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DESCRIPCION
Uso de proteinas y péptidos codificados por el genoma de una nueva cepa de coronavirus asociado al SRAS

La presente invencion se refiere a una nueva cepa de coronavirus asociada al sindrome respiratorio agudo severo
(SRAS), procedente de una extraccién catalogada bajo el n° 031589 y extraida en Hanoi (Vietnam), a moléculas de
acido nucleico procedentes de su genoma, a las proteinas y péptidos codificados por dichas moléculas de acido
nucleico, asi como a sus aplicaciones, en particular como agentes reactivos de diagnostico y/o como vacuna.

El coronavirus es un virus de ARN monocatenario, de polaridad positiva, de aproximadamente 30 kilobases, que se
replica en el citoplasma de células hospedantes; el extremo 5' del genoma tiene una estructura en capuchén vy el
extremo 3' comprende una cola polyA. Este virus estd envuelto y comprende, en su superficie, estructuras
peploméricas denominadas espiculas.

El genoma comprende los cuadros abiertos de lectura, u ORF, siguientes, desde su extremo 5' hacia su extremo 3';
ORF1a y ORF1b, que corresponden a las proteinas del complejo de transcripcion-replicaciéon, y ORF-S, ORF-E,
ORF-M y ORF-N, que corresponden a las proteinas estructurales S, E, M y N. Comprende también unos ORF que
corresponden a proteinas de funcién desconocida codificadas por: la regién situada entre el ORF-S y el ORF-E y
que se superpone a esta ultima, la region situada entre el ORF-M y el ORF-N, y la regioén incluida entre el ORF-N.

La proteina S es una glicoproteina membranaria (200-220 kDa), que se presenta en forma de espiculas o "pinchos"
que emergen de la superficie de envoltura viral. Es responsable de la adhesion del virus a los receptores de la célula
hospedante, y de la induccion de la fusién de la envoltura viral con la membrana celular.

La pequefia proteina de envoltura (E) también denominada sM (small membrane), que es una proteina
transmembranaria no glicosilada de aproximadamente 10 kDa, es la proteina presente en cantidad mas baja en el
virion. Desempefia un papel motor en el proceso del brote de coronavirus que se produce a nivel del compartimiento
intermedio en el reticulo endoplasmico y el aparato de Golgi.

La proteina M, o proteina matriz (25-30 kDa), es una glicoproteina membranaria mas abundante que esta integrada
en la particula viral por una interaccion M/E, mientras que la incorporacion de S en las particulas est4 dirigida por
una interaccién S/M. Parece ser importante para la maduracion viral de los coronavirus y para la determinacion del
sitio al nivel del cual las particulas virales se ensamblan.

La proteina N o proteina de nucleocapside (45-50 kDa), que es la mas conservada entre las proteinas estructurales
de los coronavirus, es necesaria para encapsidar el ARN gendmico, y después para dirigir su incorporacion en el
virion. Esta proteina esta probablemente también implicada en la replicacién del ARN.

Cuando una célula hospedante es infectada, el cuadro de lectura (ORF) situado en 5' del genoma viral se traduce en
una poliproteina que es escindida por las proteasas virales, y libera entonces varias proteinas no estructurales, tales
como ARN-polimerasa, ARN dependiente (Rep) ATPasa helicasa (Hel). Estas dos proteinas estan implicadas en la
replicacion del genoma viral, asi como en la generacion de transcritos que son utilizados en la sintesis de las
proteinas virales. Los mecanismos por los cuales se producen estos ARNm sub-gendémicos no estan totalmente
comprendidos; sin embargo, hechos recientes indican que las secuencias de regulaciéon de la transcripciéon en el
extremo 5' de cada gen representan sefiales que regulan la transcripcion discontinua de los ARNm sub-genémicos.

Las proteinas de la membrana viral (proteinas S, E y M) estan insertadas en el compartimiento intermedio, mientras
que el ARN replicado (hebra +) se ensambla con la proteina N (nucleocapside). Este complejo proteina-ARN se
asocia después con la proteina M incluida en las membranas del reticulo endoplasmico y las particulas virales se
forman cuando el complejo de la nucleocapside brota en el reticulo endoplasmico. El virus migra después a través
del complejo del Golgi y eventualmente sale de la célula, por ejemplo mediante exocitosis. El sitio de adhesion del
virus a la célula hospedante se encuentra al nivel de la proteina S.

Los coronavirus son responsables del 15 al 30% de los catarros en el ser humano, y de infecciones respiratorias o
digestivas en los animales, en particular gatos (FIPV: Feline infectious peritonitis virus), aves de corral (IBV: Avian
Infectious bronchitis virus), ratones (MHV: Mouse Hepatitis virus), cerdos (TGEV: Transmissible gastroenterititis
virus, PEDV: Porcine Epidemic Diarrhea virus, PRCoV: Porcine Respiratory Coronavirus, HEV: Hemagglutinating
encephalomyelitis Virus) y los bovinos (BcoV: Bovine coronavirus).

En general, cada coronavirus afecta sélo a una especie; en los individuos inmunocompetentes, la infeccién induce
unos anticuerpos eventualmente neutralizantes, y una inmunidad celular, capaces de destruir las células infectadas.

Una epidemia de neumonia atipica, denominada sindrome respiratorio agudo severo (SARS o Severe acute
respiratory syndrome, SRAS en espafiol), se ha propagado en diferentes paises (Vietnam, Hong-Kong, Singapur,
Thailandia y Canada) durante el primer trimestre de 2003, a partir de un foco inicial aparecido en China, en el ultimo
trimestre de 2002. La severidad de esta enfermedad es tal, que su indice de mortalidad es aproximadamente del 3 al
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6%. La determinacion del agente causante de esta enfermedad se ha investigado por numerosos laboratorios, en
todo el mundo.

En marzo de 2003, se ha aislado un nuevo coronavirus (SARS-CoV, SARS virus o virus SRAS en espafiol), en
asociacion con unos casos de sindrome respiratorio agudo severo (T.G.KSIAZEK vy otros, The New England Journal
of Medicine, 2003, 348, 1319-1330; C. DROSTEN vy otros, The New England Journal of Medicine, 2003, 348, 1967-
1976; Peiris y otros, Lancet, 2003, 361, 1319-).

Se obtuvieron asi unas secuencias gendmicas de este nuevo coronavirus, en particular las del aislado Urbani
(Genbank n° de acceso AY274119.3 y A. MARRA vy otros, Science, 1 de mayo, 2003, 300, 1399-1404) y del aislado
de Toronto (Tor2, Genbank n° de acceso AY 278741 y A. ROTA y otros, Science, 2003, 300, 1394-1399).

La organizaciéon del genoma es comparable a la de los demas coronavirus conocidos, permitiendo asi confirmar la
pertenencia del SRAS-CoV a la familia de los Coronaviridae; se han identificado en particular los cuadros de lectura
abiertos ORF1a y 1b, y los cuadros de lectura abiertos que corresponden a las proteinas S, E, M y N, asi como a
proteinas codificadas por: la regién situada entre ORF-S y ORF-E (ORF3), la regién situada entre ORF-S y ORF-E y
que se superpone a ORF-E (ORF4), la regién situada entre ORF-M y ORF-N (ORF7 a ORF11) y la regién que
corresponde a ORF-N (ORF13 y ORF14).

Se han puesto en evidencia siete diferencias entre las secuencias de los aislados Tor2 y Urbani; 3 corresponden a
mutaciones silenciosas (c/t en la posicion 16622 y a/g en la posicion 19064 de ORF1b, t/c en la posicion 24872 de
ORF-S), y 4 modifican la secuencia en aminoacidos respectivamente: las proteinas codificadas por ORF1a (c/t en la
posicion 7919 que corresponde a la mutacion A/V), la proteina S (g/t en la posicion 23220 que corresponde a la
mutacion A/S), la proteina codificada por ORF3 (a/g en la posicion 25298 que corresponde la mutacion R/G) y de la
proteina M (t/c en la posicion 26857 que corresponde a la mutacion S/P).

Ademas, el analisis filogenético muestra que el SRAS-CoV esta distante de los demas coronavirus, y que no ha
aparecido ni por mutacién de coronavirus respiratorios humanos, ni por recombinacién entre unos coronavirus
conocidos (para una revision, véase Homes J.C.1., 2003, 111, 1605-1609).

La puesta en evidencia y la consideracion de nuevas variantes son importantes para la realizacion de agentes
reactivos de deteccién y de diagndstico de SRAS suficientemente sensibles y especificos, asi como composiciones
inmundgenas aptas para proteger las poblaciones contra unas epidemias de SRAS.

Los inventores han puesto en evidencia ahora otra cepa de coronavirus asociado al SRAS, que se distingue de los
aislados Tor2 y Urbani.

La presente invencion es tal como se define por las reivindicaciones 1 a 22 mas adelante.

Los inventores describen una cepa aislada o purificada de coronavirus humano asociado al sindrome respiratorio
agudo severo, caracterizada porque su genoma presenta, en forma de ADN complementario, un codon de serina en
la posicion 23220-23222 del gen de la proteina S, o un coddn de glicina en la posicion 25298-25300 del gen de
ORF3, y un coddn de alanina en la posicion 7918-7920 de ORF1a, o un codén de serina en la posicién 26857-26859
del gen de la proteina M, siendo dichas posiciones indicadas en referencia a la secuencia Genbank AY274119.3

Segun otro modo de realizacién ventajoso de dicha cepa, el equivalente ADN de su genoma presenta una secuencia
que corresponde a la secuencia SEC ID n° 1; esta cepa de coronavirus procede de la extraccion de un lavado
broncoalveolar de un paciente afectado de SRAS, catalogado bajo el n° 031589 y efectuado en el hospital francés de
Hanoi (Vietnam).

