamente, se produce un virus utilizando un vector adenoviral (tipicamente un plasmido, un césmido o un vector
de baculovirus). Tales vectores también son por supuesto parte de la presente invencion. La invencidon también
proporciona vectores derivados de adenovirus que se han vuelto de replicacion defectuosa mediante delecion o
inactivacion de la region E1. Por supuesto, también se puede insertar un gen de interés por ejemplo en el sitio de la
E1 del adenovirus original del cual deriva el vector. En todos los aspectos de la invencion los adenovirus pueden
contener deleciones en la region E1 e inserciones de genes heterélogos conectados o no al promotor. Ademas, los
adenovirus pueden contener deleciones en las regiones E2, E3 o E4 e inserciones de genes heterélogos conectados
a un promotor. En estos casos, se requieren las lineas celulares complementadoras de E2 y/o E4 para generar
adenovirus recombinantes.

Se puede elegir la utilizacion del propio serotipo Ad35 para la preparacion de los adenovirus recombinantes que van
a ser utilizados en terapia génica. Alternativamente, se puede elegir la utilizacion de elementos derivados del
serotipo de la presente invencién en tales adenovirus recombinantes. Se puede desarrollar por ejemplo un
adenovirus quimérico que combine las propiedades deseables de diferentes serotipos. Algunos serotipos tienen una
gama de anfitrién algo limitada, pero tienen la ventaja de ser menos inmunogénicos, algunos lo contrario. Algunos
tienen el problema de ser de virulencia limitada, pero tienen una amplia gama de anfitrién y/o una inmunogenicidad
reducida. Tales adenovirus quiméricos son conocidos en la técnica, y se pretende que estén dentro del alcance de la
presente invencion. Asi en una realizacién la invencién proporciona un adenovirus quimérico que comprende al
menos una porcion del genoma del adenovirus del presente serotipo, que le proporciona la ausencia de inmunidad
pre-existente, y al menos una porcion del genoma de adenovirus de otro serotipo de adenovirus dando como
resultado un adenovirus quimérico. De esta manera el adenovirus quimérico producido es tal que combina la
ausencia de inmunidad pre-existente del serotipo de la presente invencion, con otras caracteristicas de otro serotipo.
Tales caracteristicas pueden ser la estabilidad frente a la temperatura, el ensamblaje, el anclaje, la infeccion re-
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dirigida, el rendimiento de produccion, la infeccion re-dirigida o mejorada, la estabilidad del ADN en la célula diana,
etc.

Generalmente se necesitara una célula de empaquetamiento con el fin de producir una cantidad suficiente de
adenovirus. Para la produccién de adenovirus recombinantes para la terapia génica, se encuentran disponibles
numerosas lineas celulares. Entre estas se incluyen pero no estan limitadas a las lineas celulares conocidas
PER.C6 (numero de consigna en la ECACC 96022940), 911, 293, y E1 A549.

Un importante rasgo de la presente invencion es el método para producir el adenovirus. Tipicamente, no se desea
que un lote de adenovirus para aplicaciones clinicas contenga adenovirus de replicacion competente. En general por
lo tanto, se desea omitir numerosos genes (al menos uno) del genoma adenoviral en el genoma adenoviral y facilitar
estos genes al genoma de la célula a la cual se dirige el vector para producir adenovirus quiméricos. Semejante
célula es denominada normalmente célula de empaquetamiento. Por tanto la invencién también proporciona una
célula de empaquetamiento para producir un adenovirus (un vehiculo de liberaciéon génica) segun la invencion, que
comprende en trans todos los elementos necesarios para la produccion de adenovirus no presentes en el vector
adenoviral segun la invencién. Tipicamente el vector y la célula de empaquetamiento deben ser adaptados entre si
ya que tienen todos los elementos necesarios, pero no tienen elementos solapantes que conduzcan a un virus de
replicacién competente mediante recombinacion.

De este modo, la invencion también proporciona un estuche de porciones que comprende una célula de
empaquetamiento segun la invenciéon y un vector recombinante segun la invencién por medio del cual no hay
esencialmente secuencia solapante que conduzca a la recombinacion dando como resultado la produccién de
adenovirus de replicacion competente entre dicha célula y dicho vector.

De este modo, la presente invencidon proporciona los métodos para producir adenovirus, que tras la aplicacion
escapara de la inmunidad humoral pre-existente, que comprende proporcionar un vector con elementos derivados
de un serotipo de adenovirus contra el cual no existe virtualmente inmunidad natural y transfectar dicho vector en
una célula de empaquetamiento segun la invencién y permitir la produccion de particulas virales.

En un aspecto esta invencion describe el uso del serotipo de adenovirus de la presente invencién para superar la
actividad neutralizadora del anfitrion existente por naturaleza o inducida hacia los adenovirus administrados in vivo
para aplicaciones terapéuticas. La necesidad de un nuevo serotipo esta acentuada por las observaciones de que 1)
la liberacion sistémica repetida del adenovirus de serotipo 5 recombinante es infructuosa debido a la formacion de
elevados titulos de anticuerpos neutralizadores contra el adenovirus de serotipo 5 recombinante (Schulick y col,
1997), y 2) la inmunidad pre-existente o humoral esta muy difundida en la poblacién.

En otro aspecto la invencién proporciona el uso de vehiculos de liberacién génica de la invencién o el uso del
serotipo 35 de adenovirus para vacunacion. Semejante uso evita al menos en parte las respuestas inmunitarias no
deseadas del anfitrion. Ejemplos no limitantes de las respuestas inmunitarias no deseadas estan evocando una
respuesta inmunitaria contra el vehiculo de liberacion génica o el serotipo 35 de adenovirus y/o reforzando una
respuesta inmunitaria contra el vehiculo de liberacién génica o el serotipo 35 de adenovirus.

En otro aspecto de la invencion, se hace uso alternativo de los vectores Ad que corresponden a diferentes sub-
grupos. Por lo tanto, este aspecto de la invencion evita la incapacidad de repetir la administraciéon de un adenovirus
para fines de terapia genética.

Ejemplos

Ejemplo 1

Analisis de elevado rendimiento para la deteccion de la actividad neutralizadora en suero humano

Para permitir el escrutinio de una gran cantidad de suero humano en cuanto a la presencia de anticuerpos
neutralizadores contra todos los serotipos de adenovirus, se desarrollé un analisis de 96 pocillos automatizado.

Suero humano

Se selecciond un panel de 100 individuos. Los voluntarios (50% hombres, 50% mujeres) eran individuos sanos entre
20 y 60 afos de edad sin restriccion de raza. Todos los voluntarios firmaron un informe de consentimiento. Se
excluyeron las personas implicadas profesionalmente en la investigaciéon de adenovirus.

Se recogieron aproximadamente 60 ml de sangre en tubos secos. En las dos horas posteriores a la toma de
muestras, la sangre fue centrifugada a 2.500 rpm durante 10 minutos. Se transfirieron aproximadamente 30 ml de
suero a tubos de polipropileno y se almacenaron congelados a -20°C hasta su uso adicional.

El suero se descongel6 y se inactivd con calor a 56°C durante 10 minutos y después se formaron alicuotas para
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evitar ciclos repetidos de congelacion/descongelacién. Parte se utilizé para realizar cinco etapas de diluciones 1:2 en
medio (DMEM, Gibco, BRL) en una cantidad suficiente para llenar aproximadamente 70 placas de 96 pocillos. Las
alicuotas de sueros no diluidos y diluidos fueron pipeteadas en placas de pocillos profundos (formato de 96 pocillos)
y utilizando un PlateMate programado dispensadas en alicuotas de 100 pl en placas de 96 pocillos. De este modo
las placas fueron cargadas con ocho sueros diferentes por duplicado (100 ul/pocillo) conforme al siguiente esquema:

S1/2 S1/4 S1/8 S1/16 S1/32 S5/2 S5/4 S5/8 S5/16 S5/32 - |-
S1/2 S1/4 S1/8 S1/16 S$1/32 S5/2 S5/4 S5/8 S5/16 S§5/32 - |-
S2/2 S2/4 S2/8 S2/16 S2/32 S6/2 S6/4 S6/8 S6/16 S6/32 - |-
S2/2 S2/4 S2/8 S2/16 S2/32 S6/2 S6/4 S6/8 S6/16 S6/32 - |-
S3/2 S3/4 S3/8 S3/16 S3/32 S7/2 S7/4 S7/8 S7/16 S7/32 - |-
S3/2 S3/4 S3/8 S3/16 S3/32 S7/2 S7/4 S7/8 S7/16 S7/32 - |-
S4/2 S4/4 S3/8 S3/16 S3/32 S8/2 S8/4 S8/8 S8/16 S8/32 - |-
S4/2 S4/4 S3/8 S3/16 S3/32 S8/2 S8/4 S8/8 S8/16 S8/32 - |-

Donde S1/2 a S8/2 en las columnas 1y 6 representan 1x sueros diluidos y Sx/4, Sx/8, Sx/16 y Sx/32 las diluciones
seriadas 1:2. Las ultimas placas también contenian cuatro pocillos cargados con 100 ul de suero de ternera fetal
como control negativo. Las placas se mantuvieron a -20°C hasta su uso adicional.

Preparacion de soluciones de partida de adenovirus humano

Se inocularon prototipos de todos los adenovirus humanos conocidos en matraces T25 sembrados con células
PER.C6 (numero de consigna en la ECACC 96022940) (Fallaux et al., 1998) y se cosecharon tras un ECP completo.
Tras congelar/descongelar se utilizaron 1-2 ml de productos lisados brutos para inocular en un matraz T80 células
PER.C6 (numero de consigna en la ECACC 96022940) y el virus fue cosechado a un ECP completo. El marco
temporal entre la inoculacion y la aparicion de ECP asi como la cantidad de virus necesaria para re-infectar un
nuevo cultivo, diferian entre los serotipos. Las soluciones de partida de adenovirus fueron greparadas mediante
congelacién/descongelacion y se utilizaron para inocular 3-4 matraces de tres capas T175 cm” con células PER.C6
(numero de consigna en la ECACC 96022940). Tras la aparicion del ECP, las células se cosecharon tapando el
matraz, se sedimentaron y el virus se aislé y se purificé mediante un gradiente en CsCI de dos etapas como sigue.
Los sedimentos celulares fueron disueltos en 50 ml de tampon NaPO4 10 mM (pH 7,2) y congelados a -20°C.
Después de descongelar a 37°C, se afiadieron 5,6 ml de desoxicolato de sodio (5% p/p). La solucion se mezclo
suavemente y se incubd durante 5-10 minutos a 37°C para lisar completamente las células. Después de
homogeneizar la solucion, se afadieron 1.875 pl de MgCl, 1M. Tras la adiciéon de 375 ul de ADNasa (10 mg/ml) la
solucion se incubd durante 30 minutos a 37°C. Los restos celulares se separaron por centrifugacion a 1.880xg
durante 30 minutos a la temperatura ambiente sin interrupcién. El sobrenadante se purificd con posterioridad de las
proteinas mediante extraccion con fredn (3x). El sobrenadante aclarado se cargd en un gradiente por bloques de
cloruro de cesio tamponado con Tris/HCI 1 M (intervalo: 1,2/1,4 gr/ml) y se centrifugd a 21.000 rpm durante 2,5
horas a 10°C. La banda de virus se aisla después de lo cual se realiza una segunda purificacion utilizando un
gradiente continuo tamponado con Tris/HCI 1M de 1,33 gr/ml de cloruro de cesio. El virus fue centrifugado después
durante 17 horas a 55.000 rpm a 10°C. La banda de virus se aisla y se afiade sacarosa (50% p/v) a una
concentracién final del 1%. El exceso de cloruro de cesio se separa mediante dialisis (tres veces 1 hora a la
temperatura ambiente) en portas para dialisis (Slide-a-lizer, corte 10.000 kDa, Pierce, USA) frente a 1,5 litros de PBS
con un suplemento de CaCl; (0,9 mM), MgCl, (0,5 mM) y una concentraciéon creciente de sacarosa (1, 2, 5%).
Después de la didlisis, el virus es separado del "slide-a-lizer" después de lo cual se toman alicuotas en porciones de
25y 100 pl tras lo cual el virus es almacenado a -85°C.

Para determinar el nimero de particulas de virus por mililitro, se hacen pasar 50 nul del lote de virus por una
cromatografia liquida de alta presion (HPLC) como describen Shabram et al. (1997). Los virus se hicieron eluir
utilizando un gradiente de NaCl que oscilaba de 0 a 600 mM. Como se representa en la Tabla |, la concentracién de
NaCl a la cual eluian los virus diferia significativamente entre los serotipos.

La mayor parte de los adenovirus humanos replicaban bien en las células PER.C6 (niumero de consigna en la
ECACC 96022940) con pequefias excepciones. Los adenovirus de tipo 8 y 40 se hicieron crecer en células 911-E4
(He et al., 1998). Las soluciones de partida purificadas contenian entre 5x10"° y 5x10'2 particulas de virus/ml (VP/ml;
ver la tabla I).

Titulaciéon de soluciones de partida de adenovirus humanos purificados

Los adenovirus fueron titulados en células PER.C6 (numero de consigna en la ECACC 96022940) para determinar la
cantidad de virus necesaria para obtener un ECP completo en cinco dias, la duracién del analisis de neutralizacion.
A este fin, se dispensaron 100 ul de medio en cada Eocillo de las placas de 96 pocillos. Se afadieron 25 pl de
soluciones de partida de adenovirus prediluidas 10*, 10°, 10° 0 10” veces a la columna 2 de una placa de 96 pocillos
y se mezclaron pipeteando arriba y abajo 10 veces. Después se llevaron 25 pl de la columna 2 a la columna 3 y de
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nuevo se mezclaron. Esto se repitié hasta la columna 11 después de lo cual se descartaron 25 pul de la columna 11.
De este modo se obtuvieron diluciones seriadas en etapas de 5 partiendo de una solucion de partida prediluida.
Después se anadieron 3x10* células PER.C6 (numero de consigna en la ECACC 96022940) en un volumen de 100
ul y las placas se incubaron a 37°C, CO; al 5% durante cinco o seis dias. Se controlé microscopicamente el ECP. Se
utilizé el método de Reed y Muensch para calcular la dosis inhibidora del cultivo celular del 50% (DICC50).

Analogamente se crearon placas idénticas que fueron analizadas utilizando el andlisis MTT (Promega). En este
analisis se cuantifican células vivas mediante tincion colorimétrica. A este fin, se afiadieron 20 ul de MTT (7,5 mg/ml
en PBS) a los pocillos y se incubaron a 37°C, CO, al 5% durante dos horas. El sobrenadante fue separado y se
afadieron a los pocillos 100 pl de una solucién 20:1 de isopropanol/triton-X100. Las placas se pusieron en un
aparato oscilatorio de 96 pocillos durante 3-5 minutos para solubilizar la tincién precipitada. Se midié la absorbancia
a 540 nm y a 690 nm (fondo). Mediante este analisis se pueden distinguir los pocillos con ECP en marcha o con
ECP completo.

Anadlisis de neutralizacion

Se descongelaron placas de 96 pocillos con muestras de suero humano diluido a 37°C, CO; al 5%. Se prepararon
soluciones de partida de adenovirus diluidas a 200 DICC50 por 50 pul y se afadieron alicuotas de 50 ul a las
columnas 1-11 de las placas con suero. Las placas fueron incubadas durante 1 hora a 37°C, CO; al 5%. Después se
dispensaron 50 pl de células PER.C6 (niimero de consigna en la ECACC 96022940) a 6x10°/ml en todos los pocillos
y se incubaron durante 1 dia a 37°C, CO; al 5%. El sobrenadante se separd utilizando puntas de pipeta nuevas para
cada fila y se afiadieron 200 pl de medio de nueva aportacion a todos los pocillos para evitar los efectos tdxicos del
suero. Las placas fueron incubadas durante otros 4 dias a 37°C, CO; al 5%. Ademas, se establecieron placas de
control paralelas por duplicado con sueros de control positivos diluidos generados en conejos y especificos para
cada serotipo que se iba a someter a ensayo en las filas A y B y con suero de control negativo (FCS) en las filas C y
D. Asimismo, en cada una de las filas E-H se realiz6 una titulacion como se ha descrito antes con etapas de dilucion
1:5 partiendo de una DICC50 de 200 de cada virus que va a ser sometido a ensayo. El dia 5 una de las placas de
control fue analizada microscépicamente y con el andlisis MTT. Se calculé el titulo experimental a partir de la placa
de titulacion de control observada microscopicamente. Si se encontraba que el ECP era completo, es decir la
primera dilucién en el experimento de titulacién de control analizada mediante MTT muestra una clara muerte
celular, todas las placas de andlisis eran tratadas. Si no, se dejaba continuar el andlisis durante uno o mas dias
hasta que el ECP completo era evidente después de lo cual se trataban todas las placas. En la mayoria de los
casos, el andlisis se termind el dia 5. Para Ad1, 5, 33, 39, 42 y 43 el analisis se dejo durante seis dias y para Ad2
durante ocho dias.

Se considera que una muestra de suero no es neutralizadora cuando a la concentracion de suero mas elevada se
observa una proteccion maxima del 40% en comparacion con los controles sin suero.

Los resultados del analisis de los adenovirus prototipo 44 frente al suero de 100 voluntarios sanos se muestran en la
figura 1. Como se esperaba el porcentaje de las muestras de suero que contenian anticuerpos neutralizadores para
Ad2 y Ad5 era muy elevado. Esto también se verificaba para la mayor parte de los adenovirus de numeracion
inferior. Sorprendentemente, ninguna de las muestras de suero contenia anticuerpos neutralizadores para el
adenovirus de serotipo 35. Asimismo, el nimero de individuos con titulos de anticuerpo neutralizadores para los
serotipos 26, 34 y 48 era muy bajo.

Por lo tanto, los adenovirus con E1 suprimido basados en Ad35 o uno de los otros serotipos mencionados antes
tienen una importante ventaja en comparacion con los vectores recombinantes basados en Ad5 respecto al
aclaramiento de los virus por los anticuerpos neutralizadores.

Asimismo, los vectores basados en Ad5 que tienen (partes de) las proteinas de la capsida implicadas en la
respuesta inmunogénica del anfitrion remplazadas por las correspondientes (partes de) proteinas de la capsida de
Ad35 o uno de los otros serotipos seran menos, o incluso no seran, neutralizados por la inmensa mayoria de los
sueros humanos.

Como se puede observar en la tabla | la razén VP/DICC50 calculada a partir de las particulas del virus por ml y la
DICC50 obtenida para cada virus en los experimentos era muy variable y oscilaba entre 0,4 y 5 log. Esto estaba
causado probablemente por las diferentes eficacias de infeccion de las células PER.C6 (nimero de consigna en la
ECACC 96022940) y por las diferencias en la eficacia de replicacion de los virus. Ademas, las diferencias en las
calidades de los lotes pueden jugar un papel. Una elevada proporcion VP/DICC50 representa que se habia puesto
mas virus en los pocillos para obtener el ECP en 5 dias. Como consecuencia el resultado del estudio de
neutralizacion podria estar influido puesto que mas particulas de virus (inactivas) podian proteger los anticuerpos.
Para verificar si este fendmeno habia tenido lugar, se trazé la proporcion VP/DICC50 frente al porcentaje de las
muestras de suero que se habia encontrado que eran positivas en el analisis (Figura 2). El grafico muestra
claramente que no hay correlacion negativa entre la cantidad de virus del analisis y la neutralizacién en suero.
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Ejemplo 2

Generaciéon de vectores plasmidicos de Ad5 para la produccion de virus recombinantes y la facil manipulacion de
genes adenovirales

PBr/Ad.Bam-rITR (consigna ECACC P97082122)

Con el fin de facilitar la clonacion de extremos romos de las secuencias ITR, se traté ADN de adenovirus de tipo 5
humano de tipo salvaje (Ad5) con la enzima de Klenow en presencia de dNTP en exceso. Tras la inactivacion de la
enzima de Klenow vy la purificacion mediante extraccion con fenol/cloroformo seguida de precipitacion con etanol, el
ADN fue digerido con BamHI. Esta preparacion de ADN fue utilizada sin purificacion adicional en una reaccion de
ligacion con el ADN del vector derivado de pBr322 preparado como sigue: se digirié el ADN de pBr322 con EcoRV y
BamHI, se desfosforil6 mediante tratamiento con la enzima TSAP (Life Techonologies) y se purificé en gel de LMP-
agarosa (SeaPlaque GTG). Tras la transformacion en E. Coli DH5a competente (Life Technologies) y el analisis de
las colonias resistentes a ampicilina, se selecciond un clon que mostraba un patrén de digestién como se esperaba
para un inserto que se extendia desde el sitio BamHI de Ad5 a la ITR derecha.

El analisis de la secuencia de la frontera de clonacion de la ITR derecha revelaba que la mayor parte de los restos G
3' de la ITR se habian perdido, se encontré que el resto de la ITR era correcto. Dicho resto G perdido es
complementado por la otra ITR durante la replicacion.

PBr/Ad.Sal-rITR (consigna ECACC P97082119)

PBr/Ad.Bam-rITR fue digerido con BamHI y Sall. El fragmento vector que incluia el inserto de adenovirus fue aislado
en agarosa LMP (SeaPlaque GTG) y ligado a un fragmento Sall-BamHI de 4,8 kb obtenido a partir de ADN de Ad5
wt y purificado con el estuche de Genclean Il (Bio 101, Inc.). Se selecciond un clon y se determind la integridad de
las secuencias de Ad5 mediante analisis con enzimas de restriccion. El clon pBr/Ad.Sal-rITR contiene secuencias
adeno de tipo 5 desde el sitio Sall en el pb 16746 hasta e incluyendo la rITR (perdiendo el principal resto G 3').

PBr/Ad.Cla-Bam (consigna ECACC P97082117)

Se digiri6 ADN adeno de tipo 5 wt con Clal y BamHI, y se aisl6 el fragmento de 20,6 kb del gel mediante electro-
elucion. Se digirié pBr322 con las mismas enzimas y se purificé a partir del gel de agarosa mediante Geneclean.
Ambos fragmentos fueron ligados y transformados en DH5a. competente. El clon resultante pBr/Ad.Cla-Bam fue
analizado mediante digestién con enzimas de restriccion y se demostré que contenia un inserto con secuencias de
adenovirus desde el pb 919 al 21566.

PBr/Ad.Aflll-Bam (consigna ECACC P97082114)

El clon pBr/Ad.Cla-Bam fue linealizado con EcoRI (en pBr322 y digerido parcialmente con Aflll. Tras la inactivacion
con calor de Aflll durante 20" a 65°C los extremos del fragmento fueron rellenados con la enzima de Klenow.
Después el ADN fue ligado a un oligoconector de doble hebra de extremos romos que contenia un sito Pacl (5'-AAT
TGT CTT AAT TAA CCG CTT AA-3'"). Este conector fue elaborado recociendo los siguientes dos oligonucleétidos: 5'-
AAT TGT CTT AAT TAA CCG C-3'Y 5-AAT TGC GGT TAA TTA AGA C-3', seguido de formacion de extremos con
la enzima de Klenow. Tras la precipitacion del ADN ligado para cambiar el tampdn, las ligaciones fueron digeridas
con un exceso de enzima Pacl para separar los concatameros del oligo. El fragmento parcial de 22016 pb que
contenia las secuencias de Ad5 desde el pb 3534 hasta el 21566 y las secuencias vectoras, fue aislado en agarosa
LMP (SeaPlaque GTG), religado y transformado con DH5a competente. Se selecciond un clon que se habia
encontrado que contenia el sitio Pacl y que habia conservado el fragmento adeno grande y se secuenci6 en el
extremo 5' para verificar la insercion correcta del conector Pacl en el sitio Aflll (perdido).

PBr/Ad.Bam-rITRpac#2 (consigna ECACC P97082120) y
PBr/Ad.Bam-rITRpac#8 (consigna ECACC P97082121)

Para permitir la inserciéon de un sitio Pacl cerca de la ITR de Ad5 en el clon pBr/Ad.Bam.rlTR se separaron
aproximadamente 190 nucleétidos entre el sitio Clal del esqueleto de pBr322 y el inicio de las secuencias ITR. Esto
se realizé como sigue: pBr/Ad.Bam-rITR fue digerido con Clal y tratado con la nucleasa Bal31 durante diferentes
intervalos de tiempo (2', 5', 10' y 15"). Se sigui6 el grado de separacion de nucledtidos para separar las reacciones
del ADN de pBr322 (también digerido en el sitio Clal), utilizando tampones y condiciones idénticos. La enzima Bal31
fue inactivada por incubaciéon a 75°C durante 10', el ADN fue precipitado y resuspendido en un volumen mas
pequefio de tampén TE. Para asegurar los extremos romos, los ADN se trataron adicionalmente con ADN
polimerasa de T4 en presencia de dNTP en exceso. Tras la digestion del ADN de pBr322 (control) con Sall, se
observd una degradacién satisfactoria (~150 pb) en la muestra tratada durante 10' o 15'. Las muestras de
pBr/Ad.Bam-rITR tratadas 10" o 15' fueron ligadas después a los conectores Pacl de extremos romos descritos antes
(Ver pBr/Ad.Aflll-Bam). Las ligaciones fueron purificadas por precipitacion, digeridas con Pacl en exceso y
separadas de los conectores en gel de agarosa LMP. Tras la religacion, los ADN fueron transformados en DH5a
competentes y se analizaron las colonias. Se seleccionaron diez clones que mostraban una delecion de
aproximadamente la longitud deseada y estos fueron analizados adicionalmente mediante secuenciacién T-track
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(estuche secuenciador de T7, Pharmacia Biotech). Se encontraron dos clones con el conector Pacl insertado
inmediatamente aguas abajo de la rITR. Tras la digestidon con Pacl, el clon Num. 2 tiene 28 pb y el clon Num. 8 tiene
27 pb anclados a la ITR.

PWE/Ad.Afill-rITR (consigna ECACC P97082116)

Se utilizé el vector cosmidico pWE15 (Clontech) para clonar insertos de Ad5 mas grandes. Primero, se insertdé un
conector que contenia un sitio Pacl unico en los sitios EcoRI de pWE15 creando pWE.pac. En este punto, se utilizo
el oligo Pacl de doble hebra descrito para pBr/Ad.Aflll-BamHI| pero ahora con sus extremos EcoRI sobresalientes.
Después se aislaron los siguientes fragmentos mediante electroelucién en gel de agarosa: pWE.pac digerido con
Pacl, pBr/Aflll-Bam digerido con Pacl y BamHI y pBr/Ad.Bam-rITR#2 digerido con BamHI y Pacl. Estos fragmentos
fueron ligados entre si y empaquetados utilizando extractos de empaquetamiento del fago A (Stratagene) segun el
protocolo del fabricante. Tras la infeccidon en bacterias anfitrionas, se desarrollaron colonias sobre las placas y se
analizaron en cuanto a la presencia del inserto completo. PWE/Ad.Aflll-rITR contiene todas las secuencias de
adenovirus de tipo 5 desde el pb 3534 (sitio Aflll) hasta la ITR derecha inclusive (perdiendo el resto G 3' principal).

PBr/Ad.IITR-Sal(9.4) (consigna ECACC P97082115)

Se traté ADN adeno 5 wt tratado con enzima de Klenow en presencia de dNTP en exceso y con posterioridad se
digirié con Sall. Dos de los fragmentos resultantes, denominados ITR izquierda-Sal (9.4) y Sal(16.7)-ITR derecha,
respectivamente, fueron aislados en agarosa LMP (SeaPlaque GTG). Se digiri6 ADN de pBr322 con EcoRV y Sall y
se trato con fosfatasa (Life Technologies). El fragmento vector fue aislado utilizando el método Geneclean (BIO 101,
Inc.) y ligado a los fragmentos Sall de Ad5. Sélo la ligacién con el fragmento de 9,4 kb producia colonias con un
inserto. Tras el analisis y la secuenciacién de la frontera de clonacion se selecciond un clon que contenia la
secuencia ITR en toda su longitud y se prolong6 hasta el sitio Sall en el pb 9462.

PBr/Ad.IITR-Sal(16.7) (consigna ECACC P97082118)

PBr/Ad.IITR-Sal(9.4) es digerido con Sall y desfosforilado (TSAP, Life Technologies). Para prolongar este clon hasta
el tercer sitio Sall de Ad5, se linealizé pBr/Ad.Cla-Bam con BamHI y se digirié parcialmente con Sall. Se aislé un
fragmento Sall de 7,3 kb que contenia secuencias de adenovirus desde 9462-16746 en gel de agarosa LMP y se
ligé al fragmento vector pBr/Ad.IITR-Sal(9.4) digerido con Sall.

PWE/Ad.Aflll-EcoRI

PWE.pac fue digerido con Clal y los extremos 5' sobresalientes fueron rellenados utilizando la enzima de Klenow. El
ADN fue digerido después con Pacl y aislado en gel de agarosa. PWE/Aflll-rITR fue digerido con EcoRlI y tras el
tratamiento con la enzima de Klenow fue digerido con Pacl. El fragmento grande de 24 kb que contenia las
secuencias adenovirales fue aislado en gel de agarosa y ligado al vector pWE.pac de extremos romos y digerido con
Clal utilizando el kit Ligation Expres® de Clontech. Tras la transformacion de células Ultracompetent XL10-Gold de
Stratagene, se identificd que los clones contenian el inserto esperado. PWE/AfllI-EcoRI contiene secuencias de Ad5
de los pb 3534-27336.

Generacion de pWE/Ad.Aflll-rITRsp

La ITR 3' del vector pWE/Ad.AfllI-rITR no incluye el nucledtido G terminal. Ademas, el sitio Pacl esta localizado a
casi 30 pb de la ITR derecha. Ambas caracteristicas pueden disminuir la eficacia de la generacién de virus debido al
inicio ineficaz de la replicacién en la ITR 3'. Obsérvese que durante la generacion del virus la ITR izquierda del
plasmido adaptador estd intacta y permite la replicacién del ADN del virus tras la recombinacién homéloga.

Para mejorar la eficacia del inicio de la replicacion en la ITR 3', se modific6 pWE/Ad.Aflll-rITR como sigue: primero
se digirié el constructo pBR/Ad.Bam-rITRpac#2 con Pacl y después se digirié parcialmente con Avrll y se aislo el
fragmento que contenia el vector de 17,8 kb y se desfosforil6 utilizando la enzima SAP (Boehringer Mannheim). Este
fragmento carece de las adenosecuencias desde el nucledtido 35464 a la ITR 3'. Utilizando ADN de pWE/Ad.AfllI-
rITR como molde y los cebadores ITR-EPH:

5'-CGG AAT TCT TAA TTA AGT TAA CAT CAT CAA TAA TAT ACC-3'
y
Ad101: 5-TGATTC ACATCG GTC AGT GC-3'

Se genero un fragmento mediante PCR de 630 pb que correspondia a las secuencias 3' de Ad5. Este fragmento de
la PCR fue clonado con posterioridad en el vector pCR2.1 (Invitrogen) y se aislaron los clones que contenian el
fragmento de la PCR y se secuenciaron para verificar la correcta amplificacién del ADN. El clon de la PCR fue
digerido después con Pacl y Avrll y el inserto adeno de 0,5 kb fue ligado al fragmento pBr/Ad.Bam-rITRpacNum.2
digerido con Pacl/Avrll parcial generando pBr/Ad.Bam-rITRsp. A continuacion se utilizé este constructo para generar
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un clon cosmidico (como se ha descrito antes) que tiene un inserto correspondiente a las secuencias de adenovirus
3534 a 35938. Este clon fue denominado pWE/AfllI-rITRsp.

Generacion de pWE/Ad.Aflll-rITRAE2A:

La delecion de las secuencias codificadoras de E2A de pWE/Ad.AfllI-rITR (consigna ECACC P97082116) ha sido
completada como sigue. Las secuencias adenovirales que flanquean la regién codificadora de E2A a la izquierda y a
la derecha fueron amplificadas a partir del plasmido pBr/Ad.Sal.rITR (consigna ECACC P97982119) en una reaccion
de PCR con el sistema Expand PCR (Boehringer) segun el protocolo del fabricante. Se utilizaron los siguiente
cebadores: Secuencias limitrofes por la derecha (correspondientes a los nucleétidos 24033 a 25180 de Ad5):
AE2A.SnaBl:5'-GGC GTA CGT AGC CCT GTC GAA AG-3'y AE2a.DBP-inicio:5'-CCA ATG CAT TCG AAG TAC
TTCCTT CTC CTA TAG GC-3'

El fragmento de ADN amplificado fue digerido con SnaBI y Nsil (el sitio Nsil es generado en el cebador AE2A.DBP -
inicio, subrayado). Secuencias limitrofes por la izquierda (correspondientes a los nucleétidos 21557 a 22442 de
Ad5): AE2A.DBP-terminacion:5'-CCA ATG CAT ACG GCG CAG ACG G-3' yAE2a.BamHI: 5'-GAG GTG GAT CCC
ATG GAC GAG-3.

El ADN amplificado fue digerido con BamHI y Nsil (el sitio Nsil es generado en el cebadaE2A.DBP  -terminacion,
subrayado).

Con posterioridad, los fragmentos de ADN digeridos fueron ligados en pBr/Ad.Sal-rITR digerido con SnaBl/BamHI.
La secuenciacion confirmaba la reposicion exacta de la regién codificadora de DBP con un unico sitio Nsil en el
plasmido pBr/Ad.Sal-rITRAE2A. Se puede utilizar el unico sitio Nsil para introducir un casete de expresiéon para un
gen que va a ser transducido mediante el vector recombinante.

La delecién de las secuencias codificadoras de E2A se realizd6 de manera que los sitios aceptores del empalme del
gen que codifica L4 de 100 K en la posicidn 24048 en la hebra superior se dejaron intactos. Ademas, las sefiales de
poliadenilacion de los ARN de E2A y los ARN de L3 originales de la izquierda de las secuencias codificadoras se
dejaron intactas. Esto asegura la expresion apropiada de los genes de L3 y del gen que codifica la proteina L4 de
100 K durante el ciclo vital del adenovirus.

A continuacion, se generd el plasmido pWE/Ad.AfllI-rITRAE2A. El plasmido pBR/Ad.Sal-rITRAE2A fue digerido con
BamHI y Spel. El fragmento de 3,9 Kb en el que la region codificadora de E2A fue remplazada por el tnico sitio Nsil
fue aislado. ElI pWE/Ad.Aflll-rITR fue digerido con BamHI y Spel. El fragmento de ADN de 35 Kb, del cual se
separaba el fragmento BamHI/Spel que contenia la secuencia codificadora de E2A, fue aislado. Los fragmentos
fueron ligados y empaquetados utilizando extractos de empaquetamiento del fago A segun el protocolo del fabricante
(Stratagene), rindiendo el plasmido pWE/Ad.AfllI-rITRAE2A.

Este clon cosmidico puede ser utilizado para generar vectores adenovirales que tienen E2A suprimida mediante
cotransfeccion de ADN digerido con Pacl junto con plasmidos adaptadores digeridos sobre células de
empaquetamiento que expresan el producto génico de E2A funcional.

Construccién de plasmidos adaptadores

La ausencia de solapamiento de secuencia entre el adenovirus recombinante y las secuencias de E1 en la linea
celular de empaquetamiento es esencial para la generacion libre de RCA segura y la propagacién de nuevos virus
recombinantes. El plasmido adaptador pMLPI.TK (descrito en PCT/NL96/00244) es un ejemplo de un plasmido
adaptador disefiado para su uso segun la invencién en combinacién con las lineas celulares de empaquetamiento de
la invencion. Este plasmido fue utilizado como sustancia de partida para elaborar un nuevo vector en el cual las
moléculas de acido nucleico que comprenden un promotor especifico y las secuencias de genes pueden ser
facilmente intercambiadas.

Primero, se generé un fragmento de PCR a partir de ADN molde de pZipAMo+PyF101(N’) (descrito en
PCT/NL96/00195) con los siguientes cebadores: LTR-1: 5-CTG TAC GTA CCA GTG CAC TGG CCT AGG CAT
GGA AAA ATA CAT AAC TG-3' Y LTR-2: 5'-GCG GAT CCT TCG AAC CAT GGT AAG CTT GGT ACC GCT AGC
GTT AAC CGG GCG ACT CAG TCA ATC G-3'. Se utilizd ADN polimerasa de Pwo (Boehringer Manheim) segun el
protocolo del fabricante con los siguientes ciclos de temperatura: una vez 5' a 95°C; 3' a 55°C; y 1' a 72°C, y 30
ciclos de 1" a 95°C, 1'a 60°C, 1'a 72°C, seguido de una vez 10" a 72°C. El producto de la PCR fue digerido después
con BamHlI y ligado en el vector pMLP10 (Levrero et al., 1991) digerido con Pvull y BamHI, generando de ese modo
el vector pLTR10. Este vector contiene secuencias adenovirales desde el pb 1 al pb 454 seguido de un promotor que
constaba de una parte de la LTR Mo-MuLV cuyas secuencias intensificadoras de tipo salvaje estaban remplazadas
por el intensificador de un virus de polioma mutante (PyF101). El fragmento promotor fue denominado L420. A
continuacioén, se insertd la region codificadora del gen HSA murino. Se digiri6 pLTR10 con BstBl seguido de
tratamiento de Klenow y digestion con Ncol. El gen HSA fue obtenido mediante amplificacién por PCR en pUC18-
HSA (Kay et al., 1990) utilizando los siguientes cebadores: HSA1, 5-GCG CCA CCA TGG GCA GAG CGA TGG
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TGG C-3'y HSA2, 5'-GTT AGA TCT AAG CTT GTC GAC ATC GAT CTA CTA ACA GTA GAG ATG TAG AA-3'. El
fragmento amplificado de 269 pb fue subclonado en un vector lanzadera utilizando los sitios Ncol y Bglll. La
secuenciacion confirmd la incorporacion de la secuencia codificadora correcta del gen HSA, pero con una insercion
de TAG extra directamente después del codon de terminacion TAG. La region codificadora del gen HSA, incluyendo
la duplicacion de TAG fue escindida en forma de un fragmento Ncol(cohesivo)-Sall(romo) y clonada en el fragmento
Ncol(cohesivo)/BstBI(romo) de 3,5 kb de pLTR10, dando como resultado pLTR-HSA10.

Finalmente, se digirié6 pLTR-HSA10 con EcoRI y BamHI después de lo cual se insert6 el fragmento que contenia la
ITR izquierda, la sefial de empaquetamiento, el promotor L420 y el gen HSA en el vector pMLP1.TK digerido con las
mismas enzimas y remplazando de ese modo el promotor y las secuencias génicas. Esto daba como resultado el
nuevo plasmido pAd/L420-HSA adaptador que contiene los sitios de reconocimiento convenientes para diversas
enzimas de restriccion proximos al promotor y las secuencias génicas. SnaBl y Avrll pueden ser combinados con
Hpal, Nhel, Kpnl, Hindlll para intercambiar las secuencias promotoras, mientras los ultimos sitios pueden ser
combinados con los sitios Clal o BamHI 3' de la regiéon HSA para remplazar los genes de este constructo. Otro
plasmido adaptador que fue disefiado para permitir el facil intercambio de moléculas de acido nucleico fue elaborado
remplazando las secuencias promotoras, génicas y poli A en pAd/L420-HSA por el promotor de CMV, un sitio de
clonacion multiple, un intrén y una sefial poli A. Para este fin, se digirié6 pAd/L420-HSA con Avrll y Bglll seguido de
tratamiento con Klenow para obtener extremos romos. El fragmento de 5,1 kb con el vector pBr322 y las secuencias
adenovirales fue aislado y ligado a un fragmento de 1570 pb romo de pcDNA1/amp (Invitrogen) obtenido mediante
digestién con Hhal y Avrll seguido de tratamiento con ADN polimerasa de T4. Este plasmido adaptador fue
denominado pAd5/CLIP. Para permitir la separacion de secuencias vectoras de la ITR izquierda en pAd/Clip, éste
plasmido fue parcialmente digerido con EcoRl y el fragmento lineal fue aislado. Se recocié un oligo de la secuencia
5" TTA AGT CGA C-3' consigo mismo dando como resultado un conector con un sitio Sall y EcoRI sobresaliente. El
conector fue ligado al vector pAd5/Clip parcialmente digerido y se seleccionaron los clones que tenian el conector
insertado en el sitio EcoRI 23 pb aguas arriba de la ITR de adenovirus izquierda en pAd/Clip dando como resultado
pAd5/Clipsal. Del mismo modo, se ha cambiado el sitio EcoRI de pAd/5/Clip por un sitio Pacl mediante insercion de
un conector de secuencia 5-AAT TGT CTT AAT TAA CCG CAA TT-3'. El vector pAd5/Clip fue digerido parcialmente
con EcoRl, desfosforilado y ligado al conector Pacl con EcoRI sobresaliente. La mezcla de ligacién fue digerida con
Pacl para separar los concatameros, aislada en gel de agarosa y religada. El vector resultante fue denominado
pAd5/Clippac. Estos cambios permiten mas flexibilidad para liberar la ITR izquierda de la secuencia vectora
plasmidica.

El vector pAd5/L420-HSA también fue modificado para crear un sitio Sall o Pacl aguas arriba de la ITR izquierda. A
este fin pAd5/L420-HSA fue digerido con EcoRl y ligado al conector Pacl descrito antes en la presente invencion. La
mezcla de ligacion fue digerida con Pacl y religada tras el aislamiento del ADN lineal en gel de agarosa para separar
los conectores concatamerizados. Esto daba como resultado un plasmido adaptador pAd5/L420-HSApac. Este
constructo fue utilizado para generar pAd5/L420-HSAsal como sigue: pAd5/L420-HSApac fue digerido con Scal y
BsrGl y el fragmento vector fue ligado al fragmento de 0,3 kb aislado tras la digestion de pAd5/Clipsal con las
mismas enzimas.

Generacion de plasmidos adaptadores pAdMire y pAdApt

Para crear un plasmido adaptador que contenga solamente una secuencia poliligadora y no secuencias promotoras
o poli A, se digirié pAd5/L420-HSApac con Avrll y Bglll. El fragmento vector fue ligado a un oligonucleétido conector
digerido con las mismas enzimas de restriccion. El conector fue elaborado recociendo oligos de la siguiente
secuencia: PLL-1: 5'-GCC ATC CCT AGG AAG CTT GGT ACC GGT GAATTC GCT AGC GTT AAC GGATCC TCT
AGA CGA GAT CTG G-3'y PLL-2: 5'-CCA GAT CTC GTC TAG AGG ATC CGT TAA CGC TAG CGA ATT CAC
CGG TAC CAA GCT TCC TAG GGA TGG C-3'.

Los conectores recocidos fueron digeridos con Avrll y Bglll y separados de los extremos pequefios mediante
purificacion en columna (estuche de separacién de nucledtidos Qiaquick) segun las recomendaciones de los
fabricantes. El conector fue ligado después al fragmento pAd5/L420-HSApac digerido con Avrll/Bglll. Se selecciond
un clon, denominado AdMire, que tenia el conector incorporado y fue secuenciado para verificar la integridad del
inserto.

El plasmido adaptador AdMire permite la facil insercién de casetes de expresion completas.

Se construy6 un plasmido adaptador que contenia el promotor de CMV humano que media elevados niveles de
expresion en células humanas como sigue: pAd5/L420-HSApac fue digerido con Avrll y los extremos salientes 5'
fueron rellenados utilizando la enzima de Klenow. Una segunda digestion con Hindlll dio como resultado la
separacion de las secuencias promotoras de L420. El fragmento vector fue aislado y ligado a un fragmento de PCR
que contenia la secuencia promotora de CMV. Este fragmento de la PCR fue obtenido tras la amplificacion de las
secuencias de CMV de pCMVLacl (Stratagene) con los siguientes cebadores: CMVplus: 5-GAT CGG TAC CAC
TGC AGT GGT CAA TAT TGG CCA TTA GCC-3' y CMVminA: 5'-GAT CAA GCT TCC AAT GCA CCG TTC CCG
GC-3'. El fragmento de la PCR fue digerido primero con Pstl (subrayado en CMVplus) después de lo cual los
extremos salientes 3' fueron separados mediante tratamiento con ADN polimerasa de T4. Después el ADN fue
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digerido con Hindlll (subrayado en CMVminA) y ligado en el fragmento pAd5/L420-HSApac descrito en la presente
memoria digerido con Avrll y Hindlll. El plasmido resultante fue denominado pAd5/CMV-HSApac. Este plasmido fue
digerido después con Hindlll y BamHI y el fragmento vector fue aislado y ligado a la secuencia poliligadora obtenida
tras la digestion de AdMire con Hindlll y Bglll. El plasmido resultante fue denominado pAdApt. El plasmido adaptador
pAdApt contiene los nucledtidos 735 a +95 del promotor de CMV humano (Boshart et al., 1985). Una segunda
version de este plasmido adaptador que contiene un sitio Sall en lugar del sitio Pacl aguas arriba de la ITR izquierda
fue elaborada insertando el fragmento Scal-BsrGl de 0,7 kb de pAd5/Clipsal en pAdApt digerido con Scal y digerido
parcialmente con BsrGl. Este clon fue denominado pAdApt.sal.

Generacioén de adenovirus recombinantes basados en Ad5

Se pueden generar adenovirus recombinantes libres de RCA muy eficazmente utilizando los plasmidos adaptadores
descritos en la presente memoria y los constructos pWe/Ad.Aflll-rITR o pWe/Ad.Aflll-rITRsp. Generalmente, el
plasmido adaptador que contiene el transgen deseado en la casete de expresion deseada es digerido con enzimas
adecuadas para liberar el inserto de secuencias vectoras en el extremo 3' y/o 5'. Los plasmidos de complementacion
adenovirales pWE/Ad.Aflll-rITR o pWE/Ad.Aflll-rITRsp son digeridos con Pacl para liberar las secuencias adeno de
los plasmidos vectores. Como ejemplo no limitante se describe la generacion de AdApt-LacZ. Se generd el plasmido
adaptador pAdApt-LacZ como sigue. El gen LacZ de E. Coli fue amplificado a partir del plasmido pMLP.nlsLacZ (EP
95-202.213) mediante PCR con los cebadores 5-GGG GTG GCC AGG GTA CCT CTA GGC TTT TGC AA-3'y 5'-
GGG GGG ATC CAT AAA CAA GTT CAG AAT CC-3'. La reaccion de PCR fue realizada con Ex Taq (Takara) segun
el protocolo de los proveedores en el siguiente programa de amplificacidon: 5 minutos a 94°C, 1 ciclo; 45 segundos a
94°C y 30 segundos a 60°C y 2 minutos a 72°C, 5 ciclos; 45 segundos a 94°C y 30 segundos a 65°C y 2 minutos a
72°C, 25 ciclos; 10 minutos a 72; 45 segundos a 94°C y 30 segundos a 60°C y 2 minutos a 72°C, 5 ciclos, ciclo I. El
producto de la PCR fue digerido con posterioridad con Kpnl y BamHI y el fragmento de ADN digerido fue ligado en
pcDANS3 (Invitrogen) digerido con Kpnl/BamHI, dando lugar a pcDNA3.nIsLacZ. El constructo pcDNA3.niIsLacZ fue
digerido después con Kpnl y BamHI y el fragmento LacZ de 3 kb fue aislado en gel utilizando el estuche Geneclean
Spin (Bio 101, Inc.).

pAdApt también fue digerido con Kpnl y BamHI y el fragmento vector lineal fue aislado en gel como antes. Ambos
fragmentos aislados fueron ligados y se seleccion6 un clon que contenia el inserto LacZ. El constructo pAdApt-LacZ
fue digerido con Sall, purificado mediante el estuche Geneclean Spin y con posterioridad digerido con Pacl.
PWE/Ad.Aflll-rITRsp fue digerido con Pacl. Ambas mezclas de digestion fueron tratadas durante 30" a 65°C para
inactivar las enzimas. Las muestras fueron colocadas en gel para estimar la concentracién. Se sembraron 2,5x10°
células PER.C6 en matraces T25 en DMEM con FCS al 10% y MgCIl 10 mM. Al dia siguiente se transfectaron cuatro
microgramos de cada plasmido a las células PER.C6 (consigna ECACC 96022940) utilizando el reaccionante de
transfeccion Lipofectamine (Life Technologies Inc.) segun las instrucciones del fabricante. Al dia siguiente el medio
fue remplazado por medio de cultivo de nueva aportacion y las células fueron cultivadas adicionalmente a 37°C, CO;
al 10%. De nuevo un dia mas tarde fueron tratadas con tripsina, sembradas en matraces T80 y cultivadas a 37°C,
CO; al 10%. Se obtuvo un ECP completo 6 dias después de la siembra en los matraces T80. Las células fueron
cosechadas en el medio y sometidas a un ciclo de congelacion/descongelacion. El producto lisado bruto obtenido de
este modo fue utilizado para purificar en placa la mezcla de virus. Se escogieron diez placas, se desplegaron en una
placa de 24 pocillos y se sometieron a ensayo en cuanto a la expresion de LacZ tras la infeccion de las células
A549. Los virus de las diez placas expresaban LacZ.

Ejemplo 3

Generacion de adenovirus recombinantes guiméricos

Generacion de adenovirus basados en Ad5 quiméricos de hexonas

Los anticuerpos neutralizadores en suero humano estan dirigidos principalmente a la proteina hexona y en un grado
menor a la proteina pentona. Las proteinas hexona de los diferentes serotipos muestran regiones muy variables
presentes en bucles que se pronostica que estan expuestas en la parte externa del virus (Athappilly et al., 1994; J.
Mol. Biol. 242, 430-455). Para estas regiones altamente variables han sido mapeados la mayoria de los epitopos de
tipo especifico (Toogood et al., 1989; J. Gen Virol. 70, 3203-3214). Asi el reemplazo de (parte de) las secuencias de
la hexona por las correspondientes secuencias de un serotipo diferente es una estrategia eficaz para evitar los
anticuerpos neutralizadores (pre-existentes) de Ad5. Las secuencias que codifican la hexona del adenovirus de
serotipo 5 estan localizadas entre los nucledtidos 18841y 21697.

Para posibilitar el facil intercambio de las secuencias que codifican la hexona de los serotipos de adenovirus
alternativos en el esqueleto de Ad5, primero se generd un vector lanzadera.

Este subclon, codificado pBr/Ad.Eco-Pmel, fue generado digiriendo primero el plasmido pBr322 con EcoRI y EcoRV

e insertando el fragmento Pmel-EcoRI de 14 kb de pWE/Ad.Aflll-Eco. En este vector lanzadera se realizd una
delecion de un fragmento SanDI de 1430 pb mediante digestion con SanDlI y religacion para dar pBr/Ad.Eco-Pmel
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ASanDI. El fragmento separado contiene los unicos sitios Spel y Munl. De pBr/Ad.Eco-PmelASanDI se suprimio el
ADN de Ad5 que codificaba la hexona. A este fin, se amplificaron mediante PCR las secuencias que flanqueaban la
hexona y se conectaron entre si generando de ese modo sitios de restriccion Unicos que remplazaban la region
codificadora de la hexona. Para estas reacciones de PCR se requerian cuatro oligonucleétidos diferentasiex1 -
Ahex4.

Ahex1: 5'-CCT GGT GCT GCC AAC AGC-3'

Ahex2: 5'-CCG GAT CCA CTA GTG GAA AGC GGG CGC GCG-3'

Ahex3: 5'-CCG GAT CCA ATT GAG AAG CAA GCA ACATCA ACA
AC-3'

Ahex4: 5'-GAG AAG GGC ATG GAG GCT G-3'

ElI ADN amplificado producto de + 1100 pb obtenido con los oligonucleétidosAhex1 y Ahex2 fue digerido con BamHI
y Fsel. EI ADN amplificado producto de + 1600 pb obtenido con los oligonucleétidosAhex3 y Ahex4 fue digerido con
BamHI y Sbfl. Estos fragmentos de PCR digeridos fueron purificados con posterioridad en gel de agarosa y en una
reaccion de ligacién en tres partes utilizando la enzima ligasa de T4 conectada a pBr/Ad.Eco-Pmel A SanDI digerida
con Fsel y Sbfl. El constructo resultante estaba codificado por pBr/Ad.Eco-PmeAHexon. Este constructo fue
secuenciado en parte para confirmar la correcta secuencia de nucleétidos y la presencia de los sitios de restriccion
unicos Munl y Spel.

PBr/Ad.Eco-PmeAHexon sirve como vector lanzadera para introducir secuencias de hexona heterélogas
amplificadas a partir de ADN de virus de diferentes serotipos utilizando cebadores que introducen los sitios de
restriccion unicos Munl y Spel en los extremos 5' y 3' de las secuencias de hexona respectivamente. Para generar
vectores basados en Ad5 que contengan secuencias de hexona de los serotipos para los cuales los individuos sanos
no tienen titulos de NAB, o los tienen muy bajos, se amplificaron las secuencias de hexona de Ad35, Ad34, Ad26 y
Ad48 utilizando los siguientes cebadores: Hex-up2: 5-GAC TAG TCA AGA TGG CYA CCC CHT CGATGA TG-3'y
Hex-do2: 5-GCT GGC CAA TTG TTA TGT KGT KGC GTT RCC GGC-3'. Estos cebadores fueron disefiados
utilizando las secuencias de las regiones codificadoras de hexona publicadas (por ejemplo las secuencias de hexona
de Ad2, Ad3, Ad4, Ad5, Ad7, Ad16, Ad40 y Ad41 pueden ser obtenidas en GenBank). Los nucleétidos degenerados
fueron incorporados en las posiciones que muestran variacién entre los serotipos.

Los productos de la PCR fueron digeridos con Spel y Munl y clonados en el constructo pBr/Ad.Eco-PmeAHexon
digerido con las mismas enzimas.

Las secuencias de hexona modificadas fueron introducidas con posterioridad en el constructo pWE/Ad.Aflll-rITR
mediante intercambio del fragmento Ascl generando pWE/Ad.Aflll-rITRHexXX donde XX representa el serotipo
utilizado para amplificar las secuencias de las hexonas.

Los constructos pWE/Ad.AfllI-rITRHexXX son utilizados después para elaborar virus de la misma manera que se ha
descrito antes en la presente memoria para los virus recombinantes de Ad5.

Generacioén de virus recombinantes basados en Ad5 quiméricos de pentonas

El gen de la pentona del adenovirus de tipo 5 esta localizado entre las secuencias 14156 y 15869. La base pentona
es la proteina de la capsida de adenovirus que media la internalizacién del virus en la célula diana. Se ha
demostrado que al menos ciertos serotipos (tipo C y B) logran esto mediante la interaccion de una secuencia RGD
de la pentona con las integrinas de la superficie celular. Sin embargo, los adenovirus de tipo F no tienen una
secuencia RGD y para la mayoria de los virus del grupo A y D no se conoce la secuencia de la pentona. Por lo tanto,
la pentona puede estar implicada en la especificidad de la célula diana. Ademas, como proteina de la capsida, la
proteina pentona esta implicada en la inmunogenicidad del adenovirus (Gahery-Segard et al., 1998). Por lo tanto, la
reposicion de las secuencias de pentona de Ad5 con las secuencias de pentona de serotipos para los cuales no
existen o son bajos los titulos de NAB existentes ademas de la reposicidon de las secuencias de hexona evitara el
aclaramiento del vector adenoviral mas eficazmente que la reposicion de la hexona sola. La reposicion de las
secuencias de la pentona también puede afectar a la especificidad de infeccion.

Para poder introducir secuencias de pentona heter6logas en Ad5 los autores de la presente invencion hicieron uso
del sistema basado en plasmidos descrito antes. Primero se elaboré un vector lanzadera para las secuencias de
pentona mediante insercion del fragmento Nhel-EcoRV del constructo pWE/Ad.AfllI-EcoRI en pBr322 digerido con
las mismas enzimas. El vector resultante fue denominado pBr/XN. De este plasmido se suprimieron las secuencias
de pentona de Ad5 y se remplazaron por sitios de restriccion Unicos que se utilizaron después para introducir nuevas
secuencias de pentona de otros serotipos. A este fin, se amplificaron las secuencias limitrofes izquierdas de la
pentona en pBr/XN mediante PCR utilizando los siguientes cebadores: DP5-F: 5'-CTG TTG CTG CTG CTA ATA GC-
3'y DP5-R: 5'-CGC GGA TCC TGT ACA ACT AAG GGG AAT ACA AG-3'

DP5-R tiene un sitio BamHI (subrayado) para la ligacion a la secuencia limitrofe derecha y también introduce un sitio
BsrGl unico (negrita) en el extremo 5' de la primera region de la pentona de Ad5.
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La secuencia limitrofe derecha fue amplificada utilizando: DP3-F: 5-CGC GGA TCC CTT AAG GCA AGC ATG TCC
ATC CTT-3'y DP3-3R: 5'-AAA ACA CGT TTT ACG CGT CGA CCT TTC-3'

DP3-F tiene un sitio BamHI (subrayado) para la ligacion a la secuencia limitrofe izquierda y también introduce un
sitio Aflll dnico (negrita) en el extremo 3' de la primera region de la pentona de Ad5.

Los dos fragmentos resultantes de la PCR fueron digeridos con BamHI y ligados entre si. Después esta mezcla de
ligacion fue digerida con Avrll y Bglll. PBr/XN también fue digerido con Avrll y Bglll y el fragmento vector fue ligado a
los fragmentos de PCR ligados digeridos. El clon resultante fue denominado pByéhdon. Las secuencias

codificadoras de la pentona de Ad35, Ad34, Ad26 y Ad48 fueron amplificadas mediante PCR de manera que los
extremos 5'y 3' contuvieran los sitios BsrGl y Aflll respectivamente. A este fin, se utilizaron los siguientes cebadores:

Para Ad34 y Ad35:

P3-for: 5'-GCT CGA TGT ACA ATG AGG AGA CGA GCC GTG CTA-3'
P3-rev: 5-GCT CGA CTT AAG TTA GAA AGT GCG GCT TGA AAG-3'

Para Ad26 y Ad48:

P17F: 5'-GCT CGA TGT ACA ATG AGG CGT GCG GTG GTG TCT
TC-3'
P17R: 5'-GCT CGA CTT AAG TTA GAA GGT GCG ACT GGA AAG C-3'

Los productos de la PCR amplificados fueron digeridos con Bfrl y BsrGl y clonados en pBr/Ad.Apenton digerido con
las mismas enzimas. La introduccién de estas secuencias de pentona heterélogas en pBgAidn generd
constructos denominados pBr/Ad.pentonXX donde XX representa el niumero del serotipo correspondiente al serotipo
utilizado para amplificar las secuencias de pentona insertadas. Con posterioridad las nuevas secuencias de pentona
fueron introducidas en el vector pWE/Ad.AflllI-rITR que tenia una hexona modificada. Por ejemplo las secuencias de
pentona de Ad35 fueron introducidas en el constructo pWE/Ad.Aflll-rITRHex35 mediante intercambio del fragmento
Fsel comun. Asimismo se realizaron otras combinaciones de secuencias de pentona y hexona. Los virus con
secuencias de hexona y pentona modificadas fueron elaborados como se ha descrito antes utilizando la
cotransfeccion con un plasmido adaptador en células PER.C6 (niumero de consigna en la ECACC 96022940).
Ademas, las secuencias de pentona fueron introducidas en el constructo pWE/Ad.Aflll-rITR. Los ultimos constructos
contienen soélo una pentona modificada y los virus generados a partir de estos constructos seran utilizados para
estudiar la contribucién de las secuencias de pentona a la neutralizacién de adenovirus y también para el analisis de
los posibles cambios en la eficacia y la especificidad de la infeccion.

Generacion de virus basados en Ad5 quiméricos de la fibra

La infeccion por adenovirus esta mediada por dos proteinas de la capsida fibra y pentona. La union del virus a las
células se logra mediante la interaccion de la proteina fibra saliente con un receptor de la superficie celular. La
internalizacion tiene lugar en ese caso tras la interaccion de la proteina pentona con las integrinas de la superficie
celular. Se ha demostrado que al menos algunos adenovirus del subgrupo C y B utilizan un receptor diferente para la
unién a la célula y por lo tanto tienen eficacias de infeccion diferentes en los diferentes tipos de células. Asi es
posible cambiar el espectro de infeccién de los adenovirus cambiando la fibra de la capsida. La secuencia
codificadora de la fibra de Ad5 esta localizada entre los nucleétidos 31042 y 32787. Para separar el ADN de Ad5 que
codifica la fibra los autores de la presente invencién comenzaron en el constructo pBr/Ad.Bam-rITR. Primero se
elimind un sitio Ndel de este constructo. Para este propésito, el ADN del plasmido pBr322 fue digerido con Ndel
después de lo cual los extremos salientes fueron rellenados utilizando enzima de Klenow. Este plasmido pBr322 fue
religado después, digerido con Ndel y transformado en E. Coli DH5a.. El plasmido pBr/ANdel fue digerido con Scal y
Sall y el fragmento vector de 3198 pb resultante fue ligado al fragmento Scal-Sall de 15349 pb derivado de
pBr/Ad.BamrITR, dando como resultado el plasmido pBr/Ad.Bam-rITRANdel que contenia por tanto un Unico sitio
Ndel. A continuacion se realizé una PCR con los oligonucleétidos NY-up: 5'-CGA CAT ATG TAG ATG CAT TAG TTT
GTG TTATGT TTC AAC GTG-3'y NY-down: 5-GGA GAC CAC TGC CAT GTT-3".

Durante la amplificacién, se introdujeron ambos sitios de restriccion Ndel (negrita) y Nsil (subrayado) para facilitar la
clonacion de los ADN de la fibra amplificados. La amplificacion consistia en 25 ciclos de 45 segundos cada uno a
94°C, 1 minuto a 60°C, y 45 segundos a 72°C. La reaccion de PCR contenia 25 pmoles de oligonucleétidos NY-up y
NY-down, dNTP 2 mM, tampén para PCR con MgCl, 1,5 mM, y 1 unidad de la polimerasa estable al calor Elongase
(Gibco, Paises Bajos). Una décima parte del producto de la PCR se hizo circular sobre gel de agarosa lo que
demostré que el fragmento de ADN esperado de + 2200 pb estaba amplificado. Este fragmento de la PCR fue
purificado con posterioridad utilizando el sistema del estuche Geneclean (Bio101 Inc.). Después, tanto el constructo
pBr/Ad.Bam-rITRANdel como el producto de la PCR fueron digeridos con las enzimas de restricciéon Ndel y Sbfl. El
fragmento de la PCR fue clonado con posterioridad utilizando la enzima ligasa de T4 en pBr/Ad.Bam-rITRANdel
digerido con Ndel y Sbfl, generando pBr/Ad.BamRAFib.
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Este plasmido permite la insercién de cualquier secuencia de la fibra amplificada mediante PCR a través de los sitios
Ndel y Nsil Unicos que estan insertados en lugar de la secuencia de la fibra eliminada. Los virus pueden ser
generados mediante la recombinacién homologa doble en células de empaquetamiento descrita en la patente de los
Estados Unidos Num. 5994128 de Bout et al. utilizando un plasmido adaptador, constructo pBr/Ad.Aflll-EcoRI
digerido con Pacl y EcoRlI y un constructo pBr/Ad.BamRAFib en el cual se han insertado las secuencias de la fibra
heterdlogas. Para aumentar la eficacia de la generacién de virus, se modificé el constructo pBr/Ad.BamiRib para
generar un sitio Pacl que flanqueaba la ITR derecha. A este fin, se digirié6 pBr/Ad.BamRAFib con Avrll y el fragmento
de adenovirus de 5 kb fue aislado e introducido en el vector pBr/Ad.Bam-rITR.pac#8 descrito antes remplazando el
correspondiente fragmento Avrll. El constructo resultante fue denominado pBr/Ad.BamR\fib.pac. Una vez que se ha
introducido una secuencia de la fibra heteréloga en pBr/Ad.BafiB.pac, el clon de adenovirus con la fibra
modificada a mano derecha es introducido en un gran clon cosmidico como se ha descrito antes en la presente
memoria para pWE/Ad.Aflll-rITR. Semejante clon cosmidico grande permite la generacién de adenovirus sélo
mediante una recombinacién homodloga. Los virus basados en Ad5 con fibras modificadas han sido elaborados y
descritos (nums. 98204482.8 y 99200624.7). Ademas, las secuencias de hexona y pentona de los serotipos de esta
invencién se combinan con las secuencias de la fibra deseadas para generar virus que infectan las célula diana de
eleccion muy eficazmente. Por ejemplo, las células de la musculatura lisa, las células endoteliales o los sinoviocitos
(todos de origen humano) son muy bien infectados con virus basados en Ad5 con una fibra de los virus del subgrupo
B especialmente Ad16.

Los ejemplos descritos antes en los cuales las secuencias especificas pueden ser suprimidas del esqueleto de Ad5
en los pldsmidos y remplazadas por las correspondientes secuencias de otros serotipos muestran claramente la
flexibilidad del sistema. Es evidente que mediante los métodos descritos en la presente memoria se puede elaborar
cualquier combinacién de genes de la capsida de diferentes serotipos. Asi, se disefian adenovirus basados en Ad5
quimérico recombinante con las secuencias de hexona y pentona deseadas haciendo menos sensible a la
neutralizacion al virus y con secuencias de fibra deseadas que permiten una infeccion eficaz en tejidos diana
especificos.

Ejemplo 4

Construccion de un sistema basado en plasmidos para generar virus recombinantes de Ad35

Se han publicado previamente mapas de restriccion parciales de Ad35 (Valderrama-Leon et al., 1985; Kang et al.,
1989; Li et al. 1991). Un ejemplo de un sistema basado en plasmidos funcionales para generar adenovirus
recombinantes basados en Ad35 consta de los siguientes elementos:

1. Un plasmido adaptador que comprende una ITR izquierda y secuencias de empaquetamiento derivadas de
Ad35 y al menos un sitio de restriccién para la insercion de una casete de expresion heteréloga y que carece de
las secuencias de E1. Ademas, el plasmido adaptador contiene secuencias 3' de Ad35 de E1B que codifican la
regiébn que incluye el promotor plX y secuencias codificadoras suficientes para mediar la recombinacion
homoéloga del plasmido adaptador con un segundo nucledtido.

2. Un segundo nucledtido que comprende secuencias homadlogas para el plasmido adaptador y secuencias de
Ad35 necesarias para la replicacion y el empaquetamiento del virus recombinante, esto es, genes tempranos,
intermedios y tardios que no estan presentes en la célula de empaquetamiento.

3. Una célula de empaquetamiento que proporciona al menos proteinas E1 funcionales capaces de
complementar la funcién E1 de Ad35.

El ADN de Ad35 fue aislado de un lote de virus purificado como sigue. A 100 pl de solucidon de partida de virus
(Ad35: 3,26x1012 VP/ml) se afiadieron 10 pl 10x tampén ADNasa (Tris-HCI 130 mM pH 7,5; CaCl, 1,2 M; MgCl, 50
mM). Tras la adicion de 10 ul de ADNasa | de 10 mg/ml (Roche Diagnostics) la mezcla fue incubada durante 1 hora
a 37°C. Tras la adicién de 2,5 ul de EDTA 0,5 M, 3,2 ul de SDS al 20% y 1,5 ul de ProteinaseK (Roche Diagnostics;
20 mg/ml) las muestras fueron incubadas a 50°C durante 1 hora. A continuacién, se aislé el ADN viral utilizando el
GeneClean Spin Kit (Bio101 Inc.) segun las instrucciones de los fabricantes. EI ADN se hizo eluir de la columna de
centrifugacion con 25 pl de agua MilliQ estéril. En lo siguiente se utilizaran unos tamafios de fragmentos de ADN y
una numeracion de fragmentos segin Kang et al. (1989). EI ADN de Ad35 fue digerido con EcoRI y los tres
fragmentos (aproximadamente 22,3 (A), 7,3 (B) y 6 kb (C)) fueron aislados del gel utilizando el estuche GeneClean
(Bio 101, Inc.). pBr322 fue digerido con EcoRI o con EcoRI y EcoRV y los fragmentos digeridos fueron aislados del
gel y desfosforilados con la enzima Tsap (Gibco BRL). A continuacion, se ligé el fragmento C de Ad35 de 6 kb con el
fragmento pBr322xEcoRIl y el fragmento de Ad35 que contenia la ITR (EcoRI-B) fue ligado al fragmento
pBr322xEcoRI/EcoRV. Las ligaciones fueron incubadas a 16°C durante la noche y transformadas en bacterias DH5a.
competentes (Life Techn.) Se analizaron minipreps de colonias obtenidas en cuanto a la correcta insercion de los
fragmentos de Ad35 mediante analisis de restriccion. Se encontrd que los fragmentos de Ad35 tanto de 6 kb como
de 7,3 kb estaban correctamente insertados en pBR322. El fragmento de 6 kb fue aislado en ambas orientaciones
pBr/Ad35-Eco6.0" como pBr/Ad35-Eco6.0” con lo que + representa la orientacién 5' a 3' relativa para pBr322. El clon
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con el inserto de Ad35 B de 7,3 kb, denominado pBr/Ad35-Eco7.3 fue secuenciado parcialmente para verificar la
correcta ligacion de la ITR 3'. Se encontré que la ITR tenia al menos la secuencia 5-CATCATCAAT...-3' en la hebra
inferior. Después se amplié pBr/Ad35-Eco7.3 en el extremo 5' mediante insercidén del fragmento Ad35 de 6 kb. A
este fin, pBr/Ad35-Eco7.3 fue digerido con EcoRI y desfosforilado. El fragmento fue aislado del gel y ligado al
fragmento EcoRI de Ad35 de 6 kb. Tras la transformacién los clones fueron sometidos a ensayo en cuanto a la
correcta orientacién del inserto y se seleccion6 un clon, denominado pBr/Ad35-Eco13.3.

Este clon es ampliado después con el fragmento Sall D de ~5,4 kb obtenido tras la digestion de Ad35 wt con Sall. A
este fin, se elimina el sitio Sall del esqueleto de pBr322 mediante digestidon parcial de pBr/Ad35-Eco13.3 con Sall,
relleno de los extremos cohesivos mediante tratamiento de Klenow y religacion. Se selecciona un clon que contiene
un unico sitio Sall en el inserto adenoviral. Este clon, denominado pBrAsal/Ad35-Eco13.3 es linealizado después con
Aatll que esta presente en el esqueleto de pBr322 y ligado con el conector Sall con los extremos complementarios
Aatll. EI ADN es digerido después con Sall en exceso y el fragmento lineal es aislado y ligado al fragmento Sall-D de
5,4 kb de Ad35. Se selecciona un clon que contiene el fragmento Sall insertado en la orientacién correcta en
pBr/Ad35-Eco13.3. El clon resultante, pBr/Ad35.Sal2-rITR contiene los ~17 kb 3' de Ad35 incluyendo la ITR derecha.
Para permitir la liberacion de la ITR derecha de las secuencias vectoras en el momento de generacién del virus, se
introduce mediante PCR un sitio Notl que flanquea la ITR.

El fragmento EcoRI-A de Ad35 de 22,3 kb también fue clonado en pBr322xEcoRI/EcoRV. Se selecciond un clon,
denominado pBr/Ad35-EcoA3', que tenia aparentemente una delecién de aproximadamente 7 kb del extremo 5'.
Contenia el sitio Sall a 9,4 kb del ADN wt de Ad35 y a aproximadamente 1,5 kb de las secuencias aguas arriba.
Utilizando este sitio Sall y el Unico sitio Ndel del esqueleto de pBr322 se amplia este clon en el extremo 5' mediante
inserciéon de un fragmento 5' de Ad35 de aproximadamente 5 kb desde el primer Sall de Ad35 de tal manera que se
crea un sitio de restriccion Notl en el extremo 5' de Ad35 mediante inserciéon de un conector. Este clon, denominado
pBr/Ad35.pIX-EcoA no contiene las secuencias del extremo izquierdo (ITR, secuencias de empaquetamiento y E1) y
en el extremo 3' tiene aproximadamente un solapamiento de 3,5 kb con el clon pBr/Ad35.Sal2rITR.

Para crear un plasmido adaptador, se digiri6 pAd35 con Sall y el fragmento B del extremo izquierdo de ~9,4 kb fue
aislado. pBr322 fue digerido con EcoRV y Sall, aislado en gel y desfosforilado con la enzima Tsap. Ambos
fragmentos son ligados y los clones con la insercion correcta y la secuencia correcta de la ITR izquierda son
seleccionados. Para permitir la liberacion de la ITR izquierda de las secuencias vectoras en el momento de la
generacion del virus, se introduce mediante PCR un sitio Notl que flanquea la ITR izquierda. A partir de este clon se
suprimen las secuencias E1 y se remplazan por una secuencia poliligadora utilizando la PCR. La secuencia
poliligadora se utiliza para introducir una casete de expresion para un gen de eleccion.

Los clones de Ad35 recombinantes son generados mediante transfeccion de las células PER.C6 con el plasmido
adaptador, pBr/Ad35.pIX-EcoA y pBr/Ad35.Sal2-rITR como se muestra en la figura 3. La recombinacién homéloga
da lugar a virus recombinantes.

Ejemplo 5

La prevalencia de la actividad neutralizadora (NA) para Ad35 es baja en sueros humanos de diferentes
localizaciones geograficas

En el ejemplo 1 se describio el analisis de la actividad neutralizadora (NA) en sueros humanos de una localizacion
en Bélgica. Sorprendentemente, de un panel de 44 serotipos de adenovirus sometidos a ensayo, un serotipo, Ad35,
no era neutralizado en ninguno de los 100 sueros analizados. Ademas, se encontré que unos pocos serotipos, Ad26,
Ad34 y Ad48 eran neutralizados en un 8%, o menos, de los sueros sometidos a ensayo. Este andlisis fue ampliado
adicionalmente a otros serotipos de adenovirus no sometidos a ensayo previamente y, utilizando una seleccion de
serotipos del primer escrutinio, también se amplié a sueros de diferentes localizaciones geograficas.

A este fin, los adenovirus fueron propagados, purificados y sometidos a ensayo en cuanto a la neutralizacién en el
analisis de inhibicién del ECP como se describe en el ejemplo 1. Utilizando los sueros del mismo lote que en el
ejemplo 1, se sometieron a ensayo para la neutralizacion los serotipos de adenovirus 7B, 11, 14, 18 y 44/1876. Se
encontré que estos virus eran neutralizados respectivamente en el 59, 13, 30, 98 y 54% de los sueros. Asi, de esta
serie Ad11 es neutralizado con una frecuencia relativamente baja.

Puesto que se sabe que la frecuencia de aislamiento de los serotipos de adenovirus de tejido humano asi como la
prevalencia de AN para los serotipos de adenovirus puede diferir en las diferentes localizaciones geograficas, los
autores de la presente invencién sometieron a ensayo una seleccion de los serotipos de adenovirus contra sueros
de diferentes lugares. Se obtuvieron sueros humanos de dos lugares adicionales en Europa (Bristol, Reino Unido y
Leiken, Paises Bajos) y de dos lugares en los Estados Unidos (Stanford, CA y Great Neck, NY). Los adenovirus que
se encontré que eran neutralizados en el 20% o menos de los sueros del primer escrutinio, asi como Ad2, Ad5,
Ad27, Ad30, Ad38, Ad43, fueron sometidos a ensayo en cuanto a la neutralizacién en sueros del Reino Unido. Los
resultados de estos experimentos se presentan en la Figura 4. Los adenovirus de serotipos 2 y 5 fueron
neutralizados de nuevo en un elevado porcentaje de sueros humanos. Ademas, algunos de los serotipos que eran
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neutralizados en un bajo porcentaje de sueros en el primer escrutinio son neutralizados en un porcentaje mayor de
los sueros del Reino Unido, v.g. Ad26 (7% vs. 30%), Ad28 (13% vs. 50%), Ad34 (5% vs. 27%) y Ad48 (8% vs. 32%).
La actividad neutralizadora frente a Ad11 y Ad49 que se encontraban en un porcentaje relativamente bajo de sueros
en el primer escrutinio, se encuentran en un porcentaje incluso menor de sueros en este segundo escrutinio (13%
vs. 5% y 20% vs. 11%, respectivamente). Se encontré ahora que el serotipo de Ad35 que no era neutralizado en
ninguno de los sueros en el primer escrutinio, era neutralizado en un bajo porcentaje (8%) de sueros del Reino
Unido. La prevalencia de AN en sueros humanos del Reino Unido es la mas baja para los serotipos Ad11 y Ad35.

Para un andlisis adicional, se obtuvieron sueros de dos localizaciones en los Estados Unidos (Stanford, CA y Great
Neck, NY) y de Paises Bajos (Leiden). La Figura 5 presenta una visiéon de conjunto de los datos obtenidos con estos
sueros y los datos previos. No todos los virus fueron sometidos a ensayo en todos los sueros, excepto para Ad5,
Ad11 y Ad35. La conclusién global de este escrutinio comprensivo de sueros humanos es que la prevalencia de
actividad neutralizadora para Ad35 es la mas baja de todos los serotipos en todos los paises del oeste: como media
el 7% de los sueros humanos contienen actividad neutralizadora (5 localizaciones diferentes).

Otro grupo B de adenovirus, Ad11 también es neutralizado en un bajo porcentaje de sueros humanos (media 11%
en sueros de 5 localizaciones diferentes). El adenovirus de tipo 5 es neutralizado en un 56% de los sueros humanos
obtenidos de 5 localizaciones diferentes. Aunque no sometido a ensayo en todos los sueros, el serotipo 49 del grupo
D también es neutralizado con una frecuencia relativamente baja en muestras de Europa y de una localizacién de
los Estados Unidos (media 14%).

En los experimentos de neutralizacién descritos antes se evalla que un suero no es neutralizador cuando en el
pocillo con la concentracion de suero méas elevada la protecciéon maxima de ECP es del 40% en comparacién con los
controles sin suero. La proteccion se calcula como sigue:

DO pocillo correspondiente - DO control virus
% proteccion = x 100
DO control no infectado - DO control virus

Como se ha descrito en el ejemplo 1, el suero es cultivado en placa en cinco diluciones diferentes que oscilan entre
diluciones por 4 y por 64. Por lo tanto, es posible distinguir entre titulos bajos (es decir neutralizacion solo en las
concentraciones de suero mas elevadas) y titulos elevados de AN (es decir también neutralizacion en pocillos con la
concentracion de suero mas baja). De los sueros humanos utilizados en el escrutinio de los autores de la presente
invencion que se encontré que contenian actividad neutralizadora para Ad5, resultdé que el 70% tenia titulos
elevados mientras de los sueros que contenian AN para Ad35, sdélo el 15% tenian titulos elevados. De los sueros
que eran positivos en cuanto a AN para Ad11 soélo el 8% tenian titulos elevados.

Para Ad49 este era del 5%. Por lo tanto, no sdlo la frecuencia de AN para Ad35, Ad11 y Ad49 es mucho mas baja en
comparacién con Ad5, si no que de los sueros que contienen AN para estos virus, la inmensa mayoria tiene titulos
bajos. Los vectores adenovirales basados en Ad35 tienen por lo tanto una clara ventaja sobre los vectores basados
en Ad5 cuando se utilizan como vehiculos de terapia génica o vectores de vacunacion in vivo o en cualquier
aplicacion en la que la eficacia de infeccion sea impedida por la actividad neutralizadora.

En los siguientes ejemplos se describe la construccion de un sistema vector para la generacion de vectores basados
en Ad35 libres de RCA, seguros.

Ejemplo 6

Secuencia de adenovirus humano de tipo 35

Los virus Ad35 fueron propagados en células PER.C6 y el ADN fue aislado como se describe en el ejemplo 4. La
secuencia total fue generada por Qiagen Sequence Services (Qiagen GmbH, Alemania). EI ADN viral total fue
sometido a cizalla mediante sonicacién y los extremos del ADN se volvieron romos mediante ADN polimerasa de T4.
Los fragmentos romos sometidos a cizalla fueron fraccionados por tamafios sobre geles de agarosa y se obtuvieron
porciones de gel correspondientes a fragmentos de ADN de 1,8 a 2,2 kb. El ADN fue purificado a partir de las
porciones de gel mediante el protocolo de extraccién de gel de QlAquick y subclonado en un banco fragmentado al
azar "shotgun" de vectores de clonacion del pldsmido pUC19. Se utilizé una disposicion de los clones en placas de
96 pocillos cubriendo el ADN diana 8 (+/- 2) veces para generar la secuencia total. La secuenciacion se realiz6é en
termocicladores Perkin-Elmer 9700 utilizando la quimica de BigDyeTerminator y la ADN polimerasa de AmpliTaq FS
seguido de purificacion de las reacciones de secuenciacion utilizando la tecnologia QIAGEN DyeEx 96. Los
productos de la reaccion de secuenciacion fueron sometidos después a separacién automatizada y deteccion de
fragmentos en secuenciadores de 96 calles ABI 377 XL. Los resultados de la secuencia inicial fueron utilizados para
generar una secuencia contigo y los espacios fueron rellenados mediante lecturas de paseo con cebador sobre el
ADN diana o mediante secuenciacién directa de los productos de la PCR. Los extremos de los virus resultaron estar
ausentes en el banco fragmentado al azar, muy probablemente debido a las dificultades de clonacion resultantes de
los aminoacidos de pTP que permanecen unidos a las secuencias ITR tras la digestion con proteinasa K del ADN
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viral.

Las rondas de secuencias adicionales sobre el ADN viral resolvian la mayor parte de la secuencia de esas regiones,
sin embargo era dificil obtener una secuencia clara de los nucleétidos mas terminales. En el extremo 5' la porcién de
la secuencia obtenida era 5'-CCA ATA ATA TAC CT...-3' mientras en el extremo 3' la porciéon de la secuencia
obtenida era 5'-...AGG TAT ATT ATT GAT GAT GGG-3'. La mayoria de los adenovirus humanos tienen una
secuencia terminal 5'-CAT CAT CAA TAA TAT ACC-3'. Ademas, un clon que representaba el extremo 3' del ADN de
Ad35 obtenido tras clonar el fragmento EcoRI de Ad35 de 7 kb en pBr322 (véase el ejemplo 4) también resulté tener
la secuencia CATCATCAATAAT... tipica. Por lo tanto, Ad35 puede tener la secuencia del extremo tipica y las
diferencias obtenidas al secuenciar directamente el ADN viral se deben a artefactos correlacionados con rondas de
secuenciacion "run-off" y la presencia de aminoacidos residuales de pTP.

La secuencia total de Ad35 con secuencias terminales corregidas se da en la Figura 6. Basandose en la homologia
de la secuencia con Ad5 (Genbank Num.M72360) y Ad7 (secuencia parcial Genbank Num.X0300) y en la
localizaciéon de los marcos de lectura abiertos, la organizacion del virus es idéntica a la organizacion general de la
mayoria de los adenovirus humanos, especialmente los virus del subgrupo B. La longitud total del genoma es de
34794 pares de bases.

Ejemplo 7

Construccion de un sistema vector basado en plasmidos para generar virus basados en Ad35 recombinantes.

Un sistema vector basado en plasmidos funcional para generar vectores adenovirales recombinantes comprende los
siguientes componentes:

1. Un plasmido adaptador que comprende una ITR izquierda y secuencias de empaquetamiento derivadas de
Ad35 y al menos un sitio de restriccion para la insercion de una casete de expresion heterdloga y carente de
secuencias E1. Ademas, el plasmido adaptador contiene las secuencias 3' de Ad35 de la regién codificadora de
E1B incluyendo el promotor pIX y secuencias codificadoras suficientes para mediar la recombinacion homoéloga
del plasmido adaptador con una segunda molécula de &cido nucleico.

2. Una segunda molécula de acido nucleico, que comprende secuencias homologas al pldsmido adaptador, y
secuencias de Ad35 necesarias para la replicacion y el empaquetamiento del virus recombinante, esto es, genes
tempranos, intermedios y tardios que no estan presentes en la célula de empaquetamiento.

3.Una célula de empaquetamiento que proporciona al menos proteinas E1 funcionales capaces de complementar
la funcién E1 de Ad35.

Otros métodos para la generacién de adenovirus recombinantes en células de empaquetamiento complementadoras
son conocidos en la técnica y pueden ser aplicados a los virus Ad35 sin apartarse de la invencion. Como ejemplo, se
describe con detalle mas abajo la construccion de un sistema basado en plasmidos, como se ha esbozado antes.

1) Construccién de plasmidos adaptadores de Ad35

A este fin, el plasmido adaptador pAdApt (Figura 7; descrito en el ejemplo 2) fue modificado primero para obtener
plasmidos adaptadores que contienen poliligadores ampliados y que tienen los sitios de restriccion uUnicos
convenientes flanqueando la ITR izquierda y la secuencia de adenovirus en el extremo 3' para permitir la liberacion
del inserto de adenovirus de las secuencias del vector plasmidico. La construccion de estos plasmidos se describe
mas abajo con detalle: El plasmido adaptador pAdApt (Ejemplo 2) fue digerido con Sall y tratado con Shrimp Alkaline
Phosphatase para reducir la re-ligacion. Un conector, compuesto por los siguientes dos oligos fosforilados y
recocidos:

ExSalPacF 5' - TCG ATG GCA AAC AGC TAT TAT GGG TAT TAT GGG TTC GAA TTA ATT AA- 3

y ExSalPacR 5' - TCG ATT AAT TAA TTC GAA CCC ATA ATA CCC ATA ATA GCT GTT TGC CA- 35
fue ligado directamente en el constructo digerido, remplazando de ese modo el sitio de restriccion Sall
por Pi-PsPI, Swal y Pacl.

Este constructo fue denominado conector pADAPT+ExSalPac. Ademas, parte de la ITR izquierda de pAdApt fue
amplificada mediante PCR utilizando los siguientes cebadores: PCLIPMSF: 5' -CCC CAA TTG GTC GAC CAT CAT
CAA TAATAT ACC TTATTT TGG -3'y pCLIPBSRGI: 5' - GCG AAA ATT GTC ACT TCC TGT G - 3'. El fragmento
amplificado fue digerido con Munl y BsrGl y clonado en pAd5/Clip (véase el Ejemplo 2), que estaba parcialmente
digerido con EcoRl y tras la purificacion digerido con BsrGl, re-insertando de ese modo la ITR izquierda y la sefial de
empaquetamiento. Tras el analisis con la enzima de restriccion, el constructo fue digerido con Scal y SgrAl y el
fragmento de 800 pb fue aislado del gel y ligado en el conector pADAPT+ExSalPac digerido con Scal/SgrAl. El
constructo resultante, denominado plPspSalAdapt, fue digerido con Sall, desfosforilado, y ligado al conector de
doble hebra ExSalPacF/ExSalPacR fosforilado mencionado antes. Un clon en el que el sitio Pacl era el mas cercano
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a la ITR fue identificado mediante analisis de restriccion y las secuencias fueron confirmadas mediante analisis de la
secuencia. Este constructo pAdApt novedoso, denominado plPspAdapt (Figura 8) alberga por tanto dos conectores
ExSalPac que contienen las secuencias de reconocimiento para Pacl, PI-Pspl y BstBIl, que rodean la porcion
adenoviral del constructo adaptador adenoviral, y que puede ser utilizado para linealizar el ADN plasmidico antes de
la co-transfeccion con fragmentos coadyuvantes adenovirales.

Con el fin de incrementar adicionalmente las permutaciones de clonacion transgénica se construyeron numerosas
variantes de poliligadores basadas en plPspAdapt. Para este fin se digirié6 primero plPspAdapt con EcoRIl y se
desfosforil6. Un conector compuesto por los dos oligos fosforilados y recocidos siguientes: Ecoconector+: 5' - AAT
TCG GCG CGC CGT CGA CGA TAT CGA TAG CGG CCG C - 3'y Ecoconector-: 5' - AAT TGC GGC CGC TAT
CGA TAT CGT CGA CGG CGC GCC G - 3' fue ligado en este constructo, creando de este modo sitios de restriccion
para Ascl, Sall, EcoRV, Clal y Notl. Se obtuvieron ambas orientaciones de este conector y se confirmaron las
secuencias mediante analisis de restriccion y analisis de la secuencia. El plasmido que contenia el poliligador en el
orden 5' Hindlll, Kpnl, Agel, EcoRI, Ascl, Sall, EcoRV, Clal, Notl, Nhel, Hpal, BamHI y Xbal fue denominado
plPspAdapt1 (Figura 9) mientras el plasmido que contenia el poliligador en el orden Hindlll, Kpnl, Agel, Notl, Clal,
EcoRYV, Sall, Ascl, EcoRlI, Nhel, Hpal, BamHI y Xbal fue denominado plPspAdapt2.

Para facilitar la clonacion de los otros constructos efector o antisentido, se disefid un conector compuesto por los dos
oligonucledtidos siguientes, para invertir el poliligador del plPspAdapt: HindXba+ 5-AGC TCT AGA GGA TCC GTT
AAC GCT AGC GAA TTC ACC GGT ACC AAG CTT A-3'; HindXba-5'-CTA GTA AGC TTG GTA CCG GTG AAT
TCG CTA GCG TTA ACG GAT CCT CTA G-3'. Este conector fue ligado en plPspAdapt digerido con Hindlll/Xbal y el
constructo correcto fue aislado. La confirmacion se realiz6 mediante analisis con enzimas de restriccion y
secuenciacion. Este nuevo constructo, pIPspAdaptA, fue digerido con EcoRI y el Ecoconector mencionado antes fue
ligado en este constructo. Se obtuvieron ambas orientaciones de este conector, dando como resultado pIPspAdapt3
(Figura 10), que contiene el poliligador en el orden Xbal, BamHI, Hpal, Nhel, EcoRlI, Ascl, Sall, EcoRV, Clal, Notl,
Agel, Kpnl y Hindlll. Todas las secuencias fueron confirmadas mediante analisis con enzimas de restriccion y
secuenciacion.

Después se construyeron plasmidos adaptadores basados en Ad35 como sigue:

La ITR izquierda y la secuencia de empaquetamiento correspondiente a los nucleétidos 1 a 464 de las
secuencias de Ad35 wt (Figura 6) fueron amplificadas mediante PCR sobre ADN de wtAd35 utilizando los
siguientes cebadores:Cebador 35F1:5'-CGG AAT TCT TAA TTA ATC GAC ATC ATC AAT AAT ATA CCT TAT
AG-3'Cebador 35R2:5'-GGT GGT CCT AGG CTG ACA CCT ACG TAA AAA CAG-3' La amplificacién introduce
un sitio Pacl en el extremo 5' y un sitio Avrll en el sitio 3' de la secuencia.

Para la amplificacién se utilizé la enzima ADN polimerasa Platinum Pfx (LTI) segun las instrucciones del fabricante
pero con los cebadores a 0,6 pM con DMSO afiadido a una concentracion final del 3%. El programa de amplificacion
fue el siguiente: 2 minutos a 94°C, (30 segundos a 94°C, 30 segundos a 56°C, 1 minuto a 68°C) durante 30 ciclos,
seguido de 10 minutos a 68°C.

El producto de la PCR fue purificado utilizando un estuche de purificacion pvr (LTI) segun las instrucciones de
fabricante y digerido con Pacl y Avrll. El fragmento digerido fue purificado después en gel utilizando el estuche
geneclean (Bio 101, Inc.). El plasmido adaptador basado en Ad5 plPspAdapt-3 (Figura 10) fue digerido con Avrll y
después parcialmente con Pacl y el fragmento de 5762 pb fue aislado en una porcion de gel de agarosa LMP y
ligado con el fragmento de PCR mencionado antes digerido con las mismas enzimas y transformado en células
DH10B electrocompetentes (LTI). El clon resultante se denomina plPspAdapt3-Ad35IITR.

Paralelamente, se amplificé una segunda porcién de ADN de Ad35 utilizando los siguientes cebadores:

35F3: 5'-TGG TGG AGA TCT GGT GAG TAT TGG GAA AAC-3'y 35R4: 5'-CGG AAT TCT TAATTA AGG GAA ATG
CAA ATC TGT GAG G-3'. Las secuencias de este fragmento corresponden a los nucl. 3401 a 4669 de wtAd35
(Figura 6) y contiene 1,3 kb de secuencias que comienzan directamente 3' desde la secuencia codificadora de E1B
55k. La amplificacion y purificacion se realizaron como se ha descrito antes para el fragmento que contiene la ITR
izquierda y la secuencia de empaquetamiento. El fragmento de PCR fue digerido después con Pacl y subclonado en
el vector pNEB193 (New England Biolabs) digerido con Smal y Pacl. La integridad de la secuencia del clon
resultante fue verificada mediante analisis de la secuencia.

Después pNEB/Ad35pF3R4 fue digerido con Bglll y Pacl y el inserto de Ad35 fue aislado del gel utilizando el
estuche QIAExII (Qiagen). PIPspAdapt3-Ad35IITR fue digerido con Bglll y después parcialmente con Pacl. El
fragmento de 3624 pb (conteniendo secuencias del vector, la ITR de Ad35 y las secuencias de empaquetamiento asi
como el promotor de CMV, la region de clonacién multiple y la sefial poliA), también fue aislado utilizando el estuche
QIAExII (Qiagen). Ambos fragmentos fueron ligados y transformados en células DH10B (LTI). El clon resultante,
pAdApt35IP3 (Figura 11), tiene la casete de expresién de plPspAdapt3 pero contiene la ITR izquierda de Ad35 y las
secuencias de empaquetamiento y un segundo fragmento correspondiente a los nucl. 3401 a 4669 de Ad35. Una
segunda version del plasmido adaptador de Ad35 que tenia el sitio de clonacion mdltiple en la orientaciéon contraria
se elabor6é como sigue:
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PIPspAdapt1 (Figura 9) fue digerido con Ndel y Bglll y la banda de 0,7 kpb que contiene parte del promotor de
CMV, MCS vy poliA de SV40 fue aislada e insertada en los sitios correspondientes de pAdApt35IP3 generando
pAdApt35IP1 (Figura 12).

Los plasmidos adaptadores pAdApt35.LacZ y pAdApt35.Luc fueron generados después insertando los
transgenes de pcDNA.LacZ (digerido con Kpnl y BamHI) y pAdApt.Luc (digerido con Hindlll y BamHI) en los
sitios correspondientes en pAdApt35IP1. La generacion de pcDNA.LacZ y pAdApt.Luc se describe en la Solicitud
de Patente Internacional WO99/55132.

2) Construccién del césmido pWE.Ad35.pXI-rITR

La Figura 13 presenta las diversas etapas acometidas para construir el clon cosmidico que contiene las secuencias
de Ad35 de los pb 3401 a 34794 (extremo de la ITR derecha) que se describen con detalle mas abajo.