Dicha secuencia SEC ID n° 1 es la del acido desoxirribonucleico, que corresponde a la molécula de acido
ribonucleico del genoma de la cepa aislada de coronavirus, tal como se definié anteriormente.

La secuencia SEC ID n° 1 se distingue de la secuencia Genbank AY274119.3 (aislado Tor2) porque posee las
mutaciones siguientes:

- g/t en la posicion 23220; el codén de alanina (gct) en la posicién 577 de la secuencia en aminoacidos de la
proteina S de Tor2 esta sustituido con un codén de serina (tct),

- alg en la posiciéon 25298; el codén de arginina (aga) en la posicion 11 de la secuencia de aminoacidos de la
proteina codificada por ORF3 de Tor2 esta sustituido con un codén de glicina (gga).

Ademas, la secuencia SEC ID n° 1 se distingue de la secuencia Genbank AY278741 (aislado Urbani) porque posee
las mutaciones siguientes:

- t/c en la posicion 7919; el codon de valina (gtt) en la posicion 2552 de la secuencia en aminoacidos de la
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proteina codificada por ORF1a esta sustituido con un codén de alanina (gct),

- t/c en la posicidon 16622: esta mutacion no modifica la secuencia en aminoacidos de las proteinas codificadas
por ORF1b (mutacion silenciosa),

- gl/a en la posicion 19064: esta mutacion no modifica la secuencia de aminoécidos de las proteinas codificadas
por ORF1b (mutacion silenciosa),

- clten la posicidon 24872: esta mutacion no modifica la secuencia de aminoacidos de la proteina S, y

- -clt en la posicién 26857: el coddn de prolina (ccc) en la posicién 154 de la secuencia de aminoacidos de la
proteina M esta sustituido con un codén de serina (tcc).

En ausencia de mencién particular, las posiciones de las secuencias nucleotidicas y peptidicas estan indicadas con
referencia a la secuencia Genbank AY274119.3.

Los inventores describen también un polinucleétido aislado o purificado, caracterizado porque su secuencia es la del
genoma de la cepa aislada de coronavirus, tal como se ha definido anteriormente.

Segun un modo de realizacion ventajoso de dicho polinucleétido, este presenta la secuencia SEC ID n° 1.

Los inventores describen también un polinucleétido aislado o purificado, caracterizado porque su secuencia hibrida
en condiciones de fuerte rigor, con la secuencia del polinucleétido, tal como se ha definido anteriormente.

Los términos "aislado o purificado" significan modificado "por la mano del ser humano" a partir del estado natural;
dicho de otra manera, si un objeto existe en la naturaleza, este se denomina aislado, o purificado si se ha modificado
o extraido de su entorno natural, o las dos. Por ejemplo, un polinucleétido, o una proteina/péptido naturalmente
presente en un organismo vivo, no es ni aislado, ni purificado; en cambio, el mismo polinucleétido o proteina/péptido
separado de las moléculas que coexisten en su entorno natural, obtenido por clonacién, amplificacion y/o sintesis
quimica, esta aislado en el sentido de la presente invencion. Ademas, un polinucleétido o una proteina/péptido
introducido en un organismo por transformacion, manipulacién genética o cualquier otro método, esta "aislado"
incluso si esta presente en dicho organismo. El término purificado, tal como se utiliza en la presente invencion,
significa que las proteinas/péptidos, segun la invencion, estan esencialmente libres de asociacién con otras
proteinas o polipéptidos, como lo es, por ejemplo, el producto purificado del cultivo de células hospedantes
recombinantes, o el producto purificado a partir de una fuente no recombinante.

Se entiende por condiciones de hibridacién de fuerte rigor, condiciones de temperatura y de fuerza iénica
seleccionadas de tal manera que permiten el mantenimiento de la hibridacién especifica y selectiva entre los
polinucledtidos complementarios.

A titulo ilustrativo, condiciones de fuerte rigor con el fin de definir los polinucleétidos anteriores, son ventajosamente
las siguientes: la hibridacion ADN-ADN o ADN-ARN se realiza en dos etapas: (1) prehibridaciéon a 42°C durante 3
horas en tampén de fosfato (20 mM pH 7,5), que contiene 5 x SSC (1 x SSC corresponde a una solucién de 0,15 M
de NaCl + 0,015 M de citrato de sodio), el 50% de formamida, el 7% de dodecilsulfato de sodio (SDS), 10 x
Denhardt's, 5% de sulfato de dextrano y el 1% de ADN de esperma de salmon; (2) hibridacién durante 20 horas a
42°C seguida de 2 lavados de 20 minutos a 20°C en 2 x SSC + el 2% SDS, 1 lavado de 20 minutos a 20°C en 0,1 x
SSC + el 0,1% SDS. El ultimo lavado se realiza en 0,1 x SSC + el 0,1% SDS durante 30 minutos a 60°C.

Los inventores describen asimismo un fragmento representativo del polinucleétido, tal como se ha definido
anteriormente, caracterizado porque es susceptible de ser obtenido o bien mediante el uso de enzimas de
restriccion, cuyos sitios de reconocimiento y de escision estan presentes en dicho polinucleétido, tal como se ha
definido anteriormente, o bien mediante amplificacién con la ayuda de cebadores oligonucleotidicos especificos de
dicho polinucleétido, tal como se ha definido anteriormente, o bien mediante transcripcion in vitro, o bien mediante
sintesis quimica.

Segun un modo de realizacion ventajoso de dicho fragmento, éste se selecciona del grupo constituido por: el ADNc,
que corresponde a al menos un cuadro de lectura abierto (ORF), seleccionado entre: ORF1a, ORF1b, ORF-S, ORF-
E, ORF-M, ORF-N, ORF3, ORF4, ORF7 a ORF11, ORF13 y ORF 14, y el ADNc, que corresponde a los extremos 5'
0 3' no codificantes de dicho polinucleétido.

Segun una disposicién ventajosa de este modo de realizacién, dicho fragmento presenta una secuencia
seleccionada del grupo constituido por:

- las secuencias SEC ID n° 2 y 4, que representan el ADNc que corresponde al ORF-S, que codifica la proteina S,

- las secuencias SEC ID n° 13 y 15, que representan el ADNc que corresponde al ORF-E, que codifica la proteina
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E,

- las secuencias SEC ID n°® 16 y 18, que representan el ADNc que corresponde al ORF-M, que codifica la proteina
M,

- las secuencias SEC ID n° 36 y 38, que representan el ADNc que corresponde al ORF-N, que codifica la proteina
N,

- las secuencias que representan los ADNc que corresponden respectivamente: a ORF1a y ORF1b (ORF1ab, SEC
ID n° 31), a los ORF3 y ORF4 (SEC ID n° 7, 8), a los ORF 7 a 11 (SEC ID n° 19, 20), al ORF13 (SEC ID n° 32) y al
ORF14 (SEC ID n° 34), y

- las secuencias que representan los ADNc que corresponden respectivamente a los extremos 5' (SEC ID n°® 39 y
72) y 3' no codificantes (SEC ID n° 40, 73) de dicho polinucleétido.

Los inventores describen también un fragmento del ADNc que codifica la proteina S, tal como se ha definido
anteriormente, caracterizado porque presenta una secuencia seleccionada del grupo constituido por las secuencias
SEC ID n° 5y 6 (fragmentos Sa y Sb).

Los inventores describen también un fragmento del ADNc que corresponde a los ORF1a y ORF1b, tal como se han
definido anteriormente, caracterizado porque presenta una secuencia seleccionada del grupo constituido por las
secuencias SEC ID n°® 41 a 54 (fragmentos LO a L12).

Los inventores describen también un fragmento del polinucledtido, tal como se ha definido anteriormente,
caracterizado porque presenta al menos 15 bases o pares de bases consecutivas de la secuencia del genoma de
dicha cepa, que incluye al menos una de las situadas en las posiciones 7979, 16622, 19064, 23220, 24872, 25298 y
26857. Preferiblemente, se trata de un fragmento de 20 a 2500 bases o pares de bases, de manera preferente de 20
a 400.

Segun un modo de realizacion ventajoso de dicho fragmento, este incluye al menos una pareja de bases o de pares
de bases que corresponden a las posiciones siguientes: 7919 y 23220, 7919 y 25298, 16622 y 23220, 19064 y
23220, 16622 y 25298, 19064 y 25298, 23220 y 24872, 23220 y 26857, 24872 y 25298, 25298 y 26857 .

Los inventores describen también unos cebadores de al menos 18 bases, aptos para amplificar un fragmento del
genoma de un coronavirus asociado al SRAS, o del equivalente ADN de este.

Segun un modo de realizacion de dichos cebadores, estos se seleccionan del grupo constituido por:

- el par de cebadores n° 1, que corresponde respectivamente a las posiciones 28507 a 28522 (cebador sentido,
SEC ID n° 60) y 28774 a 28759 (cebador anti-sentido, SEC ID n° 61) de la secuencia del polinucleétido, tal como se
ha definido anteriormente,

- el par de cebadores n° 2, que corresponde respectivamente a las posiciones 28375 a 28390 (cebador sentido,
SEC ID n° 62) y 28702 a 28687 (cebador anti-sentido, SEC ID n°® 63) de la secuencia del polinucleétido, tal como se
ha definido anteriormente, y

- el par de cebadores constituido de los cebadores SEC ID n°® 55 y 56.