Se generd un primer fragmento de PCR (pIX-Ndel) utilizando el siguiente grupo de cebadores: 35F5: 5'-CGG AAT
TCG CGG GCG CCG CGG TGA GTATTG GGA AAA C-3'y 35R6: 5'-CGC CAG ATC GTC TAC AGA ACA G-3'. Se
utilizé la ADN polimerasa Pwo (Roche) segun las instrucciones del fabricante, sin embargo, con una concentracion
final de 0,6 uM de ambos cebadores y utilizando 50 ng de ADN de Ad35 wt como molde. La amplificacién se realizé
como sigue: 2 minutos a 94°C, 30 ciclos de 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 65°C y 1 minuto 45 segundos a
72°C, seguido de 8 minutos a 68°C. Para permitir la clonacion en el vector de clonacion TA PCR2.1, se realizé una
ultima incubacion con 1 unidad de polimerasa superTaq (HT Biotechnology LTD) durante 10 minutos a 72°C.

El fragmento amplificado de 3370 pb contiene las secuencias de Ad35 desde el pb 3401 al 6772 con un sitio Notl
anadido en el extremo 5'. Los fragmentos fueron purificados utilizando el estuche de purificacion por PCR (LTI).

Se genero un segundo fragmento de PCR (Ndel-rITR) utilizando los siguientes cebadores: 35F7: 5'-GAA TGC TGG
CTT CAG TTG TAA TC-3'y 35R8: 5'-CGG AAT TCG CGG CCG CAT TTA AAT CAT CAT CAA TAA TAT ACC-3'. La
amplificacion se realizd6 con ADN polimerasa pfx (LTI) segun las instrucciones del fabricante pero con 0,6 uM de
ambos cebadores y DMSO al 3% utilizando 10 ng de ADN de wtAd35 como molde. El programa era el siguiente: 3
minutos a 94°C y 5 ciclos de 30 segundos a 94°C, 45 segundos a 40°C, 2 minutos 45 segundos a 68°C seguido de
25 ciclos de 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 60°C, 2 minutos 45 segundos a 68°C. Para permitir la clonacién en
el vector de clonacion TA PCR2.1, se realizé una ultima incubacién con 1 unidad de polimerasa superTaq durante 10
minutos a 72°C. El fragmento amplificado de 1,6 kb que oscilaba del nucl. 33178 al extremo de la ITR derecha de
Ad35, fue purificado utilizando el estuche de purificacion por PCR (LTI).

Ambos fragmentos de PCR purificados fueron ligados en el vector PCR2.1 del estuche de clonacion TA (Invitrogen)
y transformados en células competentes STBL-2 (LTI). Los clones que contenian el inserto esperado fueron
secuenciados para confirmar la amplificacion correcta. A continuaciéon, ambos fragmentos fueron separados por
corte del vector mediante digestion con Notl y Ndel y purificados en gel utilizando el estuche Geneclean (Bio 101,
Inc.). El vector cosmidico pWE15 (Clontech) fue digerido con Notl, desfosforilado y también purificado en gel. Estos
tres fragmentos fueron ligados y transformados en células competentes STBL2 (LTI). Uno de los clones correctos
que contenia ambos fragmentos de la PCR fue digerido después con Ndel y el fragmento lineal fue purificado en gel
utilizando el estuche Geneclean. El ADN de Ad35 wt fue digerido con Ndel y el fragmento de 26,6 kb fue purificado
en gel LMP utilizando Agarase Enzym (Roche) segun las instrucciones del fabricante. Estos fragmentos fueron
ligados entre si y empaquetados utilizando los extractos de empaquetamiento del fago A (Stratagene) segun el
protocolo del fabricante. Tras la infeccion en células STBL-2, las colonias se hicieron crecer sobre placas y se
analizaron en cuanto a la presencia del inserto completo. Se selecciond un clon con el fragmento grande insertado
en la orientacion correcta y que tenia los patrones de restriccion correctos tras las digestiones independientes con
tres enzimas (Ncol, Pvull y Scall). Este clon se denomina pW.Ad35.pIX-rITR. Contiene las secuencias de Ad35
desde el pb 3401 al extremo y esta flanqueado por sitios Notl (Figura 14).

3) Generacion de virus recombinantes basados en Ad35 sobre PER.C6

El virus Ad35 de tipo salvaje se puede hacer crecer sobre células de empaquetamiento PER.C6 a titulos muy
elevados. No obstante, no se sabe si la region E1 de Ad5 que esta presente en PER.C6 es capaz de complementar
los virus recombinantes de Ad35 con E1 suprimida. Para someter a ensayo esto, las células PER.C6 fueron
cotransfectadas con el plasmido adaptador pAdApt35.LacZ descrito antes y el fragmento del esqueleto grande
pWE.Ad35.pIX-rITR. Primero, pAdApt35.LacZ fue digerido con Pacl y pWE.Ad35.pIX-rITR fue digerido con Notl. Sin
purificacion adicional se mezclaron 4 ugr de cada constructo con DMEM (LTI) y se transfectaron en células PER.CB6,
sembrados a una densidad de 5x10° células en un matraz T25 el dia antes, utilizando Lipofectamine (LTI) segun las
instrucciones del fabricante. Como control positivo, se cotransfectaron 6 pgr de ADN de pWE.Ad35.pIX-rITR digerido
con Pacl con un fragmento Nhel de 6,7 kb aislado de ADN de Ad35 wt que contenia el extremo izquierdo del
genoma viral incluyendo la regién E1.

Al dia siguiente se renovo el medio (DMEM con FBS al 10% y MgCl, 10 mM) y las células fueron incubadas
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adicionalmente. A los 2 dias de la transfeccion, las células fueron tratadas con tripsina y transferidas a matraces
T80. El matraz de control positivo mostraba ECP a los cinco dias de la transfeccidén, mostrando que el constructo
pWE.Ad35.pIX-rITR es funcional al menos en presencia de proteinas E1 de Ad35. La transfeccion con el plasmido
adaptador LacZ de Ad35 y pWE.Ad35.pIX-rITR no daba lugar a ECP. Estas células fueron cosechadas en el medio
el dia 10 y congeladas/descongeladas una vez para liberar el virus de las células. Se afiadieron 4 ml del material
cosechado a un matraz T80 con las células PER.C6 (a una confluencia del 80%) y se incubaron durante otros cinco
dias. Esta cosechalreinfeccion se repitié dos veces pero no hubo evidencia de virus asociado con ECP. A partir de
este experimento parece que las proteinas E1 de Ad5 no son, o no son lo bastante, capaces de complementar los
virus recombinantes de Ad35, sin embargo, puede ser que el solapamiento de la secuencia del plasmido adaptador y
el plasmido esqueleto pWE.Ad35.pIX-rITR no sea lo bastante grande para recombinar eficazmente y dar origen a un
genoma de virus recombinante. La transfeccion de control positiva se realizé con un fragmento del extremo izquierdo
de 6,7 kb y por lo tanto el solapamiento de la secuencia era de aproximadamente 3,5 kb. El plasmido adaptador y el
fragmento pWE.Ad35.pIX-rITR tienen un solapamiento de la secuencia de 1,3 kb. Para verificar si el solapamiento
de la secuencia de 1,3 kb es demasiado pequefio para una recombinacion homologa eficaz, se realiz6 una
cotransfeccion con pWE.Ad35.pIX-rITR digerido con Pacl y un fragmento de PCR de ADN wt de Ad35 generado con
35F1 y 35R4 mencionados antes utilizando los mismos procedimientos descritos antes en la presente memoria. El
fragmento de PCR contiene por tanto las secuencias del extremo izquierdo hasta el pb 4669 y por lo tanto tiene las
mismas secuencias solapantes con pWE.Ad35.pIX-rITR que el plasmido adaptador pAdApt35.LacZ pero tiene
secuencias E1 de Ad35. Tras la purificacion en columna de la PCR, el ADN fue digerido con Sall para separar
posibles secuencias molde intactas. Una transfeccion con el producto de la PCR digerido solo servia como control
negativo. Cuatro dias después de la transfeccion, se produjo el ECP en las células transfectadas con el producto de
la PCR vy el fragmento pIX-rITR de Ad35, y no en el control negativo.

Este resultado muestra que la secuencia solapante de 1,3 kb es suficiente para generar virus en presencia de
proteinas E1 de Ad35.

A partir de estos experimentos los autores de la presente invencion concluyen que la presencia de al menos una de
las proteinas E1 de Ad35 es necesaria para generar vectores basados en Ad35 recombinantes a partir de ADN
plasmidico en lineas celulares complementadoras de Ad5.

Ejemplo 8

1) Construccion de plasmidos de expresion Ad35.E1

Puesto que las proteinas E1 de Ad5 en PER.C6 no son capaces de complementar los virus recombinantes de Ad35
eficazmente, las proteinas E1 de Ad35 han de ser expresadas en células complementadoras de Ad5 (v.g. PER.C6).
Por otra parte, se tiene que crear una nueva linea celular de empaquetamiento que exprese las proteinas E1 de
Ad35, partiendo o bien de células humanas primarias diploides o bien de lineas celulares establecidas que no
expresen las proteinas E1 de adenovirus. Para estudiar la primera posibilidad, se cloné la region E1 de Ad35 en
plasmidos de expresion como se describe mas abajo.

Primero, se amplificé la region E1 de Ad35 desde el pb 468 al pb 3400 a partir de ADN de wtAd35 utilizando el
siguiente grupo de cebadores: 35F11: 5'-GGG GTA CCG AAT TCT CGC TAG GGT ATT TAT ACC-3'y 35F10: 5'-
GCT CTA GAC CTG CAG GTT AGT CAG TTT CTT CTC CAC TG-3'. Esta PCR introduce un sitio Kpnl y EcoRlI en el
extremo 5' y un sitio Sbfl y Xbal en el extremo 3'.

La amplificacion en 5 ng de ADN molde se realizo con ADN polimerasa Pwo (Roche) utilizando las instrucciones del
fabricante, no obstante, con ambos cebadores a una concentracion final de 0,6 uM. El programa era el siguiente: 2
minutos a 94°C, 5 ciclos de 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 56°C y 2 minutos a 72°C, seguido de 25 ciclos de
30 segundos a 94°C, 30 segundos a 60°C y 2 minutos a 72°C, seguido de 10 minutos a 72°C. El producto de la PCR
fue purificado mediante un estuche de purificacién de PCR (LTI) y digerido con Kpnl y Xbal. El fragmento de la PCR
digerido fue ligado después al vector de expresién pRSVhbvNeo (véase el mas abajo), también digerido con Kpnl y
Xbal. Las ligaciones fueron transformadas en células STBL-2 competentes (LTI) segun las instrucciones del
fabricante y las colonias fueron analizadas en cuanto a la correcta insercion de las secuencias E1 de Ad35 en el
poliligador entre el promotor de RSV y poliA de HBV.

El clon resultante fue denominado pRSV.Ad35-E1 (Figura 15). Las secuencias de Ad35 en pRSV.Ad35-E1 fueron
verificadas mediante analisis de la secuencia.

Se generé pRSVhbvNeo como sigue: pRc-RSV (Invitrogen) fue digerido con Pvull, desfosforilado con la enzima
TSAP (LTI) y el fragmento vector de 3 kb fue aislado en agarosa de bajo punto de fusion (LMP). El plasmido
pPGKNeopA (Figura 16) descrito en W096/35798, fue digerido con Sspl completamente para linealizar el plasmido y
facilitar la digestion parcial con Pvull. Tras la digestion parcial con Pvull, los fragmentos resultantes fueron
separados en un gel de agarosa LMP y el fragmento Pvull de 2245 pb, que contenia el promotor de PGK, el gen de
resistencia a la neomicina y poliA de HBV, fue aislado. Ambos fragmentos aislados fueron ligados para dar el vector
de expresion pRSV-pNeo que ahora tiene la casete de expresion SV40prom-neo-SV40poliA original remplazada por
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una casete PGKprom-neo-HBVpoliA (Figura 17). Este plasmido fue modificado adicionalmente para remplazar
BGHPpA por HBVpA como sigue: se linealizé pRSVpNeo con Scal y se digirié adicionalmente con Xbal. El fragmento
de 1145 pb, que contenia parte del gen Amp y las secuencias promotoras de RSV y una secuencia poliligadora, fue
aislado en gel utilizando el estuche GeneClean (Bio Inc. 101). A continuacion pRSVpNeo fue linealizado con Scal y
adicionalmente digerido con EcoRI parcialmente y el fragmento de 3704 pb que contenia la casete PGKneo y las
secuencias del vector fueron aislados en gel como antes. Un tercer fragmento, que contenia la secuencia poliA de
HBV flanqueada por Xbal y EcoRI en el extremo 5 y 3' respectivamente, fue generado después mediante
amplificacion mediante PCR en pRSVpNeo utilizando el siguiente grupo de cebadores: HBV-F: 5'-GGC TCT AGA
GAT CCT TCG CGG GAC GTC-3'y HBV-R: 5'-GGC GAA TTC ACT GCC TTC CAC CAA GC-3'. La amplificacion se
realizd con la enzima Elongase (LTI) segun las instrucciones del fabricante con las siguientes condiciones: 30
segundos a 94°C, después 5 ciclos de 45 segundos a 94°C, 1 minuto a 42°C y 1 minuto a 68°C, seguido de 30 ciclos
de 45 segundos a 94°C, 1 minuto a 65°C y 1 minuto a 68°C, seguido de 10 minutos a 68°C. El fragmento de la PCR
de 625 pb fue purificado después utilizando el estuche de purificacion de PCR Qiaquick, digerido con EcoRI y Xbal y
purificado en gel utilizando el estuche GeneClean. Los tres fragmentos aislados fueron ligados y transformados en
células DH5a. competentes (LTI) para dar el constructo pRSVhbvNeo (Figura 18). En este constructo las regiones
reguladoras de la transcripcidon de la casete de expresion de RSV y el marcador de seleccién para neomicina se
modifican para reducir el solapamiento con los vectores adenovirales que a menudo contienen secuencias
reguladoras de la transcripcion de CMV y SV40.

2) Generacién de virus recombinantes de Ad35 en células PER.C6 cotransfectadas con un constructo de expresion
de Ad35-E1

Se sembraron células PER.C6 a una densidad de 5 x 10° células en un matraz T25 y al dia siguiente se
transfectaron con una mezcla de ADN que contenia:

- 1 ng pAdApt35.Lacz digerido con Pacl
- 5 ug pRSV.Ad35E1 no digerido
- 2 ng pWE.Ad35.pIX-rITR digerido con Notl

La transfeccion se realizd utilizando Lipofectamine segun las instrucciones del fabricante. Cinco horas después de la
adicion de la mezcla de transfeccion a las células, el medio se separd y se remplazé por medio de nueva aportacion.
Al cabo de dos dias las células fueron transferidas a matraces T80 y cultivadas adicionalmente. Una semana
después de la transfeccion se afiadio 1 ml del medio a células A549 y al dia siguiente las células se tifieron para la
expresion de LacZ. Las células de color azul eran claramente visibles dos horas después de la tincion indicando que
se habian producido virus que expresaban LacZ recombinantes. Las células fueron cultivadas adicionalmente pero
no se observd una clara aparicion de ECP. Sin embargo, al cabo de 12 dias aparecian grupos de células en la
monocapa Yy 18 dias después de la transfeccion las células se desprendieron. Las células y el medio se cosecharon
después, se congelaron-descongelaron una vez y se utilizd 1 ml del producto lisado bruto para infectar células
PER.C6 en una placa de 6 pocillos. Dos dias después de la infeccién las células fueron tefiidas para la actividad
LacZ. Al cabo de dos horas se habian tefido de azul el 15% de las células. Para someter a ensayo la presencia de
virus wt y/o de replicacion competente, se infectaron células A549 con estos virus y se cultivaron adicionalmente. No
se encontraron signos de ECP indicando la ausencia de virus de replicacién competente. Estos experimentos
muestran que los virus AdApt35.LacZ recombinantes se habian construido en células PER.C6 cotransfectadas con
un constructo de expresion Ad35.E1.

3) Los virus recombinantes de Ad35 escapan de la neutralizacion en suero humano que contiene actividad
neutralizadora de virus Ad35

Después se utilizaron los virus AdApt35.LacZ para investigar la infeccion en presencia de suero que contiene
actividad neutralizadora de virus Ad5. El virus LacZ basado en Ad5 purificado servia como control positivo para la
AN. A este fin, se sembraron células PER.C6 en una placa de 24 pocillos a una densidad de 2 x 10° células/pocillo.
Al dia siguiente se diluyé una muestra de suero humano con una elevada actividad neutralizadora de Ad5 en medio
de cultivo en cinco etapas de diluciones a la quinta. Después se mezclaron 0,5 ml de suero diluido con 4x10°
particulas virales de virus AdApt5.LacZ en 0,5 ml de medio y al cabo de 30 minutos de incubacién a 37°C, se
afnadieron 0,5 ml de la mezcla a las células PER.C6 por duplicado. Para los virus AdApt35.LacZ, se mezclaron 0,5
ml de muestras de suero diluido con 0,5 ml del producto lisado bruto conteniendo virus AdApt35.LacZ y tras la
incubacién se anadieron 0,5 ml de esta mezcla a células PER.C6 por duplicado. Las muestras de virus incubadas en
medio sin suero fueron utilizadas como control positivo para la infeccién. Al cabo de dos horas de infeccion a 37°C,
se afadi6 medio para alcanzar un volumen final de 1 ml y las células se incubaron adicionalmente. Dos dias
después de la infeccion las células fueron tefiidas para la actividad LacZ. Los resultados se muestran en la Tabla Il.
A partir de estos resultados esta claro que mientras los virus AdApt5.LacZ eran eficazmente neutralizados, los virus
AdApt35.LacZ se mantenian infecciosos con independencia de la presencia de suero humano. Esto demuestra que
los virus basados en Ad35 recombinantes escapan a la neutralizacién en sueros humanos que contienen AN de
virus basados en Ad5.

26



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2372823 T3

Ejemplo 9

Un vector quimérico Ad5/fibra 35 con especificidad del tipo de célula para las células del tallo CD34Lin
hematopoyéticas

En el ejemplo 3 los autores de la presente invencion han descrito la generacion de un banco de adenovirus basados
en Ad5 que albergan la proteina de la fibra de otros serotipos. Como ejemplo no limitante para el uso de este banco
los autores de la presente invencion describen aqui la identificacion de adenovirus con la fibra modificada que
muestran una infeccién mejorada de las células del tallo hematopoyético.

Las células aisladas de médula 6sea, sangre del cordén umbilical, o sangre periférica humanas que portan el
fenotipo citométrico de flujo de ser positivas para el antigeno CD34 y negativas para los marcadores de
diferenciacion temprana CD33, CD38 y CD71 (lin") son referidas cominmente como células del tallo hematopoyético
(HSC). La modificacién genética de estas células es de gran interés puesto que todos los linajes hematopoyéticos
estan derivados de estas células y por lo tanto la HSC es una célula diana para el tratamiento de muchas
alteraciones hematopoyéticas humanas adquiridas o congénitas. Entre los ejemplos de las enfermedades que son
corregibles por modificacion genética de HSC se incluyen, pero no estan limitados a, enfermedad de Hurlers,
enfermedad de Hunters, enfermedad de Sanfilippos, enfermedad de Morquios, enfermedad de Gaucher, enfermedad
de Farbers, enfermedad de Niemann-Pick, enfermedad de Krabe, Leucodistrofia Metacromatica, enfermedad de las
células I, sindrome de inmunodeficiencia grave, deficiencia de Jak-3, deficiencia de Fucosidosis, talasemia, y porfiria
eritropoyética. Ademas de estas alteraciones hematopoyéticas también las estrategias para prevenir o tratar el
sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) y los canceres hematopoyéticos estan basadas en la modificacion
genética de HSC o de células derivadas de HSC tales como los linfocitos CD4 positivos en el caso del SIDA. Los
ejemplos enumerados en la presente memoria pretenden de este modo introducir ADN en la HSC con el fin de
complementar a nivel genético una deficiencia de un gen o una proteina. En el caso de las estrategias para el SIDA
o el cancer, el ADN que se va a introducir en las HSC puede ser de genes anti-virales o de genes suicidas.

Ademas de los ejemplos enumerados en la presente memoria, existen otras numerosas areas en las cuales la
transduccion eficaz de HSC utilizando vectores adenovirales puede jugar un importante papel. Por ejemplo en el
caso de las aplicaciones para tejidos. En esta area es importante dirigir la diferenciacion de HSC a linajes
especificos. Algunos ejemplos, no limitantes, son la formacion de hueso, la formacién de cartilago, la formacion de
piel ex vivo, asi como la generacién de precursores de las células T o precursores de las células endoteliales. La
generacion de hueso, cartilago o piel en biorreactores puede ser utilizada para el transplante tras fracturas 6seas o
lesiones de la médula espinal o lesiones por quemaduras graves. Naturalmente, las células transducidas también
pueden ser re-infundidas directamente en el paciente. La formaciéon de un gran nimero de precursores de células
endoteliales a partir de HSC tiene interés puesto que las células endoteliales pueden regresar, tras la re-infusion, a
sitios de lesion cardiovascular tales como la isquemia. Del mismo modo, la formacion de un gran nimero de células
T a partir de HSC tiene interés puesto que estos precursores de las células T pueden ser cebados, ex vivo, para
erradicar ciertas dianas en el cuerpo humano tras la reinfusién de las células T cebadas. Las dianas preferidas en el
cuerpo humano pueden ser tumores o células infectadas con virus.

A partir de los ejemplos descritos en la presente memoria, se puede concluir que la liberaciéon génica eficaz para
HSC tiene un gran interés para el campo de la terapia génica. Por lo tanto, la alteracion de la gama de células
anfitrionas de Ad5 para que sea capaz de dirigirse a HSC in vitro asi como in vivo es el principal interés de la
invencién. Para identificar un adenovirus quimérico con unas caracteristicas preferidas de infeccion de HSC
humanas, los autores de la presente invencién generaron un banco de virus basados en Ad5 que portaban la
molécula de la fibra de serotipos adenovirales alternativos (serotipos 8, 9, 13, 16, 17, 32, 35, 45, 40-L, 51). La
generacién de este banco con la fibra modificada se describe en el ejemplo 3. Se tom6 Ad5 como referencia. Se
sometioé a ensayo un pequefio panel de este banco en TF-1 humano (leucemia eritroide, ATCC CRL-2003) mientras
todos los virus quiméricos generados fueron sometidos a ensayo en células estromaticas primarias humanas y HSC
humanas. Las células TF-1 humanas fueron mantenidas rutinariamente en DMEM con un suplemento de FCS al
10% y 50 ng/ml de IL-3 (Sandoz, Basel, Suiza). El estroma de tipo fibroblastico primario humano, aislado aspirando
médula 6sea, se mantiene rutinariamene en DMEM/FCS al 10%. El estroma fue sembrado a una concentraciéon de 1
x 10° células por pocillo de placas de 24 pocillos. Veinticuatro horas después de la siembra las células fueron
expuestas durante 2 horas a 1000 particulas de virus por célula de Ad5, AdS5.Fib16, Ad5.Fib17, Ad5.Fib35,
Ad5.Fib40-L, o Ad5.Fib51 portando todos GFP como marcador. Al cabo de 2 horas las células fueron lavadas con
PBS y sembradas de nuevo en medio sin la adicion de virus. Las células TF-1 fueron sembradas a una
concentracion de 2 x 10° células por pocillo de placas de 24 pocillos y también fueron expuestas durante 2 horas a
1000 particulas de virus de los diferentes adenovirus quiméricos. El virus fue eliminado lavando las células después
de 2 horas de exposicion. Ambos tipos de células fueron cosechados 48 horas después de la exposicion al virus y
analizados en cuanto a la expresién de GFP utilizando un citémetro de flujo. Los resultados en las células TF-1,
mostrados en la figura 19, demuestran que los adenovirus quiméricos que portan una fibra de los serotipos 16, 35, o
51 (todos derivados del subgrupo B de adenovirus) tienen unas caracteristicas de infeccion preferidas en
comparacion con Ad5 (subgrupo C), Ad5.Fib17 (subgrupo D), o Ad5.Fib40-L (subgrupo F). Se sometié a ensayo
estroma primario humano puesto que estas células son utilizadas comunmente como células "alimentadoras" para
permitir la proliferacion y el mantenimiento de HSC en condiciones de cultivo ex vivo. En contraste con la
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transduccion de las células TF-1, ninguno de los adenovirus de fibra quimérica era capaz de transducir eficazmente
estroma primario humano (Figura 20). Se observé una infeccion razonable de estroma primario de tipo fibroblastico
humano sélo con Ad5 a pesar de la observacion de que ninguna de las moléculas receptoras conocidas son
expresadas en estas células (véase el la tabla Ill). La ausencia de infeccion de estroma humano utilizando los virus
quiméricos es ventajosa puesto que en un entorno de cultivo simultéaneo, el adenovirus quimérico no sera absorbido
principalmente por las células "alimentadoras" estromaticas.

Para someter a ensayo la capacidad de transduccién de los virus de fibra quimérica, se utilizé una reserva de sangre
de cordén umbilical (3 individuos) para el aislamiento de células del tallo. Las células CD34" fueron aisladas de una
preparacion de células mononucleares utilizando el sistema de separacién de laboratorio MACS (Miltenyi Biotec)
utilizando el protocolo proporcionado por el fabricante. De las células CD34", 2 x 10° se sembraron en un volumen
de 150 pl de DMEM (sin suero; Gibco, Gaithersburg, MD) y se afiadieron 10 pul de adenovirus quimérico (para dar
una proporcion final de particulas de virus/célula de 1000). Los adenovirus quiméricos sometidos a ensayo eran Ad5,
Ad5.Fib16, Ad5.Fib35, Ad5Fib17, Ad5.Fb51 conteniendo todos GFP como marcador. Las células fueron incubadas
durante 2 horas en una atmésfera humidificada de CO» al 10% a 37°C. Después de eso, las células fueron lavadas
una vez con 500 pl de DMEM vy resuspendidas en 500 pl de medio StemPro-34 SF (Life Technologies, Grand Island,
NY).

Las células fueron cultivadas después durante 5 dias en placas de 24 pocillos (Greiner, Frickenhausen, Alemania)
en estroma de médula 6sea humana pre-establecido (ref 1) irradiado (20 Gy), en una atmédsfera humidificada de CO-»
al 10% a 37°C. Al cabo de 5 dias, se recogio la poblacion celular completa mediante tripsinizacién con 100 ul de
Tripsina-EDTA al 0,25% (Gibco). El numero de células antes y después de 5 dias de cultivo fue determinado
utilizando un hematocitémetro. Se calculé el nimero de células CD34" y CD347"CD33,38,71" en cada muestra a
partir del nimero total de células recuperadas y la frecuencia de las células CD34°CD33,38,71 en la poblacién total
como se determina mediante analisis FACS. La eficacia de transduccién fue determinada mediante analisis FACS
mientras se controlaba en las distintas subpoblaciones la frecuencia de células que expresaban GFP asi como la
intensidad de GFP por célula individual. Los resultados de este experimento, mostrados en la figura 21, demuestran
que el Ad5 o el adenovirus quimérico Ad5.Fib17 no infecta las células CD34"Lin" como quedaba demostrado por la
ausencia de expresién de GFP. En contraste, con los virus quiméricos que portaban la molécula de fibra de los
serotipos 16, 51, o 35 se obtenian elevados porcentajes de células GFP positivas en esta poblacion de células. Se
demuestra la especificidad para CD34'Lin" puesto que se observa una escasa expresion de GFP en las células
CD34" que también expresan CD33, CD38 y CD71. El subfraccionamiento de las células CD34°Lin" (Figura 22)
mostraba que el porcentaje de células positivas para GFP disminuia utilizando Ad5.Fib16, Ad5.Fib35, o Ad5.Fib51
cuando las células se volvian mas y mas positivas para los marcadores de diferenciacion temprana CD33 (mieloide),
CD71 (eritroide), y CD38 (marcador de diferenciacion temprana comun). Estos resultados demuestran por tanto la
especificidad de los adenovirus quiméricos Ad5.Fib16, Ad5.Fib35, y Ad5.Fib51 para HSC.

En la figura 23 se muestra el alineamiento de la fibra de Ad5 con las proteinas de la fibra del grupo B quiméricas
derivadas de Ad16, 35 y 51. Determinando el numero de células recuperadas tras el procedimiento de transduccion
se puede determinar la toxicidad de los adenovirus. La recuperacion de la cantidad de células CD34" asi como la
cantidad de CD34Lin" (Figura 24) demuestra que una exposicion de 2 horas a 1000 particulas de adenovirus no
tenia efecto sobre el nUmero de células recuperadas.

Ejemplo 10

Un vector guimérico Ad5/fibra 35 con especificidad del tipo de célula para las células Dendriticas

Las células dendriticas son células presentadoras de antigenos (APC), especializadas en iniciar una respuesta
inmunitaria primaria y capaces de reforzar el tipo de memoria de la respuesta inmunitaria. Dependiendo de su
estado de desarrollo, las DC despliegan diferentes funciones: las DC inmaduras son muy eficaces en la captacion y
el procesamiento de antigenos para la presentacion por las moléculas de clase | y clase Il del Complejo Principal de
Histocompatibilidad (MHC), mientras las DC maduras, que son menos eficaces en la captura y el procesamiento de
antigenos, funcionan mucho mejor al estimular las células T CD4" y CD8" sin activacién previa "naive" y de
memoria, debido a la elevada expresion de las moléculas del MHC y las moléculas co-estimuladoras de su superficie
celular. Las DC inmaduras maduran in vivo tras la captacion de antigenos, viajan a las areas de las células T del los
organos linfoides, y ceban la activacion de las células T.

Puesto que las DC son las células responsables del desencadenamiento de una respuesta inmunitaria ha habido un
interés desde hace mucho tiempo en cargar las DC con proteinas inmunoestimuladoras, péptidos o genes que
codifiqguen estas proteinas para disparar el sistema inmunitario. Las aplicaciones de esta estrategia se encuentran
en el campo del tratamiento del cancer asi como en el campo de la vacunacion. Hasta aqui, las estrategias anti-
cancerosas han estado enfocadas principalmente a una carga ex vivo de las DC con antigenos (proteinas o
péptidos). Estos estudios han revelado que este procedimiento daba como resultado la induccién de la actividad de
las células T citotoxicas. Los antigenos utilizados para cargar las células son identificados generalmente por ser
especificos de los tumores. Algunos ejemplos, no limitantes, de tales antigenos son GP100, MAGE, o Mart-1 para el
melanoma.
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Ademas del tratamiento del cancer se estan evitando en la actualidad otras muchas enfermedades humanas
potenciales a través de la vacunacién. En la estrategia de vacunacién, se presenta al sistema inmunitario un
patégeno "invalidado" por medio de la accion de las células presentadoras de antigenos, es decir las DC inmaduras.
Entre los ejemplos bien conocidos de prevencion de enfermedades por medio de estrategias de vacunacion se
incluyen la Hepatitis A, B, C, la influenza, la rabia, la fiebre amarilla, el sarampiéon. Ademas de estos programas de
vacunacion bien conocidos, se estan desarrollando programas de investigacion para el tratamiento de la malaria, el
ébola, la ceguera de los rios, el VIH y otras muchas enfermedades. Muchos de los patégenos mencionados antes
son considerados peligrosos para la generaciéon de una vacuna de patdgenos "invalidados". Esta ultima se llama asi
por el aislamiento y la caracterizacion de proteinas de cada patégeno que son capaces de armar una respuesta
inmunitaria madura que produce una proteccién completa tras la sensibilizacién con el patégeno de tipo salvaje.

Para que esta estrategia de cargar las DC con proteinas o péptidos inmunoestimuladores se vuelva factible
terapéuticamente se deben satisfacer al menos dos criterios distintos. 1) el aislamiento de un gran numero de DC
que puedan ser aisladas, manipuladas, y re-infundidas en un paciente, haciendo autélogo el procedimiento. Hasta la
fecha, es posible obtener tales grandes cantidades de DC inmaduras a partir de monocitos de sangre periférica
cultivados de cualquier donador dado. 2) un vector que pueda transducir las DC eficazmente de manera que se
pueda liberar el ADN que codifica la proteina inmunoestimuladora. Lo ultimo es extremadamente importante puesto
que ha quedado claro que el tiempo requerido para que las DC viajen a los érganos linfoides es tal que la mayoria
de las proteinas o péptidos ya se han liberado de las DC produciendo un cebado inmunitario incompleto. Debido a
que las DC son células diferenciadas terminalmente y por tanto no estan en divisién, se estan considerando los
vectores adenovirales recombinantes para liberar el ADN que codifica los antigenos para las DC. Idealmente este
adenovirus debe tener una elevada afinidad por las células dendriticas pero ademas no debe ser reconocido por los
anticuerpos neutralizadores del anfitrion de manera que se pueda completar la transduccién in vivo de las DC. Esto
ultimo podria omitir la necesidad de manipulaciones ex vivo de las DC pero daria como resultado un procedimiento
médico idéntico a los programas de vacunacion que estan teniendo lugar en la actualidad, es decir
predominantemente inyeccion intramuscular o subcutanea. De este modo, las DC transducidas por los vectores
adenovirales que codifican una proteina inmunogénica pueden ser ajustados idealmente para que sirvan como
coadyuvantes naturales para la inmunoterapia y la vacunacion.

A partir de los ejemplos descritos antes, se puede concluir que la liberacion génica eficaz en las DC tiene un gran
interés para el campo de la terapia génica. Por lo tanto, la alteracion de la gama de célula anfitriona del adenovirus
de serotipo 5 para que sea capaz de dirigirse a las DC in vitro asi como in vivo tiene un interés fundamental para la
invencion. Para identificar un adenovirus quimérico con las caracteristicas de infeccion preferidas para las DC
humanas, los autores de la presente invencién generaron un banco de virus basados en Ad5 que portaban una
molécula de fibra de serotipos alternativos (serotipos 8, 9, 13, 16, 17, 32, 35, 45, 40-L, 51). Se tomdé Ad5 como
referencia.

Los autores de la presente invencién evaluaron la susceptibilidad de los monocitos humanos derivados de DC
inmaduras y maduras a los adenovirus quiméricos recombinantes que expresan diferentes fibras.

Se aislaron PBMC humanos de donadores sanos por medio de centrifugacion por densidad en Ficoll-Hypaque. Los
monocitos fueron aislados de PBMC mediante enriquecimiento en células CD14" utilizando la tincién con anticuerpo
monoclonal anti-CD14 humano marcado con FITC (Becton Dickinson), y columnas de separacion de microcuentas
FITC y MACS (Miltenyi Biotec.)

Este procedimiento produce normalmente una poblacion de células que son CD14" < 90% como se analizaba
mediante FACS. Las células fueron colocadas en cultivo utilizando medio RPMI-1640 (Gibco) conteniendo Suero
Bovino Fetal ("FBS") al 10% (Gibco), 200 ng/ml de GM-CSF rhu (R&D/ITK diagnostics), 100 ng/ml de IL-4 rhu
(R&D/ITK diagnostics) y cultivadas durante 7 dias alimentando los cultivos con medio de nueva aportacion
conteniendo citocinas en dias alternos. Las DC inmaduras resultantes de este procedimiento al cabo de 7 dias
expresan un fenotipo CD83", CD14%%° o CD14’, HLA-CR", como se demostraba mediante andlisis FACS. Las DC
inmaduras maduran cultivando las células en medio que contenia 100 ng/ml de TNF-a durante 3 dias, después de lo
cual expresaban CD83 en su superficie celular.

En un experimento piloto se sembraron 5.10° DC inmaduras en pocillos de placas de 24 pocillos y se expusieron
durante 24 horas a 100 y 1000 particulas de virus por célula de cada virus de fibra recombinante. El virus sometido a
ensayo era Ad5, y los virus de fibra quimérica basados en Ad5: Ad5.Fib12, Ad5.Fib16, Ad5.Fib28, Ad5.Fib32,
Ad5.Fib40-L (fibra larga del serotipo 40), Ad5.Fib49, y Ad5.Fib51 (donde Fibxx representa el serotipo del cual deriva
la fibra). Estos virus derivan del subgrupo C, A, B, D, D, F, D, y B respectivamente. Al cabo de 24 horas las células
fueron lisadas (Triton X-100/PBS al 1%) y la actividad luciferasa fue determinada utilizando el protocolo suministrado
por el fabricante (Promega, Madison, WT, USA). Los resultados de este experimento, mostrados en la figura 25,
demuestran que Ad5 infecta escasamente las DC inmaduras como quedaba demostrado por el bajo nivel de
expresion transgénica. En contraste, Ad5.Fib16 y Ad5.Fib51 (ambos virus de fibra quimérica del grupo B) y también
Ad5.Fib40-L (Subgrupo F) muestran una infeccién eficaz de las DC inmaduras basandose en la expresion
transgénica de la luciferasa.
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En un segundo experimento, se infectaron 5.10° DC inmaduras y maduras con 10.000 particulas de virus por célula
de Ad5, Ad5.Fib16, Ad5.Fib40-L, y Ad5.Fib51 portando todas el gen LacZ como marcador. La expresion de LacZ fue
controlada mediante analisis de citometria de flujo utilizando un sistema de estuches CM-FDG vy las instrucciones
suministradas por el fabricante (Molecular Probes, Leiden, Paises Bajos). Los resultados de este experimento,
mostrados en la figura 26, se corresponden con el experimento anterior ya que Ad5.Fib16 y AdS5.Fib51 son
superiores a Ad5 transduciendo las DC humanas maduras e inmaduras. Asimismo, este experimento muestra que
Ad5.Fib40-L no es tan bueno como Ad5.Fib16 y Ad5.Fib51 pero es mejor que Ad5.

Basandose en estos resultados los autores de la presente invencion sometieron a ensayo otros adenovirus
quiméricos que contenian fibras de virus del grupo B, por ejemplo, Ad5.Fib11 y Ad5.Fib35 en cuanto a su capacidad
para infectar las DC. Los autores de la presente invencion se concentraron en las DC inmaduras puesto que estas
son las células que transforman un producto transgénico expresado en péptidos presentables de la clase | y Il del
MHC. Las DC inmaduras fueron sembradas a una densidad celular de 5.10° células/pocillo en placas de 24 pocillos
(Costar) e infectadas con 1000 y 5000 particulas de virus por célula después de lo cual las células fueron cultivadas
durante 48 horas en condiciones para DC inmaduras antes de las mediciones de la lisis celular y la actividad
Luciferasa. El resultado de este experimento, mostrado en la figura 27, demuestra que los adenovirus quiméricos
basados en Ad5 que contienen fibras de virus del grupo B infectan eficazmente las DC inmaduras. En un cuarto
experimento los autores de la presente invencién infectaron de nuevo DC inmaduras de una manera idéntica a la
descrita en los primeros experimentos pero esta vez se utilizaron Ad5, Ad5.Fib16, y Ad5.Fib35 que portaban GFP
como gen marcador. Los resultados de la expresion de GFP medida con el citmetro de flujo 48 horas después de la
exposicion del virus se muestran en la figura 28 y se corresponden con los datos obtenidos hasta ahora.

Asi, los resultados hasta aqui coinciden en que los vectores basados en Ad5 que portan una fibra de un adenovirus
alternativo derivado del subgrupo B predominantemente la fibra de 35, 51, 16, y 11 son superiores a Ad5
transduciendo las DC humanas.

Los adenovirus descritos aqui también son muy adecuados en la vacunacion de animales. Para ilustrar esto, los
autores de la presente invencién sometieron a ensayo DC derivadas de raton y chimpancé para identificar si estos
virus pueden ser utilizados en estos modelos animales. Esto ultimo en particular ya que el receptor de adenovirus
humano derivado del subgrupo B es desconocido hasta la fecha y por lo tanto no se sabe si esta proteina esta
conservada entre especies. Para ambas especies se sembraron DC inmaduras a una densidad de 10° células por
pocillo de placas de 24 pocillos. Las células fueron expuestas con posterioridad durante 48 horas a 1000 particulas
de virus por célula de Ad5, Ad5.Fib16, y Ad5.Fib51 en el caso de DC de raton y Ad5, Ad5.Fib35 en el caso de DC de
chimpancé (véase el la figura 29). El experimento con ratén se realizd con virus que portaban luciferasa como
marcador y mostraban una actividad luciferasa incrementada aproximadamente 10-50 veces en comparacién con
Ad5. Las DC de chimpancé fueron infectadas con los virus GFP y fueron analizadas utilizando un citémetro de flujo.
Estos resultados, también mostrados en la figura 29, demuestran que Ad5 (3%) transduce las DC de chimpancé muy
escasamente en comparacion con Ad5.Fib35 (66,5%).

Ejemplo 11

Construccion de un sistema vector basado en plasmidos para generar virus recombinantes basados en Ad11

Los resultados de los experimentos de neutralizaciéon descritos en el Ejemplo 5 muestran que Ad11, como Ad35,
tampoco era neutralizado en la inmensa mayoria de las muestras de suero humano.

Por lo tanto, se prefieren los adenovirus recombinantes basados en Ad11 con respecto a los vectores basados
normalmente en vectores Ad2 y Ad5 como vectores para tratamiento con terapia genética y vacunacion. Tanto Ad35
como Ad11 son virus del grupo B y se clasifican como virus pertenecientes a la agrupacion 2 de homologia del ADN
(Wadell, 984). Por lo tanto, los genomas de Ad35 y Ad11 son muy similares. Para generar un sistema basado en
plasmidos para la producciéon de virus recombinantes basados en Ad11 el plasmido adaptador pAdApt35IP1
generado en el Ejemplo 7 es modificado como sigue. El constructo pAdApt35IP1 es digerido con Avrll y después
parcialmente con Pacl. La mezcla de digestion es separada en gel y el fragmento de 4,4 kb que contiene la casete
de expresion y el esqueleto del vector es aislado utilizando el estuche de GeneClean (BIO 101, Inc.). Después, se
realiza una amplificacion mediante PCR en ADN de wtAd11 utilizando los cebadores 35F1 y 35R2 (véase el Ejemplo
7) utilizando ADN polimerasa Pwo segun las instrucciones del fabricante. El fragmento de PCR obtenido de 0,5 kb
es purificado utilizando el estuche de purificacion de PCR (LTI) y ligado al fragmento separado antes de
pAdApt35IP1. Esto da el constructo pAdApt11-35IP1 en el cual el fragmento 5' del adenovirus es intercambiado por
la correspondiente secuencia de Ad11. A continuacion, pAdApt11-35IP1 es digerido con Bglll y parcialmente con
Pacl. Los fragmentos obtenidos son separados en gel y el fragmento de 3,6 kb que contiene las secuencias
vectoras, el fragmento 5' de adenovirus y la casete de expresion es purificado en gel como antes. A continuacion, se
genera un fragmento de PCR utilizando los cebadores 35F3 y 35R4 (véase el Ejemplo 7) en ADN de wtAd11.

La amplificacion se realiza como antes y el fragmento de 1,3 kb obtenido se purifica y digiere con Bglll y Pacl. Los
fragmentos aislados son ligados después para dar el constructo pAdApt11IP1. Este plasmido adaptador contiene
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ahora las secuencias de Ad11 en lugar de las secuencias de Ad35. La correcta amplificacion de las secuencias de
Ad11 amplificadas mediante PCR es verificada mediante comparacién de la secuencia de este clon con la
correspondiente secuencia del ADN de Ad11. El ultimo es obtenido mediante secuenciaciéon directa del ADN de
Ad11 utilizando los cebadores de PCR indicados. El clon cosmidico grande que contiene el esqueleto de Ad11 es
generado como sigue: Primero, se amplifica un fragmento de PCR sobre el ADN de Ad11 utilizando los cebadores
35F5 y 35R6 con ADN polimerasa Pwo como se describe en el Ejemplo 7 para el ADN de Ad35. El fragmento de la
PCR es purificado después utilizando el estuche de purificacién de PCR (LTI) y digerido con Notl y Ndel. El
fragmento de 3,1 kb resultante es aislado en gel utilizando el estuche GeneClean BIO 101, Inc.). Después se genera
un segundo fragmento de PCR en ADN de Ad11 utilizando los cebadores 35F7 y 35R8 (véase el Ejemplo 7) con
ADN polimerasa Pwo segun las instrucciones del fabricante y se purifica utilizando el estuche de purificacion de PCR
(LTI). Este fragmento amplificado también es digerido con Ndel y Notl y el fragmento de 1,6 kb resultante es
purificado en gel como antes.

Los dos fragmentos de PCR digeridos son ligados después con el vector cosmidico pWE15, previamente digerido
con Notl y desfosforilado utilizando la enzima Tsap (LTI) segun las instrucciones del fabricante. Se selecciona un
clon que tiene insertada una copia de ambos fragmentos. Los clones correctos se seleccionan mediante digestion
analitica con Notl que da un fragmento de 4,7 kb. Se obtiene confirmacién mediante una reaccion PCR utilizando los
cebadores 35F5 y 35R8 que da un fragmento del mismo tamafio. Después el clon correcto es linealizado con Ndel y
aislado en gel. A continuacion, se digiere ADN de wtAd11 con Ndel y el fragmento grande de 27 kb se aisla en gel
de agarosa de bajo punto de fusién utilizando la enzima agarasa (Roche) segun las instrucciones del fabricante.
Ambos fragmentos son ligados después y empaquetados utilizando extractos de empaquetamiento del fago A
(Stratagene) segun el protocolo del fabricante. Tras la infeccion en células STBL-2 (LTI) las colonias se hacen crecer
sobre placas y se analizan en cuanto a la presencia del inserto completo. La funcionalidad de los clones
seleccionados es sometida a ensayo después mediante cotransfeccion en células PER.C6. A este fin, el ADN es
digerido con Notl y 6 pgr son co-transfectados con 2 pgr de un fragmento de PCR generado en ADN de Ad11 con
los cebadores 35F1 y 35R4 (véase el ejemplo 7). Los clones correctos producen ECP en la semana siguiente a la
transfeccion. El clon correcto es denominado pWE.Ad11.pIX-rITR.

Utilizando el procedimiento descrito antes, se genera un sistema a base de plasmidos que consta de un plasmido
adaptador adecuado para la insercion de genes foraneos y un fragmento coadyuvante grande que contiene el
esqueleto viral. Los virus basados en Ad11 recombinante se elaboran utilizando los métodos descritos aqui para los
virus recombinantes basados en Ad35.

Ejemplo 12

Neutralizacion de adenovirus en muestras derivadas de pacientes

En los experimentos de neutralizacion descritos en los Ejemplo 1 y 5, todas las muestras derivaron de voluntarios
sanos. Puesto que una de las aplicaciones de los vectores no neutralizados se encuentra en el campo de la terapia
génica, es interesante investigar si Ad35 también es neutralizado con una baja frecuencia y con titulos bajos en
grupos de pacientes que son candidatos para el tratamiento con terapia génica.

- Pacientes con enfermedades cardiovasculares

Se obtuvieron 26 muestras de suero y fluido pericardico (PF) emparejadas de pacientes con insuficiencia cardiaca.
Estas fueron sometidas a ensayo frente a Ad5 y Ad35 utilizando el andlisis de neutralizacion descrito en el Ejemplo
1. Los resultados confirmaron los datos previos con muestras de voluntarios sanos. El 70% de las muestras de suero
contenia AN para Ad5 y el 4% para Ad35. En las muestras de fluido pericardico los titulos eran inferiores dando
como resultado un total del 40% con AN para Ad5 y ninguno para Ad35. Habia una buena correlacion entre AN y PF
en suero es decir no habia muestras PF positivas sin AN en la muestra de suero emparejada. Estos resultados
muestran que se prefieren los vectores no neutralizados basados en Ad35 sobre los vectores de Ad5 para el
tratamiento de las enfermedades cardiovasculares. Como se verifica para todas las formas de vectores no
neutralizados en esta aplicacion, el vector puede estar basado en el genoma del serotipo no neutralizado o puede
estar basado en Ad5 (u otro serotipo) aunque muestre al menos las principales proteinas de la capsida (hexdnicas,
pentdnicas y opcionalmente fibra) del serotipo no neutralizado.