Los inventores describen también una sonda para detectar la presencia del genoma de un coronavirus asociado al
SRAS o de un fragmento de este, caracterizada porque se selecciona del grupo constituido por: los fragmentos tales
como se han definido anteriormente, y los fragmentos que corresponden a las posiciones siguientes de la secuencia
del polinucledtido, tal como se ha definido anteriormente: 28561 a 28586, 28588 a 28608, 28541 a 28563 y 28565 a
28589 (SEC ID n° 64 a 67).

Las sondas y cebadores pueden ser marcados directa o indirectamente por un compuesto radioactivo o no
radioactivo, mediante métodos bien conocidos por el experto en la materia, a fin de obtener una sefial detectable y/o
cuantificable. Entre los is6topos radioactivos utilizados, se pueden citar 32P, 33P, 358, °H 6 I'®]. La entidades no
radioactivas se seleccionan entre los ligantes, tales como la biotina, la avidina, la estreptavidina, la digoxigenina, los
haptenos, los colorantes, los agentes Iluminescentes tales como los agentes radioluminescentes,
guemoluminescentes, bioluminescentes, fluorescentes, fosforescentes.

Las sondas y cebadores engloban las sondas y los cebadores marcados derivados de las secuencias anteriores.
Tales sondas y cebadores son utiles para el diagndstico de la infeccion por un coronavirus asociado al SRAS.

Los inventores describen también un método de deteccion de un coronavirus asociado al SRAS, a partir de una
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muestra bioldgica, método el cual se caracteriza porque comprende al menos:
(a) extraer los acidos nucleicos presentes en dicha muestra bioldgica,

(b) amplificar un fragmento del ORF-N mediante RT-PCR con la ayuda de un par de cebadores tales como se
han definido anteriormente, y

(c) detectar mediante cualquier medio apropiado de los productos de amplificaciones obtenidos en (b).

Los productos de amplificaciones (amplicones) en (b) son de 268 pb para el par de cebadores n° 1 y de 328 pb para
el par de cebadores n° 2.

Segun un modo de aplicacion ventajoso de dicho procedimiento, la etapa (b) de deteccion se realiza con la ayuda de
al menos una sonda que corresponde a las posiciones 28561 a 28586, 28588 a 28608, 28541 a 28563 y 28565 a
28589 de la secuencia de polinucledtido, tal como se definio anteriormente.

Preferentemente, el genoma de coronavirus asociado al SRAS se detecta, y eventualmente se cuantifica por PCR
en tiempo real, con la ayuda del par de cebadores n° 2 y de las sondas que corresponden a las posiciones 28541 a
28563, y 28565 a 28589, marcadas con unos compuestos diferentes, especialmente unos agentes fluorescentes
diferentes.

LA RT-PCR en tiempo real que aplica este par de cebadores y esta sonda es muy sensible, ya que permite detectar
102 copias de ARN y hasta 10 copias de ARN, es ademas fiable y reproducible.

La presente solicitud engloba los polidesoxirribonucledtidos y los polirribonucleétidos monocatenarios, bicatenarios y
tricatenarios, que corresponden a la secuencia del genoma de la cepa aislada de coronavirus y de sus fragmentos,
tales como se han definido anteriormente, asi como a sus secuencias complementarias, sentido o anti-sentido, en
particular los ARN y los ADNc que corresponden a la secuencia del genoma y de sus fragmentos, tales como se han
definido anteriormente.

Los inventores describen también los fragmentos de amplificaciéon obtenidos con la ayuda de cebadores especificos
del genoma de la cepa purificada o aislada, tal como se ha definido anteriormente, en particular con la ayuda de
cebadores y de pares de cebadores, tales como se han definido anteriormente, los fragmentos de restriccion
constituidos por, o que comprenden la secuencia de los fragmentos, tales como se han definido anteriormente, los
fragmentos obtenidos por transcripcion in vitro a partir de un vector que contiene la secuencia SEC ID n° 1 o un
fragmento tal como se ha definido anteriormente, asi como fragmentos obtenidos por sintesis quimica. Ejemplos de
fragmentos de restriccion se deducen del mapa de restriccion de la secuencia SEC ID n° 1, ilustrado por la figura 13.
Dichos fragmentos estan o bien en forma de fragmentos aislados, o bien en forma de mezclas de fragmentos. La
presente solicitud engloba también los fragmentos modificados, con respecto a los anteriores, por escision, o adicion
de nucledtidos en una proporcion de aproximadamente el 15% con respecto a la longitud de los fragmentos
anteriores, y/o modificados al nivel de la naturaleza de los nucleétidos, a partir del momento en el que los
fragmentos nucleotidicos modificados conserven una capacidad de hibridacion con las secuencias de ARN
gendmico o antigendémico del aislado, tal como se ha definido anteriormente.

Las moléculas de acido nucleico, segun la invencién, se obtienen mediante los métodos clasicos, conocidos en si,
siguiendo los protocolos estandares, tales como los descritos en Current Protocols in Molecular Biology (Frederick
M. AUSUBEL, 2000, Wiley and son Inc, Library of Congress, USA). Por ejemplo, se pueden obtener mediante
amplificacion de una secuencia nucleica por PCR o RT-PCR, o bien mediante sintesis quimica total o parcial.

Los inventores describen también un chip o filtro de ADN o de ARN, caracterizado porque comprende al menos un
polinucledtido o uno de sus fragmentos, tales como se han definido anteriormente.

Los chip o filtros de ADN o de ARN se preparan mediante los métodos clasicos, conocidos en si, como por ejemplo
injerto quimico o electroquimico de oligonucledtido sobre soporte de vidrio o de nylon.

La presente invencion tiene también por objeto un vector de clonacion y/o de expresion recombinante, en particular
un pldsmido, un virus, un vector viral o un fago, que comprende un fragmento de acido nucleico, segun la presente
invencion. Preferiblemente, dicho vector recombinante es un vector de expresion en el que dicho fragmento de acido
nucleico esta colocado bajo el control de elementos reguladores de la transcripcion y de la traduccion apropiados.
Ademas, dicho vector puede comprender unas secuencias (etiquetas o tag) fusionadas en fase con el extremo 5' y/o
3' de dicho inserto, Utiles para la inmovilizacion y/o la deteccién y/o la purificacion de la proteina expresada a partir
de dicho vector.

Estos vectores estan construidos e introducidos en células hospedantes mediante métodos clasicos de ADN
recombinante y de ingenieria genética, que son conocidos en si. Numerosos vectores en los que se pueden insertar
una molécula de &cido nucleico de interés, a fin de introducirlo y mantenerlo en una célula hospedante, son
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conocidos en si; la elecciéon de un vector apropiado depende del uso considerado para este vector (por ejemplo,
replicacion de la secuencia de interés, expresion de esta secuencia, mantenimiento de la secuencia en forma
extracromosoémica o bien integracion en el material cromosémico del hospedante), asi como de la naturaleza de la
célula hospedante.

Los inventores describen los plasmidos siguientes:

- el plasmido denominado SRAS-S, comprendido en la cepa bacteriana depositada bajo el n°® 1-3059, el 20 de junio
de 2003, en la Collection Nationale de Cultures de Microorganismes, 25 rue du Docteur Roux, 75724 Paris Cedex
15; contiene la secuencia de ADNc que para codifica la proteina S de la cepa de SRAS-CoV procedente de la
extraccion catalogada bajo el n° 031589, secuencia que corresponde a los nucleétidos de las posiciones 21406 a
25348 (SEC ID n° 4), en referencia a la secuencia Genbank AY274119.3,

- el plasmido denominado SRAS-S1, comprendido en la cepa bacteriana depositada bajo el n° 1-3020, el 12 de
mayo de 2003, en la Collection Nationale de Cultures de Microorganismes, 25 rue du Docteur Roux, 75724 Paris
Cedex 15; contiene un fragmento 5' de la secuencia de ADNc que codifica la proteina S de la cepa de SRAS-CoV
procedente de la extraccion catalogada bajo el n°® 031589, tal como se ha definido anteriormente, fragmento que
corresponde a los nucledtidos de las posiciones 21406 a 23454 (SEC ID n° 5), en referencia a la secuencia Genbank
AY274119.3 Tor2,

- el plasmido denominado SRAS-S2, comprendido en la cepa bacteriana depositada bajo el n° 1-3019, el 12 de
mayo de 2003, en la Collection Nationale de Cultures de Microorganismes, 25 rue du Docteur Roux, 75724 Paris
Cedex 15; contiene un fragmento 3' de la secuencia de ADNc que codifica la proteina S de la cepa de SRAS-CoV
procedente de la extraccion catalogada bajo el n° 031589, tal como se ha definido anteriormente, fragmento que
corresponde a los nucledtidos de las posiciones 23322 a 25348 (SEC ID n° 6), en referencia a la secuencia Genbank
n° de acceso AY274119.3,