- Pacientes de Artritis Reumatoide

El determinante molecular subyacente de la artritis todavia no es conocido pero se sabe que tanto la disfuncion de
las células T como la produccion desequilibrada de factor de crecimiento en las articulaciones ocasionan inflamacion
e hiperplasia del tejido sinovial. Los sinoviocitos comienzan a proliferar e invadir el cartilago y el hueso lo que
conduce a la destruccion de estos tejidos. El tratamiento actual comienza (cuando es en la fase temprana) con la
administracion de farmacos anti-inflamatorios (anti-TNF, I11-RA, IL-10) y/o farmacos convencionales (v.g. MTX,
sulfasalazina). En la RA en fase tardia se realiza la sinovectomia que se basa en la cirugia, radiacion, o intervencion
quimica. Una alternativa u opcién adicional es el tratamiento por medio de terapia génica en la que un vector
adenoviral es liberado directamente en las articulaciones de los pacientes y expresa un farmaco anti-inflamatorio o
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un gen suicida. Los estudios previos realizados en monos rhesus que padecian artritis inducida por colageno han
demostrado que los vectores basados en Ad5 que portan un gen marcador pueden transducir los sinoviocitos. No se
sabe si en la situacién humana la liberaciéon adenoviral esta impedida por la presencia de AN. Para investigar la
presencia de AN en fluido sinovial (SF) de pacientes con RA, se obtuvieron muestras de SF de un panel de 53
pacientes seleccionados al azar que padecian artritis reumatoide (RA).

Estos fueron sometidos a ensayo frente a numerosos adenovirus wt utilizando el andlisis de neutralizacién descrito
en el Ejemplo 1. Los resultados de este escrutinio se presentan en la Tabla Ill. Se encontré que el adenovirus de tipo
5 era neutralizado en el 72% de las muestras de SF. La mayor parte de estas muestras contienen titulos elevados
de AN como también la dilucion mas elevada de la muestra de SF que se habia sometido a ensayo (64x)
neutralizaba los virus Ad5. Esto significa que la liberacion del vector adenoviral en los sinoviocitos de las
articulaciones de los pacientes con RA sera muy ineficaz. Por otra parte, puesto que los titulos en SF son tan
elevados es dudoso que el lavado de las articulaciones antes de la inyeccion del vector elimine suficiente AN. De los
otros serotipos que se sometieron a ensayo se demostré que Ad35 era neutralizado sélo en el 4% de las muestras.
Por lo tanto, estos datos confirman los resultados obtenidos en las muestras de suero de pacientes sanos y
muestran que para el tratamiento de la artritis reumatoide los vectores basados en Ad35 o los vectores quiméricos
que despliegan al menos alguna de las proteinas de la capsida de Ad24 son los vectores preferidos.

Ejemplo 13

Modificaciones en el esqueleto de virus basados en Ad35

1)Generacioén de pBr/Ad35.Pac-rITR y pBr/Ad35.PRn

En el Ejemplo 4 se describe la generacion del subclon de Ad35 pBr/Ad35.Eco13.3. Este clon contiene secuencias de
Ad35 desde el pb 21943 al extremo de la ITR derecha clonadas en los sitios EcoRI y EcoRV de pBr322. Para
ampliar estas secuencias al sitio Pacl localizado en el pb 18137 de Ad35, pBr/Ad35.Eco13.3 (véase el Ejemplo 4)
fue digerido con Aatll y SnaBl y el fragmento que contenia el vector grande fue aislado en gel utilizando el estuche
de extraccion en gel QIAEX Il (Qiagen). EI ADN de Ad35 wt fue digerido con Pacl y SnaBl y el fragmento de 4,6 kb
fue aislado como antes. Este fragmento fue ligado después a un conector de doble hebra (dh) que contiene un
saliente Pacl y Aatll. Este conector fue obtenido tras recocer los siguientes oligonucleétidos:

A-P1: 5'-CTG GTG GTT AAT-3'y A-P2: 5-TAA CCA CCA GAC GT-3'

La mezcla de ligaciéon que contenia el ligador de doble hebra y el fragmento Pacl-SnaBl de Ad35 fue separado del
conector no ligado en un gel LMP. La banda de 4,6 kb fue separada mediante corte del gel, fundida a 65°C, y
después ligada al fragmento vector pBr/Ad35.Eco13.3 purificado digerido con Aatll y SnaBI. Las ligaciones fueron
transformadas en células DH10B electrocompetentes (Life Technologies Inc.). El clon resultante, pBr/Ad35.Pac-rITR,
contenia secuencias de Ad35 desde el sitio Pacl en el pb 18137 hasta la ITR derecha.

A continuacion, se introdujo el unico sitio de restriccion en el extremo 3' de la ITR derecha para poder liberar la ITR
de las secuencias del vector. A este fin, se utilizé un fragmento de PCR que cubre las secuencias de Ad35 desde el
sitio Ndel en el pb 33165 a la ITR derecha que tenia los sitios de restriccion Swal, Notl y EcoRI anclados a la rITR.
El fragmento de la PCR fue generado utilizando los cebadores 35F7 y 35R8 (descritos en el Ejemplo 7). Tras la
purificacion, el fragmento de la PCR fue clonado en el vector de clonacion AT (Invitrogen) y secuenciado para
verificar la amplificacion correcta. El clon amplificado correcto se digiri6 después con EcoRI, sus extremos se
hicieron romos con la enzima de Klenow y con posterioridad se digirié6 con Ndel y se aislé el fragmento de la PCR.
Paralelamente, el Ndel del vector pBr de pBr/Ad35.Pac-rITR fue separado como sigue: se separé un vector pBr322
del cual se habia separado el sitio Ndel por digestion con Ndel, tratamiento de Klenow y religacion, se digirié con
Aatll y Nhel. El fragmento vector fue aislado en gel LMP y ligado al fragmento Aatll-Nhel de Ad35 de 16,7 kb de
pBr/Ad35.Pac-rITR que también se habia aislado en gel LMP. Esto generé pBr/Ad35.Pac-rITR.ANdel. A continuacion
pBr/Ad35.Pac-rITR.ANdel fue digerido con Nhel, los extremos fueron rellenados utilizando la enzima de Klenow y el
ADN fue digerido después con Ndel. El fragmento grande que contenia el vector y las secuencias de Ad35 fue
aislado. La ligacion de este fragmento vector y el fragmento de la PCR dio como resultado pBr/Ad35.PRn. En este
clon las secuencias especificas que codifican la fibra, E2A, E3, E4 o la hexona pueden ser manipuladas. Ademas,
las secuencias promotoras que dirigen por ejemplo las proteinas E4 o E2 pueden ser mutadas o suprimidas e
intercambiadas por promotores heterélogos.

2)Generacion de virus basados en Ad35 con proteinas de la fibra de diferentes serotipos.

Los adenovirus infectan las células humanas con diferentes eficacias. La infeccion se completa mediante un
procedimiento de dos etapas que implica tanto las proteinas de la fibra que median la unién del virus a los
receptores especificos de las células, como las proteinas penténicas que median la internalizacién mediante la
interaccion por ejemplo de la secuencia RGD con las integrinas presentes en la superficie celular. Para los virus del
subgrupo B, del cual Ad35 es miembro, no se conoce el receptor celular para la proteina de la fibra. Existen
diferencias sorprendentes en la eficacia de infeccién de las células humanas de los virus del subgrupo B en
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comparacioén con los virus del subgrupo C como Ad5 (véase WO 00/03029 y EP 99200624.7). Incluso dentro de un
subgrupo las eficacias de infeccién de ciertas células humanas pueden diferir entre los diversos serotipos. Por
ejemplo, la fibra de Ad16, cuando esta presente en un virus recombinante basado en Ad5 infecta principalmente las
células endoteliales, las células de la musculatura lisa y los sinoviocitos de origen humano y de mono rhesus mejor
que los virus quiméricos de Ad5 que portan la fibra de Ad35 o Ad51. De este modo, para obtener elevadas eficacias
de infeccion de virus basados en Ad35, puede ser necesario cambiar la proteina de la fibra por una proteina de la
fibra de un serotipo diferente. La tecnologia para semejantes quimeras de fibras se describe para los virus basados
en Ad5 en el Ejemplo 3, y se ejemplifica mas abajo para los virus Ad35.

Primero, la mayor parte de las secuencias de la fibra son suprimidas del esqueleto de Ad35 en el constructo
pBr/Ad35.PRn como sigue: Las secuencias limitrofes izquierdas y parte de la proteina de la fibra de Ad35 que
oscilan entre el pb 30225 aguas arriba del Unico sitio Mlul hasta el pb 30872 (nimeros segun la secuencia de Ad35
wt descrita en la Figura 6) en la cola de la fibra son amplificadas utilizando los cebadores DF35-1: 5'-CAC TCA CCA
CCT CCA ATT CC-3'y DF35-2: 5'-CGG GAT CCC GTA CGG GTA GAC AGG GTT GAA GG-3'

Esta amplificacion mediante PCR introduce un unico sitio BsiWI en la cola del gen de la fibra.

Las secuencias limitrofes derechas que oscilan desde el extremo de la proteina de la fibra en el pb 31798 hasta el
pb 33199 (numeracién segun la secuencia de Ad35 wt, Figura 6), 3' con respecto al unico sitio Ndel es amplificada
utilizando los cebadores DF35-3: 5'-CGG GAT CCG CTA GCT GAA ATA AAG TTT AAG TGT TTT TAT TTA AAA
TCA C-3'y DF35-4: 5'-CCA GTT GCATTG CTT GGT TGG-3'. Esta PCR introduce un unico sitio Nhel en el lugar de
las secuencias de la fibra. La amplificacion mediante PCR se realiza con ADN polimerasa Pwo (Roche) segun las
instrucciones del fabricante. Tras la amplificacion los productos de la PCR son purificados utilizando un estuche de
purificacion y los fragmentos son digeridos con BamHI y ligados entre si. Los fragmentos ligados de 2 kb son
purificados en gel y clonados en el vector PCR Script Amp (Stratagene). La amplificaciéon correcta es verificada
mediante secuenciacion. El fragmento de PCR es escindido en forma de un fragmento Mlul/Ndel y clonado en
pBr/Ad35.PRn digerido con las mismas enzimas. Esto genera pBr/Ad35.PR\fib, un vector lanzadera adecuado para
introducir secuencias de la fibra de serotipos alternativos. Esta estrategia es analoga a la estrategia de modificacion
de la fibra para los virus basados en Ad5 descrita en la Solicitud de Patente Internacional WO00/03029. Los
cebadores que se enumeran en la Tabla | de esa solicitud fueron utilizados para amplificar las secuencias de la fibra
de diversos subgrupos de adenovirus. Para la amplificacion de fibras que estan clonadas en pBr/Ad35¥R se
pueden utilizar las mismas secuencias cebadoras (degeneradas), no obstante, el sitio Ndel de los cebadores
directos (oligonucledtidos de la cola A a E) debe ser cambiado por un sitio BsiWI y el sitio Nsil del oligo inverso
(oligonucledtido de la protuberancia 1 a 8) debe ser cambiado por un sitio Nhel. De este modo se amplifican 16
secuencias utilizando los siguientes cebadores degenerados: 5-CCK GTS TAC CCG TAC GAA GAT GAA AGC-3'y
5'-CCG GCT AGC TCA GTC ATC TTC TCT GAT ATA-3'. Las secuencias amplificadas son digeridas después con
BsiWI y Nhel y clonadas en pBr/Ad35.PRfib digerido con las mismas enzimas para generar pBr/Ad35.PRfib16. El
ultimo constructo es digerido después con Pacl y Swal y el inserto es aislado en gel. El fragmento de Ad35
Pacl/Swal con la fibra modificada es clonado después en los sitios correspondientes de pWE/Ad35.pIX-rITR para dar
pWE/Ad35.pIX-rITR.fib16. Este esqueleto cosmidico puede ser utilizado después con un plasmido adaptador basado
en Ad35 para generar virus recombinantes de Ad35 que presentan la fibra de Ad16. Se pueden amplificar otras
secuencias de la fibra con los cebadores (degenerados) mencionados antes. Si una de las secuencias de la fibra
resulta tener un sitio BsiWl o Nhel interno, el fragmento de la PCR tiene que ser digerido parcialmente con esa
enzima.

3)Generacion de virus basados en Ad35 con expresion de E4, independiente de E1, inducible.

El promotor E4 de adenovirus es activado por la expresion de las proteinas E1. No se sabe ahora si las proteinas E1
de Ad5 son capaces de mediar la activacion del promotor E4 de Ad35. Por lo tanto, para permitir la produccion de
virus recombinantes de Ad35 en células PER.C6, puede ser ventajoso independizar la expresion de E4 de la de E1.
Esto se puede lograr remplazando el promotor E4 de Ad35 por secuencias promotoras heterélogas como, pero no
limitadas a, el promotor 7xTetO.

Se ha demostrado que los vectores basados en Ad5 con E1 suprimida recombinantes tienen una expresién residual
de genes virales del esqueleto vector en las células diana, a pesar de la ausencia de expresion de E1. La expresion
génica viral aumenta la toxicidad y puede desencadenar la respuesta inmunitaria del anfitrion a la célula infectada.
Para la mayor parte de las aplicaciones de los vectores adenovirales en el campo de la terapia génica y la
vacunacion se desea reducir o disminuir la expresion de los genes virales del esqueleto. Un modo de lograr esto es
suprimir todas las secuencias del esqueleto viral, o tantas como sea posible. Suprimiendo los genes E2A, E2B o E4
y/o las funciones de los genes tardios, se deben complementar estas funciones durante la produccion. Esta
complementacién puede ser por medio de un virus coadyuvante o por medio de la adicion estable de estas
funciones, con o sin una regulacion de la transcripcién inducible, a la célula productora.

Los métodos para lograr esto han sido descritos para Ad5 y son conocidos en la técnica. Un método especifico es la
reposicion del promotor E4 con secuencias promotoras que no son activas en las células diana. Las proteinas E4
juegan un papel por ejemplo en la replicacidon de los adenovirus por medio de la activacién del promotor E2 y en la

33



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2372823 T3

expresion del gen tardio por medio de la regulacion del empalme y la exportacion nuclear de los transcritos génicos
tardios. Ademas, al menos algunas de las proteinas E4 son téxicas para las células. Por lo tanto, la reduccién o la
eliminacion de la expresion de E4 en las células diana mejoraran adicionalmente los vectores basados en Ad35. Un
modo de lograr esto es remplazar el promotor E4 por un promotor heterdlogo que sea inactivo en las células diana.
Un ejemplo de sistema promotor/activador heterélogo que es inactivo en las células diana es el sistema TetO
inducible por tetraciclina (Gossen y Bujard, 1992). Se pueden utilizar otros sistemas promotor/activador procariéticos
o sintéticos. En este ejemplo, el promotor E4 del esqueleto del vector viral es remplazado por un fragmento de ADN
que contiene 7 repeticiones del elemento sensible a la tetraciclina del operén tet (7xTetO). Un potente transactivador
de este promotor es una proteina de fusion que contiene el dominio de union al ADN del represor tet y el dominio de
activacion de VP16 (proteinas transactivadora de Tet, Tta). La expresion fuerte de E4, independiente de la expresion
de E1, puede ser lograda en células PER.C6 que expresan Tta. Las células PER.C6 que expresan Tta han sido
generadas y descritas (véase el Ejemplo 15). Los virus con E1 suprimida derivados de Ad5 con E4 bajo el control de
7xTetO pueden ser generados y propagados en estas células. Tras la infeccion en células de origen humano o
animal (que no expresan el transactivador Tta), se encontré que la expresién de E4 disminuia enormemente en
comparacién con los virus que tienen E1 suprimida con el promotor E4 normal.

Mas abajo se describe la construccion de pWE/Ad35.pIX-rITR.TetO-E4, un vector coadyuvante cosmidico para
producir virus con la reposicion del promotor E4.

Primero, se generd un fragmento mediante amplificacion PCR en ADN de pBr/Ad35.PRn utilizando los siguientes
cebadores: 355ITR: 5'-GAT CCG GAG CTC ACA ACG TCATTT TCC CAC G-3'y 353ITR: 5- CGG AAT TCG CGG
CCG CAT TTA AAT C-3'. Este fragmento contiene secuencias entre el pb 34656 (numeracion segun wtAd35) y el
sitio Notl 3' de la ITR derecha de pBr/Ad35.PRn e introduce un sitio Sstl 5' de la secuencia ITR derecha.

Se genero6 un segundo fragmento de PCR en ADN de pBr/Ad35.PRn utilizando los cebadores: 35DE4: 5'-CCC AAG
CTT GCT TGT GTA TAT ATATTG TGG-3' y 35f7: Véase el Ejemplo 7.

Esta PCR amplifica las secuencias de Ad35 entre el pb 33098 y 34500 (numeracién segun wtAd35) e introduce un
sitio Hindlll curso arriba de la caja Tata de E4. Con estas dos reacciones de PCR se amplificaron las secuencias
limitrofes derecha e izquierda del promotor E4. Para la amplificacion, se utiliz6 ADN polimerasa Pwo segun las
instrucciones del fabricante. Se aisl6 un tercer fragmento que contenia el promotor 7xTetO del constructo pAAO-E-
TATA-7xTetO mediante digestién con Sstl y Hindlll. La generacion de pAAO-E-TATA-7xTetO se describe mas
abajo. Después el primer fragmento de la PCR (355/353) fue digerido con Sstl y Notl y ligado al fragmento 7xTetO.
La mezcla de ligacion fue digerida después con Hindlll y Notl y el fragmento de 0,5 kb aislado en gel. El segundo
fragmento de la PCR (35DE4/35F7) fue digerido con Ndel y Hindlll y purificado en gel. Estos dos fragmentos son
ligados después en pBr/Ad35.PRn digerido con Ndel y Notl para dar pBr/Ad35.PR.TetOE4. La modificacion del
promotor E4 es transferida después al clon cosmidico coadyuvante de Ad35 intercambiando el fragmento Pacl/Swal
del dltimo por uno de pBr/Ad35.PR.TetOE4 para dar pWE/Ad35.pIX-rITR.TetOE4. pAAO-E-TATA.7xTetO fue
generado como sigue. Se sintetizaron dos oligonucleétidos: TATAplus: 5'-AGC TTT CTT ATA AAT TTT CAG TGT
TAG ACT AGT AAA TTG CTT AAG-3'y TATAmiIn: 5'-AGC TCT TAA GCA ATT TAC TAG TCT AAC ACT GAA AAT
TTA TAA GAA-3' (Las secuencias subrayadas forman una caja TATA modificada).

Los oligonucleétidos fueron recocidos para producir un fragmento de ADN de doble hebra con salientes 5' que son
compatibles con ADN digerido con Hindlll. El producto de la reaccidon de recocido fue ligado en el Vector pGL3-
Intensificador (Promega) digerido con Hindlll para producir pAAO-E-TATA. El clon que tenia el sitio Hindlll en el
extremo 5' del inserto restaurado fue seleccionado para su clonacién adicional.

A continuacion, la secuencia del operador tet heptamerizada fue amplificada a partir del plasmido pUHC-13-3
(Gossen y Bujard, 1992) en una reaccion de PCR utilizando el sistema de PCR Expand (Roche) segun el protocolo
del fabricante. Se utilizaron los siguientes cebadores: Tet3: 5'-CCG GAG CTC CAT GGC CTA ACT CGA GTT TAC
CAC TCC C-3'y Tet5: 5'-CCC AAG CTT AGC TCGACT TTC ACT TTT CTC-3'

El fragmento amplificado fue digerido con Sstl y Hindlll (estos sitios estan presentes en tet3 y tet5 respectivamente)
y clonado en pAAO-E-TATA digerido con Sstl/Hindlll dando lugar a pAAO-E-TATA-7xtetO.

Para someter a ensayo la funcionalidad del clon cosmidico pWE/Ad35.pIX-rITR.TetOE4 generado, el ADN fue
digerido con Notl. El extremo izquierdo del ADN de wtAd35 fue amplificado después utilizando los cebadores 35F1 y
35R4 (véase el Ejemplo 7). Tras la amplificacion, la mezcla de PCR fue purificada y digerida con Sall para separar el
ADN viral intacto. Después 4 gr tanto de pWE/Ad35.pIX-rITR.TetOE4 digerido como del fragmento de PCR fueron
cotransfectados en células PER.C6-tTA que habian sido sembradas en matraces T25 el dia anterior. Las células
transfectadas fueron transferidas a matraces T80 al cabo de dos dias y dos dias mas tarde se obtuvo ECP,
mostrando que el esqueleto cosmidico es funcional.
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Ejemplo 14

Generacién de lineas celulares capaces de complementar los virus Ad35 con E1 suprimida

Generacion de plG135 y plG270

El constructo pIG.E1A.E1B contiene las secuencias de la region E1 de Ad35 correspondientes a los nucledtidos 459
a 3510 de la secuencia de Ad5 wt (numero de acceso Genbank M72360) conectado operativamente al promotor de
la fosfoglicerato quinasa humana (PGK) y a las secuencias poliA del Virus de la Hepatitis B. La generacién de este
constructo se describe en WO97/00326. Las secuencias E1 de Ad5 fueron remplazadas por las correspondientes
secuencias de Ad35 como sigue. PRSV.Ad35-E1 (descrito en el ejemplo 8) fue digerido con EcoRIl y Sse8387I y el
fragmento de 3 kb correspondiente a las secuencias E1 de Ad35 fue aislado en gel. El constructo pIG.E1A.E1B fue
digerido con Sse83871 completamente y parcialmente con EcoRI. El fragmento de 4,2 kb correspondiente a las
secuencias vectoras sin la region E1 de Ad5 pero conservando el promotor PGK fue separado de otros fragmentos
en gel de agarosa LMP y la banda correcta fue escindida del gel. Ambos fragmentos obtenidos fueron ligados dando
como resultado plG.Ad35-E1.

Este vector fue modificado adicionalmente en el esqueleto del vector pUC119. A este fin, el vector fue digerido con
BsaAl y BstXl y el fragmento grande fue aislado del gel. Se preparé un oligo de doble hebra recociendo los dos
oligos siguientes: BB1: 5'-GTG CCT AGG CCA CGG GG-3'y BB2: 5-GTG GCC TAG GCA C-3'.

La ligacion del oligo y el fragmento del vector dio como resultado el constructo plG135. La insercion correcta del
oligo restaura los sitios BsaAl y BstXl e introduce un sitio Avrll Unico. A continuacion, los autores de la presente
invencion introdujeron un sitio unico en el extremo 3' de la casete de expresion Ad35-E1 en plG135. A este fin, el
constructo fue digerido con Sapl y los extremos 3' sobresalientes se volvieron romos mediante tratamiento con ADN
polimerasa de T4. El plasmido lineal tratado de este modo fue digerido adicionalmente con BsrGl y el vector grande
que contenia el fragmento fue aislado en gel. Para restaurar el extremo 3' de la secuencia poliA de HBV y para
introducir un sitio Unico, se generd un fragmento de PCR utilizando los siguientes cebadores: 270F: 5'-CAC CTC
TGC CTA ATC ATC TC -3'y 270r: 5'-GCT CTA GAA ATT CCA CTG CCT TCC ACC -3'. La PCR se realiz6 en el
ADN de plG.Ad35.E1 utilizando la polimerasa Pwo (Roche) segun las instrucciones del fabricante. El producto de la
PCR obtenido fue digerido con BsrGl y desfosforilado utilizando la enzima Tsap (LTI), la ultima para prevenir la
dimerizacion del inserto en el sitio BsrGl. El fragmento de la PCR y el fragmento vector fueron ligados para producir
el constructo plG270.

Las secuencias E1 de Ad35 son capaces de transformar células primarias de rata

Se sacrificaron ratas WAG/RIJ recién nacidas con 1 semana de gestacion y se aislaron los rifiones. Tras la
cuidadosa eliminacion de la capsula, los rifiones fueron disgregados en un sola suspension celular mediante
multiples rondas de incubacion en tripsina/EDTA (LTI) a 37°C y recoleccion de las células flotantes en PBS frio
conteniendo FBS al 1%. Cuando la mayor parte del rifion se hubo tratado con tripsina todas las células fueron
resuspendidas en DMEM con un suplemento de FBS al 10% vy filtradas a través de cuajo de queso estéril. Las
células de Rifién de Cria de Rata (BRK) obtenidas de un rifidn fueron cultivadas en 5 placas (Greiner, 6 cm). Cuando
se alcanzaba una confluencia del 70-80%, las células fueron transfectadas con 1 o 5 ugr de ADN/placa utilizando el
estuche de precipitacion con CaPO4 (LTI) segun las instrucciones del fabricante. Los siguientes constructos fueron
utilizados en transfecciones separadas: plG.E1A.E1B (que expresaba la region Ad5-E1), pRSV.Ad35-E1, plG.Ad35-
E1 y plG270 (expresando el ultimo la E1 de Ad35). Las células fueron incubadas a 37°C, CO; al 5% hasta que
aparecieron focos de células transformadas. La Tabla IV muestra el numero de focos que resultan de diversos
experimentos de transfeccion utilizando ADN circular o lineal. Como se esperaba, la regién E1 de Ad5 transformaba
eficazmente las células BRK. También aparecian focos en la capa de células transfectadas con E1 de Ad35 aunque
con menor eficacia. Los focos transformados con Ad35 aparecian en un momento puntual mas tardio: ~2 semanas
después de la transfeccién en comparacién con los 7-10 dias para E1 de Ad5. Estos experimentos muestran
claramente que los genes E1 del virus del grupo B Ad35 son capaces de transformar células primarias de roedor.

Esto demuestra la funcionalidad de los constructos de expresion de E1 de Ad35 y confirma descubrimientos
anteriores de la capacidad de transformacién de los virus del grupo B Ad3 y Ad7 (Dijkema, 1979). Para someter a
ensayo si las células de los focos estaban realmente transformadas se escogieron unos pocos focos y se ampliaron.
De los 7 focos elegidos, resulté que al menos 5 crecian en forma de lineas celulares establecidas.

Generacion de nuevas células de empaquetamiento derivadas de amniocitos humanos primarios

Se centrifugd fluido amnidtico obtenido tras la amniocentesis y las células fueron resuspendidas en medio AmnioMax
(LTI) y cultivadas en matraces para el cultivo de tejidos a 37°C y CO; al 10%. Cuando las células estaban creciendo
bien (aproximadamente una division celular/24 horas), el medio fue remplazado por una mezcla 1:1 de medio
completo AmnioMax y medio MDEM con bajo contenido de glucosa (LTI) con un suplemento de Glutamax |
(concentracion final 4 mM, LTI) y glucosa (concentracion final 4,5 gr/litro, LTl) y FBS al 10% (LTI). Para la
transfeccion, se cultivaron en placa ~5x10° células en placas para el cultivo de tejidos de 10 cm. El dia después, las
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células fueron transfectadas con 20 pgr de plG270 circular/placa utilizando el estuche de transfeccion CaPO4 (LTI)
segun las instrucciones del fabricante y las células fueron incubadas durante la noche con el producto precipitado de
ADN. Al dia siguiente, las células fueron lavadas 4 veces con PBS para separar el producto precipitado e incubadas
adicionalmente durante mas de tres semanas hasta que aparecieron focos de células transformadas.

Una vez a la semana el medio fue remplazado por medio de nueva aportacion. Se utilizaron otros agentes de
transfeccion similares, pero no limitados a, Lipofectamine (LTI) o PEI (Polietilenimina, elevado peso molecular, sin
agua, Aldrich). De estos tres agentes PEI alcanzaba la mejor eficacia de transfeccion en amniocitos humanos
primarios: ~1% células azules 48 horas después de la transfeccion de pAdApt35.LacZ.

Los focos son aislados como sigue. Se separa el medio y se remplaza por PBS después de lo cual los focos son
aislados raspando suavemente las células utilizando una pipeta Gilson de 50-200 ul con una punta de filtro
desechable. Las células contenidas en ~10 ul de PBS se llevaron a una placa de 96 pocillos conteniendo 15 ul de
tripsina/EDTA (LTI) y se obtuvo una Unica suspension celular pipeteando arriba y abajo y con una corta incubacion a
la temperatura ambiente. Tras la adicion de 200 pl de la mezcla 1:1 de medio completo Amniomax y DMEM con
suplementos y FBS al 10% descrita antes, las células fueron incubadas adicionalmente. Los clones que continuaban
creciendo fueron ampliados y analizados en cuanto a su capacidad para complementar el crecimiento de los
vectores adenovirales con E1 suprimida de diferentes subgrupos, especificamente los derivados de virus del grupo B
especificamente de Ad35 y Ad11.

Generacion de nuevas lineas celulares de empaquetamiento de retinoblastos embriénicos humanos

Se aislaron células de retina humana y se cultivaron en medio DMEM con un suplemento de FBS al 10% (LTI). El
dia antes de la transfeccion, se cultivan en placa ~5x10° células en placas de 6 cm y se cultivan durante la noche a
37°C y CO; al 10%. La transfeccion se realiza utilizando el estuche de precipitaciéon con CaPO4 (LTI) segun las
instrucciones del fabricante. Cada placa es transfectada con 8-10 ug de ADN de plG270, ya sea en forma de un
plasmido circular o en forma de un fragmento purificado. Para obtener el fragmento purificado plG270 fue digerido
con Avrll y Xbal y el fragmento de 4 kb correspondiente a la casete de expresion de E1 de Ad35 fue aislado en gel
mediante tratamiento con agarasa (Roche). Al dia siguiente, el producto precipitado es lavado cuidadosamente por
medio de cuatro lavados con PBS estéril. Después se afiade medio de nueva aportacion y las células transfectadas
son cultivadas adicionalmente hasta que aparecen focos de células transformadas. Cuando son bastante grandes
(>100 células) los focos son seleccionados y llevados a 96 pocillos como se ha descrito antes. Los clones de células
HER transformadas que contintan creciendo, son ampliados y sometidos a ensayo en cuanto a su capacidad para
complementar el crecimiento de vectores adenovirales con E1 suprimida de diferentes subgrupos especificamente
los derivados de los virus del grupo B especificamente de Ad35 y Ad11.

Nuevas lineas celulares de empaquetamiento derivadas de PER.C6

Como se describe en el ejemplo 8, es posible generar y hacer crecer virus con E1 suprimida de Ad35 sobre células
PER.C6 con la cotransfeccion de un constructo de expresion de E1 de Ad35, p. ej. pPRSV.Ad35.E1. Sin embargo, la
produccién a gran escala de adenovirus recombinantes utilizando este método es engorrosa debido a que para cada
etapa de amplificacion se necesita una etapa de transfeccidon del constructo E1 de Ad35. Ademas, este método
aumenta el riesgo de recombinacién no homologa entre el genoma del plasmido y del virus con elevadas
posibilidades de generacion de virus recombinantes que incorporan secuencias de E1 dando como resultado virus
de replicacion competente. Para evitar esto, la expresion de proteinas E1 de Ad35 en PER.C6 tiene que estar
mediada por copias integradas del plasmido de expresién en el genoma. Puesto que las células PER.C6 ya estan
transformadas y expresan las proteinas E1 de Ad35, la adicion de expresion de E1 de Ad35 extra puede ser toxica
para las células, no obstante, no es imposible transfectar establemente células transformadas con proteinas E1
puesto que han sido generadas células A549 que expresan E1 de Ad5.

En un intento de generar adenovirus recombinantes derivados del virus del subgrupo B Ad7, Abrahamsen et al.
(1997) no fueron capaces de generar virus con E1 suprimida sobre células 293 sin contaminacion de Ad7 wt. Se
demostré que los virus que fueron escogidos tras la purificacién en placa sobre células 293 ORF6 (Brough et al.,
1996) tenian incorporadas secuencias E1B de Ad7 mediante recombinacion no homologa. De este modo, se
demostré6 que era posible la propagacion eficaz de virus recombinantes de Ad7 solamente en presencia de
expresion de E1B de Ad7 y de la expresion de ORF6 de E4 de Ad5. Se sabe que las proteinas E1B interaccionan
con las proteinas celulares asi como virales (Bridge et al., 1993; White, 1995). Posiblemente, el complejo formado
entre la proteina E1B de 55 K y ORF6 de E4 que es necesario para incrementar la exportacion de ARNm de
proteinas virales y para inhibir la exportacidon de la mayor parte de los ARNm celulares, es critica y en cierto modo
especifica del serotipo. Los experimentos anteriores sugieren que las proteinas E1A de Ad5 son capaces de
complementar una delecion de E1A de Ad7 y de que la expresion de E1B de Ad7 en células de empaquetamiento de
adenovirus como tal no sea suficiente para generar una linea celular complementadora estable. Para someter a
ensayo si una o ambas proteinas E1B de Ad35 es o son el factor limitante en la eficaz propagacion del vector de
Ad35 sobre las células PER.CB6, los autores de la presente invencién han generado un plasmido adaptador de Ad35
que contiene el promotor de E1B y las secuencias de E1B pero carece del promotor y la region codificadora para
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E1A. A este fin, el extremo izquierdo del ADN de Ad35 wt fue amplificado utilizando los cebadores 35F1 y 35R4
(ambos descritos en el Ejemplo 7) con ADN polimerasa Pwo (Roche) segun las instrucciones del fabricante. El
producto de la PCR de 4,6 kb fue purificado utilizando el estuche de purificacion de PCR (LTI) y digerido con las
enzimas SnaBl y Apal. El fragmento de 4,2 kb resultante fue purificado después en gel utilizando el estuche QIAEXxII
(Qiagen). A continuacion, pAdApt35Ip1 (Ejemplo 7) fue digerido con SnaBl y Apal y el fragmento que contenia el
vector de 2,6 kb fue aislado en gel utilizando el estuche GeneClean (BIO 101, Inc.). Ambos fragmentos aislados
fueron ligados para dar pBr/Ad35.1eftITR-plX. La amplificacion correcta durante la PCR fue verificada mediante un
ensayo de funcionalidad como sigue: EI ADN fue digerido con BstBl para liberar el inserto de Ad35 de las
secuencias vectoras y 4 ug de este ADN fueron cotransfectados con 4 ug de pWE/Ad35.pIX-rITR digerido con Notl
(Ejemplo 7) en células PER.C6.

Las células transfectadas se pasaron a matraces T80 el dia 2 y de nuevo dos dias después se habia formado ECP
mostrando que el nuevo constructo pBr/Ad35.1eftiITR-pIX contiene secuencias E1 funcionales. El constructo
pBr/Ad35.1eftITR-pIX fue modificado después como sigue. EI ADN fue digerido con SnaBl y Hindlll y el saliente
Hindlll 5' fue rellenado utilizando la enzima de Klenow. La religacion del ADN digerido y la transformacién en células
competentes (LTI) produjeron el constructo pBr/Ad35leftITR-pIXAE1A. Este ultimo constructo contiene el extremo
izquierdo de 4,6 kb de Ad35 excepto para las secuencias de E1A entre el pb 450 y 1341 (numeracion segun wtAd35,
Figura 6) y por tanto carece del promotor E1A y de la mayoria de las secuencias codificadoras de E1A. Después
pBr/Ad35.1eftITR-pIXAE1A fue digerido con BstBl y 2 ugr de este constructo fueron cotransfectados con 6 pgr de
pWE/Ad35.pIX-rITR (Ejemplo 7) digerido con Notl en células PER.C6. Una semana después de la transfeccion se
habia formado una un ECP completo en los matraces transfectados.

Este experimento muestra que las proteinas E1A de Ad35 son complementadas funcionalmente por la expresion de
e1A de Ad5 en células PER.C6 y que al menos una de las proteinas E1B de Ad35 no puede ser complementada por
la expresion de E1 de Ad5 en PER.C6. Adicionalmente muestra que es posible elaborar una linea celular
complementadora para los virus con E1 suprimida de Ad35 expresando las proteinas E1B de Ad35 en PER.C6. La
expresion estable de las secuencias E1B de Ad35 a partir de copias integradas en el genoma de las células PER.C6
puede ser dirigida por el promotor E1B y terminada mediante una sefial de poli-adenilacion heteréloga como, pero
no limitada a, HBVpA. La sefal pA heter6loga es necesaria para evitar el solapamiento entre el inserto E1B y el
vector recombinante, puesto que la terminacion de E1B natural esta localizada en la unidad de transcripcion plX que
tiene que estar presente en el vector adenoviral. Alternativamente, las secuencias de E1B pueden ser dirigidas por
un promotor heterdlogo como, pero no limitado a, el promotor PGK humano o por un promotor inducible como, pero
no limitado a, el promotor 7xtetO (Gossen y Bujard, 1992). También en estos casos la terminacion de la transcripcion
esta mediada por una secuencia pA heterdloga, p. ej. la pA de HBV. Las secuencias E1B de Ad35 comprenden al
menos una de las regiones codificadoras de las proteinas E1B de 21K y E1B de 55K localizadas entre los
nucleotidos 1611 y 3400 de la secuencia de Ad35 wt. El inserto también puede incluir (parte de) las secuencias E1B
de Ad35 entre los nucleétidos 1550 y 1611 de la secuencia de Ad35 wt.

Ejemplo 15

Generacion de lineas celulares productoras para la produccién de vectores adenovirales recombinantes con la
region temprana 1y la regién temprana 2A suprimidas

Generacion de las células PER.C6-tTa

Aqui se describe la generacion de lineas celulares para la produccion de vectores adenovirales recombinantes que
tienen la regién temprana 1 (E1) y la region temprana 2A (E2A) suprimidas.

Las lineas celulares productoras complementan la delecién de E1 y E2A de los vectores adenovirales recombinantes
en frans mediante expresion constitutiva de ambos genes E1 y E2A. La linea celular de retinoblastos embriénicos
humanos transformados con E1 de Ad35 pre-establecida PER.C6 (WO 97/00326) fue equipada adicionalmente con
casetes de expresion de E2A.

El gen E2A adenoviral codifica una Proteina de Union al ADN de 72 kDa que tiene una elevada afinidad por el ADN
de hebra sencilla.

Debido a esta funcion, la expresién constitutiva de DBP es toxica para las células. El mutante ts125E2A codifica una
DBP que tiene una sustitucion Pro—»Ser del aminoacido 413. Debido a esta mutacién, la DBP codificada por
ts125E2A es completamente activa a la temperatura permisiva de 32°C, pero no se une ADNhs a la temperatura no
permisiva de 39°C. Esto permite la generacion de lineas celulares que expresan constitutivamente E2A, que no es
funcional y no es toxica a la temperatura no permisiva de 39°C. E2A sensible a la temperatura se vuelve funcional
gradualmente una vez que la temperatura disminuye y se vuelve completamente funcional a una temperatura de
32°C, la temperatura permisiva.
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A. Generacion de plasmidos que expresan el gen E2A de tipo salvaje o ts125E2A sensible a la temperatura.

PcDNA3WLE2A: Se amplificé la regidon codificadora de la region temprana de tipo salvaje completa 2A (E2A) a partir
del plasmido pBR/Ad.Bam-rITR (consigna ECACC P97082122) con los cebadores DBPpcr1 y DBPpcr2 utilizando el
sistema Expand®Long Template PCR segun el protocolo normalizado del proveedor (Boehringer Mannheim). La
PCR fue realizada en un Biometra Trio Thermoblock, utilizando el siguiente programa de amplificacion: 94°C durante
2 minutos, 1 ciclo; 94°C durante 10 segundos +51°C durante 30 segundos + 68°C durante 2 minutos, 1 ciclo; 94°C
durante 10 segundos + 58°C durante 30 segundos + 68°C durante 2 minutos, 10 ciclos; 94°C durante 10 segundos +
58°C durante 30 segundos + 68°C durante 2 minutos con 10 segundos de ampliacién por ciclo, 20 ciclos; 68°C
durante 5 minutos, 1 ciclo. El cebador DBPpcr1: CGG GAT CCG CCA CCA TGG CCA GTC GGG AAG AGG AG (5
a 3') contiene un Unico sitio de restriccion BamHI (subrayado) 5' con respecto a la secuencia de Kozak (cursiva) y el
coddn de iniciacion de la secuencia codificadora de E2A. El cebador DBPpcr2: CGG AAT TCT TAA AAA TCA AAG
GGG TTC TGC CGC (5'a 3') contiene un unico sitio de restriccion EcoRI (subrayado) 3' del cod6n de terminacion de
la secuencia codificadora de E2A. Los caracteres en negrita hacen referencia a secuencias derivadas de la region
codificadora de E2A. El fragmento de la PCR fue digerido con BamHI/EcoRI y clonado en pcDNA3 digerido con
BamHI/EcoRl (Invitrogen), dando lugar a pcDNA3wWtE2A.

PcDN3tsE2A: La region codificadora completa ts125E2A fue amplificada a partir de ADN aislado del mutante de
adenovirus sensible a la temperatura H5ts125. El procedimiento de amplificacién por PCR era idéntico al de la
amplificacion de wtE2A. El fragmento de PCR fue digerido con BamHI/EcoRI y clonado en pcDNA3 digerido con
BamHI/EcoRI (Invitrogen), dando lugar a pcDNA3tsE2A. La integridad de la secuencia codificadora de wtE2A vy
tsE2A fue confirmada mediante secuenciacion.

B. Caracteristicas de crecimiento de células productoras para la produccién de vectores adenovirales recombinantes
cultivadas a 32, 37 y 39 C.

Las células PER.C6 fueron cultivadas en DMEM (Gibco BRL) con un suplemento de FBS al 10% (Gibco BRL) y
MgCl, 10 mM en una atmésfera con CO; al 10% a 32°C, 37°C o 39°C. El dia 0, se sembraron un total de 1 x 108
células PER.C6 por matraz para el cultivo de tejidos de 25 cm? (Nunc) y las células fueron cultivadas a 32°C, 37°C o
39°C. El dia 1-8, se contaron las células. La Figura 30 muestra que la tasa de crecimiento y la densidad celular final
del cultivo de PER.C6 a 39°C son comparables con los de 37°C. La tasa de crecimiento y la densidad final del cultivo
de PER.C6 a 32°C estaban ligeramente reducidos en comparacién con los de 37°C o 39°C. No se observaba una
muerte celular significativa a ninguna de las temperaturas de incubacion. Por lo tanto PER.C6 funciona muy bien
tanto a 32°C como a 39°C, la temperatura permisiva y no permisiva para ts125E2A, respectivamente.

C. Transfeccion de PER.C6 con vectores de expresion de E2A; formacién de colonias y generacién de lineas
celulares

Un dia antes de la transfeccion, se sembraron 2 x 10° células PER.C6 por placa de cultivo de tejidos de 6 cm
(Greiner) en DMEM, con un suplemento de FBS al 10% y MgCl, 10 mM y se incubaron a 37°C en una atmdsfera de
CO; al 10%. Al dia siguiente, las células fueron transfectadas con 3, 5 o 8 ug de ADN plasmidico de pcDNAS3,
pcDNA3WtE2A o pcDNAS3tsE2A por placa, utilizando LipofectAMINE PLUS® Reagent Kit segun el protocolo
normalizado del proveedor (Gibco BRL), excepto que las células fueron transfectadas a 39°C en una atmoésfera de
CO; al 10%. Después de la transfeccion, las células fueron mantenidas constantemente a 39°C, la temperatura no
permisiva para ts125E2A. Tres dias mas tarde, las células fueron colocadas en DMEM con un suplemento de FBS al
10%, MgCl> 10 mM y 0,25 mg/ml de G418 (Gibco BRL), y las primeras colonias resistentes a G418 aparecieron 10
dias después de la transfeccion. Como se muestra en la tabla 1, habia una diferencia espectacular entre el nimero
total de colonias obtenidas tras la transfeccion de pcDNA3 (~200 colonias) o pcDNA3tsE2A (~100 colonias) y
pcDNA3WLE2A (s6lo 4 colonias). Estos resultados indican que la toxicidad de E2A expresada constitutivamente
puede ser superada utilizando un mutante sensible a la temperatura de E2A (ts125E2A) y cultivando las células a
una temperatura no permisiva de 39°C.

De cada transfeccion, se escogieron numerosas colonias raspando las células de la placa con una pipeta. Las
células desprendidas fueron colocadas con posterioridad en placas para el cultivo de tejidos de 24 pocillos (Greiner)
y cultivadas adicionalmente a 39°C en una atmésfera de CO, al 10% en DMEM, con un suplemento de FBS al 10%,
MgCl, 10 mM y 0,25 mg/ml de G418. Como se muestra en la tabla 1, el 100% de las colonias transfectadas con
pcDNA3 (4/4) y el 82% de las colonias transfectadas con pcDNA3tsE2A (37/45) fueron establecidas en lineas
celulares estables (las 8 colonias transfectadas con pcDNA3tsE2A restantes crecian lentamente y fueron
descartadas). En contraste, sélo una colonia transfectada con pcDNA3wtE2A pudo ser establecida. Las otras 3
murieron directamente después de seleccionarlas.

A continuacion, se determinaron los niveles de expresién de E2A en las diferentes lineas celulares mediante
transferencia Western. Las lineas celulares fueron sembradas en placas para el cultivo de tejidos de 6 pocillos y los
cultivos subconfluentes fueron lavados dos veces con PBS (NPBI) y lisados y raspados en RIPA (NP-40 1%,
desoxicolato de sodio al 0,5% y SDS en PBS al 0,1%, con un suplemento de fluoruro de fenilmetilsulfonilo 1 mM y
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0,1 mg/ml de inhibidor de tripsina). Al cabo de 15 minutos de incubacién en hielo, los productos lisados fueron
aclarados mediante centrifugacion. Las concentraciones de proteina fueron determinadas mediante el analisis de
proteinas de Bio-Rad, segun los procedimientos normalizados del proveedor (BioRad). Se fraccionaron cantidades
iguales del extracto de células completas mediante SDS-PAGE en gel al 10%. Las proteinas fueron transferidas a
membranas Immobilon-P (Millipore) e incubadas con anticuerpo monoclonal aDBP B6. El anticuerpo secundario era
anticuerpo anti-ratén de cabra conjugado con peroxidasa de rabano picante (BioRad). Se realizaron el procedimiento
de transferencia Western y las incubaciones segun el protocolo proporcionado por Millipore. Los complejos fueron
visualizados con el sistema de deteccién ECL segun el protocolo del fabricante (Amersham). La Figura 31 muestra
que todas las lineas celulares derivadas de la transfeccion con pcDNA3tsE2A expresaban la proteina E2A de 72
kDa (panel izquierdo, calles 4-14; panel medio, calles 1-13; panel derecho, calles 1-12). En contraste, la unica linea
celular derivada de la transfeccion con pcDNAWtE2A no expresaba la proteina E2A (panel izquierdo, calle 2). No se
detectaba proteina E2A en el extracto de una linea celular de la transfeccion con pcDNA3 (panel izquierdo, calle 1),
que servia como control negativo. El extracto de células PER.C6 transfectadas transitoriamente con pcDNA3ts125
(panel izquierdo, calle 3) servia como control positivo para el procedimiento de transferencia Western. Estos datos
confirmaron que la expresion constitutiva de wt E2A es tdxica para las células y que utilizando el mutante ts125 de
E2A se podria evitar esta toxicidad.

D. Complementacion de la delecion de E2A en vectores adenovirales en células PER.C6 que expresan
constitutivamente ts125E2A en toda su longitud.

El adenovirus Ad5.d1802 es un vector derivado de Ad5 que tiene suprimida la mayor parte de la region codificadora
de E2A y no produce DBP funcional. Se utilizé6 Ad5.d1802 para someter a ensayo la actividad complementadora en
trans de E2A de las células PER.C6 que expresan constitutivamente ts125E2A. Las células PER.C6 parentales o el
clon PER.C6tsE2A 3-9 fueron cuItlvadas en DMEM, con un suplemento de FBS al 10% y MgCl, 10 mM a 39°C y
CO7 al 10% en matraces de 25 cm? y o bien infectadas simuladamente o bien infectadas con Ad5.d1802 a un m.o.i.
de 5. Con posterioridad las células infectadas fueron cultivadas a 32°C y las células fueron rastreadas en cuanto a la
aparicion del efecto citopatico (ECP) determinado mediante los cambios en la morfologia celular y la separacion de
las células del matraz. ElI ECP total aparecia en el clon PER.C6tsE2A 3-9 infectado con Ad5.d1802 en 2 dias. No
aparecia ECP en las células PER.C6 infectadas con Ad5.d1802 o las células simuladamente infectadas. Estos datos
mostraban que las células PER.C6 expresaban constitutivamente ts125E2A complementado en trans para la
delecion E2A en el vector Ad5.d1802 a la temperatura permisiva de 32°C.

E. Cultivo en suspension sin suero de las lineas celulares PER.C6{sE2A.

La produccién a gran escala de vectores adenovirales recombinantes para la terapia génica humana requiere un
método de cultivo facil y graduable para la linea celular productora, preferiblemente un cultivo en suspensién en un
medio desprovisto de cualquier constituyente humano o animal. Con este propdsito, la linea celular PER.C6tsE2A
¢5-9 (denominada c5-9) fue cultivada a 39°C y CO;, al 10% en un matraz para el cultivo de tejidos de 175 cm? (Nunc)
en DMEM, con un suplemento de FBS al 10% y MgCl, 10 mM. A la sub-confluencia (confluencia del 70-80%), las
celulas fueron lavadas con PBS (NPBI) y el medio fue remplazado por 25 ml de medio en suspension libre de suero
Ex-cell® 525 (JRH) con un suplemento de 1 x L-Glutamina (Gibco BRL), denominado mas adelante SFM. Dos dias
mas tarde, las células fueron desprendidas del matraz dando golpecitos y las células fueron centrifugadas a 1.000
rom durante 5 minutos. El sedimento celular fue resuspendido en 5 ml de SFM y se transfirieron 0,5 ml de
suspensién celular a un matraz para el cultivo de tejidos de 80 cm? (Nunc), junto con 12 ml de SFM de nueva
aportacion. Al cabo de 2 dias, las células fueron cosechadas (todas las células estan en suspension) y sometidas a
recuento en un contador celular Burker. A continuacion, las células fueron sembradas en un erlenmeyer para el
cultivo de tejidos de 125 ml (Corning) a una densidad de siembra de 3 x 10° células por ml en un volumen total de 20
ml de SFM. Las células fueron cultivadas adicionalmente el dia a 125 rpm en un aparato oscilatorio orbital (GFL) a

39°C en atmosfera de CO- al 10%. Las células fueron sometidas a recuento el dia 1-6 en un contador celular Burker.
En la Figura 4, se muestra la curva de crecimiento medio de los 8 cultivos. PER.C6tsE2A ¢5-9 se comportaba bien
en un cultivo en suspension sin suero. La maxima densidad celular de aproximadamente 2 x 10° células por ml se
alcanza a los 5 dias de cultivo.

F. Caracteristicas de crecimiento de PER.C6 y PER.C6/E2A a 37 °C y 39°C.

Se cultivaron células PER.C6 o PER.C6ts125E2A (c8-4) en DMEM (Gibco BRL) con un suplemento de FBS (Gibco
BRL) al 10% y MgCl, 10 mM en una atmosfera de CO; al 10% a 37°C (PER.C6) o a 39°C (PER C6ts125E2A c8-4).
El dia 0, se sembraron un total de 1 x 10° células por matraz para el cultivo de tejidos de 25 cm? (Nunc) y las células
fueron cultivadas a las respectivas temperaturas. En los momentos puntuales indicados, se contaron las células. El
crecimiento de las células PER.C6 a 37°C era comparable con el crecimiento de PER.C6ts125E2A ¢8-4 a 39°C
(Figura 33).

Esto muestra que la expresion constitutiva de DBP codificada por ts125E2A no tenia un efecto adverso sobre el
crecimiento de las células a la temperatura no permisiva de 39°C.
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G. Estabilidad de PER.C6ts125E2A

Durante varios pases, se cultivé la linea celular PER.C6ts125E2A clon 8-4 a 39°C y CO3 al 10% en un matraz para
el cultivo de tejidos de 25 cm? (Nunc) en MDEM, con un suplemento de FBS al 10% y MgCl> 10 mM en ausencia de
presion de seleccion (G418). A la subconfluencia (confluencia del 70-80%), las células fueron lavadas con PBS
(NPBI) y lisadas y raspadas en RIPA (NP-40 al 1%, desoxicolato de sodio al 0,5% y SDS en PBS al 0,1%, con un
suplemento de fluoruro de fenilmetilsulfonilo 1 mM y 0,1 mg/ml de inhibidor de tripsina). Al cabo de 15 minutos de
incubacién en hielo, los productos lisados fueron aclarados mediante centrifugacion. Las concentraciones de
proteina fueron determinadas mediante el analisis de proteinas de BioRad, segun los procedimientos normalizados
del proveedor (BioRad). Se fraccionaron cantidades iguales de extracto de células completas mediante SDS-PAGE
en geles al 10%. Las proteinas fueron transferidas a membranas Immobilon-P (Millipore) e incubadas con anticuerpo
monoclonal aDBP B6. El anticuerpo secundario era un anticuerpo anti-raton de cabra conjugado con peroxidasa de
rabano picante (BioRad). El procedimiento de transferencia Western y las incubaciones se realizaron segun el
protocolo proporcionado por Millipore. Los complejos fueron visualizados con el sistema de detecciéon ECL segun el
protocolo del fabricante (Amersham). La expresion de DBP codificada por ts125E2A era estable durante al menos 16
pases, lo que equivale a aproximadamente 40 duplicaciones celulares (Figura 34). No se observé descenso en los
niveles de DBP durante este periodo de cultivo, indicando que la expresion de ts125E2A era estable, incluso en
ausencia de presion de seleccion por G418.

Ejemplo 16

Generacién de lineas celulares de empaquetamiento que expresan tTA

A. Generacion de un plasmido a partir del cual es expresado el gen tTA.

PcDNAS3.1-tTA: El gen tTA, una fusion de los genes tetR y VP16, fue separado del plasmido pUHD 15-1 (Gossen y
Bujard, 1992) mediante digestion utilizando las enzimas de restriccion BamHI| y EcoRI. Primero, pUHD15-1 fue
digerido con EcoRI. El plasmido linealizado fue tratado con la enzima de Klenow en presencia de dNTP para rellenar
los extremos cohesivos EcoRI. Después, el plasmido fue digerido con BamHI. El fragmento resultante, de 1025 pb
de longitud, fue purificado en agarosa. Con posterioridad, el fragmento fue utilizado en una reaccién de ligaciéon con
pcDNA3 3.1 HYGRO (-) (Invitrogen) digerido con BamHI/EcoRV dando lugar a pcDNA3.1tTA. Tras la transformacion
en E. Coli DH5a. competente (Life Techn.) y el andlisis de las colonias resistentes a la ampicilina, se seleccioné un
clon que mostraba un patrén de digestion como el esperado para pcDNA3.1-tTA.

B. Transfeccion de PER.C6 y PER.C6/E2A con el vector de expresion tTA; formacién de colonias y generacion de
lineas celulares

Un dia antes de la transfeccion, se sembraron 2x10° células PER.C6 o PER.C6/E2A por placa de cultivo de tejidos
de 60 mm (Greiner) en medio esencial modificado de Dulbecco (DMEM, Gibco BRL) con un suplemento de FBS al
10% (JRH) y MgCl, 10 mM y se incubaron a 37°C en una atmdsfera de CO; al 10%. Al dia siguiente, las células
fueron transfectadas con 4-8 ug del ADN plasmidico pcDNA3.1-tTA utilizando LipofectAMINE PLUS® Reagent Kit
segun el protocolo normalizado del proveedor (Gibco BRL). Las células fueron incubadas con la mezcla
LipofectAMINE PLUS®-DNA durante cuatro horas a 37°C y CO> al 10%. Después, se afiadieron 2 ml de DMEM con
un suplemento de FBS al 20% y MgCl, 10 mM vy las células fueron incubadas adicionalmente a 37°C y CO; al 10%.
Al dia siguiente, las células fueron lavadas con PBS e incubadas en DMEM de nueva aportacién con un suplemento
de FBS al 10%, MgCl, 10 mM a 37°C (PER.C6) o a 39°C (Per.C6/E2A) en atmosfera de COz al 10% durante tres
dias. Después, los medios fueron intercambiados por medios de seleccion; las células PER.C6 fueron incubadas con
DMEM con un suplemento de FBS al 10%, MgCl, 10 mM y 50 ug/ml de higromicina B (GIBCO) mientras las células
PER.C6/E2A fueron mantenidas en DMEM con un suplemento de FBS al 10%, MgCl, 10 mM y 100 pg/ml de
higromicina B.

Las colonias de células que resistian la seleccion aparecian en tres semanas mientras las células no resistentes
morian durante este periodo.

A partir de cada transfeccidon, se escogid un numero de colonias celulares resistentes a la higromicina,
independientes raspando las células de la placa con una pipeta y se colocaron en placas de 2,5 cm? (Greiner) para
un crecimiento adicional en DMEM conteniendo FBS al 10%, MgCl, 10 mM y con un suplemento de 50 pg/ml
(células PER.C6) o 100 pg/ml (células PER.C6/E2A) de higromicina en una atmdsfera de CO2 al 10% y a 37°C o
39°C, respectivamente.

A continuacion, se determind si estas colonias celulares resistentes a la higromicina expresaban la proteina tTA
funcional.

Por lo tanto, los cultivos de las células PER.C6/tTA o PER/E2A/{TA fueron transfectados con el plasmido pUHC 13-3
que contiene el gen informador de la luciferasa bajo el control del promotor 7xtetO (Gossens y Bujard, 1992). Para
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demostrar que la expresion de la luciferasa estaba mediada por tTA, la mitad de los cultivos se mantuvo en medio
sin doxiciclina. La otra mitad se mantuvo en medio con 8 pug/ml de doxiciclina (Sigma). Este ultimo farmaco es un
analogo de tetraciclina y se une a tTA e inhibe su actividad. Todas las lineas celulares PER.C6/tTA y PER/E2A/ATA
rindieron elevados niveles de luciferasa, indicando que todas las lineas celulares expresaban la proteina tTA (Figura
35). Ademas, la expresion de la luciferasa resultaba sumamente suprimida cuando las células eran tratadas con
doxiciclina. Colectivamente, los datos mostraron que los clones de las células PER.C6 y PER/E2A resistentes a la
higromicina aislados y establecidos expresaban todos tTA funcional.

Tabla |
Elucién DICC50 Razon
[NaCl] mM log1o
VP/DICC50
1 597 8,66x10 5,00x10 3,2
2 574 1,04x10™ 3,66x10"" 0,4
3 131 1,19x10"" 1,28x10" 4,0
4 260 4,84x10" 2,50x10° 3,3
5 533 5,40x10" 1,12x10™ 1,7
6 477 1,05x10™ 2,14x10™ 1,7
7 328 1,68x10™ 2,73x10° 2,4
9 379 4,99x10"" 3,75x10" 4.1
10 387 8,32x10™ 1,12x10° 3,9
12 305 3,64x10"" 1,46x10" 4.4
13 231 4,37x10"° 7,31x10° 3,8
15 443 5,33x10" 1,25x10° 3,6
16 312 1,75x10™ 5,59x10° 3,5
17 478 1,39x10™ 1,45x10° 3,0
19 430 8,44x10" 8,55x10" 4,0
20 156 1,41x10"" 1,68x10" 3,9
21 437 3,21x10"" 1,12x10° 3,5
22 365 1,43x10™ 5,59x10" 3,4
23 132 2,33x10"" 1,57x10" 4.2
24 405 5,12x10™ 4,27x10° 4.1
25 405 7,24x10" 5,59x10" 4.1
26 356 1,13x10™ 1,12x10° 4,0
27 342 2,00x10™ 1,28x10° 4.2
28 347 2,77x10™ 5,00x10" 4,7
29 386 2,78x10" 2,00x107 4.1
30 409 1,33x10™ 5,59x10° 3,4
31 303 8,48x10™ 2,19x10" 3,6
ﬁ
33 302 1,02x10 1,12x10 5,0
34 425 1,08x10™ 1,63x10"" 0,8
35 446 3,26x10™ 1,25x10"" 1,4
36 325 9,26x10™ 3,62x10° 3,4
37 257 5,86x10"° 2,8x10° 3,3
38 337 3,61x10™ 5,59x10" 4.8
39 241 3,34x10™ 1,17x10" 45
42 370 1,95x10™ 1,12x10° 4.2
43 284 2,42x10™ 1,81x10° 4.1
44 295 8,45x10"" 2,00x10" 4,6
45 283 5,20x10"" 2,99x10" 4.2
46 282 9,73x10™ 2,50x10° 4.6
47 271 5,69x10" 3,42x10" 4.2
48 264 1,68x10™ 9,56x10° 3,3
49 332 2,20x10"° 8,55x10" 4.4
50 459 7,38x10™ 2,80x10° 3,4
51 450 8,41x10" 1,88x10° 3,7

Leyenda de la tabla I:

Todos los adenovirus humanos utilizados en los experimentos de neutralizacion fueron producidos en células
PER.C6 (numero de consigna de la ECACC 96022940) (Fallaux y col., 1998) y purificados en CsCl como se
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describe en el ejemplo 1. Se muestra la concentracion de NaCl a la cual eluian los diferentes serotipos de la
columna de HPLC. Las particulas de virus/ml (VP/ml) fueron calculadas a partir de un patréon de Ad5. El titulo del
experimento (DICC50) fue determinado en células PER.C6 (numero de consigna ECACC 96022940) como se
describe en el ejemplo 1 mediante titulaciones realizadas paralelamente al experimento de neutralizacion. La
DICC50 se muestra para los 44 virus utilizados en este estudio y refleja la diluciéon del virus necesaria para obtener
un ECP en el 50% de los pocillos al cabo de 5 dias. La razén de VP/DICC50 se representa como logio y €s una
medida de la infectividad de los diferentes lotes sobre las células PER.C6 (numero de consigna en la ECACC
96022940).

Tabla II: Los virus AdApt35.LacZ escapan de la neutralizacién por el suero humano.

Dilucion de suero humano
Virus Sin 10x 50x 250x 1250x 6250x
Suero
AdApt.LacZ
Moi:5 100% 0% 0% 1% 40% 80%
VP/cel
AdApt.LacZ
250 ul de
producto 100% 100% 100% 100% 100% 100%
lisado bruto

Tabla Ill: Porcentaje de muestras de fluido sinovial que contienen actividad neutralizadora

% de muestras de FS con NA % de muestras de FS
(todas positivas) con NA (positivas a una dilucién > 64x)
Ad5 72 59
Ad26 66 34
Ad34 45 19
Ad35 4 0
Ad48 42 4

Tabla IV: Numero de focos obtenidos con los diferentes constructos de expresion de E1 en experimentos de
transformacion con BRK.
# Medio de focos/placa:

Constructo 1 ug 5 g
Experimento 1 PIG.E1A.E1B nd 60
PIG.E1A.E1B nd 35
PRSVAd35E1 0 3
PIG.Ad35.E1 3 7
Experimento 2 PIG.E1A.E1B 37 nd
PIGAd35.E1 nd 2
Experimento 3 PIG.E1A.E1B nd 140
PIG.Ad35.E1 nd 20
PIG270 nd 30
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oligonucleétido

<220>
<221> caracteristica_misc
<222> (1)..(19)

<400> 2
aattgtctta attaaccgc 19

<210> 3

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Descripcién de la Secuencia Atrtificial:
oligonucleétido
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<220>
<221> caracteristica_misc
<222> (1)..(19)

<400> 3
aattgcggtt aattaagac 19

<210> 4

<211> 39

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: cebador
ITR-EPH

<220>
<221> caracteristica_misc
<222> (1)..(39)

<400> 4
cggaattctt aattaagtta acatcatcaa taatatacc 39

<210>5

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcién de la Secuencia Atrtificial: cebador
Ad101

<220>
<221> caracteristica_misc
<222> (1).. (20)

<400> 5
tgattcacat cggtcagtgc 20

<210>6

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcién de la Secuencia Atrtificial: cebador
delta E2A.SnaBI

<220>
<221> caracteristica_misc
<222> (1)..(23)

<400> 6
ggcgtacgta gccctgtcga aag 23

<210>7

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de la Secuencia Atrtificial: cebador
delta E2A.DBP-start

<220>
<221> caracteristica_misc
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<2225 (1)..(35)

<400> 7
ccaatgcatt cgaagtactt ccttctccta taggce 35

<210> 8

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: cebador delta E2A.DBP-stop

<220>
<221> caracteristica_misc
<222> (1)..(22)

<400> 8
ccaatgcata cggcgcagac gg 22

<210>9

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: cebador
delta E2A.BamHI

<220>
<221> caracteristica_misc
<222> (1)..(21)

<400> 9
gaggtggatc ccatggacga g 21

<210> 10

<211> 47

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: cebador
LTR-1

<220>
<221> caracteristica_misc
<222> (1)..(47)

<400> 10
ctgtacgtac cagtgcactg gcctaggcat ggaaaaatac ataactg 47

<210> 11

<211> 64

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: cebador
LTR-2

<220>
<221> caracteristica_misc
<222> (1)..(64)

<400> 11
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gcggatcctt cgaaccatgg taagcttggt accgctagceg ttaaccgggc gactcagtca 60

atcg

<210> 12

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: cebador
HSA1

<220>
<221> caracteristica_misc
<222> (1)..(28)

<400> 12
gcgccaccat gggcagageg atggtgge 28

<210> 13

<211> 50

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: cebador
HSA2

<220>
<221> caracteristica_misc
<222> (1)..(50)

<400> 13
gttagatcta agcttgtcga catcgatcta ctaacagtag
agatgtagaa 50

<210> 14

<211>10

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial:
oligonucleotido

<220>
<221> caracteristica_misc
<222> (1)..(10)

<400> 14
ttaagtcgac 10

<210> 15

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: conector

<220>
<221> caracteristica_misc
<222> (1)..(23)

<400> 15

47

64



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2372823 T3

aattgtctta attaaccgca att 23

<210> 16

<211> 67

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial:
oligonucleétido PLL-1

<220>
<221> caracteristica_misc
<222> (1)..(67)

<400> 16 _ _

gccatcccta ggaagcttgg taccggtgaa ttcgctageg ttaacggatc ctctagacga 60

gatctgg

<210> 17

<211> 67

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial:
oligonucleétido PLL-2

<220>
<221> caracteristica_misc
<222> (1)..(67)

<400> 17

67

ccagatctcg tctagaggat ccgttaacgc tagcgaattc accggtacca agcttcctag 60

ggatggc

<210> 18

<211> 39

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: cebador
CMVplus

<220>
<221> caracteristica_misc
<222> (1)..(39)

<400> 18
gatcggtacc actgcagtgg tcaatattgg ccattagcc 39

<210> 19

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: cebador
CMVminA

<220>
<221> caracteristica_misc
<222> (1)..(29)
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<400> 19
gatcaagctt ccaatgcacc gttccecggce 29

<210> 20

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: cebador

<220>
<221> caracteristica_misc
<222> (1)..(32)

<400> 20
ggggtggcca gggtacctct aggcttttge aa 32

<210> 21

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: cebador

<220>
<221> caracteristica_misc
<222> (1)..(29)

<400> 21
ggggggatcc ataaacaagt tcagaatcc 29

<210> 22

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: cebador
delta hex1

<220>
<221> caracteristica_misc
<222> (1)..(18)

<400> 22
cctggtgcetg ccaacagce 18

<210> 23

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: cebador
delta hex2

<220>
<221> caracteristica_misc
<222> (1)..(30)

<400> 23
ccggatccac tagtggaaag cgggcgegeg 30

<210> 24
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<211> 35
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: cebador
delta hex3

<220>
<221> caracteristica_misc
<222> (1)..(35)

<400> 24
ccggatccaa ttgagaagca agcaacatca acaac 35

<210> 25

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: cebador
delta hex4

<220>
<221> caracteristica_misc
<222> (1)..(19)

<400> 25
gagaagggca tggaggctg 19

<210> 26

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: cebador
Hex-up2

<220>
<221> caracteristica_misc
<222> (1)..(32)

<400> 26
gactagtcaa gatggcyacc cchtcgatga tg 32

<210> 27

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de la Secuencia Atrtificial: cebador
Hex-do2

<220>
<221> caracteristica_misc
<222> (1)..(33)

<400> 27
gctggcecaat tgttatgtkg tkgegttree gge 33

<210> 28
<211> 20
<212> ADN
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<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: cebador
DP5-F

<220>
<221> caracteristica_misc
<222> (1)..(20)

<400> 28
ctgttgctgc tgctaatage 20

<210> 29

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: cebador
DP5-R

<220>
<221> caracteristica_misc
<222> (1)..(32)

<400> 29
cgcggatcct gtacaactaa ggggaataca ag 32

<210> 30

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: cebador
DP3-F

<220>
<221> caracteristica_misc
<222> (1)..(33)

<400> 30
cgcggatccc ttaaggcaag catgtccatc ctt 33

<210> 31

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: cebador
DP3-3R

<220>
<221> caracteristica_misc
<222> (1)..(27)

<400> 31
aaaacacgtt ttacgcgtcg acctttc 27

<210> 32

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
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<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: cebador P3-
for

<220>
<221> caracteristica_misc
<222> (1)..(33)

<400> 32
gctcgatgta caatgaggag acgagccgtg cta 33

<210> 33

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: cebador P3-
rev

<220>
<221> caracteristica_misc
<222> (1)..(33)

<400> 33
gctcgactta agttagaaag tgcggcttga aag 33

<210> 34

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: cebador
P17F

<220>
<221> caracteristica_misc
<222> (1)..(35)

<400> 34
gctcgatgta caatgaggceg tgcggtggtg tettc 35

<210> 35

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: cebador
P17R

<220>
<221> caracteristica_misc
<222> (1)..(34)

<400> 35
gctcgactta agttagaagg tgcgactgga aagc 34

<210> 36

<211> 42

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: cebador NY-
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up

<220>
<221> caracteristica_misc
<222> (1)..(42)

<400> 36
cgacatatgt agatgcatta gtttgtgtta tgtttcaacg tg 42

<210> 37

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: cebador NY-
down

<220>
<221> caracteristica_misc
<222> (1)..(18)

<400> 37
ggagaccact gccatgtt 18

<210> 38

<211>10

<212> ADN

<213> adenoviridae

<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (1)..(10)

<223> /obsérvese="Secuencia parcial de una ITR de
adenovirus"

<400> 38
catcatcaat 10

<210> 39

<211> 14

<212> ADN

<213> adenoviridae

<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (1)..(14)

<223> /obsérvese="Secuencia parcial de una ITR de
adenovirus"

<400> 39
ccaataatat acct 14

<210> 40

<211> 21

<212> ADN

<213> adenoviridae

<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (1)..(21)

<223> /obsérvese="Secuencia parcial de una ITR de
adenovirus"

<400> 40
aggtatatta ttgatgatgg g 21
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<210> 41

<211> 18

<212> ADN

<213> adenoviridae

<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (1)..(18)

<223> /obsérvese="Secuencia parcial de una ITR de
adenovirus"

<400> 41
catcatcaat aatatacc 18

<210> 42

<211>13

<212> ADN

<213> adenoviridae

<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (1)..(13)

<223> /obsérvese="Secuencia parcial de una ITR de
adenovirus"

<400> 42
catcatcaat aat 13

<210> 43

<211> 47

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: oligo
ExSalPacF

<220>
<221> caracteristica_misc
<222> (1)..(47)

<400> 43
tcgatggcaa acagctatta tgggtattat gggttcgaat taattaa 47

<210> 44

<211> 47

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: oligo
ExSalPacR

<220>
<221> caracteristica_misc
<222> (1)..(47)

<400> 44
tcgattaatt aattcgaacc cataataccc ataatagctg tttgcca 47

<210> 45

<211> 42

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
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<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: cebador
PCLIPMSF

<220>
<221> caracteristica_misc
<222> (1)..(42)

<400> 45
ccccaattgg tcgaccatca tcaataatat accttatttt gg 42

<210> 46

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: cebador
pCLIPBSRGI

<220>
<221> caracteristica_misc
<222> (1)..(22)

<400> 46
gcgaaaattg tcacttcetg tg 22

<210> 47

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Ecolinker+

<220>
<221> caracteristica_misc
<222> (1). (37)

<400> 47
aattcggcgce gecgtcgacg atatcgatag cggecge 37

<210> 48

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Ecolinker-

<220>
<221> caracteristica_misc
<222> (1)..(37)

<400> 48
aattgcggcec gctatcgata tcgtcgacgg cgcgecg 37

<210> 49

<211> 49

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: conector
HindXba+
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<220>
<221> caracteristica_misc
<222> (1)..(49)

<400> 49
agctctagag gatccgttaa cgctagcgaa ttcaccggta ccaagctta 49

<210> 50

<211> 49

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcién de la Secuencia Atrtificial: conector
HindXba-

<220>
<221> caracteristica_misc
<222> (1)..(49)

<400> 50
ctagtaagct tggtaccggt gaattcgcta gegttaacgg atcctctag 49

<210> 51

<211> 44

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: cebador
35F1

<220>
<221> caracteristica_misc
<222> (1)..(44)

<400> 51
cggaattctt aattaatcga catcatcaat aatatacctt atag 44

<210> 52

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcién de la Secuencia Atrtificial: cebador
35R2

<220>
<221> caracteristica_misc
<222> (1)..(33)

<400> 52
ggtggtccta ggctgacacc tacgtaaaaa cag 33

<210> 53

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de la Secuencia Atrtificial: cebador
35F3

<220>
<221> caracteristica_misc
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<222> (1)..(30)

<400> 53
tggtggagat ctggtgagta ttgggaaaac 30

<210> 54

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: cebador
35R4

<220>
<221> caracteristica_misc
<222> (1)..(37)

<400> 54
cggaattctt aattaaggga aatgcaaatc tgtgagg 37

<210> 55

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: cebador
35F5

<220>
<221> caracteristica_misc
<222> (1)..(34)

<400> 55
cggaattcgc ggccgceggtg agtattggga aaac 34

<210> 56

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: cebador
35R6

<220>
<221> caracteristica_misc
<222> (1)..(22)

<400> 56
cgccagatcg tctacagaac ag 22

<210> 57

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: cebador
35F7

<220>

<221> caracteristica_misc
<222> (1).. (23)
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<400> 57
gaatgctggc ttcagttgta atc 23

<210> 58

<211> 42

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: cebador
35R8

<220>
<221> caracteristica_misc
<222> (1)..(42)

<400> 58
cggaattcgc ggccgcattt aaatcatcat caataatata cc 42

<210> 59

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: cebador
35F11

<220>
<221> caracteristica_misc
<222> (1)..(33)

<400> 59
ggggtaccga attctcgcta gggtatttat acc 33

<210> 60

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: cebador
35F10

<220>
<221> caracteristica_misc
<222> (1)..(38)

<400> 60
gctctagacc tgcaggttag tcagtttctt ctccactg 38

<210> 61

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: cebador
HBV-F

<220>
<221> caracteristica_misc
<222> (1)..(27)

<400> 61
ggctctagag atccttcgeg ggacgte 27
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<210> 62

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: cebador
HBV-R

<220>
<221> caracteristica_misc
<222> (1)..(26)

<400> 62
ggcgaattca ctgccttcca ccaage 26

<210> 63

<211>12

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial:
oligonucleétido A-P1

<220>
<221> caracteristica_misc
<222> (1)..(12)

<400> 63
ctggtggtta at 12

<210> 64

<211> 14

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial:
oligonucleétido A-P2

<220>
<221> caracteristica_misc
<222> (1)..(14)

<400> 64
taaccaccag acgt 14

<210> 65

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: cebador
DF35-1

<220>
<221> caracteristica_misc
<222> (1)..(20)

<400> 65
cactcaccac ctccaattcc 20

<210> 66
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<211> 32
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: cebador
DF35-2

<220>
<221> caracteristica_misc
<222> (1)..(32)

<400> 66
cgggatcccg tacgggtaga cagggttgaa gg 32

<210> 67

<211> 49

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: cebador
DF35-3

<220>
<221> caracteristica_misc
<222> (1)..(49)

<400> 67
cgggatccgc tagctgaaat aaagtttaag tgtttttatt taaaatcac 49

<210> 68

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: cebador
DF35-4

<220>
<221> caracteristica_misc
<222> (1)..(21)

<400> 68
ccagttgcat tgcttggttg g 21

<210> 69

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de la Secuencia Atrtificial: cebador
degenerado

<220>
<221> caracteristica_misc
<222> (1)..(27)

<400> 69
cckgtstacc cgtacgaaga tgaaagc 27

<210> 70
<211> 30
<212> ADN
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<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: cebador
degenerado

<220>
<221> caracteristica_misc
<222> (1)..(30)

<400> 70
ccggctagct cagtcatctt ctctgatata 30

<210> 71

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: cebador
355ITR

<220>
<221> caracteristica_misc
<222> (1)..(31)

<400> 71
gatccggagc tcacaacgtc attttcccac g 31

<210> 72

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: cebador
353ITR

<220>
<221> caracteristica_misc
<222> (1)..(25)

<400> 72
cggaattcgc ggccgcattt aaatc 25

<210> 73

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: cebador
35DE4

<220>
<221> caracteristica_misc
<222> (1)..(30)

<400> 73
cccaagcttg cttgtgtata tatattgtgg 30

<210> 74

<211> 45

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
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<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial:
oligonucleétido TATA-plus

<220>
<221> caracteristica_misc
<222> (1)..(45)

<400> 74
agctttctta taaattttca gtgttagact agtaaattgc ttaag 45

<210> 75

<211> 45

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial:
oligonucleétido TATA-min

<220>
<221> caracteristica_misc
<222> (1)..(45)

<400> 75
agctcttaag caatttacta gtctaacact gaaaatttat aagaa 45

<210> 76

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: cebador
tet3

<220>
<221> caracteristica_misc
<222> (1)..(37)

<400> 76
ccggagctcc atggcctaac tcgagtttac cactcce 37

<210> 77

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: cebador
tet5

<220>
<221> caracteristica_misc
<222> (1)..(30)

<400> 77
cccaagctta gctcgacttt cacttttctc 30

<210>78

<211>17

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: oligo BB1
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<220>
<221> caracteristica_misc
<222> (1)..(17)

<400> 78
gtgcctaggce cacgggg 17

<210> 79

<211>13

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: oligo BB2

<220>
<221> caracteristica_misc
<222> (1)..(13)

<400> 79
gtggcctagg cac 13

<210> 80

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcién de la Secuencia Atrtificial: cebador
270F

<220>
<221> caracteristica_misc
<222> (1)..(20)

<400> 80
cacctctgcc taatcatctc 20

<210> 81

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcién de la Secuencia Atrtificial: cebador
270R

<220>
<221> caracteristica_misc
<222> (1)..(27)

<400> 81
gctctagaaa ttccactgec ttccace 27

<210> 82

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: cebador
DBPpcr1

<220>
<221> caracteristica_misc
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<2225 (1)..(35)

<400> 82
cgggatccgce caccatggcc agtcgggaag aggag 35

<210> 83

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: cebador
DBPpcr2

<220>
<221> caracteristica_misc
<222> (1)..(33)

<400> 83
cggaattctt aaaaatcaaa ggggttctgc cge 33

<210> 84

<211> 34794
<212> ADN

<213> adenoviridae

<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (1)..(34794)

<223> /obsérvese="Secuencia de acido nucleico de Ad35"

<400> 84

catcatcaat
aaaagtgtgg
cgtgggaaaa
acgcataaaa
aaatgaggta
tgaggaagtg

aatatacctt
gccgtgtggt
tgacgtttta
aggcttcttt
gttttgaccg
tttttctgaa

atagatggaa
gattggctgt
tgggggtgaga
tctcacggaa
gatgcaagtg
taatgtggta

tggtgccaat
ggggttaacg
gtttttttge
ctacttagtt
aaaattgctg
tttatggcag

atgtaaatga
gttaaaaggg
aagttgtcge
ttcccacggt
attttcgege
ggtggagtat
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ggtgatttta
gcggcgegge
gggaaatgtt
atttaacagg
gaaaactgaa
ttgttcaggg

60

120
180
240
300
360



ccaggtagac
ccgcgtaccg
tatacctcag
tctgcgecgg
aatctctgct
cgatccggag
agaggtagag
tatgctttta
tccaggggtg
ggactgtgat
aaaggagcag
tcagttggat
aaatactgga
tatttacagt
attgagtgtg
atctcctgat
caagcccatt
cttgttacag
agtgttccat
ataaaaatat
taagtagaag
gggccatttt
tctcecggttt
aacaggacta
ctcttaattt
caaccccagg
tcccgecagac
gaacatggaa
gtgtagcggg
aagaggacaa
gtctcctgaa
taagagggag
gagtcgcaga
agtttctgta
agaggatgat
acagtataag
ggctgaggtg
gtggcctgga
tggttataat
ttttggtttc
tttctatgeg
atgcatattc
ctgcgettet
taacatgatt
gcattgtaat
ttttgatcac
tatgccttac
cagaatgagc
tgatgatacyg
gccggtgtgt
tggagcagag
tggggtggga
gacatgagtg
ctcccatect
gttcaacccg
gcagctgcag
tatggaagca
aagttacttg
cagcaggtgg
taaaaaaaat
tgtttttatt
actcggtgga
attaggccgt
ttgtaaatca
agtaggctga
gaggggtgca

tttgacccat
tgtcaaagtc
ggtttgtgtc
cagtttaata
gagactggaa
ccacctgtge
ggatcggagg
gctgctaatg
attgtggaaa
ttgcactgct
tccatgcaga
tgcccggage
gtaaaggaac
aagtgtgttt
agttttgtge
tctactacct
cctgtgaagc
ggtggggacg
atccgtgttt
gttaactgtt
cagacctgtg
ggaagacctt
ttggagattc
taaacaagaa
gggccatcag
tagaactgct
tcatttcagce
ggttcgcaag
aatcctgagg
cccgagagce
ctgcaacggg
agggcatcca
cgtcctgaaa
ttgcaggaga
tgggcggtygg
atcagtagac
gtaatagata
gtagtcggta
ggaatagtgt
aacaatacct
tgttggattg
caaagatgta
acagatactg
tgtggtgcectt
atgctggcta
aatgtgttga
cagtgtaaca
ctaacaggaa
agatcgaggg
gtagatgtga
ttcggatcca
ttttcagatg
gaaatgcttc
gggcaggagt
ccaattcttc
ccgetgecge
tcgtggctaa
tcettttgge
ccgagttgceg
tccagaatca
tcatttttcg
ttttttccag
ctttggggtg
cccagtcata
ttgccacaga
ttcgaggtga

tacgtggagg
ttctgttttt
aagaggccac
ataaaaaaat
atgaaatatt
agctttttga
attctaatga
aaggattaga
gcggtacagg
atgaagacgg
ctgcagcggg
ttcectggaca
tgttatgttc
aagttaaaat
ttcttattat
cacctcctga
ttaagcctgg
gacctttgga
acttaaggtg
cactggtttt
tggttagctc
aggaagacta
tggttcgcta
tttgaaaagt
gttcacttta
gctgetgtgg
aggggatacg
atgaggacaa
catccaccgg
ggcctggacc
tgcttactgg
gtggtactga
ccatttggtg
aatattcact
ccattaaaaa
ggattaatat
ctcaagacaa
tggaagcagt
ttatggccaa
gtgtagatgc
ccacagctgg
acctgggcat
gatgttttat
ccgatgagag
ctgtgcatat
ccaagtgcac
tgaatcatgt
tctttgacat
tgcgecgcatg
ccgaagatct
gtggagaaga
gacagattga
ttttaagggg
tcgtcagaat
aacgctgacc
cgcctctgte
ttccacttee
ccagctggag
agtacaaact
atgaataaat
cgcacggtat
aatcctatag
gagatagctc
acaaggtcge
taagcccttg
aattatgtgc
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tttcgattac
acgtaggtgt
tcttgagtgce
gagagatttg
ggagcttgtg
gcctectacg
ggaagctgtg
attagatccg
tgtaagaaaa
gtttectccg
tgagggagtg
tggctgtaag
gctttgttat
ttaaaggaat
aggtcctgtg
tattcaagca
gaaacgtcca
cttgagtaca
acgtcaatat
tattgetttt
ataggagctg
ggcaactgtt
gtgaattagc
tgttggtaga
aagaaaaagt
cttttcttac
ttttggattt
tcttaggtta
tcatgccagce
ctccagtgga
atctacgtcc
tgctagatct
gcatgaggtt
ggaacaggtg
ttatgccaag
ccggaatgcet
gacagttatt
cacttttgta
taccaaactt
ctggggacag
cagaaccaag
tctgaatgaa
tttaattaag
gccttatcaa
tgtttcccat
catgcatgca
gaaagtgttg
gaacacgcaa
cgaatgcgga
cagaccggat
aactgactaa
gtaaaaattt
ggagtcttca
gttatgggat
tatgctactt
gccgetaaca
tctaataacc
gctttgacce
gagtctgctg
aaacgagctt
gccctggacce
aggtgggatt
cattgaaggg
agtgcatggt
gtgtaggtgt
attttggatt

cgtgttrttt
cagctgatcg
cagcgagaag
cgatttctgce
gtgcacgcce
cttcaggaac
aatggctttt
cctttggaca
ttacctgatt
agtgatgagg
aaggctgcca
tcttgtgaat
atgagaacgc
atgctgtttt
tctgatgctg
cctgttectg
gcagtggaga
cggaaacgtc
ttgtgtgaga
tgggcgggga
gctttcatcce
agagagcgct
tagggtagtt
ttgcccagga
tttatcagtt
ttttatatta
catagccaca
ctggccagtg
ggttctggag
ggaggcggag
actggacggg
gagttggctt
cagaaagagg
aaaacatgtt
atagctttga
tgttacatat
agatgctgca
aatgttaagt
atattgcatg
gttagtgtac
agtcaattgt
ggcgaagcaa
ggaaatgcca
atgctcactt
cCaacgcaaaa
ggtgggcgta
ttggaaccag
atctggaaga
ggcaagcatg
catttggtta
ggtgagtatt
gttttttctg
gcccttatct
ctactgtgga
taagttctte
ctgtgcttgg
cttctacact
aacgtctggg
tcggcacgge
gttgttgatt
accgatctcg
gaatgtttag
attcatgctc
gttgcacaat
ttacaaaccg
ggatttttaa
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acctgaattt
ctagggtatt
agttttctcce
ctcaggaaat
tgatgggaga
tgtatgattt
ttaccgattc
ctttcaatac
tgagttecegt
aggaccatga
atgttggttt
ttcacaggaa
actgccactt
tcacatgtat
atgaatcacc
tggacgtgcg
aacttgagga
caagacaata
gtgcaatgta
ctcaggtata
atggaggttt
tcggacggag
tttaggataa
ctttttgaag
ttagactttt
gataaatgga
gcattgtgga
cagcctttgg
gaggaacagc
tagctgactt
ataggggcgt
taagtttaat
gaagggatga
ggttggagcc
ggcctgataa
ctggaaatgg
tgatggatat
ttaggggaga
gttgtagcectt
gggggtgtag
ctctgaagaa
gggtccgtca
gcgtaaagca
gtgctggtgg
aatggcctgt
gaggaatgtt
atgccttttce
tcctgaggta
ccaggttcca
ttgcccgcecac
gggaaaactt
tcttgcaget
gacagggcgt
tggaagaccc
acctttggac
aatgggttac
gactcaggac
tgaactttct
aaagtctaaa
taaaatcaag
atcattgaga
atacatgggc
cggggtagtg
atcttttaga
gttgagctgg
gttggcaata

420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3500
3560
4020
4080
4140
4200
4260
4320



ttgccgcecaa
gtacatttag
cccttgtgte
gcagcggcge
aaatcatcat
gttccttegg
tctgagggtg
gtgattagtt
ccataaataa
tctcgaagca
aaatccatta
ttcagcggtt
agtctgttcc
ttcgcgggtt
gggttcggte
ggtgtgcgece
acttctgtcg
tgagcgcctce
ccgggcagta
agtatgcatc
ccggttcatt
tggtctccat
ctgattttac
accactctga
agcgatcgtt
cttcaacatc
ctgggggggt
ccaggaacgt
tcaggttgtc
ctttcatgag
tggcaaatga
tcttttcctt
ggcacttcca
ctcgattatg
tggtccaaca
gttcatcggg
agctgatggg
- catatgggtt
cacagatgtc
gcccecectet
ccggacccaa
cgtgagaatt
ctacagagtc
tgacaagtac
ggtttttctt
cttctagegg
ctgccttgta
gtagcgaagc
tgaagtccat
aggcggggtt
taaaattgcg
cagctaggac
aacgcggcgt
ggtcagataa
atgatgacca
gccggccaat
atcgatccca
ctgagagttt
tgtaagtttc
ggaagaactg
agtttctgcg
agcgttgcac
tcagtgggaa
cctgttcate
agacctcggc
gagtcctgag

gatcccgtct
gaaatttatc
ctccgagatt
gggcaaacac
aagccatttt
gcccecggage
gaatcatgtc
gggatgatag
ttccgattac
agggggecac
ggaggcgcte
ttagaccgtc
acagttcagt
tggacggctce
cttccagggt
tgcttgggeyg
cttggcgcce
ggctgcgtgg
taggcatttc
cgcgccgcag
ggggtcaaaa
aagttcgtgt
aggcctcttce
tacaaaggcg
gtcaaccagg
caggaatgtg
ataaaagggg
cagctgttgg
agtttctaag
gttttecgtcc
tccatacagg
gtcecgegege
ttcggggaag
caaggtaatt
gagcctacct
agggtctgca
agtggggtca
aaggggactg
atagacgtag
gatacttgct
gttggtgcga
ggaagagatg
tctgacaaag
gtctagggcg
ttcccacagt
aaacccgtct
agggcagcag
gtgagtaagg
gtcgtcacag
gggcaaagcg
agtgatgcgg
gatttcgtcg
gcctctgacg
ggcgtagtgt
aagatctacc
tgccattttt
cttgagttta
catgaccagc
cacatcgtag
gatttcctgce
gcgcgecgag
gggttgtatc
gccgaggect
ttctgttteg
gcgggagggyg
acgctgcgga

tgggttcatg
gtgcagcttg
ttccatgcac
gttccgtggg
aatgaatttg
atagttecccc
cacctggggg
caagtttctg
aggttgcagg
ctcgttcatc
tcctectagt
agccatgggce
gatgtgttct
ctggagtagg
ctcagtgttc
cttgccaggg
tgtatgtcgg
cctttggege
agcgcataca
gaggcgcaaa
acaagttttc
cctcgttgag
tccagtggag
cgcgtccagg
gggtccacct
attggcttgt
gcggttcttt
ggtaggtatt
aacgaggagg
atttggtcag
gcgttggata
tctttggcgg
atagttgtta
aaatccacac
ccttteectag
tccatggtaa
tctaaggccea
ccccagggcea
atgggatcct
cgcacatagt
ttgggttttt
gtgggtcttt
tgggcataag
cagtagtcaa
tcgeggttga
ttgtctgcac
cccttctcta
gcaaaggtgt
gctcectgtt
aaagtaacat
aaaggctgtg
aaaccgttga
tgaggtagct
tcgagagccc
gccagtgetg
tctggagtga
atggctagat
atgaaaggaa
gtcaggaaga
caccagttgg
cattcgtgtt
tcgtgaatga
ggcgattgta
atggtggtca
cggagctgaa
ctcaggttag
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ttatgaagga
gatggaaaag
tcatccatga
tctgacacat
gggcggagceg
tcacagattt
gctatgaaga
agcaattgag
tggtagttta
atttccctta
gatagaagtt
attttggaaa
atggcatctc
gtatgagacg
gagtcagggt
tgcgcttcag
ccaagtagca
ggagcttacc
gcttgggege
cagtttcaca
cgccatattt
tgacaaacag
tgcctecggtce
ccagcacaaa
tttccaaagt
aggtgtattt
gctcttecte
ccctctcgaa
atttgatatt
aaaacacaat
aaagtttggce
cgatgttgag
attcatctgg
tggtggccac
aacagaaagg
agattcccgg
tttgccattc
tgggatgggt
caaagatgcc
catatagttc
ctgttctgta
gaaaaatgtt
attcttgaag
gtgtttcttg
gaaggtattc
ggtaagatcc
cgggtagaga
ctctgaccat
cccagagttg
cattgaagag
gtacttccge
tgttgtgtce
tactgagctc
attcgtgcag
tttgtaactg
cacagtagaa
cgtgggccat
ctagttgttt
gtctttctgt
aggattggcet
tgtgcttgta
gctgtacctg
tctegtgcetce
tgctgacgag
ggacgagagc
taggtaggga

ctaccaagac
cgtggaaaaa
taatagcaat
catagttatg
taccagattg
gcatttccca
acaccgtttce
atttgccaca
gggaacggca
catgcatatt
cttgtagtga
gagtttgctg
gatccagcag
atgggcgtcec
tgtttccgte
actcattctg
gtttaccatg
tttggaagtt
aaggaaaatg
ttccaccagce
tttgatgcgt
gctgtccgta
ttcttcgtac
ggaggctatg
atgcaaacac
cacgtgacct
actgtcttcc
ggcgggcatg
gacagtgccg
ttttttattg
aatggatcgc
ttggacatac
cacgattctc
ctcgecctcga
gggaagtggg
aagtaaatcc
tcgagctgcee
gagagcagag
tatgtaggtt
atgtgatggc
gacgatctgg
gaaatgggca
cttggttacc
aatgatgtca
ttcgcgatce
tagcatgtag
gtatgcttga
gactttgaga
gaagtctacc
aatcttaccg
tcgattgttg
tacgatgtat
atcaaaggtt
gtgaggattt
gtcccgatac
ggttctgagg
gttgacgaga
gccaaaggat
gcgaggatga
gttgatgtga
cagacggecg
gcttcccttg
ttctatattce
ccecccgeggg
gcgcaggetg
cagaagatta
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ggtgtatccg
tttggagaca
ggggceegtgg
ttcctgagtt
gggtatgaat
agctttcaqgt
g99999cgggg
tccggtgggg
actgccgtct
ttceccgecacce
ggaaaagttt
caaaagttct
acctcctegt
agcgctgeca
acagtgaagg
ctggtggaga
agttcgtagt
ttcttgcata
gattctgggg
caggttaaat
ttcttacctt
tctccgtaga
aggaactctg
tgggaggggt
atgtcaccct
ggggtcccecg
ggatcgctgt
acctctgcac
gttgagatgce
tcaagtttgg
atggtttggt
tcgegtgeca
acttgccacce
aggggttcat
tctagcataa
ttatcaaaat
agtgcgcgct
gcatacatgc
ggatagcatc
gctagcagcc
cgaaagatgg
tgaggtagac
agttcggcegg
taacctggtt
ttccagtact
aactgattaa
gcagcttttc
aattggtatt
cgtttcttgt
gctctgggca
atcacctggg
aattctatga
aggtctgtgg
gcatgtagga
tgacgaaaat
tcttgttgcee
cgctcttcte
cccatccagg
gagccgatcg
tggaagtaga
cagtagtcgce
acgagaaatt
gctgtatcgg
aggcaagtcc
gagctgtcca
acttgcatga