- el plasmido denominado SRAS-SE, comprendido en la cepa bacteriana depositada bajo el n° 1-3126, el 13 de
noviembre de 2003, en la Collection Nationale de Cultures de Microorganismes, 25 rue du Docteur Roux, 75724
Paris Cedex 15; contiene el ADNc que corresponde a la region situada entre ORF-S y ORF-E y que se superpone al
ORF-E de la cepa de SRAS-CoV procedente de la extracciéon catalogada bajo el n°® 031589, tal como se ha definido
anteriormente, region que corresponde a los nucledtidos de las posiciones 25110 a 26244 (SEC ID n°® 8), en
referencia a la secuencia Genbank n° de acceso AY274119.3,

- el plasmido denominado SRAS-E, comprendido en la cepa bacteriana depositada bajo el n° 1-3046, el 28 de mayo
de 2003, en la Collection Nationale de Cultures de Microorganismes, 25 rue du Docteur Roux, 75724 Paris Cedex
15; contiene la secuencia de ADNc que codifica la proteina E de la cepa de SRAS-CoV procedente de la extraccién
catalogada bajo el n° 031589, tal como se ha definido anteriormente, secuencia que corresponde a los nucleétidos
de las posiciones 26082 a 26413 (SEC ID n° 15), en referencia a la secuencia Genbank n° de acceso AY274119.3,

- el plasmido denominado SRAS-M; comprendido en la cepa bacteriana depositada bajo el n° 1-3047, el 28 de
mayo de 2003, en la Collection Nationale de Cultures de Microorganismes, 25 rue du Docteur Roux, 75724 Paris
Cedex 15; contiene la secuencia de ADNc que codifica la proteina M de la cepa de SRAS-CoV procedente de la
extraccion catalogada bajo el n° 031589, tal como se ha definido anteriormente; secuencia que corresponde a los
nucleétidos de las posiciones 26330 a 27098 (SEC ID N° 18), en referencia a la secuencia Genbank n° de acceso
AY274119.3,

- el pldsmido denominado SRAS-MN, comprendido en la cepa bacteriana depositada bajo el n° |-3125, el 13 de
noviembre de 2003, en la Collection Nationale de Cultures de Microorganismes, 25 rue du Docteur Roux, 75724
Paris Cedex 15; contiene la secuencia de ADNc que corresponde a la region situada entre el ORF-M y el ORF-N de
la cepa de SRAS-CoV, procedente de la extraccion catalogada bajo el n° 031589 y extraida en Hanoi, tal como se
ha definido anteriormente, secuencia que corresponde a los nucleétidos de las posiciones 26977 a 28218 (SEC ID n°
20), en referencia a la secuencia Genbank n° de acceso AY274119.3,

- el plasmido denominado SRAS-N, comprendido en la cepa bacteriana depositada bajo el n° 1-3048, el 5 de junio
de 2003, en la Collection Nationale de Cultures de Microorganismes, 25 rue du Docteur Roux, 75724 Paris Cedex
15; contiene el ADNc que codifica la proteina N de la cepa de SRAS-CoV procedente de la extraccion catalogada
bajo el n° 031589, tal como se ha definido anteriormente, secuencia que corresponde a los nucledtidos de las
posiciones 28054 a 29430 (SEC ID N° 38), en referencia a la secuencia Genbank n° de acceso AY274119.3; este
plasmido comprende asi un inserto de secuencia SEC ID n° 38, y esta comprendido en una cepa bacteriana que se
ha depositado bajo el n° 1-3048, el 5 de junio de 2003, en la Collection Nationale de Cultures de Microorganismes,
25 rue du Docteur Roux, 75724 Paris Cedex 15,

- el plasmido denominado SRAS-5'NC, comprendido en la cepa bacteriana depositada bajo el n° 1-3124, el 7 de
noviembre de 2003, en la Collection Nationale de Cultures de Microorganismes, 25 rue du Docteur Roux, 75724
Paris Cedex 15; contiene el ADNc que corresponde al extremo 5' no codificante del genoma de la cepa de SRAS-
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CoV procedente de la extraccidon catalogada bajo el n° 031589, tal como se ha definido anteriormente, secuencia
que corresponde a los nucleétidos de las posiciones 1 a 204 (SEC ID n°® 39), en referencia a la secuencia Genbank
n° de acceso AY274119.3,

- el plasmido denominado SRAS-3'NC, comprendido en la cepa bacteriana depositada bajo el n° 1-3123 el 7 de
noviembre de 2003, en la Collection Nationale de Cultures de Microorganismes, 25 rue du Docteur Roux, 75724
Paris Cedex 15; contiene el ADNc que corresponde al extremo 3' no codificante del genoma de la cepa de SRAS-
CoV procedente de la extraccidon catalogada bajo el n° 031589, tal como se ha definido anteriormente, secuencia
que corresponde a la situada entre el nucleétido en la posicion 28933 a 29727 (SEC ID n° 40), en referencia a la
secuencia Genbank n° de acceso AY274119.3, se termina por una serie de nucledtidos a.,

- el plasmido de expresidon denominado plV2.3N, que contiene un fragmento de ADNc que codifica una fusién C-
terminal de la proteina N (SEC ID n° 37) con una etiqueta de polihistidina,

- el plasmido de expresién denominado plV2.3Sc, que contiene un fragmento de ADNc que codifica una fusién C-
terminal del fragmento que corresponde a las posiciones 475 a 1193 de la secuencia en aminoacidos de la proteina
S (SEC ID n° 3) con una etiqueta de polihistidina,

- el plasmido de expresion plV2.3S., que contiene un fragmento de ADNc que codifica una fusiéon C-terminal del
fragmento que corresponde a las posiciones 14 a 1193 de la secuencia en aminoacidos de la proteina S (SEC ID n°
3) con una etiqueta de polihistidina,

- el plasmido de expresion denominado plV2.4N, que contiene un fragmento de ADNc que codifica una fusion N-
terminal de la proteina N (SEC ID n° 3) con una etiqueta de polihistidina,

- el plasmido de expresion denominado plV2.4Sc o plV2.4S4, que contiene un inserto que codifica una fusion N-
terminal del fragmento que corresponde a las posiciones 475 a 1193 de la secuencia en aminoacidos de la proteina
S (SEC ID n° 3) con una etiqueta de polihistidina, y
- el plasmido de expresion denominado plV2.4S, que contiene un fragmento de ADNc que codifica una fusién N-
terminal del fragmento que corresponde a las posiciones 14 a 1193 de la secuencia en aminoacidos de la proteina S
(SEC ID n°® 3) con una etiqueta de polihistidina.
Segun una disposicion ventajosa del plasmido de expresion, tal como se ha definido anteriormente, esta
comprendido en una cepa bacteriana depositada bajo el n° 1-3117, el 23 de octubre de 2003, en la Collection
Nationale de Cultures de Microorganismes, 25 rue du Docteur Roux, 75724 Paris Cedex 15.
Segun otra disposicién ventajosa del plasmido de expresiéon, tal como se ha definido anteriormente, esta
comprendido en una cepa bacteriana depositada bajo el n° 1-3118, el 23 de octubre de 2003, en la Collection
Nationale de Cultures de Microorganismes, 25 rue du Docteur Roux, 75724 Paris Cedex 15.
Segun otra disposicion del plasmido de expresion, tal como se ha definido anteriormente, esta comprendido en una
cepa bacteriana depositada en la CNCM, 25 rue du Docteur Roux, 75724 Paris Cedex 15 bajo los numeros
siguientes:

a) cepan’[-3118, depositada el 23 de octubre de 2003,

b) cepan®1-3019, depositada el 12 de mayo de 2003,

c) cepan®1-3020, depositada el 12 de mayo de 2003,

d) cepan’1-3059, depositada el 20 de junio de 2003,

e) cepa n° [-3323, depositada el 22 de noviembre de 2004,

f) cepan®1-3324, depositada el 22 de noviembre de 2004,

g) cepan’I1-3326, depositada el 1 de diciembre de 2004,

h) cepa n°[-3327, depositada el 1 de diciembre de 2004,

i) cepan®1-3332, depositada el 1 de diciembre de 2004,

j) cepan®|-3333, depositada el 1 de diciembre de 2004,

k) cepa n®1-3334, depositada el 1 de diciembre de 2004,
8



ES 2396 127 T3

1) cepa n®[-3335, depositada el 1 de diciembre de 2004,
m) cepa n° |-3336, depositada el 1 de diciembre de 2004,
n) cepan’® |-3337, depositada el 1 de diciembre de 2004,
0) cepa n°1-3338, depositada el 2 de diciembre de 2004,
p) cepa n°[-3339, depositada el 2 de diciembre de 2004,
q) cepa n°I-3340, depositada el 2 de diciembre de 2004,
r) cepan® |-3341, depositada el 2 de diciembre de 2004.

Los inventores describen también un inserto de &cido nucleico de origen viral, caracterizado porque esta contenido
en cualquiera de las cepas tales como se definieron anteriormente en a)-r).

Los inventores describen también un acido nucleico que comprende un gen sintético que permite una expresion
optimizada de la proteina S en unas células eucariotas, caracterizado porque posee la secuencia SEC ID n° 140.

Los inventores describen también un vector de expresion que comprende un acido nucleico que comprende un gen
sintético que permite una expresién optimizada de la proteina S, vector que es conocido en la cepa bacteriana
depositada en la CNCM, el 1 de diciembre de 2004, bajo el n° I-3333.

Segun un modo de realizacién de dicho vector de expresion, se trata de un vector viral, en forma de particula viral o
en forma de genoma recombinante.