4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280



tcttttecag
agacgtcaat
ttcttttgat
cgcgccggge
gccgecgeacg
tcgattgacg
cctgaaagag
ttcttgtacg
ttcctecectga
acggcccatg
cacggcccce
tctggtgaag
gtgttcggeg
cagagcttcc
gtttcgegeg
ccgtacttcg
taacatctct
cacgggcaaa
agtgacggcg
aaagtggtga
taattggccc
aaacctttcg
ttgtgggcgg
aggtgagacg
ggcgaggage
ccaagcatta
gggcacttct
ttgtaccagt
aagggtggct
gtaagcacag
ggtgtattta
cagatactgg
tgtagctgga
cctggacatc
gttccaaatg
gcgcgcgcag
ctccgtagcec
tactcgagcc
tacaaaaatc
agtcctattt
cccaacaaca
ctactgcaac
agggcgaagg
tgaaaaaaga
gcgaggagcc
gtttggaccg
tcagtcctge
taaaggaaga
gcgaagaagt
accctactag
atgaggcttt
atcttatcaa
aggtagctgce
acaagactcc
tgacgctcaa
atcgcgeggt
tgcaaagagc
acttgcagtg
cttacataga
ggcacaaccc
gcgctgceaga
cgtatcatgg
cgtctatcgg
gtcctggcca
ctggtataca
aatttggacc

ggcgtgeggg
ggcttgcagg
cggtggtgge
ggcageggtt
ggcaggttct
tcttgtatct
agttcaacag
tcaccagagt
agatctccgce
agttgggaga
tcggagtctce
accgcatagt
acgaagaaat
aagcgctcca
gacacggtca
cgttcgaagg
tcttcgtcett
cggtcgatga
cggccgttct
ctgggaggtt
gtagggactg
acgaaagcgt
gggtggttat
atgctgctgg
accaggtctt
tcctgacatc
tcctcacceg
gccaagtcag
tgaaagtcat
ttggccatga
aggcgcgaat
taccctataa
gcgccagggg
caggtgattc
ttgcgtageg
tcattgatgc
tggaggaacg
ggccggagcece
caggatacgg
tttttttttt
gccceecteg
tgccgeegtg
actggcacgt
ttctecgegag
ggaggagatg
aagacgagtg
cagggcacac
gcgtaactte
tacccttggt
caaacctctg
cagagaggcyg
cattctacag
catcaattac
atacgttccc
ggtcttgacc
tagcgccage
tctgactgga
gcagcctagt
agaggcggat
gtgttttttg
gccagecgtce
cgttgacgac
ccatcatgga
tcgtgaacgc
acgctctcett
gtatgataac

aggttcagat
gttcecgtgtce
tctcttgett
gttcecggacce
ggtattgcgce
gacgtctctg
aatcaatttc
tgtcctggta
gacccgctct
atgcattcat
ttgecgcgecat
tgcataggcg
acatgatcca
tggcctcegta
attcctccte
ctcccgggat
caggcggggg
atcgttcaat
cgcgeggtceg
ctccgtttgg
cgcgcagaga
ctaaccagtc
gtgttcggtc
tgatgaaatt
tgggtccgge
tagcaagatc
ttctgccatg
ctacgactct
caaaatccac
ctgaccagtt
aggcgcgggt
gaaaatgcgg
cgaggtcttc
ctgcggeggt
gcatgaagta
tctatagaca
tgaacgggtt
gcggctaacyg
aatcgagtcg
tttgccgete
cagcagcagc
agcggtgcegg
ctaggtgcgc
gcgtatgtge
cgagcttccce
ttgcgagacg
gtggctgcag
caaaagtctt
ttgatgcatt
accgcccagce
ctgctgaaca
agtatcatag
tcggttttga
atagacaagg
ctgagcgatg
aggaggcgcg
gctggaaccg
cgcagggctc
gaaggcgagg
ctagatggaa
cggcattaac
tcgcaacccce
agctgtagtg
gttggtggag
agaacgcgtg
agatgtacgc
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ggtacttgat
ctttgggcge
cttgcatgct
cgggggcatg
tctgagaaga
ggtgaaagct
ggtatcgtta
ggcgatctcc
ttcgacggtg
gcccgecteg
caccacctga
ctgaaaaaqgg
tcgtctcage
gaagtccacg
gagaagacgg
ctcttcttcc
cggagggggc
gacctctccg
cagagtaaaa
gagggagagg
tctgatcgtg
acagtcacaa
tgggtcttct
aaagtaggca
ttgctggata
tttgtagtag
catacgtgtg
ttcggcgagg
aaagcggtgg
aactgtctgg
gtcaaagatg
cggtggttgg
caacataagg
agtagaagcc
gttcattgta
cggagaaaat
gggtcgeggt
tggtattggc
ttttgctggt
agatgcatcc
agcagcaacc
gacagcccgc
cttcgecccga
cccaacagaa
gctttaacgce
aggatttcga
ccaaccttgt
ttaataatca
tgtgggattt
tgtttctggt
tcaccgaacc
tgcaggagcg
gcttgggaaa
aggtgaagat
atcttggggt
agttaagcga
agggtgagaa
tgagcgccge
aggaagaggg
cagcaagcac
tcctecggacg
gaagccttta
ccttccecgat
aacaaagcta
gctcgctaca
gaagccgtgt

ttccacaggt
cactaccgta
cagaagcggt
gctggtagtg
cttgegtgcg
accggccccg
acggcagcett
gccatgaact
gccgcgaggt
ttccagacgc
gcgaggttaa
tagttgagtg
ggcatttcgce
gcaaaattaa
atgagttcgg
tcttctatct
acgcggcgac
cggcggcegge
acaccgccgce
gcgctgatta
tcaagatcca
ggtaggctga
gtttcttctt
gttctaagac
cgcaggcgat
tcttgcatga
agtccaaatc
atggcttgct
taagcccctg
tgaccagggc
taatcgttgce
cggtagagag
cggtgatagc
cgaggaaact
ggcacggttt
gaaagcgttc
gtaccccggt
actcceccgtct
ttccgaatgg
cgtgctgcga
acaaaaggct
ctatgatctg
gcggcatccg
cctatttaga
gggtcgtgag
agttgatgaa
atcggcttac
tgtgcgaacc
gatggaagct
ggtgcaacac
cgaggggaga
gagcctggge
atattacgct
agatgggttc
gtatcgcaat
cagggaactg
ttacttcgac
gacggcagga
cgagtacttg
cggatccecge
attggaccca
gacagcaacc
ctaatcccac
ttcgtccaga
acagtagcaa
ctcagcgcga
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tcgtttgtag
cctttgtttt
gacggggacg
gcacgtcggc
ccaccacgcg
tgagcttgaa
gtctcagtat
gctecgatttce
cattggagat
ggctgtaaac
gctccacgtg
tggtggcaat
taacatcgcc
aaaactggga
ctatggtggc
cttcttccac
gtcgacggcg
gcatggtttc
gcatctcctt
tacattttat
cgggatctga
gtacggcttc
catctcggga
ggcggatggt
tggccattcc
gccgttctac
cgcgcattgg
gtacttgggt
tattaatggt
gcacgagctc
aggtgcgcac
gccatcgttce
cgtagatgta
cgcgtacgeg
gaccagtgag
agcgactcga
tcgagacttg
cgacccagcce
cagggaagtg
cagatgcgcc
gtccctgcaa
gacttggaag
cgagttcaac
gacagaagcg
ctgcgtcacg
gtgacaggga
gagcagacag
ctgattgccc
atcattcaga
agcagagaca
tggttgtatg
ctggccgaga
cgcaaaatct
tacatgcgca
gacagaatgc
atgcacagtt
atgggagctg
tgtgagcttc
gaagactgat
aatgcgggcg
ggccatgcaa
ccaggccaac
tcatgagaag
tgaggccgga
tgtgcaaacc
aaggttccag

8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
83940
9000
9060
9120
9180
9240
9300
9360
9420
9480
9540
9600
9660
9720
9780
9840
9900
9960
10020
10080
10140
10200
10260
10320
10380
10440
10500
10560
10620
10680
10740
10800
10860
10920
10980
11040
11100
11160
11220
11280
11340
11400
11460
11520
11580
11640
11700
11760
11820
11880
11940
12000
12060
12120
12180
12240



cgtgatgcca
aatgtgccgc
tcagaagtac
agacagggct
ggagtgcatg
cgcctgttat
tatttgggtt
cagacctatc
ttggaagcca
gctcttactg
ctgatgcaag
cccagcatgt
gctgcecgcta
ccacctggtt
gacgacgtgg
ggcggtgata
gagcccgagt
agcgaagtgg
tcecttgctcea
gataaaatga
gggactacaa
tgggacgatg
ggcaacccgt
aagaaaaact
tctagtataa
ccttecgtacg
gaggctcecct
tactcggaac
gcggacattg
cagaacaatg
tcgeggtggg
tatatgttta
gctgcagttg
tttactttge
atcatagata
gttaagttcg
cctggagtgt
gtggatttta
caagagggtt
gatgtagatg
gctgctgcag
ggagaggtca
gccgatgtgt
aagaatagaa
ctttcgtaca
tcagatgtca
cctgtcactt
atgcccgtcet
cagtccacct
ccgecggege
accctgecegt
cgccgcacct
agccgcactt
tggggtctge
cccgtgegtg
gttcgaacca
cctactgcge
aactatgctc
gccatgcgag
cttagggcgg
gccgectgtceg
tgggtgcgtg
tagaagatac
tacaaggaag
gaaaaaaaac
gatgatggge

acctgggttc
gtggtcaaca
ctcagagcga
tgcagacggt
ccccggtagg
tactgttggt
acctactaaa
aagaaattac
ctctgaactt
cggaggagga
agggggcaac
atgccagtaa
tgaactctga
tctacacggg
acagcgatgt
gaatgcattc
ctgcaagtcc
gtagaataag
gaccggcaag
gtagatggaa
gtagagcgag
aggattcggc
ttgctcattt
caccaaggcc
tgaggcgagt
agagcgtgat
ttgtgcctce
tggcacctca
cttctctgaa
actttacccc
gcggtcagcet
gtaacaagtt
gggatactta
cagaaggcaa
attacttgaa
acaccaggaa
atacgtatga
ccgagagtcg
ttaagatttt
cctatgagaa
aagctaaggc
gaggagacaa
ctgaaggaac
gctataatgt
attatggcga
cctgcggage
tccgcetecac
tctcaaagag
cgcttacgcea
ccaccattac
tgcgcagcag
gtccctacgt
tctaaaaaaa
gcgctccaag
ttcgcggaca
ccgtcgatga
ctacatctac
gacgtaagag
ccgcaagagc
ccagacgtge
cagcggcgac
acgctgccac
tgagcagtct
aaatgctgca
cccgcaaaat
tggcggagtt

gctggtggeg
ggattatact
agtgtatcag
aaatctgagc
agaaagagca
agctcctttce
cctgtatcge
ccaagtcagt
cttgcttacc
gaggatcctt
tccgactgca
ccgacctttc
ttatttcacc
cgaatatgac
tttttcacct
ttctgcatcg
ttttcctagt
tcgececgagt
agaaaaaaat
gacttatgct
ccgtagacgce
cgatgatagc
gcgccctcge
atggcgacga
cgtgctaggc
gcagcagcag
gcgatacctg
gtacgatacc
ctatcagaat
tacggaagcce
aaagaccatc
caaagcgcgt
tgatcacaag
cttttcagtt
agtgggtaga
cttcaagctg
agccttccat
tttgagcaac
gtatgaagat
cagtaagaaa
aaacatagtt
ttttgcgeca
ggacgtgaaa
gttggaagac
tcccgaaaaa
agagcaggtt
tagacaagtc
cttctacaac
cgtcttcaac
caccgtcagt
tatccgggga
gtacaaggca
aaaaatgtcc
caagatgtac
ttttegeget
tgtaatcgat
tgtggatgca
ccggcgaagg
tctgctacga
agcttcgggce
tattgccgac
cggtcaacgt
ccgatgttgt
ggttatcgca
caagcgggtt
tgtgcgcgag
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ttaaatgctt
aactttttaa
tccggtcectg
caagctttta
accgtgtcta
accgacagcg
gaagccatag
cgcgctttgg
aatcggtctce
agatatgtgce
gcactggaca
attaacaaac
aatgccatct
atgcccgacce
ctttctgatc
ctgtccgggg
ctaccctttt
ttaatgggcg
ttcccaaaca
caggatcaca
cagcgccatg
agcgtgttgg
ttgggtggta
gcgtacgttc
ggagcggtgg
caggcgacgg
gcacctacgg
accaggttgt
gaccacagca
agcacccaga
atgcatacta
gtgatggtgt
caggatattt
actatgacta
cagaatggag
ggatgggatc
cctgacattg
cttcttggta
ttagaaggtg
gaacaaaaag
gccagcgact
acacctgttce
ctcactattc
aaaatcaaca
ggagtgcgtt
tactggtcgce
agtaactacc
gaacaagctg
cgctttcctg
gaaaacgttc
gtccaacgtg
ctgggcatag
attcttatct
ggaggcgcac
ccatggggtg
caggtggttg
gttattgaca
cgcattgcca
agagctagac
gccagcgceceg
atggcccaat
gtacccgtgce
gtcccagegg
cctgaagtct
aaaaaggaca
tttgcccecac

tcttgagtac
gtgctttgag
attacttctt
aaaaccttaa
gcttgttaac
gtagcatcga
ggcaaagtca
gacaggaaga
aaaagatccc
agcagagcgt
tgacagcgcg
tgctggacta
taaacccgca
ctaatgacgg
atcgcacgtg
tcatgggtgce
ctctacacag
aagaggagta
atggaataga
gagacgagcc
acagacagag
acttgggtgg
tgttgtgaaa
gttecttcttt
tgtatccgga
cggtgatgca
agggcagaaa
atctggtgga
acttcttgac
ccattaactt
acatgccaaa
ccagaaaacc
tggaatatga
ttgatttgat
tgcttgaaag
ccgaaaccaa
tcttactgcce
tcagaaaaaa
gtaatattcc
ccaaaataga
ctacaagggt
cgactgcaga
aacctgtaga
cagcctatcg
cctggacatt
ttccagacat
ctgtggtggg
tgtactccca
agaaccagat
ctgctctcac
tgaccgttac
tcgcaccgeg
cgcccagtaa
gcaaacgttc
ccctcaaggg
ccgacgcccg
gtgtagtggce
gacgccaccg
gcgtggggcg
gcaggtccecg
cgcgaagagg
gcacccgtcece
cgaggatgtc
acggccaacc
aaaaagaaga

ggcgacgegt
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tcagecctgcet
actgatggta
tcagactagc
aggtttgtgg
tccgaactcc
ccgtaattcc
ggtggacgag
cactggcagt
tcctcaatat
gggattgttt
aaatatggag
cttgcacaga
ctggctgccc
atttctgtgg
gaaaaaggaa
taccgcggcet
tgtacgtagc
cctaaacgat
aagtttggtg
tgggatcatg
gggtcttgtg
gagaggaagg
aaaaataaaa
attatctgtg
gggtcctcct
atccccactg
cagcattcgt
caacaagtcg
cacggtggtg
tgatgaacga
cgtgaacgag
tcccgacggt
gtggttcgag
gaacaatgcc
tgacattggt
gttgatcatg
tggctgcgga
acagccattt
ggccctcttg
agctgctaca
tgctaacgcet
atcattattg
aaaagatagt
cagttggtat
gctcaccacc
gatgaaggat
tgcagagctt
gcagctccge
tttaatccgt
agatcacggg
tgacgccaga
cgtcctttca
taacaccggt
tacccaacat
ccgcactcge
taattatact
tgacgctcge
agctaccact
aagagccatg
caggcaagca
caatgtatac
ccctegcact
caagcgcaaa
gttgaaggat
ggaagatggc
gcaatggcgt

12300
12360
12420
12480
12540
12600
12660
12720
12780
12840
12900
12960
13020
13080
13140
13200
13260
13320
13380
13440
13500
13560
13620
13680
13740
13800
13860
13920
13980
14040
14100
14160
14220
14280
14340
14400
14460
14520
14580
14640
14700
14760
14820
14880
14940
15000
15060
15120
15180
15240
15300
15360
15420
15480
15540
15600
15660
15720
15780
15840
15900
15960
16020
16080
16140
16200



gggcgcaaag
cgttcaagcg
gagcaggcgg
aaggatgaga
gtcactttgce
gatttgtatc
gagaaagtaa
gtagcgcctg
gtgcaaactg
atgcccatgce
ggtccagcaa
ggttaccgag
acacctgcaa
gtgcggcaag
catccgagta
ttgtcgectt
gatgttggga
gggtggttet
catagcttcc
aataaaaaaa
atggaagaca
acctggagcg
tggagcgggce
agcagtacag
gtcgatggga
aaaaagataa
gaagaaattc
acgctggtga
cccaccacta
cgacccgtcea
cctgtcgetg
ccaaatgcgc
aaacgccgte
atgtgtcatt
ctgagttact
cgccggacag
agacacctac
tgtgaccacc
caatacatac
tatggccagc
ctattctggt
gattgcaaaa
agaggagaaa
tacaaaagag
ctatgcagat
agacggaaaa
ctgttacggg
ctcggaaccg
atcgcaaaga
aacgccagac
tttgggacaa
tggactcatg
gttaaatgca
tgactctctg
tgatcctgat
ttttccactg
agaagataat
taatttgttt
caatgtggct
agaaaacaaa
cacctatgtg
caaccaccac
tgtgcetttce
ccecaggctec
ttcececteggt
ctatgctact

ttcgacatgt
ctacttttaa
ctgaccgatt
cagtgtcaat
agcaagtgtt
ccactatgca
aagtggatcc
gtctgggggt
aacccgcaaa
ctattacaac
gtctgttgat
gcactcgcta
atcgcagtcg
tgtaccgcaa
tcatcactta
cgcgttccca
cgcggaatgce
ttaccagcct
gtggcggttc
aatacaatgg
tcaatttttc
acatcggcac
ttaaaaattt
gacaggcgcet
tagcttccqgg
acagtcgttt
ctcegecaga
cgcgecgtaga
gaccgatagc
ccttggattt
ccccgaaace
actggcaaaa
gctgctttta
acacgccgtce
ttcaagatgg
gatgcttcgg
ttcaatctgg
gaccgtagec
tcttacaaag
acgttctttg
acggcttaca
ggcgtaccaa
actgctactt
ggcttaccaa
aaactttatc
accgaagagt
tcctatgega
tcgagtgaaa
acaaacttca
actcatgtag
cagtctatgc
tactataaca
gtggttgact
ggcgacagaa
gtacgtgtta
gacggcatag
aataattgga
gccatggaaa
ctgtatctce
aacacctacg
aacattggtg
cgtaacgctg
cacatacaag
tacacttatg
aacgacctgce
tttttcccca

gttgagacct
gcgttectat
aggcgagttt
acccttggat
acccgtaact
actgatggta
agatattcaa
acaaactgta
gcctactgece
tgacgccgcece
gcccaattat
ctatcgcagc
tcgcecgtaga
tggtagtgcg
atcaatgttg
tcactggtta
gacgctacag
taattccaat
aggcctcgceca
actctgacac
atccttggcet
gagccaactg
tggctcaacc
tagaaataaa
catcaatgga
ggacccgccg
aaaacgaggc
tgaaccgccet
cccaatggece
gceccectcee
agtcgccegta
tactctgaac
attaaatatg
acagcagcag
ccaccccatc
agtacctgag
gaaataagtt
agcggctcat
tgcggtacac
acattagggg
actctctgge
ctgcagcagce
acacttttgce
taggtttgga
agccagaacce
atggaggcag
agcctactaa
aaattgaata
gtcctaaaat
tgtacaaacc
ccaacagacc
gtactggtaa
tgcaggacag
ccagatactt
ttgaaaatca
gtgttccaac
aagaacctga
ttaaccttca
cagactcgta
actacatgaa
ccaggtggtc
gcttgcgtta
tgcctcaaaa
agtggaactt
gggtagatgg
tggctcacaa
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ggaacttcgg
gatgaggtgt
gcttatggca
catggaaatc
ccgcgaacag
cccaaacgcc
cctgaggtta
gacattaaga
acctccactg
ggtcccactc
gttgtacacc
cgaaacagta
cgcacaagca
gaacctttga
ccgctgcectc
ccgaggaaga
gcgacggcgt
tatcgctgcet
acgacattga
tcctggtect
ccgcgacacg
aacgggggcyg
ataaaaacat
cttaaagacc
gtggtagatt
ccagcaaccc
gacaagcgtc
tcttatgagg
accggggtga
cctgctgcta
gccaggtcac
agcatcgtgg
gagtagcgct
aggaaaaaag
gatgctgcce
tccgggtcetg
tagaaatccc
gttgcgcecttc
cctggeccgtg
cgtgttggac
tcctaaagge
cgcaggcaat
caatgctcct
gatttcagct
tcaagtggga
ggctctaaag
tttaaaaggt
tgatattgac
tgtcatgtat
tggaacagaa
caactacatt
catgggggtg
aaacacagaa
tagcatgtgg
tggtgtggaa
aaccagttac
agtaaatgga
agccaatcta
caaatacacc
cgggcgggtyg
tctggatgce
ccgatctatg
attcttecget
taggaaggat
cgccagcatce
caccgcettcc

tggtctttac
acggggatga
agcgtagtag
ccacccctag
gtgttaaacg
agaagttgga
aagtgagacc
ttcccactga
aagtgcaaac
gaagatcccg
catctattat
ccteccgeeg
aaccgactcc
cactgccgeg
cttgcagata
aactcgcgece
gctatccgcea
gcaattggcg
cattggaaaa
gtgactatgt
gcacgaagcc
ccttcaattg
acgggaacaa
agaacttcca
tggctaacca
caggtgaaat
cgcgtcecga
aagcaacgaa
tgaaaccttc
ctgctgtacc
gtcecggggg
gtctaggcgt
taacttgcct
gaagaggtcg
caatgggcat
gtgcagttcg
accgtagcgce
gtgccegttg
ggcgacaaca
agaggtccca
gctccaaatg
ggtgaagaag
gtaaaagccg
gaaaacgaat
gatgaaactt
cctactacta
ggtcaggcaa
atggaatttt
gcagaaaatg
gacacaagtt
ggcttcagag
ctggctggtce
ctttcttacc
aatcaggctg
gatgaacttc
aaatcaatag
acaagtgaga
tggcgaagtt
ccgtccaatg
gtgccgecat
atggacaatg
cttctgggta
gttaaaaacc
gtgaacatgg
agtttcacga
acccttgaag
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acccggcgag
tgatattctt
aataacttcc
tcttaaaccyg
cgaaggtgaa
ggacgttttg
cattaagcag
aagtatggaa
ggatccatgg
acgaaagtac
tcctactect
tcgecegceaag
cggcgccectg
tgcgcgttac
tggccctcac
gtagaagagg
agcaattgcg
cgataccagg
aaaacgtata
tttcttagag
gtacatgggc
gagcagtatc
agcttggaac
acaaaaagta
ggctgtgcag
gcaagtggag
tttggaagag
gcttggaatg
tcagttgcat
cgcttctaag
cgctcctcgt
gcaaagtgta
atctgtgtat
tgcgtcgacg
acatgcacat
ccecgegccac
cgacccacga
accgggagga
gagtgctgga
gtttcaaacc
catctcaatg
aacatgaaac
aggctcaaat
ctaaacccat
ggactgacct
acatgaaacc
aaccgaaaaa
ttgataactc
taggtttgga
ccgaagctaa
ataactttat
aagcgtctca
aactcttgcet
tggacagtta
ccaactattg
ttccaaatgg
tcggacaggg
tcctttattce
tcactcttcc
ctctagtaga
tcaacccatt
acggacgtta
tgctgcttct
ttctacagag
gcatcaacct
ccatgctgeg

16260
16320
16380
16440
16500
16560
16620
16680
16740
16800
16860
16920
16980
17040
17100
17160
17220
17280
17340
17400
17460
17520
17580
17640
17700
17760
17820
17880
17940
18000
18060
18120
18180
18240
18300
18360
18420
18480
18540
18600
18660
18720
18780
18840
18900
18960
19020
19080
19140
19200
19260
19320
19380
19440
19500
19560
19620
19680
19740
19800
19860
19920
19980
20040
20100
20160



gaatgacacc
cattcctgcc
cagaggctgg
tgacccctac
ccacactttt
caggttacta
cgtagcccaa
catcggctat
cagaaacttc
ggcegtegece
catgcgccaa
cgtaaatagt
ctcgagcaac
caactcagct
gctttatctt
catcgaggca
ttcttgcttce
cgagcaagag
ctacgataag
tacggccgga
taacacctgc
ccagtttgaa
tacgctggaa
ctgctgcatg
caccatgaaa
caccctgtgt
tcgctcectcat
atgactcatg
ctctggatta
caggcagtga
acttgggaac
ctccaagcag
gagagttgcg
ttgccagcac
tgaacggggt
tgcaatcgca
acacggctct
tataaaacat
cacagcagcg
tgattttggt
ccatctcgat
cctcataatc
gggcgatctg
gtgtcttgtg
gacagatgcg
cgttatccag
cagacaccag
gagggtcatc
cgggcgggta
cttgactgat
tcggaggagg
ccattaccaa
tcgggggeag
tggcagaacc
cttcgegget
attgctgtca
gcagagctta
ggtcgacgca
gcaagacccg
gagagaggat
tagggatcag
tctagcaaga
cagtgtggaa
caaacgtcag
tgctgtgcca
ctcctgecge

aatgatcagt
aatgcaacca
tcatttacca
tttgtctatt
aagaaggttt
tctcctaacg
tgcaacatga
cagggcttct
cagcccatga
ataccctacc
ggtcaaccct
gttacgcaga
ttcatgtcta
catgctctgg
ctcttcgaag
gtctacctge
ttgcaaatag
ctcagagcca
cgcttccegg
cgtgagacgg
tacctttttg
tatgagggtc
aaatctaccc
ttccttcacg
ttgctaactg
gacaatcaaa
cgtacacaca
taaacaacgt
cttatttatt
tacgttgcgg
cggtatatcg
gtcaggagcc
gtacaccgga
ggtgggatct
catcttgcag
gtgcaggggyg
catgaaagca
cccgcaggac
ggcgtcattg
tcgctcggga
aatctgctcc
attgcagcca
agaaaaagaa
actagtgaaa
cttgtattgt
cctgtacttc
gggcaagcta
tttagcgatc
gctgaaaccce
gtcttgcatg
aggactgtcg
ctgactgtcg
aggtggaggc
ccttcegegt
ggccattgtg
acatcgccac
agcattccac
tctcatgaca
ggctatgtga
gaaaactgcc
aacaccgact
cagtcgctca
gagctcagcet
ccaaacggca
gaagtactgg
gctaatcgca

cattcaacga
atattcccat
gactgaaaac
ctggttctat
ccatcatgtt
aatttgaaat
ccaaagactg
acattccaga
gcaggcaggt
aacacaacaa
atcccgctaa
aaaagttctt
tgggggccct
acatgacctt
ttttcgacgt
gtacaccgtt
cagctgcaac
ttgtccaaga
ggttcatggc
ggggagagea
atccttttgg
tecctgcgeeg
agaccgtgca
cctttgtgea
gagtgccaaa
aagcactcta
tcgaaagggc
gttcaataaa
tacaagtcga
aactgatact
ggcaggatgt
gaaatcttga
ttgcagcact
gcaatcatgc
gtctgcctac
atcagtatca
tcatattgcet
ctgctcgaaa
ttggctattt
ttctccttta
ttctgaatca
tgaggccaca
tgtatcattc
gttaactgga
tcgtgttgcet
tccatcagca
atcggattct
ttctcaatge
actgctacaa
gggatatgtt
ctccgttceg
gtagaagaac
gattgcgaag
tcgggggtgt
ttctcctagg
gagtgccatc
cgcccagtcce
tgcagaataa
caccggtgga
caaaacagcg
acctcatagg
tagtcaagga
gcgecctacga
cctgcgagcec
ctacctatca
cccgegecga
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ctacctatct
ttccattcct
caaagaaact
tccctacctg
tgactcttca
aaagcgcact
gttcttggta
aggatacaaa
ggttgatgag
ctctggcttt
ctatccctat
gtgtgacaga
tacagacttg
tgaggtggat
ggtcagagtg
ctcggccggt
catggccectge
cctgggttge
ccccgataag
ctggttggct
attctcggat
cagcgctcectt
gggccccegt
ctggcctgac
caacatgctt
ccattttctt
cactgcgttc
catcacttta
atgggttctg
tgggttgcca
cactccacag
aatcacaatt
gaaacaccat
ccacatccag
ccatggcggg
tcttggcectg
tgaaagcctg
actggttagc
gcaccacact
aggctcgttg
taatattgcce
acgcacagcc
cctgcagaaa
tgcctceggtg
caggcattag
gacacatcac
taacagtgca
ttcttttgcce
gttgcgcectce
tggtcttcct
gagacaggga
ctgaccccac
ggctgeggte
gctccctgtg
cagagaaaca
acatctcgtc
tgccaccacc
aaaagcgaaa
acacgaggaa
agcagataac
gcttgacggg
tgcattattg
gcttaacctt
aaatcctcge
catctttttt
tgcecctactce

gcagctaaca
tctcgcaact
ccctctttgg
gatggtacct
gtgagctggce
gtggatggcg
cagatgctcg
gatcgcatgt
gtcaattaca
gtgggttaca
ccactcattg
accatgtggce
ggacagaata
cccatggatg
catcagccac
aacgctacca
ggatcccaaa
ggaccctatt
ctcgcctgtg
ttcggttgga
gatcgtctca
gctaccaagg
tctgccgect
cgtcccatgg
cattcteccta
aatacccatt
gaccgtatgg
tttttttaca
acgagaatca
cttgaattcg
ctttctggtce
aggaccagtg
cagcgacgga
atcttcagca
cacccaatta
atcctgtctg
ctgggcttta
tgcacagccg
tctgceccag
tcegttcecteg
atgcaggcac
tgtacattcc
tcttccececate
ctcttcgttt
tttaaaacag
ttccatgecct
ggcagcagct
atccttctca
ttctetttet
tggcttecttt
ggattgtgac
acggcgacag
cgacctggaa
gcggtegett
acagacatgg
ctcagcgacg
tctaccctag
gagtctgaga
gagttgaaac
tatcaccaag
gaagacgcgce
gacagaactg
ttttcacctc
ttaaactttt
aaaaatcaaa
aatctgggac
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tgctctaccc
gggcggettt
ggtctggatt
tctacctgaa
ctggaaatga
aaggctacaa
ccaactacaa
attcattttt
aagacttcaa
tggctccgac
gaacaactgc
gcataccgtt
tgctctatgce
agcccaccct
accgcggcat
cgtaagaagc
acggctccag
ttttgggaac
ccattgtaaa
acccacgttce
aacagattta
accgctgtat
gcggactttt
acggaaaccce
aagtccagcc
cgccttattt
atgttcaata
tgtatcaagg
gaatgacccg
ggaatcacca
agctgcaaag
ctctgagege
tgtctcacgce
ttggcaatgc
ggcttgtggt
attcctggat
ctaccctegg
gcatcattca
cggttttggg
ctggccacat
ttcagcttgc
caattatggt
atcgtgctca
acgtactggt
gttctaagtt
ttctcccaag
cctttagcca
acgatgcgca
tcttegetgt
ttggggggta
gtttcgctca
gtgtttttct
ggcggatgac
aactgatttc
aaactcagcc
aggaaaagga
aagataagga
cagacatcga
gctttctaga
atgctggaaa
tccttaaaca
aagtgcccat
gtactcccce
atccagcettt
aaattccagt
ctggttcacg

20220
20280
20340
20400
20460
20520
20580
20640
20700
20760
20820
20880
20940
21000
21060
21120
21180
21240
21300
21360
21420
21480
21540
21600
21660
21720
21780
21840
21900
21960
22020
22080
22140
22200
22260
22320
22380
22440
22500
22560
22620
22680
22740
22800
22860
22920
22980
23040
23100
23160
23220
23280
23340
23400
23460
23520
23580
23640
23700
23760
23820
23880
23940
24000
24060
24120



cttacctgat
tgagactcgg
cgttctggtg
ggtcacacac
ggaccagtta
ctgtgatgag
ctctcececgg
agaactagag
gaatctgcac
ggaactcacc
cgtgctgcac
tctctacctg
acagaacttg
gttcgacgag
ggttactttg
ctctttcatc
ctttgtgcect
ccgtctggee
cttgctggag
ccceccagttg
ccaaggcgat
cgcctacttg
ggaccaatca
tctggcccaa
gggggtctac
cccaacgacg
aagattggga
aagacagttt
aacagttatc
gaacccggcg
gcgcttccaa
atgccatcat
tgctattcca
acagccccta
acctccaaca
ggattaaaga
ccaaccctgt
aaccgatctc
cagcgcactc
gagtaggcag
taaagaaatt
cgcctececcag
tcgagttaat
caccacgccc
aagteccgcet
taatgcaggt
tataaaacgc
tccgettggt
cacccctcegt
aatcgggacc
cggatctcct
agtggacggce
gaccactgcc
ctcceccaagg
atagactctc
ggaaacacca
tgctgtctta
gcttcttcaa
tgttaacttc
aagcattttc
agaaaaccct
gattattctt
gtttaaaaaa
tctgeccaatt
cccgacacaa
gaaattacac

atagcttcct
gccgcaaatg
gaattggaag
ttcgcatate
ctcattaagc
ggtaaaccag
gatttggaag
tgtctccgac
tacactttta
aacctggttt
agcaccctta
tgccacacgt
aaagagcttg
cgcaccgtcg
cgaaacggat
ctggaacgct
ctcacctacc
aactatctct
tgccactgcec
atgagcgaaa
gggtcttctc
cgcaagtttg
cagcctccaa
ttgcaagcca
cttgaccccc
agaaaacaag
cagtcaggca
ggaggaggaa
ctcggctgeg
gcgtcccagce
gaccggtaag
ctcctgettg
ccatggggtg
ctatagccag
gaaaaccagc
ttacagccaa
atgccatctt
tgcgtteget
tcgaggacgce
cgaccgcgct
cccacgcctt
gactactcca
gatatacgcg
cgccaacace
cccaccactg
gcgcagttag
ctgatgatca
ctacgaccag
caggctgttc
gttcaatttg
gggcactacc
tacgattgat
gccgectttcg
atcaccctca
gcctgcaacg
cggtttccat
tgtgtactga
cccggatttt
acctttccta
cctactaata
tgggtggaag
tgctacctat
tggggcccat
acgatccatg
gccgecatcetg
acaataacaa

tggaagaggt
ctctgcaaaa
gcgataatgc
ccgctgtcaa
gcgcaagtce
tggtcagtga
agcgtcgcaa
gtttctttac
gacacggctt
cctacatggg
agggggaagc
ggcaaaccgg
acaagctctt
cttccgacct
tgcctgactt
ccggtatcct
gcgagtgcecc
cctaccactc
gctgcaatct
cccagataat
ctgggcaaag
ctccggaaga
aggccgaact
tccaaaaatc
agaccggcga
aagttgaagg
gaggaggcgg
aacgaggagg
gagacaagca
agtagatggg
aaggatcggce
catgagtgcg
aactttccgc
caaatcccga
agcggcagtt
cgagccagcg
ccagcagagt
caccagaagt
cgaggctctc
tattcaaaaa
acatgtggag
cccgecatgaa
cctaccgaaa
ttaatcccag
tattacttcc
ctggcggcetce
gaggccgagg
acggaatctt
tgactttgga
tagaggagtt
cggacgagtt
gtctggtgac
ctgctttgece
aggtccggcece
aattttctce
ctactgcatt
gtttaataaa
acaaccagaa
ctcacaaact
ctactttcaa
cgggccttgt
acacaccttg
actagtcttg
tctagacttt
tggagttctt
aacctggaac
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tccaaagatc
gggagaaaat
cagactcgca
cctgecccecct
cctttcagaa
tgagcagcta
gcttatgatg
cgattcagaa
tgtgcggcecag
tattctgcat
ccgcecgtgat
catgggtgta
acagaaatct
ggcagacctc
tatgagccag
gcccgeceace
cccgecgceta
ggatgtgatc
gtgcacgccc
aggcaccttt
tttaaaactg
ttaccacccc
ttcggcttge
ccgccaagaa
ggaactcaac
tgcagccgce
aggaggacag
cagaggaggt
acagcgctac
acgagaccgg
agggatacaa
ggggcaacat
gcaatgtttt
cagtctcgac
agaaaataca
caaacccgag
cggggtcaag
tgtttgtatc
ttcaacaagt
aggcgggaat
ttatcaacce
ttggctcage
ccaaatactt
aaattggccce
tcgagacgcece
caccctatgt
tatccagctc
tcagattgcc
aagttcgtct
tactccctct
cataccgaac
gcggctgage
cgggaactta
cacggagtgc
cagcggceceg
tgtaatcacc
aactgaatta
gaacaaaact
agaagctcaa
aaccggaggt
agtactagga
cttcactttc
cttgttttac
gacccagaaa
attaagtgcg
aataccttat

ttcgagggtc
ggcatggatg
gtactcaagc
aaagtcatga
gacatgcatg
acccgatggce
gececgtggtgce
accttgcgea
gcatgcaaga
gagaatcgcc
tacatccgeg
tggcagcaat
cttaaggttc
atcttceccag
agcatgctta
tgctgegeac
tggagtcact
gaggatgtga
caccggtccce
gaattgcaag
accccgggac
tatgaaatca
gtcatcaccc
tttctactga
acaaggttcc
gcccccagaa
tctggaggac
ggaagaagta
catctccget
acgcttcccg
gtcctggegg
atccttcacg
gcattactac
agataaagac
caacaagtgc
agttaagaaa
agcaggaact
acaagagcga
actgcgcget
tacatcatcc
caaatgggat
gcegggectt
ttggaacagt
gccgeectag
caggccgaag
cgtcacaggc
aacgacgagt
ggctgcggga
tcgcaaccec
gtctacttca
ttcgacgcga
tatctcggcet
ttgagttcat
ggattactat
tgctgatcga
ccggattgca
agactctcct
tttectgteg
cgactacacc
gagctccacg
attcttgcgg
ctagtggtgt
tttcgectttt
actgcacact
gatgggaatg
ccaccacatg
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tgggcaataa
agcatcacag
gaagcgtcga
cggcggtcat
acccagatgce
tgggcaccga
tggttaccgt
aactcgaaga
tatctaacgt
taggacaaag
attgtgtcta
gtttagaaga
tgtggacagg
agcgtctcag
acaattttcg
tgccctceega
gctacctgtt
gcggagacgg
tagcttgcaa
gccccagcag
tgtggacctc
agttctatga
agggggcaat
aaaagggtaa
ctcaggatgt
gatatggagg
agtctggagg
accgccgaca
ccgagtcgag
aacccaacca
gggcataaga
cggcgctact
cgtcacctcc
agcggcggceg
agcaacagga
tcggatcttt
gaaaataaaa
agatcaactt
gactcttaaa
tcgacatgag
tggcagcagg
ctatgatttc
cagctcttac
tgtaccagga
tccaaatgac
ctcggcataa
cggtgagctc
gatcttectt
gctcgggegg
accccttcte
ttagcgagtc
gcgacatcta
ctacttcgaa
cgaaggcaaa
gcgagaccag
tgaaagcctt
acggactgcc
tccaggactc
gcttttccag
gtctccctac
gtgggcttgt
tgtggtattg
ggaaccgggt
tacttttgceca
caggtccgtt
ggagccagga

24180
24240
24300
24360
24420
24480
24540
24600
24660
24720
24780
24840
24900
24960
25020
25080
25140
25200
25260
25320
25380
25440
25500
25560
25620
25680
25740
25800
25860
25920
25980
26040
26100
26160
26220
26280
26340
26400
26460
26520
26580
26640
26700
26760
26820
26880
26940
27000
27060
27120
27180
27240
27300
27360
27420
27480
27540
27600
27660
27720
27780
27840
27900
27960
28020
28080



gttcccgagt
aacactttca
ctatggcctce
tgccttctta
aacgccaata
tacatctctc
cccactagga
caaactggga
aacttgcaac
ttatggttat
gaaaaccacg
ttttacatct
tgcagcggtg
ctacaaaaaqg
ttttatacag
acttctgctc
caaggtggtc
gaccaacctg
aatgacaaag
gtactgccat
aacaatacaa
acaacttcac
ggaatatcta
cataaaggtg
tatggtgaac
ttaatgtttg
ttgcttecta
tggttattaa
accatcccga
caggctatac
gcctatagta
cttgcttgct
attaatataa
tggaatgctc
aacatgcaac
cctgctatta
ttccgccgag
acgcatcecgce
ccaatgcaaa
cgctactgac
ggtgggaatc
ctgctcctgce
agacctgcta
gcaataaggt
tggtattcta
tttagctcct
ccggctcagt
cccctttata
tcttacttta
gggaggggga
agcacccatt
tcaaaacaat
ttgtataaag
aattgtggaa
agggcttgtt
cacacaaaag
aactgaggaa
aactgtagcc
tactagggat
aagtctattt
tgcctatgcec
agctacgcectg
taaagtttaa
tcccatttga
ttagagatag
gggtcagtga

ggtacactgt
ttttttctga
ctagcaagga
ctgctttact
acaaagaaaa
atatttgtca
cataattaca
agcgttgatt
atacaaaatc
gacagataca
aaaatgccaa
cccaccacac
gcagtggtga
tttcatccta
ccatggtttc
gctcacacct
atgtcttttg
gtagattttt
gcttctatta
ctaccactcc
tttccaatce
atacaacaat
ttecttgtttt
atccattact
accaatcatg
cgctactttce
tgcacttttt
ttttttccaa
ataccgcaac
taccaatatt
ctccaccaga
atcgagaaaa
tctgttgcac
ccaatgcaca
atccaatagce
gttacttcaa
gatctgcteg
cagcagcagg
aaaggcatat
catcgcctct
aaccccatag
gattccatcg
ccaatgaatt
ctctgttgaa
aaccccgtte
ctcctgtacce
gactccttca
aacccagggt
aaatgtttaa
cttacagtgg
actaaaaata
aaactatgtg
gatagtatta
aacactaata
aatggctacg
acagcaaaca
tcagacttaa
agcagcaaag
agtgaaaact
cccttgaaca
atacaatttg
accacatccc
gtgtttttat
cagaatacac
acattgtttt
tagataaaaa

ctctgtccga
aatgtgcgat
caacatcgta
gtgcgtatgce
aatgccttaa
gcattgtcac
ctctcatagg
actttgatat
ttacattgat
gtagtcaata
atatggcaaa
ccgacgaaaa
tggcactaat
aaaaacaaga
cactaccaca
cactgtaact
gtggagaata
ctgcaacggc
tggaaccgac
agcacccecgc
aacctttgcc
ttccacttca
taccataacc
tagatttgat
gtacctagaa
acagcagtag
gcttttgtta
cttctagact
caaaatatcg
tttgcttcta
acaccttaga
atcagaaatc
cataatttca
tgatcatcca
gctaatagat
cctaaceggce
atatggacgg
aacgcgtggc
tctgtttggt
cttacgaact
ttatcaccca
agtgcaccta
aaaaaaaaat
attttctecc
agcggcatac
cacaatcttc
accctgtcta
ttatttcccc
ccccactaac
atgacactga
atcactctgt
ccaaattggg
acaccttatg
caaatgatgg
tgtctctagt
tccaattaag
aaattccact
cctttatgcece
acattcatgg
tttctataat
aatggaatct
cctttttctt
ttaaaatcac
caatctctcc
agattccaca
tccatcgcga
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ggtcctgacg
ctggccatgt
acgttctcca
atacacctgce
cctetttetg
tgcecgcectcac
acccccaatce
aatctgtaac
taatgttagce
tagaaattac
gattcgatcc
aaacatccca
aataatatgc
tctectacta
ttccttatge
ataggctcaa
tatgacaatg
agagacctaa
tataaaagta
acaactactt
gcgcttttaa
acaatcagca
tactacgcct
atttaatttg
atttcttctt
ccacagcaac
cttgcatctg
ggatccttgt
cggcacttct
ttgcttcect
aaatgcaaat
cccccaaatt
tttttgatat
caagacccag
tacgaaagtg
ggagatgact
ccgegtctca
caaagagctc
aaaacaagcc
tggcccccaa
acaaagtgga
caccctgctg
gattaataaa
agcagcacct
tttctccata
atgtctttct
cccctatgaa
aaatggcttc
aaccacaggc
tggtacctta
agaactatcc
aaatgggtta
gactggaata
caaacttact
tggtgtatca
attatatttt
taaaaataaa
aagtactaca
aatatgttac
gctaaacagc
aaatgcaagt
ttcttacatt
aaaattcgag
ccacgcacag
ttccaaacag
tagtctttta

gttccatccg
tcatgagcaa
ttgcttattg
ttgtaaccac
tttacagaca
ggacaaacag
acttcagagg
aaaacaaaac
aaagtttaca
ttggttcgtg
gatgacaatt
gattcaatga
atgcttttat
aggcttaaca
ttactagtct
actgcacact
gatggtttac
ccattatcaa
gtttagatta
tctctagcag
aacgcactgt
tcatcgctge
gctgctatag
ttcttttttt
caccatactc
cccagactgt
cgtatgtagce
gcgaattgcce
tagactcatc
acgctgtcectc
tccaacaacc
taataatgat
accccctatt
aggaacacat
aaccacaacc
gaaacactca
gaacaacgac
agagatgtca
aagatatcct
cgacaaaaat
gatactaagg
aagaccctat
aaatcactta
cacttccctce
ctttaaaggg
tcccagatga
gatgaaagca
acacaaagcc
ggatctctac
caagaaaaca
attggaaatg
aaatttaaca
aaccctccac
ttagtattag
gacactgtga
gactcttctg
tcttctacag
gcttatccct
tacatgacta
cgtatgattt
gaatctccag
acagaagacg
tagttatttt
ctttaaacat
tttcagagcg
aagcgctttc
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cattagtaac
acagtattct
cttgtgcget
tcgcatcaaa
tggcttctct
tcgtctctat
tcatctggac
caataatagt
gcggttacta
ttacccagtt
ctctagaaac
ttgcaattgt
atgcttgtceg
tttaatttct
cgcaactctg
aaaaggacct
aaaaccatgt
cgtgacagca
taacattatt
cagtgtcgct
gaataattct
agtgacaatt
aaaagacaaa
ttatttacag
atctgtgctt
ataggagcat
atagtctgcc
tacctgcgec
taaaaccatg
aaccccagcet
gtggtcattt
tgctggaata
tgattttgge
tcececcacaa
cccactactc
ccacctccaa
ttgcccaact
tccaaattca
acgagatcac
ttacctgcat
gttgcattca
gcggcctaag
cttgaaatca
ttcccaactc
gatgtcaaat
ccaagagagt
cctcccaaca
cagacggagt
agctaaaagt
tacgtgctac
gattagaaac
acggtgacat
ctaactgtca
taaaaaatgg
accaaatgtt
gaaatctatt
cgaccagtga
tcaacaccac
gttatgatag
cttccaatgt
aaagcaacat
acaactaaaa
gcctccacct
ttggatacca
agccaatctg
acagtccaac