Segun una disposicion ventajosa de este modo de realizacién, se trata de una particula viral recombinante o de un
genoma viral recombinante susceptible de ser obtenido por transfeccién de un plasmido segun los apartados g), h) y
k) a r), tal como se han definido anteriormente, en un sistema celular apropiado, es decir, por ejemplo, células
transfectadas con uno o algunos otros pldsmido(s), destinados a transcomplementar ciertas funciones del virus
eliminadas en el vector y necesarias para la formacion de las particulas virales.

Se entiende aqui por "familia de la proteina S" la proteina S completa, su ectodominio y fragmentos de este
ectodominio, que se producen preferiblemente en un sistema eucariota.

Los inventores describen también un vector lentiviral que codifica un polipéptido de la familia de la proteina S, tal
como se ha definido anteriormente.

Los inventores describen también un virus de la rubeola recombinante, que codifica un polipéptido de la familia de la
proteina S, tal como se ha definido anteriormente.

Los inventores describen también un virus de la vacuna recombinante que codifica un polipéptido de la familia de la
proteina S, tal como se ha definido anteriormente.

Los inventores describen también el uso de un vector seguin los apartados e) a r) tales como se han definido
anteriormente, o de un vector que comprende un gen sintético de la proteina S, tal como se ha definido
anteriormente, para la produccion, en un sistema eucariota, de la proteina S del coronavirus asociado al SRAS, o de
un fragmento de esta proteina.

Los inventores describen también un método de produccién de la proteina S en un sistema eucariota, que
comprende una etapa de transfeccion de células eucariotas en cultivo por un vector seleccionado entre los vectores
contenidos en las cepas bacterianas mencionadas en los apartados e) a r) anteriores, o un vector que comprende un
gen sintético que permite una expresion optimizada de la proteina S.

Los inventores describen también un banco de ADNc caracterizado porque comprende unos fragmentos tales como
se han definido anteriormente, en particular unos fragmentos de amplificacién o unos fragmentos de restriccion,
clonados en un vector recombinante, en particular un vector de expresion (banco de expresion).

Los inventores describen también unas células, en particular unas células procariotas, modificadas por un vector
recombinante tal como se ha definido anteriormente.

Los inventores describen también una célula eucariota genéticamente modificada, que expresa una proteina o un
polipéptido tales como se definen mas adelante. Por supuesto, los términos "células eucariota genéticamente
modificada" no designan una célula modificada por un virus salvaje.

9



ES 2396 127 T3

Segun un modo de realizacion ventajoso de dicha célula, es susceptible de ser obtenida mediante transfeccion por
cualquiera de los vectores mencionados en los apartados k) a n) anteriores.

Segun una disposicion ventajosa de este modo de realizacién, se trata de la célula FRhK4-Ssol-30, depositada en la
CNCM el 22 de noviembre de 2004, bajo el n° [-3325.

Los vectores recombinantes tales como se han definido anteriormente y las células transformadas por dichos
vectores de expresion son ventajosamente utilizados para la produccién de proteinas y de péptidos
correspondientes. Los bancos de expresion derivados de dichos vectores, asi como las células transformadas por
dichos bancos de expresion, son ventajosamente utilizados para identificar los epitopos inmundgenos (epitopos B y
T) de las proteinas del coronavirus asociado al SRAS.

Los inventores describen también las proteinas y los péptidos purificados o aislados, caracterizados porque estan
codificados por el polinucleétido o uno de sus fragmentos tales como se han definido anteriormente.

Segun un modo de realizacion ventajoso, dicha proteina se selecciona del grupo constituido por:

la proteina S de secuencia SEC ID n°® 3 o su ectodominio
- la proteina E de secuencia SEC ID n° 14
- la proteina M de secuencia SEC ID n® 17
- la proteina N de secuencia SEC ID n°® 37

- las proteinas codificadas por ORF: ORF1a, ORF1b, ORF3, ORF4 y ORF7 a ORF11, ORF 13 y ORF 14 de
secuencia respectivamente, SEC ID n° 74, 75, 10, 12, 22, 24, 26, 28, 30, 33 y 35.

Se usaran a continuacion, indiferentemente, los términos "ectodominio de la proteina S" y "forma soluble de la
proteina S".

Segun un modo de realizaciéon ventajoso, dicho polipéptido esta constituido de aminoacidos que corresponden a las
posiciones 1 a 1193 de la secuencia en aminoacidos de la proteina S.

Segun otro modo de realizacién ventajoso, dicho péptido se selecciona del grupo constituido por:

a) los péptidos que corresponden a las posiciones 14 a 1193 y 475 a 1193 de la secuencia en aminoacidos de la
proteina S,
b) los péptidos que corresponden a las posiciones 2 a 14 (SEC ID n° 69) y 100 a 221 de la secuencia en

aminoacidos de la proteina M; estos péptidos corresponden respectivamente al ectodominio y al endodominio de la
proteina M, y

c) los péptidos que corresponden a las posiciones 1 a 12 (SEC ID n® 70) y 53 a 76 (SEC ID n° 71) de la
secuencia en aminoacidos de la proteina E; estos péptidos corresponden respectivamente al ectodominio y al
extremo C-terminal de la proteina E, y

d) los péptidos de 5 a 50 aminoacidos consecutivos, preferiblemente de 10 a 30 aminoacidos, incluidos o que se
superponen parcial o totalmente a la secuencia de los péptidos tales como se han definido en a), b) o c).

Los inventores describen también un péptido caracterizado porque presenta una secuencia de 7 a 50 aminoacidos,
que incluye un residuo de aminoacido seleccionado del grupo constituido por:

- la alanina, situada en la posicién 2552 de la secuencia en aminoacidos de la proteina codificada por el ORF1a,

- la serina, situada en la posicion 577 de la secuencia en aminoacidos de la proteina S de la cepa de SRAS-CoV tal
como se ha definido anteriormente,

- la glicina, en la posiciéon 11 de la secuencia en aminoacidos de la proteina codificada por el ORF3 de la cepa de
SRAS-CoV tal como se ha definido anteriormente,

- la serina, en la posiciéon 154 de la secuencia en aminoacidos de la proteina M de la cepa de SRAS-CoV tal como
se ha definido anteriormente,

Los inventores describen también un anticuerpo o un fragmento de anticuerpo policlonal o monoclonal, susceptible
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de ser obtenido mediante inmunizacion de un animal con un vector recombinante, tal como se ha definido
anteriormente, un banco de ADNc tal como se ha definido anteriormente o bien una proteina o un péptido tales como
se han definido anteriormente, caracterizado porque se enlaza con al menos una de las proteinas codificadas por el
SRAS-CoV tal como se ha definido anteriormente.

Un anticuerpo, tal como se ha definido anteriormente, engloba los anticuerpos policlonales, los anticuerpos
monoclonales, los anticuerpos quiméricos, tales como los anticuerpos humanizados, asi como sus fragmentos (Fab,
Fv, scFv).

Los inventores describen también un hibridoma, que produce un anticuerpo monoclonal contra la proteina N,
caracterizado porque se selecciona entre los hibridomas siguientes:

- el hibridoma que produce el anticuerpo monoclonal 87, depositado en la CNCM el 1 de diciembre de 2004 bajo el
numero [-3328,

- el hibridoma que produce el anticuerpo monoclonal 86, depositado en la CNCM el 1 de diciembre de 2004 bajo el
numero [-3329,

- el hibridoma que produce el anticuerpo monoclonal 57, depositado en la CNCM el 1 de diciembre de 2004 bajo el
numero |-3330, y

- el hibridoma que produce el anticuerpo monoclonal 156, depositado en la CNCM el 1 de diciembre de 2004 bajo el
namero |-3331.

Los inventores describen también un anticuerpo, o fragmento de anticuerpo policlonal o monoclonal, dirigido contra
la proteina N, caracterizado porque esta producido por un hibridoma tal como se ha definido anteriormente.

Se entiende por anticuerpo quimérico, en relacién a un anticuerpo de una especie animal particular o de una clase
particular de anticuerpo, un anticuerpo que comprende todo o parte de una cadena pesada y/o de una cadena ligera
de un anticuerpo de otra especie animal o de otra clase de anticuerpo.

Se entiende por anticuerpo humanizado una inmunoglobulina humana en la que los residuos de CDR
(Complementary-Determining Regions), que forman el sitio de unién al antigeno, estan sustituidos por los de un
anticuerpo monoclonal no humano que posee la especificidad, la afinidad o la actividad buscadas. Por comparacion
con los anticuerpos no humanos, los anticuerpos humanizados son menos inmunégenos y poseen una vida media
prolongada en el ser humano, ya que posee soélo una baja proporcién de secuencias no humanas, debido a que la
casi totalidad de los residuos de las regiones FR (Framework) y de la region constante (Fc) de estos anticuerpos son
los de unas secuencias consenso de inmunoglobulinas humanas.

Los inventores describen también un chip o filtro de proteina, caracterizado porque comprende una proteina, un
péptido o bien un anticuerpo tales como se han definido anteriormente.

Los chips de proteina son preparados mediante los métodos clasicos, conocidos. Entre los soportes apropiados
sobre los cuales se pueden inmovilizar unas proteinas, se pueden citar los de material plastico o de vidrio, en
particular en forma de microplacas.
Los inventores describen también agentes reactivos derivados de la cepa aislada de coronavirus asociado al SRAS,
procedente de la extraccion catalogada bajo el n° 031589, utiles para el estudio y el diagndstico de la infeccion
provocada por un coronavirus asociado al SRAS, agentes reactivos que se seleccionan del grupo constituido por:

(a) un par de cebadores, una sonda o un chip de ADN tales como se han definido anteriormente,

(b) un vector recombinante, o una célula modificada, tales como se han definido anteriormente,

(c) una cepa aislada de coronavirus, o un polinucleétido, tales como se han definido anteriormente,

(d) una proteina o un péptido tales como se han definido anteriormente,

(e) un anticuerpo o un fragmento de anticuerpo, tales como se han definido anteriormente,

(f) un chip de proteina tal como se ha definido anteriormente.
Estos diferentes agentes reactivos son preparados y utilizados segun las técnicas clasicas de biologia molecular y
de inmunologia, siguiendo los protocolos estandares, tales como los descritos en Current Protocols in Molecular

Biology (Frederick M. AUSUBEL, 2000, Wiley and Son Inc., Library of Congress, USA), en Current Protocols in
Immunology (John E. Cologan, 2000, Wiley and Son Inc. Library of Congress, USA) y en Antibodies: A Laboratory
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Manual (E. Howell y D Lane, Cold Spring Harbor Laboratory, 1988).

Los fragmentos de acido nucleico, segun la invencion, son preparados y utilizados segun las técnicas clasicas, tales
como se han definido anteriormente. Los péptidos y las proteinas, segun la invencion, son preparados mediante las
técnicas de ADN recombinante, conocidas por el experto en la materia, en particular con la ayuda de los vectores
recombinantes tales como se han definido anteriormente. Alternativamente, los péptidos, segun la invencion, se
pueden preparar mediante las técnicas clasicas de sintesis en fase sdlida o liquida, conocidas por el experto en la
materia.

Los anticuerpos policlonales son preparados mediante inmunizaciéon de un animal apropiado con una proteina o un
péptido tales como se han definido anteriormente, eventualmente acoplado a la KLH o a la albumina y/o asociado a
un adyuvante apropiado tal como el adyuvante de Freund (completo o incompleto) o el hidréxido de alumina;
después de la obtencion de un titulo en anticuerpo satisfactorio, los anticuerpos se recogen mediante extraccion del
suero de los animales inmunizados y enriquecidos en IgG por precipitacion, segun las técnicas clasicas, después los
IgG especificos de las proteinas de SRAS-CoV se purifican eventualmente mediante cromatografia de afinidad
sobre una columna apropiada, sobre la cual se fijan dicho péptido o dicha proteina, tales como se han definido
anteriormente, a fin de obtener una preparacion de IgG monoespecificos.

Los anticuerpos monoclonales son producidos a partir de hibridomas obtenidos mediante fusion de linfocitos B de un
animal inmunizado por una proteina o un péptido tales como se han definido anteriormente con unos mielomas,
segun la técnica de Kohler y Milstein (Nature, 1975, 256, 495-497); los hibridomas son cultivados in vitro, en
particular en fermentadores o producidos in vivo, en forma de ascito; alternativamente, dichos anticuerpos
monoclonales son producidos mediante ingenieria genética tal, como se describe en la patente americana US
4.816.567.

Los anticuerpos humanizados son producidos mediante métodos generales como los descritos en la solicitud
internacional WO 98/45332.

Los fragmentos de anticuerpos son producidos a partir de las regiones Vy y V| clonadas, a partir de los ARNm de
hibridomas o de linfocitos esplénicos de un ratén inmunizado; por ejemplo, los fragmentos Fv, scFv o Fab estan
expresados en la superficie de fagos filamentosos segun la técnica de Winter y Milstein (Nature, 1991, 349, 293-
299); después de varias etapas de seleccion, los fragmentos de anticuerpos especificos del antigeno son aislados y
expresados en un sistema de expresion apropiado, mediante las técnicas clasicas de clonacion y de expresion de
ADN recombinante.

Los anticuerpos o sus fragmentos tales como se han definido anteriormente, son purificados mediante las técnicas
clasicas conocidas por el experto en la materia, tales como la cromatografia de afinidad.

Los inventores describen ademas el uso de un producto seleccionado del grupo constituido por: un par de
cebadores, una sonda, un chip de ADN, un vector recombinante, una célula modificada, una cepa aislada de
coronavirus, un polinucleétido, una proteina o un péptido, un anticuerpo o un fragmento de anticuerpo y un chip de
proteina tales como se han definido anteriormente, para la preparacién de un agente reactivo de deteccién y
eventualmente de genotipaje/serotipaje, de un coronavirus asociado al SRAS.

Las proteinas y los péptidos tales como se han definido anteriormente, que son adecuados para ser reconocidos y/o
para inducir la produccidon de anticuerpos especificos del coronavirus asociado al SRAS, son utiles para el
diagndstico de la infeccion por tal coronavirus; la infeccion se detecta, mediante una técnica apropiada, en particular
EIA, ELISA, RIA, inmunofluorescencia, a partir de una muestra biolégica extraida en un individuo susceptible de ser
infectado.

Segun una disposicidon ventajosa de dicho uso, dichas proteinas se seleccionan del grupo constituido por las
proteinas S, E, M y/o N, y los péptidos tales como se han definido anteriormente.

Las proteinas S, E, M y/o N y los péptidos derivados de estas proteinas tales como se han definido anteriormente,
por ejemplo la proteina N, se utilizan para el diagnéstico indirecto de una infeccién con coronavirus asociado al
SRAS (diagnéstico serolégico; deteccion de anticuerpos especificos del SRAS-CoV), en particular mediante un
método inmunoenzimético (ELISA).

Los anticuerpos y los fragmentos de anticuerpos tales como se han definido anteriormente, en particular los dirigidos
contra las proteinas S, E, M y/o N y los péptidos derivados tales como se han definido anteriormente, son utiles para
el diagndstico directo de una infeccidon con coronavirus asociado al SRAS; la deteccion de proteina(s) del SRAS-CoV
se realiza mediante una técnica apropiada, en particular EIA, ELISA, RIA, inmunofluorescencia a partir de una
muestra biolégica extraida en un individuo susceptible de ser infectado.

Los inventores describen asimismo un método de deteccidon de un coronavirus asociado al SRAS, a partir de una
muestra bioldgica, método que se caracteriza porque comprende al menos:
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(a) la puesta en contacto de dicha muestra biolégica con al menos un anticuerpo o un fragmento de anticuerpo,
una proteina, un péptido o bien un chip o un filtro de proteina o de péptido, tales como se han definido
anteriormente, y

(b) el revelado mediante cualquier medio apropiado unos complejos antigeno-anticuerpo formados en (a), por
ejemplo mediante EIA, ELISA, RIA, o mediante inmunofluorescencia.

Segun un modo de aplicacién ventajoso de dicho procedimiento, la etapa (a) comprende:

(a1) la puesta en contacto de dicha muestra bioldégica con al menos un primer anticuerpo o un fragmento de
anticuerpo que esta fijado sobre un soporte apropiado, en particular una microplaca,

(a2) el lavado de la fase sélida, y

(a3) la adicién de al menos un segundo anticuerpo o un fragmento de anticuerpo, diferente del primero, estando
dicho anticuerpo o fragmento de anticuerpo eventualmente marcado de manera apropiada.

Este procedimiento que permite capturar las particulas viricas presentes en la muestra biolégica se denomina
también procedimiento de inmunocaptura.

Por ejemplo:

- la etapa (a4) se realiza con al menos un primer anticuerpo monoclonal o policlonal o un fragmento de estos,
dirigido contra la proteina S, M y/o E, y/o un péptido que corresponde al ectodominio de una de estas proteinas
(péptidos M2-14 0 E1-12)

- la etapa (a3) se realiza con al menos un anticuerpo o un fragmento de anticuerpo dirigido contra otro epitopo de la
misma proteina o preferiblemente contra otra proteina, de manera preferente contra una proteina interna, tal como la
nucleoproteina N o el endodominio de la proteina E o M, de manera ain mas preferente, se trata de anticuerpos o
de fragmentos de anticuerpos dirigidos contra la proteina N, muy abundante en la particula viral; cuando un
anticuerpo o un fragmento de anticuerpo dirigido contra una proteina interna (N) o contra el endodominio de las
proteinas E o M se utiliza, dicho anticuerpo es incubado en presencia de detergente, como el Tween 20 por ejemplo,
a unas concentraciones del orden del 0,1%,

- la etapa (b) de revelado de los complejos antigeno-anticuerpo formados se realiza directamente con la ayuda de
un segundo anticuerpo marcado, por ejemplo, con biotina o una enzima apropiada tal como la peroxidasa o la
fosfatasa alcalina, o bien indirectamente con la ayuda de un suero anti-inmunoglobulinas marcado como
anteriormente. Los complejos asi formados son revelados con la ayuda de un sustrato apropiado.

Segun una realizacion preferente de este método, la muestra biolégica se mezcla con el anticuerpo monoclonal de
revelado previamente a su puesta en contacto con los anticuerpos monoclonales de captura. Llegado el caso, la
mezcla suero-anticuerpo de revelado se incuba durante al menos 10 minutos a temperatura ambiente antes de ser
aplicada sobre la placa.

Los inventores describen también un ensayo de inmunocaptura destinado a detectar una infeccién por el coronavirus
asociado al SRAS por deteccién de la nucleoproteina nativa (proteina N), en particular caracterizado porque el
anticuerpo utilizado para la captura de la nucleoproteina viral nativa es un anticuerpo monoclonal especifico de la
region central y/o de un epitopo conformacional.