28140
28200
28260
28320
28380
28440
28500
28560
28620
28680
28740
28800
28860
28920
28980
29040
29100
29160
29220
29280
29340
29400
29460
29520
29580
29640
29700
29760
29820
29880
29940
30000
30060
30120
30180
30240
30300
30360
30420
30480
30540
30600
30660
30720
30780
30840
30900
30960
31020
31080
31140
31200
31260
31320
31380
31440
31500
31560
31620
31680
31740
31800
31860
31920
31980
32040



tgctgcggat
cataatccga
tgcgtcgcetc
ttttaatagce
cactcaaatc
taaaagcgcet
aaagtttaat
cttttggcat
aacccaatat
gtgaaccctg
gagaatgaaa
tttttaactc
taaagctggc
cacaatctgg
aacgtggtaa
gcaaccttgt
gccctggcag
tagttcaagt
aaaactccat
aaccaagcaa
accatgttaa
ggcatctctc
tttcaaggtg
gaataccaaa
ttcccagata
ccaatccaca
ccctcataat
atcaattgac
catattatca
agtgcagtac
atattgggaa
ttgtagaaat
aatgcaatag
taaaaaaaaa
tccatcacaa
ttaaacaaca
tacaatccag
ataattatgc
acaggagaat
ccctctaaat
cacacaaacc
cctaaactga
gaaactgcgt
cctctttcte
ccgcececcettt
cacctcattt

gcgactccegg
aaacggtatc
cgtgcgactg
ccttaacatc
tttgcagtag
ccagccaaaa
ataaattaaa
gtgcatatta
aaccttccgg
ctgattacaa
aatatctata
ctcaggattt
agaacaagga
caacagcggqg
ctgggctctg
cataatggag
aacacactct
acagccacac
cgcatctaat
tgcaactgga
tttttattcc
gcceccactg
ctcaacggtg
agaaggagca
attttcagct
cattacaaac
gacaaaatat
atgceccttgg
ccaaactgct
aagcgcagac
ccaccagtaa
tgaataaaag
gttaccgcgce
acaagcgtca
gacaagccac
gcaccgaaag
acatgttagc
ttaatcgtaa
aaaaaatata
acacatacaa
acaagctcta
cgtaatggga
caccagggaa
acggtacgtc
taaccgttaa
acatattggc

agtttggatc
ggacgattgt
ctgtttatgg
aactttctgg
gtacaacaca
ctcatatctg
tgacgttccc
acaatctgtc
aaccacactg
tgacaatgaa
gtggcacaac
agaaacatat
agaccacgaa
tggtcttcag
gtgtaagggt
ttgcttcctg
tcttcgectt
tcttaagttg
tgttctgagg
ttgcgtttca
aaacgatctc
tgttggtgaa
gcttccaaca
ttttctaact
ttccagectt
aggtcccgga
cttgctcectg
ctctaagttc
tagccagaag
ctccccaatt
tatcatcgaa
aaaaatttgc
tgcgctccaa
tatcatagta
agggtctcca
ttcctcgegg
atcagttaag
gtatagcaaa
attatttctc
agcctcatca
aagtcactct
ctaaagtgta
aagtacagtt
acatcccatt
ccccacagcc
accattccat

acggtcatct
gtctcatcaa
gatcagggtc
tgcgatgcgce
ttattacaat -
atataatcgc
tcaaaaacac
tgtaccatgg
ccaacaccgce
gaacccaatt
atagacataa
cccagggaat
cacaacttac
tcatagaagc
gatgtctggc
acattctcgt
ctatcctgcc
gtcaaaagaa
aaatcatcca
agcaggagag
gcagtacttc
aaagcacagc
aagcctccac
cctcaatcat
gaattattcg
gggcgccctce
tgtcacctgt
ttctttaagt
cccececcggga
ggctccagca
gttgctggaa
caaaaaaaca
cattgttagt
gcctgacgaa
gctcgaccct
tgaccagcat
gagaaaaaac
gccaccccte
tgctgctgtt
gccatggett
ccaacctstc
aaaaatcccg
tcacttccge
aacttacaac
aatcaccaca
ctataaggta
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ggaagaagaa
acccacaagc
cacagtttcc
gcagcaacgc
attgtttaat
ccctgcatga
actacccaca
acaacgttgg
tcceecagece
ctctcegaccg
atgcatgcat
aggaagctct
actatgcata
tcgggtttca
gcatgatgtc
attttgtata
gcttagcgtg
tgctggcttce
cggtagcata
gagagggaag
aaattgtaga
taaatcaaaa
gcgcacatcc
catattacat
tgtcagttct
caccaccatt
agcgaattga
tctagttgta
acaagagcag
aaaacaagat
atataatcag
ttcaaaacct
tttgaattag
caggtggata
cgtaaaacct
gaataagtct
agccaacata
gcggatacaa
taggcaacgt
accagagaaa
cacaatatat
ccaaacccaa
aatcccaaca
gtcattttcc
cggcccacac
tattattgat

cgatgggaat
agccgcectgtc
tgaagcatga
attctgattt
aaaccataat
ccatcatacc
tacatgatct
ttaatcatgce
atgcattgaa
tgaatcactt
cttctcataa
tgcagaacag
gtcatagtat
ttttcctceac
gagcgtgcege
gcaaaacgcg
ttcegtgtga
agttgtaatc
tgcaaatccc
agacggaaga
tcgcgcagat
gaaatgcgat
aagaacaaaa
tcctgcacca
tgtggtaaat
cttaaacaca
gaatggcaac
aaaactctct
gggacgctac
tggaataagc
gcagagtttc
ctgggatgca
tctgcaaaaa
aatcagtctt
gtcatcgtga
tgatgaagca
gcectttgggt
agtaaaaggc
cgccceeggt
gtacagcggg
atacacaagc
cacacacccce
agcgtcactt
cacggccgcg
tttttaaaat
gatg

32100
32160
32220
32280
32340
32400
32460
32520
32580
32640
32700
32760
32820
32880
32940
33000
33060
33120
33180
33240
33300
33360
33420
33480
33540
33600
33660
33720
33780
33840
33900
33960
34020
34080
34140
34200
34260
34320
34380
34440
34500
34560
34620
34680
34740
34794

<210> 85

<211> 585

<212> PRT

<213> adenoviridae

<220>

<221> CADENA

<222> (1)..(585)

<223> /obsérvese="Proteina Fibra de Adenovirus de
serotipo 5"

<400> 85
Met Leu Leu Gln Met Lys Arg Ala Arg Pro
1 5 10

Ser Glu Asp Thr Phe Asn
15

Gly Pro Pro Thr Val Phe

30

Pro Val Tyr Pro Tyr Asp Thr Glu Thr Pro
20

25

Leu Thr Pro Pro Phe Val Ser Pro Asn Gly Phe Gln Glu Ser Pro Pro

73



Gly
Met

65
Asn
Thr
Ser
Asn
Lys
145
Leu
Leu
Gly
Leu
Thr
225
Thr
Leu
Ile
. Arg
Ile
305
Lys
Ala
Pro

Leu

Leu

val

50
Leu
Leu
Lys
Glu
Thr
130
Leu
Ala
Thr
Ile
Lys
210
val
Lys
Asn
Leu
Leu
290
Asn
Lys
Thr
Asn
Glu

370

Ser

35

Leu

Ala

Thr

Ser

Ala

115

Leu

Ser

Leu

Ile

Asp

195

Tyr

Ala

Val

Val

Asp

275

Gly

Tyr

Leu

Ala

Ala

355

Phe

Phe

Ser

Leu

Ser

Asn

100

Leu

Thr

Ile

Gln

Thr

180

Leu

Gly

Thr

Thr

Ala

260

Val

Gln

Asn

Glu

Ile

340

Pro

Asp

Asp

Leu

Lys

Gln

85

Ile

Thr

Met

Ala

Thr

165

Ala

Lys

Ala

Gly

Gly

245

Gly

Ser

Gly

Lys

Val

325

Ala

Asn

Ser

Ser

Arg

Met

70

Asn

Asn

Val

Gln

Thr

150

Ser

Ser

Glu

Pro

Pro

230

Ala

Gly

Tyr

Pro

Gly

310

Asn

Ile

Thr

Asn

Thr

Leu

55
Gly
val
Leu
Ala
Ser
135
Gln
Gly
Pro
Pro
Leu
215
Gly
Leu
Leu
Pro
Leu
295
Leu
Leu
Asn
Asn
Lys

375

Gly

40

Ser

Asn

Thr

Glu

Ala

120

Gln

Gly

Pro

Pro

Ile

200

His

Val

Gly

Arg

Phe

280

Phe

Tyr

Ser

Ala

Pro

360

Ala

Ala

ES 2372823 T3

Glu
Gly
Thr
Ile
105
Ala
Ala
Pro
Leu
Leu
185
Tyr
Val
Thr
Phe
Ile
265
Asp
Ile
Leu
Thr
Gly
345
Leu

Met

Ile

Pro

Leu

Val

90

Ser

Ala

Pro

Leu

Thr

170

Thr

Thr

Thr

Ile

Asp

250

Asp

Ala

Asn

Phe

Ala

330

Asp

Lys

Val

Thr

Leu

Ser

75

Ser

Ala

Pro

Leu

Thr

155

Thr

Thr

Gln

Asp

Asn

235

Ser

Ser

Gln

Ser

Thr

315

Lys

Gly

Thr

Pro

Val

Val

60
Leu
Pro
Pro
Leu
Thr
140
Val
Thr
Ala
Asn
Asp
220
Asn
Gln
Gln
Asn
Ala
300
Ala
Gly
Leu
Lys
Lys

380

Gly

74

45

Thr

Asp

Pro

Leu

Met

125

Val

Ser

Asp

Thr

Gly

205

Leu

Thr

Gly

Asn

Gln

285

His

Ser

Leu

Glu

Ile

365

Leu

Asn

Ser

Glu

Leu

Thr

110

Val

His

Glu

Ser

Gly

190

Lys

Asn

Ser

Asn

Arg

270

Leu

Asn

Asn

Met

Phe

350

Gly

Gly

Lys

Asn

Ala

Lys

95

val

Ala

Asp

Gly

Ser

175

Ser

Leu

Thr

Leu

Met

255

Arg

Asn

Leu

Asn

Phe

335

Gly

His

Thr

Asn

Gly
Gly

80
Lys
Thr
Gly
Ser
Lys
160
Thr
Leu
Gly
Leu
Gln
240
Gln
Leu
Leu
Asp
Ser
320
Asp
Ser
Gly

Gly

Asn



10

385

Asp
Leu
Gly
Leu
Phe
465
Tyr
Asn
Gly
Asp
Glu
545

Asp

Tyr

Lys

Asn

Ser

Ala

450

Asp

Trp

Ala

Lys

Lys

530

Thr

Trp

Thr

<210> 86

<211> 356
<212> PRT
<213> adenoviridae

<220>

Leu

Ala

Gln

435

Pro

Glu

Asn

Val

Thr

515

Thr

Gly

Ser

Phe

<221> CADENA
<222> (1)..(356)
<223> /obsérvese="Proteina fibra de Adenovirus de serotipo

<400> 86

Met
1

Leu

Pro Val

Thr

Glu

420

Ile

Ile

Asn

Phe

Gly

500

Ala

Lys

Asp

Gly

Ser
580

Leu
405
Lys
Leu
Ser
Gly
Arg
485
Phe
Lys
Pro
Thr
His
565

Tyr

Leu Gln Met

5

Tyr Pro Tyr

20

Asn Pro Gly Phe Ile

Val

35

Leu Thr Leu Lys

50

Leu Gln Leu Lys Val

65

Ser

Leu Glu Glu Asn

390

Trp Thr

Asp Ala

Ala Thr

Gly Thr
455

Val Leu
470

Asn Gly
Met Pro
Ser Asn
Val Thr

535

Thr Pro
550

Asn Tyr

Ile Ala

Lys Arg

Glu Asp

Ser Ser

Cys Val
55

Gly Ser
70

Ile Thr

Thr

Lys

Val

440

Val

Leu

Asp

Asn

Ile

520

Leu

Ser

ES 2372823 T3

Pro

Leu

425

Ser

Gln

Asn

Leu

Leu

505

val

Thr

Ala

Ile Asn

Gln Glu

Ala

Glu

Asn

40

Asn

Ser

Ala

585

Arg
Ser

25
Gly
Pro

Leu

Ala

Ala

410

Thr

vVal

Ser

Asn

Thr

490

Ser

Ser

Ile

Tyr

Glu
570

Pro

Ser

Phe

Leu

Thr

Ala

395

Pro

Leu

Leu

Ala

Ser

475

Glu

Ala

Gln

Thr

Ser

555

Ile

Ser

Ser

Ala

Thr

Val

75

Pro

75

Ser
Val
Ala
His
460
Phe
Gly
Tyr
Val
Leu
540

Met

Phe

16"

Glu
Gln
Gln
Thr

60

Asp

Leu

Pro

Leu

Val

445

Leu

Leu

Thr

Pro

Tyr

525

Asn

Ser

Ala

Asp

His

Ser

45

Ala

Thr

Thr

Asn
Thr
430
Lys
Ile
Asp
Ala
Lys
510
Leu
Gly

Phe

Thr

Thr
Pro

30
Pro
Ser

Ile

Lys

Cys
415
Lys
Gly
Ile
Pro
Tyr
495
Ser
Asn
Thr

Ser

Ser
575

Phe

15
Phe
Asp
Gly

Asp

Thr

400

Arg
Cys
Ser
Arg
Glu
480
Thr
His
Gly
Gln
Trp

560

Ser

Asn

Ile

Gly

Pro

Gly

80

Asn
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85 90 95

His Ser Ile Gly Leu Leu Ile Gly Ser Gly Leu Gln Thr Lys Asp Asp
100 105 110

Lys Leu Cys Leu Ser Leu Glu Asp Gly Leu Val Thr Lys Asp Asp Lys
115 120 125

Leu Cys Leu Ser Leu Gly Asp Gly Leu Ile Thr Lys Asn Asp Val Leu
130 135 140

Cys Ala Lys Leu Gly His Gly Leu Val Phe Asp Ser Ser Asn Xaa Ile
145 150 155 160

Thr Ile Glu Asn Asn Thr Leu Trp Thr Gly Ala Lys Pro Ser Ala Asn
165 170 175

Cys Val Ile Lys Glu Gly Glu Asp Ser Pro Asp Cys Lys Leu Thr Leu
180 185 190

Val Leu Val Lys Asn Gly Gly Leu Ile Asn Gly Tyr Ile Thr Leu Met
195 200 205

Gly Ala Ser Glu Tyr Thr Asn Thr Leu Phe Lys Asn Asn Gln Val Thr
210 215 220

Ile Asp Val Asn Leu Ala Phe Asp Asn Thr Gly Gln Ile Ile Thr Tyr
225 230 235 240

Leu Ser Ser Leu Lys Ser Asn Leu Asn Phe Lys Asp Asn Gln Asn Met
245 250 255

Ala Thr Gly Thr Ile Thr Ser Ala Lys Gly Phe Met Pro Ser Thr Thr
260 265 270

Ala Tyr Pro Phe Ile Thr Tyr Ala Thr Glu Thr Leu Asn Glu Asp Tyr
275 280 285

Ile Tyr Gly Glu Cys Tyr Tyr Lys Ser Thr Asn Gly Thr Leu Phe Pro
290 295 300

Leu Lys Val Thr Val Thr Leu Asn Arg Arg Met Leu Ala Ser Gly Met
305 310 315 320

Ala Tyr Ala Met Asn Phe Ser Trp Ser Leu Asn Ala Glu Glu Ala Pro
325 330 335

Glu Thr Thr Glu Val Thr Leu Ile Thr Sexr Pro Phe Phe Phe Ser Tyr
340 345 350

Ile Arg Glu Asp
355

<210> 87
<211> 325
5 <212> PRT
<213> adenoviridae

<220>
<221> CADENA
10 <222> (1)..(325)
<223> /obsérvese="Proteina fibra de Adenovirus de
serotipo 35"

<400> 87

15 Met Leu Leu Gln Met Lys Arg Ala Arg Pro Ser Glu Asp Thr Phe Asn

76



5

Pro Val

Asn Pro

Val Leu

50

Leu Gln

65

Thr Leu

His Ser

Lys Leu

Ile Cys

Tyr
Gly

35
Thr
Leu
Gln

Val

Cys

Pro

20

Phe

Leu

Lys

Glu

Glu

Ile

Lys

Val

Asn

Tyr Glu

Ser

Cys

Gly

Asp

Pro

Leu

Glu

Asn
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Ser

10

25

40

55

70

85

100

115

130

Pro Pro

145

Leu Thr

Ser Leu

Thr Ala

Leu Thr

Ile

Asn

Leu

Val

Asn

Ala

Lys

Cys

Val

Gly

Leu

Lys

Asp

Gln

Leu

Ile

Ser

Leu

Ser

Ile

Gly

Arg

Ile

Gly

Ile

Thr

Gly

Ala

Gly

Asn

Gly

Pro

Leu

Thr

Asn

Thr

Phe

Leu

Thr

Ala

Ser

Thr

Thr

vVal

75

90

105

120

135

150

165

180

1385

210

Glu

Thr Ala Thr

225

Thr

Ile

Pro

Val

Pro

305

Tyr

Thr

His

Leu

Ala

290

Glu

Ile

<210> 88
<211> 325
<212> PRT

Ala
Gly
Asn
275
Tyr

Ser

Thr

Ile

Glu

Val

Gln

Ser

vVal

Ser

Leu

Asp

Val

Lys

Asp

Arg

Leu

Asn

Glu

Asn

Thr

Leu

Gly

Thr

Asn

Val

Gly

Leu

Leu

Thr

Gly

Pro

Leu

Lys

Trp

Asn

Gln

Gln

Thr

Asp

Ile

Glu

Phe

Thr

His Pro

Ser Pro

45

125

140

155

170

185

200

215

Ser Glu Thr

Tyr

Ile

260

Ile

Ala

Asn

Glu

Pro
245
Cys
Ser
Ile

Ile

Asp
325

230

Phe

Tyr

Ile

Gln

Met
310

Val

Asn

Tyr

Met

Phe

295

Thr

Lys

Ala

Thr

Met

Leu

280

Glu

Leu

Tyr

Ile

Ser
Thr
Thr
265
Asn

Trp

Thr

Asn

Phe

Pro

Ser

Thr

250

Ser

Ser

Asn

Thr

77

Leu

Gln

Asp

Leu

Thr

Val

Met

Lys

205

220

Thr Gly

Asp Thr

Thr Lys

Thr Gln

110

Asn Asn

Gly Ile

Asn Asp

Asn Gly

Phe Thr

190

Ser Ser Gly

Asn Lys

15

Phe

Asp

Gly

Asp

Asn

Asn

Gly

Asn

Gly

Tyr

175

Gln

Asn

Ser

Ile

Gly

Ser

Gly

80

Asn

Asn

Asp

Pro

Lys

160

Val

Lys

Leu

Ser

Lys Ala Phe Met Pro Ser

235

Arg
Tyr
Aré
Leu

Ser
315

Asp

Asp

Met

Asn

300

Pro

Ser
Arg
Ile
285

Ala

Phe

Glu

Ser

270

Ser

Ser

Phe

240

Asn Tyr
255

Leu Phe
Ser Asn

Glu Ser

Phe Ser
320



10

<213> adenoviridae

<220>

<221> CADENA
<222> (1)..(325)
<223> /obsérvese="Proteina fibra de Adenovirus de

serotipo 51"

<400> 88

Met

1

Pro
Asn
Val
Leu

65

Thr

His

Lys

Leu

Val

Pro

Leu

50

Gln

Leu

Ser

Leu

Leu

Tyr

Gly

35

Thr

Leu

Gln

Val

Cys
115

Gln

Pro

Phe

Leu

Lys

Glu

Glu

100

Ala

Met

Tyr

Ile

Asn

Val

Asn

85

Leu

Lys

Lys

Glu

Ser

Cys

Gly

70

Ile

Ser

Leu

Arg

Asp

Pro

Leu

55

Gly

Arg

Ile

Gly
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Ala

Glu

Asn

40

Thr

Gly

Val

Gly

Asn
120

Arg

Ser

Gly

Pro

Leu

Thr

Asn

105

Gly

Pro

Thr

Phe

Leu

Ile

Ala

90

Gly

Leu

78

Ser

Ser

Thr

Thr

Val

75

Pro

Leu

Lys

Glu

Gln

Gln

Thr

60

Asp

Ile

Glu

Phe

Asp

His

Ser

45

Thr

Asp

Thr

Thr

Asn
125

Thr

Pro

Pro

Gly

Thr

Lys

Gln

110

Asn

Phe

15

Phe

Asp

Gly

Asp

Asn

Asn

Gly

Asn

Ile

Gly

Pro

Gly

80

Asn

Asn

Asp



Ile

Pro

145

Leu

Ser

Ser

Leu

Thr

225

Thr

Ile

Pro

Val

Pro
305

Tyr

Cys

130

Pro

Thr

Leu

Ala

Thr

210

Ala

Thr

His

Leu

Ala

290

Glu

Ile

Ile

Asn

Leu

Val

Thr

195

Asp

Thr

Ala

Gly

Asn

275

Tyr

Ser

Ile

Lys

Cys

val

Gly

180

Ile

Glu

Ser

Tyr

Ile

260

Ile

Ala

Asn

Glu

Asp

Gln

Leu

165

Val

Gln

Ser

Glu

Pro

245

Cys

Ser

Ile

Ile

Asp
325

Ser

Ile

150

Val

Ser

Leu

Asn

Ala

230

Phe

Tyr

Ile

Gln

Ala
310

Ile

135

Val

Lys

Asp

Arg

Leu

215

Ala

Asn

Tyr

Met

Phe

295

Thr
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Asn

Glu

Asn

Thr

Leu

200

Lys

Thr

Thr

Met

Leu

280

Glu

Leu

Thr

Asn

Gly

Val

185

Tyr

Ile

Ser

Thr

Thr

265

Asn

Trp

Thr

Leu

Thr

Gly

170

Asn

Phe

Pro

Ser

Thr

250

Ser

Ser

Asn

Thr

79

Trp

Asp

155

Leu

Gln

Asp

Leu

Lys

235

Arg

Tyr

Arg

Leu

Ser

315

Thr

140

Thr

Val

Met

Ser

Lys

220

Ala

Asp

Asp

Thr

Asn

300

Pro

Gly

Asn

Asn

Phe

Ser

205

Asn

Phe

Ser

Arg

Ile

285

Ala

Phe

Ile

Asp

Gly

Thr

190

Gly

Lys

Met

Glu

Ser

270

Ser

Lys

Phe

Lys

Gly

Tyr

175

Gln

Asn

Ser

Pro

Asn

255

Leu

Ser

Glu

Phe

Pro

Lys

160

Val

Lys

Leu

Ser

Ser

240

Tyr

Val

Asn

Ser

Ser

320
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REIVINDICACIONES
1.Un adenovirus recombinante, que comprende una delecién en la regiéon E1, volviendo dicha delecion a dicho
adenovirus incompetente para la replicacién donde dicho adenovirus es un adenovirus humano de serotipo 11
(Ad11).

2.Un adenovirus recombinante segun la reivindicacion 1, donde dicho adenovirus comprende un gen de interés.

3. Un adenovirus recombinante segun la reivindicacion 2, donde dicho gen de interés es incorporado en la posicion
de la delecion E1.

4. Un acido nucleico que codifica un adenovirus recombinante segin una cualquiera de las reivindicaciones 1-3.
5. Una célula que comprende un acido nucleico segun la reivindicacion 4.

6. Una célula segun la reivindicacion 5, que completa los elementos necesarios para la replicacion adenoviral que
estan ausentes del acido nucleico segun la reivindicacion 4.

7. Una célula segun la reivindicacion 6, que se origina a partir de una célula PER.C6 cell (nUmero de consigna
ECACC 96022940).

8. Un método para producir un adenovirus recombinante segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, que

comprende expresar un acido nucleico segun la reivindicacion 4 en una célula segun una cualquiera de las
reivindicaciones 5-7, y cosechar el adenovirus recombinante resultante.
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Figura 6: Secuencia completa de Ad35

CATCATCAAT AATATACCTT ATAGATGGAA TGGTGCCAAT ATGTAAATGA GGTGATTTTA AAAAGTGTGG

71 GCCGTGTGGT GATTGGCTGT GGGGTTAACG GTTAAAAGGG GCGGCGCGGC CGTGGGAAAA TGACGTTTTA
141 TGGGGGTGGA GTTTTTTTGC AAGTTGTCGC GGGAAATGTT ACGCATAAAA AGGCTTCTTT TCTCACGGAA
211 CTACTTAGTT TTCCCACGGT ATTTAACAGG AAATGAGGTA GTTTTGACCG GATGCAAGTG AAAATTGCTG
281 ATTTTCGCGC GAAAACTGAA TGAGGAAGTG TTTTTCTGAA TAATGTGGTA TTTATGGCAG GGTGGAGTAT
351 TTGTTCAGGG CCAGGTAGAC TTTGACCCAT TACGTGGAGG TTTCGATTAC CGTGTTTTTT ACCTGAATTT
421 CCGCGTACCG TGTCAAAGTC TTCTGTTTTT ACGTAGGTGT CAGCTGATCG CTAGGGTATT TATACCTCAG
491 GGTTTGTGTC AAGAGGCCAC TCTTGAGTGC CAGCGAGAAG AGTTTTCTCC TCTGCGCCGG CAGTTTAATA
561 ATAAAAAAAT GAGAGATTTG CGATTTCTGC CTCAGGAAAT AATCTCTGCT GAGACTGGAA ATGAAATATT
631 GGAGCTTGTG GTGCACGCCC TGATGGGAGA CGATCCGGAG CCACCTGTGC AGCTTTTTGA GCCTCCTACG
701 CTTCAGGAAC TGTATGATTT AGAGGTAGAG GGATCGGAGG ATTCTAATGA GGAAGCTGTG AATGGCTTTT
771 TTACCGATTC TATGCTTTTA GCTGCTAATG AAGGATTAGA ATTAGATCCG CCTTTGGACA CTTTCAATAC
841 TCCAGGGGTG ATTGTGGAAA GCGGTACAGG TGTAAGAAAA TTACCTGATT TGAGTTCCGT GGACTGTGAT
911 TTGCACTGCT ATGAAGACGG GTTTCCTCCG AGTGATGAGG AGGACCATGA AAAGGAGCAG TCCATGCAGA
981 CTGCAGCGGG TGAGGGAGTG AAGGCTGCCA ATGTTGGTTT TCAGTTGGAT TGCCCGGAGC TTCCTGGACA
1051 TGGCTGTAAG TCTTGTGAAT TTCACAGGAA AAATACTGGA GTAAAGGAAC TGTTATGTTC GCTTTGTTAT
1121 ATGAGAACGC ACTGCCACTT TATTTACAGT AAGTGTGTTT AAGTTAAAAT TTAAAGGAAT ATGCTGTTTT
1191 TCACATGTAT ATTGAGTGTG AGTTTTGTGC TTCTTATTAT AGGTCCTGTG TCTGATGCTG ATGAATCACC
1261 ATCTCCTGAT TCTACTACCT CACCTCCTGA TATTCAAGCA CCTGTTCCTG TGGACGTGCG CAAGCCCATT
1331 CCTGTGAAGC TTAAGCCTGG GAAACGTCCA GCAGTGGAGA AACTTGAGGA CTTGTTACAG GGTGGGGACG
1401 GACCTTTGGA CTTGAGTACA CGGAARACGTC CAAGACAATA AGTGTTCCAT ATCCGTGTTT ACTTAAGGTG
1471 ACGTCAATAT TTGTGTGAGA GTGCAATGTA ATAAAAATAT GTTAACTGTT CACTGGTTTT TATTGCTTTT
1541 TGGGCGGGGA CTCAGGTATA TAAGTAGAAG CAGACCTGTG TGGTTAGCTC ATAGGAGCTG GCTTTCATCC
1611 ATGGAGGTTT GGGCCATTTT GGAAGACCTT AGGAAGACTA GGCAACTGTT AGAGAGCGCT TCGGACGGAG
1681 TCTCCGGTTT TTGGAGATTC TGGTTCGCTA GTGAATTAGC TAGGGTAGTT TTTAGGATAA AACAGGACTA
1751 TAAACAAGAA TTTGAAAAGT TGTTGGTAGA TTGCCCAGGA CTTTTTGAAG CTCTTAATTT GGGCCATCAG
1821 GTTCACTTTA AAGAAAAAGT TTTATCAGTT TTAGACTTTT CAACCCCAGG TAGAACTGCT GCTGCTGTGG
1891 CTTTTCTTAC TTTTATATTA GATAAATGGA TCCCGCAGAC TCATTTCAGC AGGGGATACG TTTTGGATTT
1961 CATAGCCACA GCATTGTGGA GARACATGGAA GGTTCGCAAG ATGAGGACAA TCTTAGGTTA CTGGCCAGTG
2031 CAGCCTTTGG GTGTAGCGGG AATCCTGAGG CATCCACCGG TCATGCCAGC GGTTCTGGAG GAGGAACAGC
2101 AAGAGGACAA CCCGAGAGCC GGCCTGGACC CTCCAGTGGA GGAGGCGGAG TAGCTGACTT GTCTCCTGAA
2171 CTGCRARCGGG TGCTTACTGG ATCTACGTCC ACTGGACGGG ATAGGGGCGT TAAGAGGGAG AGGGCATCCA
2241 GTGGTACTGA TGCTAGATCT GAGTTGGCTT TAAGTTTAAT GAGTCGCAGA CGTCCTGAAA CCATTTGGTG
2311 GCATGAGGTT CAGAAAGAGG GAAGGGATGA AGTTTCTGTA TTGCAGGAGA ARTATTCACT GGAACAGGTG
2381 AAAACATGTT GGTTGGAGCC AGAGGATGAT TGGGCGGTGG CCATTAAAAA TTATGCCAAG ATAGCTTTGA
2451 GGCCTGATAA ACAGTATAAG ATCAGTAGAC GGATTAATAT CCGGAATGCT TGTTACATAT CTGGAAATGG
2521 GGCTGAGGTG GTAATAGATA CTCAARGACAA GACAGTTATT AGATGCTGCA TGATGGATAT GTGGCCTGGA
2591 GTAGTCGGTA TGGAAGCAGT CACTTTTGTA AATGTTAAGT TTAGGGGAGA TGGTTATAAT GGAATAGTGT
2661 TTATGGCCAR TACCAAACTT ATATTGCATG GTTGTAGCTT TTTTGGTTTC AACAATACCT GTGTAGATGC
2731 CTGGGGACAG GTTAGTGTAC GGGGGTGTAG TTTCTATGCG TGTTGGATTG CCACAGCTGG CAGAACCAAG
2801 AGTCAATTGT CTCTGAAGAA ATGCATATTC CAAAGATGTA ACCTGGGCAT TCTGAATGAA GGCGAAGCAA
2871 GGGTCCGTCA CTGCGCTTCT ACAGATACTG GATGTTTTAT TTTAATTAAG GGAAATGCCA GCGTAAAGCA
2941 TAACATGATT TGTGGTGCTT CCGATGAGAG GCCTTATCAA ATGCTCACTT GTGCTGGTGG GCATTGTAAT
3011 ATGCTGGCTA CTGTGCATAT TGTTTCCCAT CAACGCAAAA AATGGCCTGT TTTTGATCAC AATGTGTTGA
3081 CCAAGTGCAC CATGCATGCA GGTGGGCGTA GAGGAATGTT TATGCCTTAC CAGTGTAACA TGAATCATGT
3151 GAAAGTGTTG TTGGAACCAG ATGCCTTTTC CAGAATGAGC CTAACAGGAA TCTTTGACAT GAACACGCAA
3221 ATCTGGAAGA TCCTGAGGTA TGATGATACG AGATCGAGGG TGCGCGCATG CGAATGCGGA GGCAAGCATG
3291 CCAGGTTCCA GCCGGTGTGT GTAGATGTGA CCGAAGATCT CAGACCGGAT CATTTGGTTA TTGCCCGCAC
3361 TGGAGCAGAG TTCGGATCCA GTGGAGAAGA AACTGACTAA GGTGAGTATT GGGAAAACTT TGGGGTGGGA
3431 TTTTCAGATG GACAGATTGA GTAAAARATTT GTTTTTTCTG TCTTGCAGCT GACATGAGTG GAAATGCTTC
3501 TTTTAAGGGG GGAGTCTTCA GCCCTTATCT GACAGGGCGT CTCCCATCCT GGGCAGGAGT TCGTCAGAAT
3571 GTTATGGGAT CTACTGTGGA TGGAAGACCC GTTCAACCCG CCAATTCTTC AACGCTGACC TATGCTACTT
3641 TAAGTTCTTC ACCTTTGGAC GCAGCTGCAG CCGCTGCCGC CGCCTCTGTC GCCGCTAACA CTGTGCTTGG
3711 AATGGGTTAC TATGGAAGCA TCGTGGCTAA TTCCACTTCC TCTAATAACC CTTCTACACT GACTCAGGAC
3781 AAGTTACTTG TCCTTTTGGC CCAGCTGGAG GCTTTGACCC AACGTCTGGG TGAACTTTCT CAGCAGGTGG
3851 CCGAGTTGCG AGTACAAACT GAGTCTGCTG TCGGCACGGC AAAGTCTAAA TAAAAAAAAT TCCAGAATCA
3921 ATGAATAAAT AAACGAGCTT GTTGTTGATT TAAAATCAAG TGTTTTTATT TCATTTTTCG CGCACGGTAT
3991 GCCCTGGACC ACCGATCTCG ATCATTGAGA ACTCGGTGGA TTTTTTCCAG AATCCTATAG AGGTGGGATT
4061 GAATGTTTAG ATACATGGGC ATTAGGCCGT CTTTGGGGTG GAGATAGCTC CATTGAAGGG ATTCATGCTC
4131 CGGGGTAGTG TTGTAAATCA CCCAGTCATA ACAAGGTCGC AGTGCATGGT GTTGCACAAT ATCTTTTAGA
4201 AGTAGGCTGA TTGCCACAGA TAAGCCCTTG GTGTAGGTGT TTACAAACCG GTTGAGCTGG GAGGGGTGCA
4271 TTCGAGGTGA AATTATGTGC ATTTTGGATT GGATTTTTAA GTTGGCAATA TTGCCGCCAA GATCCCGTCT
4341 TGGGTTCATG TTATGAAGGA CTACCAAGAC GGTGTATCCG GTACATTTAG GAAATTTATC GTGCAGCTTG
4411 GATGGAAAAG CGTGGAAAAA TTTGGAGACA CCCTTGTGTC CTCCGAGATT TTCCATGCAC TCATCCATGA
4481 TAATAGCAAT GGGGCCGTGG GCAGCGGCGC GGGCAAACAC GTTCCGTGGG TCTGACACAT CATAGTTATG
4551 TTCCTGAGTT AAATCATCAT AAGCCATTTT AATGAATTTG GGGCGGAGCG TACCAGATTG GGGTATGAAT
4621 GTTCCTTCGG GCCCCGGAGC ATAGTTCCCC TCACAGATTT GCATTTCCCA AGCTTTCAGT TCTGAGGGTG
4691 GAATCATGTC CACCTGGGGG GCTATGAAGA ACACCGTTTC GGGGGCGGGG GTGATTAGTT GGGATGATAG
4761 CAAGTTTCTG AGCAATTGAG ATTTGCCACA TCCGGTGGGG CCATAAATAA TTCCGATTAC AGGTTGCAGG
4831 TGGTAGTTTA GGGAACGGCA ACTGCCGTCT TCTCGAAGCA AGGGGGCCAC CTCGTTCATC ATTTCCCTTA
4901 CATGCATATT TTCCCGCACC AAATCCATTA GGAGGCGCTC TCCTCCTAGT GATAGAAGTT CTTGTAGTGA
4971 GGAAAAGTTT TTCAGCGGTT TTAGACCGTC AGCCATGGGC ATTTTGGAAA GAGTTTGCTG CAAAAGTTCT

=
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TCCCGACGGT
TTTACTTTGC
ATTACTTGAA
CTTCAAGCTG
CCTGACATTG
TCAGAAAARA
GGCCCTCTTG
GCTGCTGCAG
GAGGAGACAA
GGACGTGAAA
ARARTCAACA
CCTGGACATT
GATGAAGGAT
ATGCCCGTCT
CGCTTACGCA
CACCGTCAGT
GTCCAACGTG
TCGCACCGCG
TAACACCGGT

CGGTGATAGC
CGCGTACGCG
GCGCGCGCAG
TGGAGGARCG
GCGGCTARCG
TTTTGCTGGT
CGTGCTGCGA
GTCCCTGCAA
AGGGCGAAGG
TTCTCGCGAG
CGAGCTTCCC
AGGATTTCGA
ATCGGCTTAC
CTGATTGCCC
ACCCTACTAG
CAGAGAGGCG
AGTATCATAG
GCTTGGGAAA
AGATGGGTTC
GACAGAATGC
TGCAAAGAGC
GCAGCCTAGT
GAAGGCGAGG
CAGCARGCAC
ATTGGACCCA
CCAGGCCAAC
GTCCTGGCCA
ACGCTCTCTT
AGATGTACGC
TTAAATGCTT
GTGCTTTGAG
TCAGACTAGC
GGAGTGCATG
TACTGTTGGT
CCTGTATCGC
CGCGCTTTGG
AARAGATCCC
GGGATTGTTT
CCCAGCATGT
TGAACTCTGA
CGAATATGAC
CTTTCTGATC
TCATGGGTGC
TGTACGTAGC
TCCTTGCTCA
GTAGATGGAR
CCGTAGACGC
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CGTAGATGTA
GTTCCAARTG
TCATTGATGC
TGAACGGGTT
TGGTATTGGC
TTCCGAATGG
CAGATGCGCC
CTACTGCAAC
ACTGGCACGT
GCGTATGTGC
GCTTTAACGC
AGTTGATGAA
GAGCAGACAG
GCGAAGAAGT
CAARCCTCTG
CTGCTGARCA
TGCAGGAGCG
ATATTACGCT
TACATGCGCA
ATCGCGCGGT
TCTGACTGGA
CGCAGGGCTC
AGGAAGAGGG
CGGATCCCGC
GGCCATGCAA
CGTCTATCGG
TCGTGRACGC
AGAACGCGTG
GAAGCCGTGT
TCTTGAGTAC
ACTGATGGTA
AGACAGGGCT
CCCCGGTAGG
AGCTCCTTTC
GAAGCCATAG
GACAGGARGA
TCCTCAATAT
CTGATGCAAG
ATGCCAGTAA
TTATTTCACC
ATGCCCGACC
ATCGCACGTG
TACCGCGGCT
AGCGAAGTGG
GACCGGCAAG
GACTTATGCT
CAGCGCCATG

AGCGTGTTGG
TGTTGTGARA
ATTATCTGTG
CCTTCGTACG
TTGTGCCTCC
GTACGATACC
GACCACAGCA
CCATTAACTT
CGTGAACGAG
GCTGCAGTTG
CAGAAGGCAA
AGTGGGTAGA
GGATGGGATC
TCTTACTGCC
ACAGCCATTT
GATGTAGATG
AAGCTAAGGC
TTTTGCGCCA
CTCACTATTC
CAGCCTATCG
GCTCACCACC
CCTGTCACTT
TCTCAAAGAG

ACTTGGGTGG
AAAAATAARA
TCTAGTATAA
AGAGCGTGAT
GCGATACCTG
ACCAGGTTGT
ACTTCTTGAC
TGATGAACGA
TATATGTTTA
GGGATACTTA
CTTTTCAGTT
CAGAATGGARG
CCGAAACCAA
TGGCTGCGGA
CAAGAGGGTT
CCTATGAGAA
ARACATAGTT
ACACCTGTTC
AACCTGTAGA
CAGTTGGTAT
TCAGATGTCA
TCCGCTCCAC
CTTCTACARC

CGTCTTCAAC
GAARACGTTC
TGACCGTTAC
CGTCCTTTCA
TGGGGTCTGC

CGCTTTCCTG
CTGCTCTCAC
TGACGCCAGA
AGCCGCACTT
GCGCTCCAAG

CCTGGACATC
TTGCGTAGCG
TCTATAGACA
GGGTCGCGGT
ACTCCCGTCT
CAGGGAAGTG
CCCAACAACA
TGCCGCCGTG
CTAGGTGCGC
CCCAACAGAA
GGGTCGTGAG
GTGACAGGGA
TAAAGGAAGA
TACCCTTGGT
ACCGCCCAGC
TCACCGAACC
GAGCCTGGGC
CGCARARTCT
TGACGCTCAA
TAGCGCCAGC
GCTGGAACCG
TGAGCGCCGC
CGAGTACTTG
AATGCGGGCG
CGTATCATGG
CCATCATGGA
GTTGGTGGAG
GCTCGCTACA
CTCAGCGCGA
TCAGCCTGCT
TCAGAAGTAC
TGCAGACGGT
AGAAAGAGCA
ACCGACAGCG
GGCARAGTCA
CACTGGCAGT
GCTCTTACTG
AGGGGGCAAC
CCGACCTTTC
ARTGCCATCT
CTAATGACGG
GAAAAAGGAA
GAGCCCGAGT
GTAGAATAAG
AGAAAAAAAT
CAGGATCACA
ACAGACAGAG
GAGAGGAAGG
AAGAAAAARCT
TGAGGCGAGT
GCAGCAGCAG
GCACCTACGG
ATCTGGTGGA
CACGGTGGTG
TCGCGGTGGG
GTAACAAGTT
TGATCACAAG
ACTATGACTA
TGCTTGAAAG
GTTGATCATG
GTGGATTTTA
TTAAGATTTT
CAGTAAGAAA
GCCAGCGACT
CGACTGCAGA
AAAAGATAGT
CTTTCGTACA
CCTGCGGAGC
TAGACAAGTC
GAACAAGCTG
AGAACCAGAT
AGATCACGGG
CGCCGCACCT
TCTAAAARAA
CAAGATGTAC
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CAGGTGATTC
GCATGAAGTA
CGGAGAAAAT
GTACCCCGGT
CGACCCAGCC
AGTCCTATTT
GCCCCCCTCG
AGCGGTGCGG
CTTCGCCCGA
CCTATTTAGA
CTGCGTCACG
TCAGTCCTGC
GCGTAACTTC
TTGATGCATT
TGTTTCTGGT
CGAGGGGAGA
CTGGCCGAGA
ACAAGACTCC
GGTCTTGACC
AGGAGGCGCG
AGGGTGAGAA
GACGGCAGGA
GAAGACTGAT
GCGCTGCAGA
CGTTGACGAC
AGCTGTAGTG
AACARAGCTA
ACAGTAGCAR
AAGGTTCCAG
AATGTGCCGC
CTCAGAGCGA
ARATCTGAGC
ACCGTGTCTA
GTAGCATCGA
GGTGGACGAG
TTGGAAGCCA
CGGAGGAGGA
TCCGACTGCA
ATTAACAAAC
TAAACCCGCA
ATTTCTGTGG
GGCGGTGATA
CTGCAAGTCC
TCGCCCGAGT
TTCCCAARCA
GAGACGAGCC
GGGTCTTGTG
GGCAACCCGT
CACCAAGGCC
CGTGCTAGGC
CAGGCGACGG
AGGGCAGAAR
CAACAAGTCG
CAGAACAATG
GCGGTCAGCT
CAAAGCGCGT
CAGGATATTT
TTGATTTGAT
TGACATTGGT
CCTGGAGTGT
CCGAGAGTCG
GTATGAAGAT
GARCAAARAG
CTRACAAGGGT
ATCATTATTG
AAGAATAGAR
ATTATGGCGA
AGAGCAGGTT
AGTAACTACC
TGTACTCCCA
TTTAATCCGT
ACCCTGCCGT
GTCCCTACGT
AARAATGTCC
GGAGGCGCAC

CTGCGGCGGT
GTTCATTGTA
GAAAGCGTTC
TCGAGACTTG
TACAAAAATC
TTITTTTTTT
CAGCAGCAGC
GACAGCCCGC
GCGGCATCCG
GACAGAAGCG
GTTTGGACCG
CAGGGCACAC
CAAAAGTCTT
TGTGGGATTT
GGTGCAACAC
TGGTTGTATG
AGGTAGCTGC
ATACGTTCCC
CTGAGCGATG
AGTTAAGCGA
TTACTTCGAC
TGTGAGCTTC
GGCACAACCC
GCCAGCCGTC
TCGCAACCCC
CCTTCCCGAT
TTCGTCCAGA
TGTGCAARCC
CGTGATGCCA
GTGGTCAACA
AGTGTATCAG
CAAGCTTTTA
GCTTGTTAAC
CCGTAATTCC
CAGACCTATC
CTCTGARACTT
GAGGATCCTT
GCACTGGACA
TGCTGGACTA
CTGGCTGCCC
GACGACGTGG
GAATGCATTC
TTTTCCTAGT
TTAATGGGCG
ATGGAATAGA
TGGGATCATG
TGGGACGATG
TTGCTCATTT
ATGGCGACGA
GGAGCGGTGG
CGGTGATGCA
CAGCATTCGT
GCGGACATTG
ACTTTACCCC
AAAGACCATC
GTGATGGTGT
TGGAATATGA
GAACAATGCC
GTTAAGTTCG
ATACGTATGA
TTTGAGCAAC
TTAGAAGGTG
CCAARATAGA
TGCTAACGCT
GCCGATGTGT
GCTATAATGT
TCCCGAARAA
TACTGGTCGC
CTGTGGTGGG
GCAGCTCCGC
CCGCCGGCGC
TGCGCAGCAG
GTACAAGGCA
ATTCTTATCT
GCAARACGTTC
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15471
15541
15611
15681
15751
15821
15891
15961
16031
16101
16171
16241
16311
16381
16451
16521
16591
16661
16731
16801
16871
16941
17011
17081
17151
17221
17291
17361
17431
17501
17571
17641
17711
17781
17851
17921
17991
18061
18131
18201
18271
18341
18411
18481
18551
18621
18691
18761
18831
18901
18971
19041
19111
19181
19251
19321
19391
19461
19531
19601
19671
19741
19811
19881
19951
20021
20091
20161
20231
20301
20371
20441
20511
20581
20651

TACCCAACAT
GTTCGAACCA
CTACATCTAC
CCGGCGAAGG
AGAGCTAGAC
GCAGGTCCCG
CAATGTATAC
‘TAGAAGATAC
AAATGCTGCA
CAAGCGGGTT
TTTGCCCCAC
TGGTCTTTAC
TGATATTCTT
AAGGATGAGA
AGCAAGTGTT
ACTGATGGTA
CCTGAGGTTA
TTCCCACTGA
GGATCCATGG
GGTCCAGCAA
GCACTCGCTA
TCGCCGTAGA
GAACCTTTGA
CTTGCAGATA
GTAGAAGAGG
GGGTGGTTTT
GTGGCGGTTC