Segun un modo de realizacion de dicho ensayo, el anticuerpo utilizado para la captura de la proteina N es el
anticuerpo monoclonal Acm87, producido por el hibridoma depositado en la CNCM el 1 de diciembre de 2004 bajo el
ndmero [-3328.

Segun otro modo de realizacion de dicho ensayo de inmunocaptura, el anticuerpo utilizado para la captura de la
proteina N es el anticuerpo monoclonal Acm86, producido por el hibridoma depositado en la CNCM el 1 de
diciembre de 2004 bajo el numero 1-3329.

Segun otro modo de realizaciéon de dicho ensayo de inmunocaptura, los anticuerpos monoclonales Acm86 y Acm87
son utilizados para la captura de la proteina N.

En los ensayos de inmunocaptura, se puede utilizar el revelado de la proteina N, el anticuerpo monoclonal Acm57,
producido por el hibridoma depositado en la CNCM el 1 de diciembre de 2004 bajo el nimero 1-3330, estando dicho
anticuerpo conjugado a una molécula o a una particula reveladora.

Conforme a dicho ensayo de inmunocaptura, una combinacion de los anticuerpos Acm57 y Acm87, conjugados a
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una molécula o a una particula reveladora, se utiliza para el revelado de la proteina N.

Una molécula reveladora puede ser un atomo radioactivo, un colorante, una molécula fluorescente, un fluoréforo,
una enzima; una particula reveladora puede ser, por ejemplo, oro coloidal, una particula magnética o una bola de
latex.

Los inventores describen también un agente reactivo de deteccion de un coronavirus asociado al SRAS,
caracterizado porque se selecciona del grupo constituido por:

(a) un par de cebadores o una sonda tales como se han definido anteriormente,

(b) un vector recombinante tal como se ha definido anteriormente o una célula modificada tal como se ha definido
anteriormente,

(c) una cepa aislada de coronavirus tal como se ha definido anteriormente o un polinucleétido tal como se ha
definido anteriormente,

(d) un anticuerpo o un fragmento de anticuerpo tal como se ha definido anteriormente,

(e) una combinaciéon de anticuerpos que comprende los anticuerpos monoclonales Acm86 y/o Acm87, y el
anticuerpo monoclonal Acm57, tal como se ha definido anteriormente,

(f) un chip o un filtro, tal como se han definido anteriormente.

Los inventores describen también un método de deteccidn de una infeccién por un coronavirus asociado al SRAS, a
partir de una muestra biolégica, mediante ELISA IgG indirecto que utiliza la proteina N, método que esta
caracterizado porque las placas son sensibilizadas por una solucién de proteina N a una concentracién comprendida
entre 0,5 y 4 ug/ml, preferiblemente 2 pg/ml, en un tampén PBS 10 mM pH 7,2, rojo de fenol a 0,25 ml/l.

Los inventores describen, ademas, un método de deteccidén de una infeccién por un coronavirus asociado al SRAS,
a partir de una muestra bioldgica, mediante ELISA doble epitopo, caracterizado porque el suero a ensayar esta
mezclado al antigeno de revelado, siendo dicha mezcla puesta en contacto después con el antigeno fijado sobre un
soporte sdlido.

Segun una variante de los ensayos de deteccidn de los coronavirus asociado al SRAS, estos ensayos combinan un
ELISA que utiliza la proteina N, y otro ELISA que utiliza |la proteina S, tal como se describe mas adelante.

Los inventores describen también un complejo inmune formado de un anticuerpo o de un fragmento de anticuerpo
policlonal o monoclonal, tal como se han definido anteriormente, y de una proteina o de un péptido del coronavirus
asociado al SRAS.

Los inventores describen ademas un kit de deteccién de un coronavirus asociado al SRAS, caracterizado porque
comprende al menos un agente reactivo seleccionado del grupo constituido por: un par de cebadores, una sonda, un
chip de ADN o ARN, un vector recombinante, una célula modificada, una cepa aislada de coronavirus, un
polinucledtido, una proteina o un péptido, un anticuerpo, y un chip de proteina, tales como se han definido
anteriormente.

Los inventores describen ademas una composicion inmundgena, caracterizada porque comprende al menos un
producto seleccionado del grupo constituido por:

a) una proteina o un péptido tales como se han definido anteriormente,

b) un polinucleétido de tipo ADN o ARN o uno de sus fragmentos representativos tales como se han definido
anteriormente, de secuencia seleccionada entre:

(i) la secuencia SEC ID n° 1 o su equivalente ARN,
(ii) la secuencia que hibrida, en condiciones de fuerte rigor, con la secuencia SEC ID n° 1,

(iii) la secuencia complementaria de la secuencia SEC ID n° 1 o de la secuencia que hibrida en condiciones de
fuerte rigor con la secuencia SEC ID n° 1,

(iv) la secuencia nucleotidica de un fragmento representativo del polinucleétido, tal como se define en (i), (ii) o
(iii),
(v) la secuencia tal como se define en (i), (ii), (iii) o (iv), modificada, y
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c) un vector de expresion recombinante que comprende un polinucleétido tal como se define en b), y
d) un banco de ADNc tal como se defini6é anteriormente,

siendo dicha composicion inmunégena capaz de inducir una inmunidad humoral o celular protectora especifica del
coronavirus asociado al SRAS, en particular la produccion de un anticuerpo dirigido contra un epitopo especifico del
coronavirus asociado al SRAS.

Las proteinas y los péptidos, tales como se han definido anteriormente, en particular las proteinas S, M, E y/o Ny los
péptidos derivados, asi como las moléculas de acido nucleico (ADN o ARN) que codifican dichas proteinas o dichos
péptidos, son buenas vacunas candidatas y pueden ser utilizadas en composiciones inmunégenas para la
produccién de una vacuna contra el coronavirus asociado al SRAS.

Segun un modo de realizacién ventajoso de las composiciones, segun la invencién, estas contienen ademas al
menos un vehiculo farmacéuticamente aceptable y eventualmente sustancias portadoras y/o adyuvantes.

Los vehiculos farmacéuticamente aceptables, las sustancias portadoras y los adyuvantes son los clasicamente
utilizados.

Los adyuvantes se seleccionan ventajosamente del grupo constituido por emulsiones oleosas, saponina, sustancias
minerales, extractos bacterianos, hidréxido de alumina y escualeno.

Las sustancias portadoras son ventajosamente seleccionadas del grupo constituido por los liposomas unilaminares,
los liposomas multilaminares, unas micelas de saponina o unas microesferas solidas de naturaleza sacaridica o
aurifera.

Las composiciones, segun la invencion, se administran por via general, en particular intramuscular o subcutanea, o
bien por via local, en particular nasal (aerosol).

Los inventores describen también el uso de una proteina o de un péptido aislado o purificado que presenta una
secuencia seleccionada del grupo constituido por las secuencias SEC ID n° 3, 10, 12, 14, 17, 22, 24, 26, 28, 30, 33,
35, 37, 69, 70, 71, 74 y 75 para formar un complejo inmune con un anticuerpo dirigido especificamente contra un
epitopo del coronavirus asociado al SRAS.

Los inventores describen también un complejo inmune formado por una proteina o por un péptido aislado o
purificado, que presenta una secuencia seleccionada del grupo constituido por las secuencias SEC ID n° 3, 10, 12,
14, 17, 22, 24, 26, 28, 30, 33, 35, 37, 69, 70, 71, 74 y 75, y de un anticuerpo dirigido especificamente contra un
epitopo del coronavirus asociado al SRAS.

Los inventores describen también el uso de una proteina o de un péptido aislado o purificado, que presenta una
secuencia seleccionada del grupo constituido por las secuencias SEC ID n° 3, 10, 12, 14, 17, 22, 24, 26, 28, 30, 33,
35, 37, 69, 70, 71, 74 y 75, para inducir la produccién de un anticuerpo capaz de reconocer especificamente un
epitopo del coronavirus asociado al SRAS.

Los inventores describen también el uso de un polinucleétido aislado o purificado, que presenta una secuencia
seleccionada del grupo constituido por las secuencias SEC IDn° 1, 2, 4,7, 8, 13, 15, 16, 18, 19, 20, 31, 36 y 38 para
inducir la produccién de un anticuerpo dirigido contra la proteina codificada por dicho polinucleétido, y capaz de
reconocer especificamente un epitopo del coronavirus asociado al SRAS.

Los inventores describen también unos anticuerpos monoclonales que reconocen la proteina S nativa de un
coronavirus asociado al SRAS.

Los inventores describen también el uso de una proteina o de un polipéptido de la familia de la proteina S, tal como
se ha definido anteriormente, o de un anticuerpo que reconoce la proteina S nativa, tal como se ha definido
anteriormente, para detectar una infeccion por un coronavirus asociado al SRAS, a partir de una muestra bioldgica.

Los inventores describen también un método de deteccidon de una infeccién por un coronavirus asociado al SRAS, a
partir de una muestra bioldgica, caracterizado porque la deteccion se efectia mediante ELISA utilizando la proteina
S recombinante, expresada en un sistema eucariota.

Segun un modo de aplicacion ventajoso de dicho método, se trata de un método por ELISA doble epitopo, y el suero
a ensayar se mezcla con el antigeno de revelado, siendo dicha mezcla puesta en contacto después con el antigeno
fijado sobre un soporte sélido.

Los inventores describen también un complejo inmune formado de un anticuerpo o de un fragmento de anticuerpo
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monoclonal que reconoce la proteina S nativa, y de una proteina o de un péptido del coronavirus asociado al SRAS.