CCCGTGCGTG
CCGTCGATGRA
TGTGGATGCA
CGCATTGCCR
GCGTGGGGCG
CAGGCAAGCA
TGGGTGCGTG
TGAGCAGTCT
GGTTATCGCA
AAAAAGGACA
GGCGACGCGT
ACCCGGCGAG
GAGCAGGCGG
CAGTGTCAAT
ACCCGTAACT
CCCAAACGCC
AAGTGAGACC
AAGTATGGAR
ATGCCCATGC
GTCTGTTGAT
CTATCGCAGC
CGCACAAGCA
CACTGCCGCG
TGGCCCTCAC
GATGTTGGGA
TTACCAGCCT
AGGCCTCGCA

ACTCTGACAC
CCGCGACACG
CCTTCAATTG
AGCTTGGAAC
GTCGATGGGA
ACAGTCGTTT
AAARCGAGGC
TCTTATGAGG
TGARACCTTC
CGCTTCTARG
CCAAATGCGC
GCTGCTTTTA
ACAGCAGCAG
GATGCTGCCC
GTGCAGTTCG
CGACCCACGA
CAATACATAC
ACGTTCTTTG
ACTCTCTGGC
CGCAGGCAAT
GTAARAAGCCG
CTAARACCCAT
AGACGGAAAA
TCCTATGCGA
AAATTGAATA
TGTCATGTAT
GACACAAGTT
ATAACTTTAT
GTTAAATGCA
GGCGACAGAA
TTGAAAATCA
AACCAGTTAC
ACAAGTGAGA
TCCTTTATTC
AGAAARACAAA
AACATTGGTG
GCTTGCGTTA
ATTCTTCGCT
GTGAACATGG
GCATCAACCT
GAATGACACC
AATGCAACCA
GACTGAAAAC
TCCCTACCTG
GTGAGCTGGC
AAGGCTACAA
CATCGGCTAT
CAGCCCATGA

TCCTGGTCCT
GCACGAAGCC
GAGCAGTATC
AGCAGTACAG
TAGCTTCCGG
GGACCCGCCG
GACAAGCGTC
AAGCARCGAA
TCAGTTGCAT
CCTGTCGCTG
ACTGGCARAR
ATTAAATATG
AGGRARARAG
CAATGGGCAT
CCCGCGCCAC
TGTGACCACC
TCTTACAAAG
ACATTAGGGG
TCCTAAAGGC
GGTGAAGAAG
AGGCTCAAAT
CTATGCAGAT
ACCGAAGAGT
AGCCTACTAA
TGATATTGAC
GCAGAAAATG
CCGAAGCTAA
TGGACTCATG
GTGGTTGACT
CCAGATACTT
TGGTGTGGAA
AAATCAATAG
TCGGACAGGG
CAATGTGGCT
AACACCTACG
CCAGGTGGTC
CCGATCTATG
GTTAAAAACC
TTCTACAGAG
CTATGCTACT
AATGATCAGT
ATATTCCCAT
CAAAGAAACT
GATGGTACCT
CTGGAAATGA
CGTAGCCCAA
CAGGGCTTCT
GCAGGCAGGT

Figura 6. continuacion

TTCGCGGACA
TGTAATCGAT
GTTATTGACA
GACGCCACCG
AAGAGCCATG
GCCGCTGTCG
ACGCTGCCAC
CCGATGTTGT
CCTGAAGTCT
AAAAAGAAGA
GCAATGGCGT
CGTTCARGCG
CTGACCGATT
ACCCTTGGAT
CCGCGAACAG
AGAAGTTGGA
CATTAAGCAG
GTGCAAACTG
CTATTACARC
GCCCAATTAT
CGAAACAGTA
AACCGACTCC
TGCGCGTTAC
TTGTCGCCTT
CGCGGAATGC
TAATTCCAAT
ACGACATTGA
GTGACTATGT
GTACATGGGC
TGGAGCGGGC
GACAGGCGCT
CATCAATGGA
CCAGCAACCC
CGCGTCCCGA
GCTTGGRATG
CGACCCGTCA
CCCCGARACC
TACTCTGAAC
GAGTAGCGCT
GAAGAGGTCG
ACATGCACAT
AGACACCTAC
GACCGTAGCC
TGCGGTACAC
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TTTTCGCGCT
CAGGTGGTTG
GTGTAGTGGC
AGCTACCACT
CTTAGGGCGG
CAGCGGCGAC
CGGTCAACGT
GTCCCAGCGG
ACGGCCAACC
GGAAGATGGC
GGGCGCAAAG
CTACTTTTAA
AGGCGAGTTT
CATGGAAATC
GTGTTAAACG
GGACGTTTTG
GTAGCGCCTG
AACCCGCAAA
TGACGCCGCC
GTTGTACACC
CCTCCCGCCG
CGGCGCCCTG
CATCCGAGTA
CGCGTTCCCA
GACGCTACAG

CCATGGGGTG
CCGACGLCCCG
TGACGCTCGC
GCCATGCGAG
CCAGACGTGC
TATTGCCGAC
GTACCCGTGC
CGAGGATGTC
GTTGAAGGAT
GATGATGGGC
TTCGACATGT
GCGTTCCTAT
GCTTATGGCA
CCACCCCTAG
CGAAGGTGAA
GAGAAAGTAA
GTCTGGGGGT
GCCTACTGCC
GGTCCCACTC
CATCTATTAT
TCGCCGCAAG
GTGCGGCAAG
TCATCACTTA
TCACTGGTTA
GCGACGGCGT

TATCGCTGCT
CATTGGAAAR
TTTCTTAGAG
ACCTGGAGCG
TTAAAAATTT
TAGAAATAAA
GTGGTAGATT
CAGGTGARAT
TTTGGAAGAG
CCCACCACTA
CCTTGGATTT
AGTCGCCGTA
AGCATCGTGG
TAACTTGCCT
TGCGTCGACG
CGCCGGACAG
TTCAATCTGG
AGCGGCTCAT
CCTGGCCGTG

GCAATTGGCG
AARACGTATA
ATGGAAGACA
ACATCGGCAC
TGGCTCAACC
CTTAAAGACC
TGGCTAACCA
GCAAGTGGAG
ACGCTGGTGA
GACCGATAGC
GCCCCCTCCC
GCCAGGTCAC
GTCTAGGCGT
ATCTGTGTAT
CTGAGTTACT
GATGCTTCGG
GARATAAGTT
GTTGCGCTTC
GGCGACAACA

CGTGTTGGAC
GCTCCAAATG
ARCATGAARC
TACAAAAGAG
AAACTTTATC
ATGGAGGCAG
TTTAAAAGGT
ATGGAATTTT
TAGGTTTGGA
TTTGGGACAA
TACTATAACA
TGCAGGACAG
TAGCATGTGG
GATGAACTTC
TTCCAAATGG
TAATTTGTTT
CTGTATCTCC
ACTACATGAA
TCTGGATGCC
CTTCTGGGTA
TGCTGCTTCT
TTCCCTCGGT
TTTTTCCCCA
CATTCAACGA
TTCCATTCCT
CCCTCTTTGG
TCTACCTGAA
CAGGTTACTA
TGCAACATGA
ACATTCCAGA
GGTTGATGAG

AGAGGTCCCA
CATCTCAATG
AGAGGAGAAA
GGCTTACCAA
AGCCAGARCC
GGCTCTARAG
GGTCAGGCARA
TTGATAACTC
AACGCCAGAC
CAGTCTATGC
GTACTGGTAA
AAACACAGAA
AATCAGGCTG
CCAACTATTG
AGAAGATAAT
GCCATGGARA
CAGACTCGTR
CGGGCGGGTG
ATGGACAATG
ACGGACGTTA
CCCAGGCTCC
AACGACCTGC
TGGCTCACAR
CTACCTATCT
TCTCGCAACT
GGTCTGGATT
CCACACTTTT
TCTCCTARCG
CCAAAGACTG
AGGATACAAR
GTCAATTACA

GTTTCAAACC
GATTGCAAAA
ACTGCTACTT
TAGGTTTGGA
TCAAGTGGGA
CCTACTACTA
AACCGAAAAA
ATCGCAAAGA
ACTCATGTAG
CCAACAGACC
CATGGGGGTG
CTTTCTTACC
TGGACAGTTA
TTTTCCACTG
AATAATTGGA
TTAACCTTCA
CARRTACACC
GTGCCGCCAT
TCAACCCATT
TGTGCCTTTC
TACACTTATG
GGGTAGATGG
CACCGCTTCC
GCAGCTAACA
GGGCGGCTTT
TGACCCCTAC
AAGAAGGTTT
AATTTGAAAT
GTTCTTGGTA
GATCGCATGT
AAGACTTCAA

89

CCCTCAAGGG
TAATTATACT
AARCTATGCTC
CCGCAAGAGC
AGCTTCGGGC
ATGGCCCAAT
GCACCCGTCC
CAAGCGCAAA
GAAAAAAAAC
TGGCGGAGTT
GTTGAGACCT
GATGAGGTGT
AGCGTAGTAG
TCTTAAACCG
GATTTGTATC
AAGTGGATCC
ACAAACTGTA
ACCTCCACTG
GAAGATCCCG
TCCTACTCCT
ACACCTGCAA
TGTACCGCAA
ATCAATGTTG
CCGAGGAAGA
GCTATCCGCA
CGATACCAGG
AATAAAAAAA
TCAATTTTTC
GAGCCAACTG
ATAAAAACAT
AGAACTTCCA
GGCTGTGCAG
GAAGAAATTC
CGCGCGTAGA
CCCAATGGCC
CCTGCTGCTA
GTCCCGGGGG
GCAAAGTGTA
ATGTGTCATT
TTCAAGATGG
AGTACCTGAG
TAGARATCCC
GTGCCCGTTG
GAGTGCTGGA
CTATTCTGGT
GGCGTACCAA
ACACTTTTGC
GATTTCAGCT
GATGAAACTT
ACATGAAACC
CTCGGAACCG
RCAAARCTTCA
TGTACAAACC
CAACTACATT
CTGGCTGGTC
AACTCTTGCT
TGATCCTGAT
GACGGCATAG
AAGAACCTGA
AGCCAATCTA
CCGTCCAATG
CTCTAGTAGA
CAACCACCAC
CACATACAAG
AGTGGAACTT
CGCCAGCATC
ACCCTTGARG
TGCTCTACCC
CAGAGGCTGG
TTTGTCTATT
CCATCATGTT
AAARGCGCACT
CAGATGCTCG
ATTCATTTTT
GGCCGTCGCC

CCGCACTCGC
CCTACTGCGC
GACGTAAGAG
TCTGCTACGA
GCCAGCGCCG
CGCGAAGAGG
CCCTCGCACT
TACAAGGAAG
CCCGCAAAAT
TGTGCGCGAG
GGAACTTCGG
ACGGGGATGA
AATAACTTCC
GTCACTTTGC
CCACTATGCA
AGATATTCAA
GACATTAAGA
AAGTGCAAAC
ACGAAAGTAC
GGTTACCGAG
ATCGCAGTCG
TGGTAGTGCG
CCGCTGCCTC
AACTCGCGCC
AGCAATTGCG
CATAGCTTCC
AATACAATGG
ATCCTTGGCT
AACGGGGGCG
ACGGGAACAA
ACAAAAAGTA
ARAAAGATAA
CTCCGCCAGA
TGAACCGCCT
ACCGGGGTGA
CTGCTGTACC
CGCTCCTCGT
AAACGCCGTC
ACACGCCGTC
CCACCCCATC
TCCGGGTCTG
ACCGTAGCGC
ACCGGGAGGA
TATGGCCAGC
ACGGCTTACA
CTGCAGCAGC
CAATGCTCCT
GAAAACGAAT
GGACTGACCT
CTGTTACGGG
TCGAGTGAARA
GTCCTARAAT
TGGAACAGAA
GGCTTCAGAG
AAGCGTCTCA
TGACTCTCTG
GTACGTGTTA
GTGTTCCAAC
AGTAAATGGA
TGGCGAAGTT
TCACTCTTCC
CACCTATGTG
CGTAACGCTG
TGCCTCAAAA
TAGGAAGGAT
AGTTTCACGA
CCATGCTGCG
CATTCCTGCC
TCATTTACCA
CTGGTTCTAT
TGACTCTTCA
GTGGATGGCG
CCAACTACAA
CAGAAACTTC
ATACCCTACC



20721 AACACAACAA
20791 CTATCCCTAT
20861 ACCATGTGGC
20931 TGCTCTATGC
21001 GCTTTATCTT
21071 GTCTACCTGC
21141 CAGCTGCAAC
21211 CCTGGGTTGC
21281 CTCGCCTGTG
21351 ACCCACGTTC
21421 CCAGTTTGAA
21491 AAATCTACCC
21561 CCTTTGTGCA
21631 CAACATGCTT
21701 AATACCCATT
21771 ATGTTCAATA
21841 CTCTGGATTA
21911 TACGTTGCGG
21981 GGCAGGATGT
22051 AATCACAATT
22121 CAGCGACGGA
22191 TTGGCAATGC
22261 TGCAATCGCA
22331 CATGAAAGCA
22401 CTGCTCGAAA
22471 GCACCACACT
22541 TCCGTTCTCG
22611 TTCAGCTTGC
22681 GGGCGATCTG
22751 ACTAGTGAAA
22821 TCGTGTTGCT
22891 GACACATCAC
22961 GGCAGCAGCT
23031 ACGATGCGCA
23101 CTTGACTGAT
23171 AGGACTGICG
23241 GTAGAAGAAC
23311 GGCTGCGGTC
23381 GCGGTCGCTT
23451 AAACTCAGCC
23521 GCAGAGCTTA
23591 TCTCATGACA
23661 CACCGGTGGA
23731 AGCAGATARC
23801 GAAGACGCGC
23871 AAGTGCCCAT
23941 CAAACGTCAG
24011 GAAGTACTGG
24081 CCCGCGCCGA
24151 TCCAAAGATC
24221 GGCATGGATG
24291 GAAGCGTCGA
24361 GGACCAGTTA
24431 GGTAAACCAG
24501 AGCGTCGCAA
24571 CGATTCAGAA
24641 GCATGCAAGA
24711 TAGGACARAG
24781 TCTCTACCTG
24851 AAAGAGCTTG
24921 CTTCCGACCT
24991 TATGAGCCAG
25061 TGCTGCGCAC
25131 GCTACCTGTT
25201 CTTGCTGGAG
25271 ATGAGCGAAA
25341 CTGGGCAAAG
25411 TTACCACCCC
25481 GTCATCACCC
25551 AAAAGGGTAA
25621 CCCAACGACG
25691 CAGTCAGGCA
25761 RACGAGGAGG
25831 ACAGCGCTAC
25901 ACGCTTCCCG

CTCTGGCTTT

CCACTCATTG
GCATACCGTT
CAACTCAGCT
CTCTTCGAAG
GTACACCGTT
CATGGCCTGC
GGACCCTATT
CCATTGTAAA
TAACACCTGC
TATGAGGGTC
AGACCGTGCA
CTGGCCTGAC
CATTCTCCTA
CGCCTTATTT
ATGACTCATG
CTTATTTATT
AACTGATACT
CACTCCACAG
AGGACCAGTG
TGTCTCACGC
TGAACGGGGT
GTGCAGGGGG
TCATATTGCT
ACTGGTTAGC
TCTGCCCCAG
CTGGCCACAT
CCTCATAATC
AGAAARAGAA
GTTAACTGGA
CAGGCATTAG
TTCCATGCCT
CCTTTAGCCA
CGGGCGGGTA
GTCTTGCATG
CTCCGTTCCG
CTGACCCCAC
CGACCTGGAA
AACTGATTTC
ATTGCTGTCA
AGCATTCCAC
TGCAGAATAA
ACACGAGGAA
TATCACCAAG
TCCTTAAACA
CAGTGTGGAA
CCAAACGGCA
CTACCTATCA
TGCCCTACTC
TTCGAGGGTC
AGCATCACAG
GGTCACACAC
CTCATTAAGC
TGGTCAGTGA
GCTTATGATG
ACCTTGCGCA
TATCTAACGT
CGTGCTGCAC
TGCCACACGT
ACAAGCTCTT
GGCAGACCTC
AGCATGCTTA
TGCCCTCCGA
CCGTCTGGCC
TGCCACTGCC
CCCAGATAAT
TTTARAACTG
TATGAAATCA
AGGGGGCAAT
GGGGGTCTAC
AGAAAACAAG
GAGGAGGCGG
CAGAGGAGGT
CATCTCCGCT
AACCCAACCA

Figura 6. continuacion

GTGGGTTACA
GAACAACTGC
CTCGAGCAAC
CATGCTCTGG
TTTTCGACGT
CTCGGCCGGT
GGATCCCAAA
TTTTGGGAAC
TACGGCCGGA
TACCTTTTTG
TCCTGCGCCG
GGGCCCCCGT
CGTCCCATGG
AAGTCCAGCC
TCGCTCTCAT
TAAACAACGT
TACAAGTCGA
TGGGTTGCCA
CTTTCTGGTC
CTCTGAGCGC
TTGCCAGCAC
CATCTTGCAG
ATCAGTATCA
TGRAAGCCTG
TGCACAGCCG
CGGTTTTGGG
CCATCTCGAT
ATTGCAGCCA
TGTATCATTC
TGCCTCGGTG
TTTARARACAG
TTCTCCCAARG
GAGGGTCATC
GCTGAARCCC
GGGATATGTT
GAGACAGGGA
ACGGCGACAG
GGCGGATGAC
CTTCGCGGCT
ACATCGCCAC
CGCCCAGTCC
AARAGCGARAA
GAGTTGAAAC
ATGCTGGAAA
TCTAGCAAGA
GAGCTCAGCT
CCTGCGAGCC
CATCTTTTTT
AATCTGGGAC
TGGGCAATAA
CGTTCTGGTG
TTCGCATATC
GCGCAAGTCC
TGAGCAGCTA
GCCGTGGTGC
AACTCGAAGA
GGRACTCACC
AGCACCCTTA
GGCAAACCGG
ACAGAAATCT
ATCTTCCCAG
ACAATTTTCG
CTTTGTGCCT
AACTATCTCT
GCTGCAATCT
AGGCACCTTT
ACCCCGGGAC
AGTTCTATGA
TCTGGCCCAA
CTTGACCCCC
AAGTTGAAGG
AGGAGGACAG
GGAAGAAGTA
CCGAGTCGAG
GCGCTTCCAA
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TGGCTCCGAC
CGTAAATAGT
TTCATGTCTA
ACATGACCTT
GGTCAGAGTG
ARCGCTACCA
ACGGCTCCAG
CTACGATAAG
CGTGAGACGG
ATCCTTTTGG
CAGCGCTCTT
TCTGCCGCCT
ACGGAAACCC
CACCCTGTGT
CGTACACACA
GTTCAATAAA
ATGGGTTCTG
CTTGAATTCG
AGCTGCAARG
GAGAGTTGCG
GGTGGGATCT
GTCTGCCTAC
TCTTGGCCTG
CTGGGCTTTA
GCATCATTCA
TGATTTTGGT
AATCTGCTCC
TGAGGCCACA
CCTGCAGARA
CTCTTCGTTT
GTTCTAAGTT
CAGACACCAG
TTTAGCGATC
ACTGCTACRA
TGGTCTTCCT
GGATTGTGRC
GTGTTTTTCT
TGGCAGAACC
GGCCATTGTG
GAGTGCCATC
TGCCACCACC
GAGTCTGAGA
GCTTTCTAGA
TAGGGATCAG
CAGTCGCTCA
GCGCCTACGA
AAATCCTCGC
AAAAATCAAA
CTGGTTCACG
TGAGACTCGG
GAATTGGAAG
CCGCTGTCAA
CCTTTCAGAA
ACCCGATGGC
TGGTTACCGT
GAATCTGCAC
AACCTGGTTT
AGGGGGAAGC
CARTGGGTGTA
CTTAAGGTTC
AGCGTCTCAG
CTCTTTCATC
CTCACCTACC
CCTACCACTC
GTGCACGCCC
GAATTGCAAG
TGTGGACCTC
GGACCAATCA
TTGCAARGCCA
AGACCGGCGA
TGCAGCCGCC
TCTGGAGGAC
ACCGCCGACA
GAACCCGGCG
GACCGGTARG

CATGCGCCAA
GTTACGCAGA
TGGGGGCCCT
TGAGGTGGAT
CATCAGCCAC
CGTAAGAAGC
CGAGCAAGAG
CGCTTCCCGG
GGGGAGAGCA
ATTCTCGGAT
GCTACCAAGG
GCGGACTTTT
CACCATGAAA
GACAATCAAA
TCGAAAGGGC
CATCACTTTA
ACGAGAATCA
GGAATCACCA
CTCCAAGCAG
GTACACCGGA
GCAATCATGC
CCATGGCGGG
ATCCTGTCTG
CTACCCTCGG
CACAGCAGCG
TCGCTCGGGA
TTCTGAATCA
ACGCACAGCC
TCTTCCCATC
ACGTACTGGT
CGTTATCCAG
GGGCAAGCTA
TTCTCAATGC
GTTGCGCCTC
TGGCTTCTTT
GTTTCGCTCA
TCGGGGGCAG
CCTTCCGCGT
TTCTCCTAGG
ACATCTCGTC
TCTACCCTAG
CAGACATCGA
GAGAGAGGAT
AACACCGACT
TAGTCARGGA
GCTTAACCTT
TTAAACTTTT
AAATTCCAGT
CTTACCTGAT
GCCGCARATG
GCGATAATGC
CCTGCCCCCT
GACATGCATG
TGGGCACCGA
AGAACTAGAG
TACACTTTTA
CCTACATGGG
CCGCCGTGAT
TGGCAGCAAT
TGTGGACAGG
GGTTACTTTG
CTGGAACGCT
GCGAGTGCCC
GGATGTGATC
CACCGGTCCC
GCCCCAGCAG
CGCCTACTTG
CAGCCTCCAA
TCCAAAAATC
GGAACTCAAC
GCCCCCAGAA
AGTCTGGAGG
AACAGTTATC
GCGTCCCAGC
ARGGATCGGC
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GGTCAACCCT
AAAAGTTCTT
TACAGACTTG
CCCATGGATG
ACCGCGGCAT
TTCTTGCTTC
CTCAGAGCCA
GGTTCATGGC
CTGGTTGGCT
GATCGTCTCA
ACCGCTGTAT
CTGCTGCATG
TTGCTAACTG
AAGCACTCTA
CACTGCGTTC
TTTTTTTACA
GAATGACCCG
ACTTGGGAAC
GTCAGGAGCC
TTGCAGCACT
CCACATCCAG
CACCCAATTA
ATTCCTGGAT
TATARAACAT
GGCGTCATTG
TTCTCCTTTA
TAATATTGCC
TGTACATTCC
ATCGTGCTCA
GACAGATGCG
CCTGTACTTC
ATCGGATTCT

ATCCCGCTAA
GTGTGACAGA
GGACAGAATA
AGCCCAaccCCT
CATCGAGGCA
TTGCAAATAG
TTGTCCAAGA
CCCCGATAAG
TTCGGTTGGA
AACAGATTTA
TACGCTGGAR
TTCCTTCACG
GAGTGCCAAA
CCATTTTCTT
GACCGTATGG
TGTATCAAGG
CAGGCAGTGA
CGGTATATCG
GAAATCTTGA
GAAACACCAT
ATCTTCAGCA
GGCTTGTGGT
ACACGGCTCT
CCCGCAGGAC
TTGGCTATTT
AGGCTCGTTG
ATGCAGGCAC
CAATTATGGT
GTGTCTTGTG
CTTGTATTGT
TCCATCAGCA
TAACAGTGCA

TTCTTTTGCC
TTCTCTTTCT
TTGGGGGGTA
CCATTACCAA
AGGTGGAGGC
TCGGGGGTGT
CAGAGAAACA
CTCAGCGACG
AAGATAAGGA
GCAAGACCCG
GAAAACTGCC
ACCTCATAGG
TGCATTATTG
TTTTCACCTC
ATCCAGCTTT
CTCCTGCCGC
ATAGCTTCCT
CTCTGCAAAA
CAGACTCGCA
AAAGTCATGA
ACCCAGATGC
CTCTCCCCGG
TGTCTCCGAC
GACACGGCTT
TATTCTGCAT
TACATCCGCG
GTTTAGAAGA
GTTCGACGAG
CGAAACGGAT
CCGGTATCCT
CCCGCCGCTA
GAGGATGTGA
TAGCTTGCAA
CCAAGGCGAT
CGCAAGTTTG
AGGCCGAACT
CCGCCAAGAA
ACARGGTTCC
GATATGGAGG
AAGACAGTTT
CTCGGCTGCG
AGTAGATGGG
AGGGATACAA

ATCCTTCTCA
TCTTCGCTGT
TCGGAGGAGG
CTGACTGTCG
GATTGCGAAG
GCTCCCTGTG
ACAGACATGG
AGGAAAAGGA
GGTCGACGCA
GGCTATGTGA
CAAAACAGCG
GCTTGACGGG
GACAGAACTG
GTACTCCCCC
TGCTGTGCCA
GCTAATCGCA
TGGAAGAGGT
GGGAGAAAAT
GTACTCARAGC
CGGCGGTCAT
CTGTGATGAG
GATTTGGAAG
GTTTCTTTAC
TGTGCGGCAG
GAGAATCGCC
ATTGTGTCTA
ACAGAACTTG
CGCACCGTCG
TGCCTGACTT
GCCCGCCACC
TGGAGTCACT
GCGGAGACGG
CCCCCAGTTG
GGGTCTTCTC
CTCCGGAAGA
TTCGGCTTGC
TTTCTACTGA
CTCAGGATGT
AAGATTGGGA
GGAGGAGGAA
GAGACAAGCA
ACGAGACCGG
GTCCTGGCGG
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GGGCATAAGA
TGCTATTCCA
CTATAGCCAG
AGCGGCAGTT
CAAACCCGAG
AGCAGGAACT
AGATCAACTT
GAGTAGGCAG
CCCacCGCCTT
CCCGCATGAA
CCAAATACTT
GCCGCCCTAG
TCCAAATGAC
TATAAAACGC
CTACGACCAG
TGACTTTGGA
TACTCCCTCT
TTCGACGCGA
GCGACATCTA
CTCCCCAAGG
GCCTGCAACG
CTACTGCATT
AACTGAATTA
TTTCCTGTCG
GCTTTTCCAG
AGAAAACCCT
TGCTACCTAT
ACTAGTCTTG
GACCCAGAAA
GATGGGAATG
GGAGCCAGGA
AACACTTTCA
CTAGCAAGGA
GTGCGTATGC
CCTCTTTCTIG
GGACAAACAG
TCATCTGGAC
AACTTGCAAC
GACAGATACA
ATATGGCAAA
AAACATCCCA
ATGCTTTTAT
TTTAATTTCT
ACTTCTGCTC
ATGTCTTTTG
CTGCAACGGC
TATAAAAGTA
TCTCTAGCAG
GAATAATTCT
GGRATATCTA
ATCCATTACT
GTACCTAGAA
CCACAGCAAC
CGTATGTAGC
TACCTGCGCC
CAGGCTATAC
CTCCACCAGA
ATCAGAAATC
TTTTTGATAT
AGGAACACAT
CCCACTACTC
TTCCGCCGAG
CAGCAGCAGG
TCTGTTTGGT
TGGCCCCCAA
GATACTAAGG
GCGGCCTAAG
GCAATAAGGT
ARCCCCGTTC
CACAATCTTC
CCCCTATGAA
ACACAAAGCC
AGCTAAAAGT
AGCACCCATT
AARCTATGTG

ATGCCATCAT
CCATGGGGTG
CAAATCCCGA
AGAARATACA
AGTTAAGAAA
GAAAATAAAA
CAGCGCACTC
CGACCGCGCT
ACATGTGGAG
TTGGCTCAGC
TTGGAACAGT
TGTACCAGGA
TAATGCAGGT
CTGATGATCA
ACGGAATCTT
AAGTTCGTCT
GTCTACTTCA
TTAGCGAGTC
GACCACTGCC
ATCACCCTCA
AATTTTCTCC
TGTAATCACC
AGACTCTCCT
TCCAGGACTC
ARGCATTTTC
TGGGTGGAAG
ACACACCTTG

CTCCTGCTTG
AACTTTCCGC
CAGTCTCGAC
CAACAAGTGC
TCGGATCTTT
AACCGATCTC
TCGAGGACGC
TATTCAAAAA
TTATCAACCC
GCCGGGCCTT
CAGCTCTTAC
AAGTCCCGCT
GCGCAGTTAG
GAGGCCGAGG
TCAGATTGCC
TCGCAACCCC
ACCCCTTCTC
AGTGGACGGC
GCCGCTTTCG
AGGTCCGGCC
CAGCGGCCCG
CCGGATTGCA
ACGGACTGCC
TGTTAACTTC
CCTACTAATA
CGGGCCTTGT
CTTCACTTTC

CTTGTTTTAC
ACTGCACACT
CAGGTCCGTT
GTTCCCGAGT
TTTTTTCTGA
CAACATCGTA
ATACACCTGC
TTTACAGACA
TCGTCTCTAT
CAAACTGGGA
ATACAAAATC
GTAGTCAATA
GATTCGATCC
GATTCAATGA
ATGCTTGTCG
TTTTATACAG
GCTCACACCT
GTGGAGAATA
AGAGACCTAA
GTTTAGATTA
CAGTGTCGCT
ACAACTTCAC
TTCTTGTTTT
TAGATTTGAT
ATTTCTTCTT
CCCAGACTGT
ATAGTCTGCC
ACCATCCCGA
TACCAATATT
ACACCTTAGA
CCCCCAAATT
ACCCCCTATT
TCCCCCRCAA
CCTGCTATTA
GATCTGCTCG
AACGCGTGGC
AAAACAAGCC
CGACAAAAAT
GTTGCATTCA
AGACCTGCTA
CTCTGTTGAA
AGCGGCATAC
ATGTCTTTCT
GATGAAAGCA
CAGACGGAGT
GGGAGGGGGA
ACTAAAAATA
CCAAATTGGG

Figura 6. continuacion

TTTCGCTTTT
TACTTTTGCA
GAAATTACAC
GGTACACTGT
AATGTGCGAT
ACGTTCTCCA
TTGTAACCAC
TGGCTTCTCT
CCCACTAGGA
AGCGTTGATT
TTACATTGAT
TAGAAATTAC
GATGACAATT
TTGCAATTGT
CTACAAAAAG
CCATGGTTTC
CACTGTAACT
TATGACAATG
CCATTATCAA
TAACATTATT
AACAATACAA
ATACAACAAT
TACCATAACC
ATTTAATTTG
CACCATACTC
ATAGGAGCAT
TGGTTATTAA
ATACCGCAAC
TTTGCTTCTA
APMATGCARAT
TAATAATGAT
TGATTTTGGC
AACATGCAAC
GTTACTTCAA
ATATGGACGG
CAAAGAGCTC
AAGATATCCT
TTACCTGCAT
CTGCTCCTGC
CCAATGAARTT
ATTTTCTCCC
TTTCTCCATA
TCCCAGATGA
CCTCCCAACA
TCTTACTTTA
CTTACAGTGG
ATCACTCTGT
AAATGGGTTA
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CATGAGTGCG
GCAATGTTTT
AGATAAAGAC
AGCAACAGGA
CCAACCCTGT
TGCGTTCGCT
CGAGGCTCTC
AGGCGGGAAT
CAAATGGGAT
CTATGATTTC
CACCACGCCC
CCCACCACTG
CTGGCGGCTC
TATCCAGCTC
GGCTGCGGGA
GCTCGGGCGG
CGGATCTCCT
TACGATTGAT
CTGCTTTGCC
CACGGAGTGC
TGCTGATCGA
TGAAAGCCTT
GCTTCTTCAA
ACCTTTCCTA
CTACTTTCAA
AGTACTAGGA
CTAGTGGTGT
GGAACCGGGT
CCCGACACAA
ACAATAACAA
CTCTGTCCGA
CTGGCCATGT
TTGCTTATTG
TCGCATCAAA
TACATCTCTC
CATAATTACA
ACTTTGATAT
TAATGTTAGC
TTGGTTCGTG
CTCTAGARAC
TGCAGCGGTG
TTTCATCCTA
CACTACCACA
ATAGGCTCAA
GATGGTTTAC
CGTGACAGCA
GTACTGCCAT
TTTCCAATCC
TTCCACTTCA
TACTACGCCT
TTCTTTTTTT
ATCTGTGCTT
TTGCTTCCTA
TTTTTTCCAA
CAAAATATCG
TTGCTTCCCT
TCCAACARCC
TGCTGGAATA
TGGAATGCTC
ATCCAATAGC
CCTAACCGGC
CCGCGTCTCA
AGAGATGTCA
ACGAGATCAC
GGTGGGAATC
GATTCCATCG
AARAARAAAT
AGCAGCACCT
CTTTAAAGGG
CCAAGAGAGT
CCCCTTTATA
AAATGTTTAA
ATGACACTGA
AGAACTATCC
AAATTTAACA

GGGGCAACAT
GCATTACTAC
AGCGGCGGCG
GGATTAAAGA
ATGCCATCTT
CACCAGAAGT
TTCAACAAGT
TACATCATCC
TGGCAGCAGG
TCGAGTTAAT
CGCCAACACC
TATTACTTCC
CACCCTATGT
AACGACGAGT
GATCTTCCTT
AATCGGGACC
GGGCACTACC
GTCTGGTGAC
CGGGAACTTA
GGATTACTAT
GCGAGACCAG
TGCTGTCTTA
CCCGGATTTT
CTCACAAACT
AACCGGAGGT
ATTCTTGCGG
TGTGGTATTG
TCTGCCAATT
GCCGCATCTG
AACCTGGAAC
GGTCCTGACG
TCATGAGCAA
CTTGTGCGCT
AACGCCAATA
ATATTTGTCA
CTCTCATAGG
AATCTGTAAC
AAAGTTTACA
TTACCCAGTT
TTTTACATCT
GCAGTGGTGA
AAAAACAAGA
TTCCTTATGC
ACTGCACACT
AAAACCATGT
AATGACAAAG
CTACCACTCC
AACCTTTGCC
ACRATCAGCA
GCTGCTATAG
TTATTTACAG
TTAATGTTTG
TGCACTTTTT
CTTCTAGACT
CGGCACTTCT
ACGCTGTCTC
GTGGTCATTT
ATTAATATAA
CCAATGCACA
GCTAATAGAT
GGAGATGACT
GAACAACGAC
TCCAAATTCA
CGCTACTGAC
AACCCCATAG
AGTGCACCTA
GATTAATARA
CACTTCCCTC
GATGTCAART
CCGGCTCAGT
AACCCAGGGT
CCCCACTAAC
TGGTACCTTA
ATTGGAAATG
ACGGTGACAT

91

ATCCTTCACG
CGTCACCTCC
ACCTCCAACA
TTACAGCCAA
CCAGCAGAGT
TGTTTGTATC
ACTGCGCGCT
TCGACATGAG
CGCCTCCCAG
GATATACGCG
TTAATCCCAG
TCGARGACGCC
CGTCACAGGC
CGGTGAGCTC
CACCCCTCGT
GTTCAATTTG
CGGACGAGTT
GCGGCTGAGC
TTGAGTTCAT
CGAAGGCAAA
GGAAACACCA
TGTGTACTGA
ACAACCAGAA
AGAAGCTCAA
GAGCTCCACG
GTGGGCTTGT
GTTTARAARRA
ACGATCCATG
TGGAGTTCTT
AATACCTTAT
GTTCCATCCG
ACAGTATTCT
TGCCTTCTTA
ACAAAGAAAA
GCATTGTCAC
ACCCCCAATC
AAAACARAAC
GCGGTTACTA
GAAAACCACG
CCCACCACAC
TGGCACTAAT
TCTCCTACTA
TTACTAGTCT
AAAAGGACCT
GACCAACCTG
GCTTCTATTA
AGCACCCCGC
GCGCTTTTAA
TCATCGCTGC
AAAAGACAAA
TATGGTGAAC
CGCTACTTTC
GCTTTTGTTA
GGATCCTTGT
TAGACTCATC
AACCCCAGCT
CTTGCTTGCT
TCTGTTGCAC
TGATCATCCA
TACGAAAGTG
GAAACACTCA
TTGCCCAACT
CCAATGCAAA
CATCGCCTCT
TTATCACCCA
CACCCTGCTG
ARATCACTTA
TPCCCAACTC
TTTAGCTCCT
GACTCCTTCA
TTATTTCCCC
ARCCACAGGC
CAAGAAAACA
GATTAGAAAC
TTGTATARAG

CGGCGCTACT
ACAGCCCCTA
GARAACCAGC
CGAGCCAGCG
CGGGGTCAAG
ACAAGAGCGA
GACTCTTAAA
TAAAGAAATT
GACTACTCCA
CCTACCGAAA
AAATTGGCCC
CAGGCCGAAG
CTCGGCATAA
TCCGCTTGGT
CAGGCTGTTC
TAGAGGAGTT
CATACCGAAC
TATCTCGGCT
CTACTTCGAA
ATAGACTCTC
CGGTTTCCAT
GTTTAATAAA
GAACAAAACT
CGACTACACC
GTCTCCCTAC
GATTATTCTT
TGGGGCCCAT
TCTAGACTTT
ATTAAGTGCG
CCACCACATG
CATTAGTAAC
CTATGGCCTC
CTGCTTTACT
AATGCCTTAA
TGCCGCTCAC
ACTTCAGAGG
CAATAATAGT
TTATGGTTAT
AAAATGCCAA
CCGACGAAAA
ARTAATATGC
AGGCTTAACA
CGCAACTCTG
CAAGGTGGTC
GTAGATTTTT
TGGAACCGAC
ACAACTACTT
ARCGCACTGT
AGTGACAATT
CATAAAGGTG
ACCAATCATG
ACAGCAGTAG
CTTGCATCTG
GCGAATTGCC
TAAAACCATG
GCCTATAGTA
ATCGAGARAA
CATAATTTCA
CAAGACCCAG
AACCACAACC
CCACCTCCAA
ACGCATCCGC
AAAGGCATAT
CTTACGARACT
ACAAAGTGGA
AAGACCCTAT
CTTGAAATCA
TGGTATTCTA
CTCCTGTACC
ACCCTGTICTA
BAATGGCTTC
GGATCTCTAC
TACGTGCTAC
TCAAAACAAT
GATAGTATTA
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31431
31501
31571
31641
31711
31781
31851
31921
31991
32061
32131
32201
32271
32341
32411
32481
32551
32621
32691
32761
32831
32901
32971
33041
33111
33181
33251
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33391
33461
33531
33601
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33741
33811
33881
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34161
34231
34301
34371
34441
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34581
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ACACCTTATG
CAAACTTACT
GACACTGTGA
GAAATCTATT
AACTGTAGCC
AGTGAAAACT
TTTCTATAAT
AAATGCAARGT
ACAGAAGACG
GCCTCCACCT
TTAGAGATAG
TAGATAAAAA
AGTTTGGATC
GTCTCATCAA
CACAGTTTCC
ATTCTGATTT
TAAAAGCGCT
ATAAATTAAA
ACAATCTGTC
CCAACACCGC
CTCTCGACCG
CTTCTCATAA
TAAAGCTGGC
CARCAGCGGG
GTGTAAGGGT
ACATTCTCGT
GCTTAGCGTG
AGTTGTAATC
AACCAAGCAA
TTTTTATTCC
TGTTGGTGAA
AAGCCTCCAC
CATATTACAT
TGTGGTAAAT
CCCTCATAAT
ATGCCCTTGG
TAGCCAGAAG
GGCTCCAGCA
ATATAATCAG
CTGGGATGCA
TAAAAAAAAA
GACAAGCCAC
TTCCTCGCGG
GAGAAAAAAC
GCGGATACAA
CGCCCCCGGT
CACACAAACC
CGTAATGGGA
AAGTACAGTT
AACTTACAAC
CGGCCCACAC
GATG

GACTGGAATA
TTAGTATTAG
ACCAAATGTT
AACTGAGGAA
AGCAGCAAAG
ACATTCATGG
GCTAAACAGC
GAATCTCCAG
ACAACTAAAA
TCCCATTTGA
ACATTGTTTT
TCCATCGCGA
ACGGTCATCT
ACCCACAAGC
TGAAGCATGA
CACTCAAATC
CCAGCCAAAA
TGACGTTCCC
TGTACCATGG
TCCCCCAGCC
TGAATCACTT
TTTTTAACTC
AGAACAAGGA
TGGTCTTCAG
GATGTCTGGC
ATTTTGTATA
TTCCGTGTGA
AAAACTCCAT
TGCAACTGGA
AAACGATCTC
ARAGCACAGC
GCGCACATCC
TCCTGCACCA
CCAATCCACA
GACAAAATAT
CTCTAAGTTC
CCCCCCGGGA
AAAACAAGAT
GCAGAGTTTC
AATGCAATAG
ACAAGCGTCA
AGGGTCTCCA
TGACCAGCAT
AGCCAACATA
AGTAAAAGGC
CCCTCTAAAT
ACAAGCTCTA
CTAAAGTGTA
TCACTTCCGC
GTCATTTTCC
TTTTTAAAAT
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AACCCTCCAC
TAAAAAATGG
CACACAAAAG
TCAGACTTAA
CCTTTATGCC
AATATGTTAC
CGTATGATTT
AAAGCAACAT
TAAAGTTTAA
CAGAATACAC
AGATTCCACA
TAGTCTTTTA
GGAAGAAGAA
AGCCGCTGTC
TTTTAATAGC
TTTGCAGTAG
CTCATATCTG
TCAAAAACAC
ACAACGTTGG
ATGCATTGAA
GAGAATGAAA
CTCAGGATTT
AGACCACGAA
TCATAGAAGC
GCATGATGTC
GCAARMACGCG
TAGTTCAAGT
CGCATCTAAT
TTGCGTTTCA
GCAGTACTTC
TAAATCAAAA
AAGAACAAAA
TTCCCAGATA
CATTACAAAC
CTTGCTCCTG
TTCTTTAAGT
ACAAGAGCAG
TGGAATAAGC
TTGTAGAAAT
GTTACCGCGC
TATCATAGTA
GCTCGACCCT
GAATAAGTCT
GCCTTTGGGT
ACAGGAGAAT
ACACATACAA
AAGTCACTCT
AAAAATCCCG
AATCCCAACA
CACGGCCGCG
CACCTCATTT

CTAACTGTCA
AGGGCTTGTT
ACAGCAAACA
ARAATTCCACT
AAGTACTACA
TACATGACTA
CTTCCAATGT
AGCTACGCTG
GTGTTTTTAT
CAATCTCTCC
TTCCAAACAG
AAGCGCTTTC
CGATGGGAAT
TGCGTCGCTC
CCTTAACATC
GTACAACACA
ATATAATCGC
ACTACCCACA
TTAATCATGC
GTGAACCCTG
AATATCTATA
AGAAACATAT
CACAACTTAC
TCGGGTTTCA
GAGCGTGCGC
GCCCTGGCAG
ACAGCCACAC
TGTTCTGAGG
AGCAGGAGAG
AAATTGTAGA
GAAATGCGAT
GAATACCAAA
ATTTTCAGCT
AGGTCCCGGA
TGTCACCTGT
TCTAGTTGTA
GGGACGCTAC
ATATTGGGAA
TGAATAAAAG
TGCGCTCCAA
GCCTGACGAA
CGTAAAACCT
TGATGAAGCA
ATAATTATGC
AAAARATATA
AGCCTCATCA
CCAACCTSTC
CCAAACCCAA
AGCGTCACTT
CCGCCCCTTT
ACATATTGGC

AATTGTGGAA
AATGGCTACG
TCCAATTARG
TAAAAATARA
GCTTATCCCT
GTTATGATAG
TGCCTATGCC
ACCACATCCC
TTAAAATCAC
CCACGCACAG
TTTCAGAGCG
ACAGTCCAAC
CATAATCCGA
CGTGCGACTG
AACTTTCTGG
TTATTACAAT
CCCTGCATGA
TACATGATCT
AACCCAATAT
CTGATTACAA
GTGGCACAAC
CCCAGGGAAT
ACTATGCATA
TTTTCCTCAC
GCAACCTTGT
AACACACTCT
TCTTAAGTTG
AAATCATCCA
GAGAGGGAAG
TCGCGCAGAT
TTTCAAGGTG
AGAAGGAGCA
TTCCAGCCTT
GGGCGCCCTC
AGCGAATTGA
AAAACTCTCT
AGTGCAGTAC
CCACCAGTAA
AARAATTTGC
CATTGTTAGT
CAGGTGGATA
GTCATCGTGA
TACAATCCAG
TTAATCGTAA
ATTATTTCTC
GCCATGGCTT
CACAATATAT
CACACACCCC
CCTCTTTCTC
TAACCGTTAA
ACCATTCCAT
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AACACTAATA
TGTCTCTAGT
ATTATATTTT
TCTTCTACAG
TCAACACCAC
AAGTCTATTT
ATACAATTTG
CCTTTTTCTT
AAAATTCGAG
CTTTAARCAT
AGCCAATCTG
TGCTGCGGAT
AAACGGTATC
CTGTTTATGG
TGCGATGCGC
ATTGTTTAAT
CCATCATACC
CTTTTGGCAT
AACCTTCCGG
TGACAATGAA
ATAGACATAA
AGGAAGCTCT
GTCATAGTAT
AACGTGGTAA
CATAATGGAG
TCTTCGCCTT
GTCAAAAGAA
CGGTAGCATA
AGACGGAAGA
GGCATCTCTC
CTCAACGGTG
TTTTCTAACT
GAATTATTCG
CACCACCATT
GAATGGCAAC
CATATTATCA
AAGCGCAGAC
TATCATCGAA
CAAAAAAACA
TTTGAATTAG
AATCAGTCTT
TTAAACAACA
ACATGTTAGC
GTATAGCAAA
TGCTGCTGTT
ACCAGAGAAA
ATACACAAGC
GAAACTGCGT
ACGGTACGTC
CCCCACAGCC
CTATAAGGTA

CAAATGATGG
TGGTGTATCA
GACTCTTCTG
CGACCAGTGA
TACTAGGGAT
CCCTTGAACA
AATGGAATCT
TTCTTACATT
TAGTTATTTT
TTGGATACCA
GGGTCAGTGA
GCGACTCCGG
GGACGATTGT
GATCAGGGTC
GCAGCAACGC
AAACCATAAT
AAAGTTTAAT
GTGCATATTA
AACCACACTG
GAACCCAATT
ATGCATGCAT
TGCAGAACAG
CACAATCTGG
CTGGGCTCTG
TTGCTTCCTG
CTATCCTGCC
TGCTGGCTTC
TGCARATCCC
ACCATGTTAA
GCCCCCACTG
GCTTCCAACA
CCTCAATCAT
TGTCAGTTCT
CTTAAACACA
ATCAATTGAC
CCAAACTGCT
CTCCCCAATT
GTTGCTGGAA
TTCAAAACCT
TCTGCAAAAA
TCCATCACAR
GCACCGAAAG
ATCAGTTAAG
GCCACCCCTC
TAGGCAACGT
GTACAGCGGG
CCTAAACTGA
CACCAGGGAA
ACATCCCATT
AATCACCACA
TATTATTGAT
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FIGURA 23
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Figura 24
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Figura 26
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Figura 28
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Figura 29
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