Los inventores describen también un complejo inmune formado de una proteina o de un polipéptido de la familia de
la proteina S, tal como se ha definido anteriormente, y de un anticuerpo dirigido especificamente contra un epitopo
del coronavirus asociado al SRAS.

Los inventores describen ademas un kit o estuche de detecciéon de un coronavirus asociado al SRAS, caracterizado
porque comprende al menos un agente reactivo seleccionado del grupo constituido por: una proteina o polipéptido
de la familia de la proteina S, tal como se ha definido anteriormente, un acido nucleico que codifica una proteina o
un polipéptido de la familia de la proteina S, tal como se ha definido anteriormente, una célula que expresa una
proteina o un polipéptido de la familia de la proteina S, tal como se ha definido anteriormente, o un anticuerpo que
reconoce la proteina S nativa de un coronavirus asociado al SRAS.

Los inventores describen una composicion inmunégena y/o de vacuna, caracterizada porque comprende un
polipéptido o una proteina recombinante de la familia de la proteina S, tal como se ha definido anteriormente,
obtenido en un sistema de expresion eucariota.

Los inventores describen también una composicion inmundgena y/o de vacuna, caracterizada porque comprende un
vector o virus recombinante, que expresa una proteina o un polipéptido de la familia de la proteina S, tal como se ha
definido anteriormente.

Ademas de las disposiciones anteriores, la invencion comprende también otras disposiciones, que destacaran de la
descripcién siguiente, que se refiere a unos ejemplos de aplicacion del polinucleétido que representa el genoma de
la cepa de SRAS-CoV procedente de la extraccion catalogada bajo el numero 031589, y unos fragmentos de ADNc
derivados, que son objeto de la presente invencion, asi como a la Tabla | que presenta el listado de las secuencias:

Tabla I: listado de secuencias

NuUmero de identificacion Secuencia Posicion del ADNc en Numero de
referencia a Genbank depésito en la
AY274119.3 CNCM del
plasmido
correspondiente
SECIDn°1 Genoma de la cepa procedente| - -
de la extraccion 031589
SECIDn°2 ORF-S* 21406-25348 -
SECIDnNn°3 Proteina S - -
SECIDn°4 ORF-S** 21406-25348 1-3059
SEQIDnNn°5 fragmento Sa 21406-23454 1-3020
SECIDnNn°6 fragmento Sb 23322-25348 1-3019
SECIDnNn°7 ORF-3+ORF-4* 25110-26244 -
SECIDnNn°8 ORF-3+ORF-4** 25110-26244 1-3126
SECIDnNn°9 ORF3 - -
SECIDn° 10 Proteina ORF-3 - -
SEC ID n° 11 ORF4 - -
SECIDn° 12 Proteina ORF-4 - -
SEQIDn°13 ORF-E* 26082-26413 -
SECIDn° 14 Proteina E - -
SECID n° 15 ORF-E** 26082-26413 1-3046
SECID n° 16 ORF-M* 26330-27098 -
SECID n° 17 Proteina M - -
SECIDn° 18 ORF-M** 26330-27098 1-3047
SECIDn° 19 ORF7 a 11* 26977-28218 -
SEC ID n° 20 ORF7 a 11** 26977-28218 1-3125
SEC ID n° 21 ORF7 - -
SEC ID n°® 22 Proteina ORF7 - -
SECIDn° 23 ORF8 - -
SECID n° 24 Proteina ORF8 - -
SEC ID n° 25 ORF9 - -
SEC ID n° 26 Proteina ORF9 - -
SEC ID n° 27 ORF10 - -
SEC ID n° 28 Proteina ORF10 - -
SEC ID n° 29 ORF11 - -
SEC ID n° 30 Proteina ORF11 - -
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NuUmero de identificacién Secuencia Posicion del ADNc en Nimero de
referencia a Genbank depdsito en la
AY274119.3 CNCM del
plasmido
correspondiente
SEC ID n° 31 OrF1ab 265-21485 -
SEC ID n° 32 ORF13 28130-28426 -
SEC ID n° 33 Proteina ORF13 - -
SECID n° 34 ORF14 - -
SECIDn° 35 Proteina ORF14 28583-28795 -
SEC ID n° 36 ORF-N* 28054-29430
SEC ID n° 37 Proteina N - -
SEC ID n° 38 ORF-N** 28054-29430 1-3048
SEC ID n° 39 5'no codificante** 1-204 1-3124
SEC ID n° 40 3'no codificante** 28933-29727 1-3123
SEC ID n° 41 ORF1ab 30-500 -
Fragmento LO

SEC ID n° 42 Fragmento L1 211-2260 -
SEC ID n° 43 Fragmento L2 2136-4187 -
SECID n° 44 Fragmento L3 3892-5344 -
SEC ID n°® 45 Fragmento L4b 4932-6043 -
SEC ID n° 46 Fragmento L4 5305-7318 -
SEC ID n°® 47 Fragmento L5 7275-9176 -
SEC ID n° 48 Fragmento L6 9032-11086 -
SECID n° 49 Fragmento L7 10298-12982 -
SEC ID n° 50 Fragmento L8 12815-14854 -
SEC ID n°® 51 Fragmento L9 14745-16646 -
SEC ID n° 52 Fragmento L10 16514-18590 -
SEC ID n° 53 Fragmento L11 18500-20602 -
SEC ID n° 54 Fragmento L12 20319-22224 -
SEC ID n° 55 Cebador N sentido - -
SEC ID n° 56 Cebador N antisentido - -
SEC ID n° 57 Cebador S¢ sentido - -
SEC ID n° 58 Cebador S| sentido - -
SEC ID n° 59 Cebador S¢ y S antisentido - -
SEC ID n° 60 Cebador sentido serie 1 28507-28522 -
SEC ID n° 61 Cebador antisentido serie 1 28774-28759
SEC ID n° 62 Cebador sentido serie 2 28375-28390 -
SEC ID n° 63 Cebador antisentido serie 2 28702-28687 -
SEC ID n° 64 Sonda 1/serie 1 28561-28586 -
SEC ID n° 65 Sonda 2/serie 1 28588-28608 -
SEC ID n° 66 Sonda 1/serie 2 28541-28563 -
SEC ID n° 67 Sonda 2/serie 2 28565-28589 -
SEC ID n° 68 Cebador ancla 14T
SEC ID n° 69 Péptido M2-14 - -
SECIDn°70 Péptido E1-12 - -
SEC ID n° 71 Péptido E53-76 - -
SECIDnNn°72 5' no codificante* 1-204 -
SECIDnNn°73 3' no codificante* 28933-29727 -
SECIDn°74 Proteina ORF1a - -
SECIDn°75 Proteina ORF1b - -

SEQ ID n°® 76-139 Cebadores
SEQ ID n° 140 Pseuddgeno de S

SEQ ID n°® 141-148 cebadores
SEQ ID n° 149 Aa1-13de S
SEQID n° 150 polipéptido

SEQ ID n°® 151-158 cebadores

* producto de amplificacion PCR (amplicén)
** inserto clonado en el plasmido depositado en la CNCM

asi como a los dibujos anexos en los que:

- la figura 1 ilustra el analisis por transferencia western de la expresion in vitro de las proteinas recombinantes N,
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Sc y S a partir de los vectores de expresion plVEX. Pista 1: pIV2.3N. Pista 2: plV2.3Sc. Pista 3: plV2.3S,. Pista
4: plV2.4N. Pista 5: plV2.4S o0 plV2.4Sc. Pista 6: plV2.4S,. La expresion de la proteina GFP expresada a partir
del mismo vector se utiliza como control.

la figura 2 ilustra el analisis por electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-
PAGE), y coloracién con azul de Coomassie, de la expresion in vivo de la proteina N a partir de los vectores de
expresion plVEX. La cepa de E.coli BL21(DE3)pDIA17, transformada por los vectores plVEX recombinantes, se
cultiva a 30°C en un medio LB, en presencia o ausencia de inductor (IPTG 1mM). Pista 1: plV2.3N Pista 2:
plV2.4N.

la figura 3 ilustra el analisis por electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-
PAGE) y coloraciéon con azul de Coomassie, de la expresioén in vivo de los polipéptidos S| y Sc a partir de los
vectores de expresion plVEX. La cepa de E.coli BL21 (DE3)pDIA17, transformada por los vectores plVEX
recombinantes, se cultiva a 30°C en un medio LB, en presencia o ausencia de inductor (IPTG 1mM). Pista 1:
plV2.3S¢ Pista 2: plV2.3S,. Pista 3: plV2.4S, Pista 4: plvV2.4S,.

la figura 4 ilustra la actividad antigénica de las proteinas N, S| y Sc recombinantes producidas en la cepa E. coli
BL21(DE3)pDIA17, transformada por los vectores pIVEX recombinantes. A: electroforesis (SDS-PAGE) de los
lisados bacterianos. B y C: transferencia western con los sueros, que provienen de un mismo paciente infectado
por SRAS-CoV, extraidos respectivamente a los 8 dias (B: suero M12) y a los 29 dias (C: suero M13) después
del comienzo de los sintomas del SRAS. Pista 1: plV2.3N. Pista 2: pIV2.4N. Pista 3: plV2.3Sc. Pista 4: plvV2.4
S1. Pista 5: plV2.3S,. Pista 6: plV2.4S.

la figura 5 ilustra la purificacién sobre columna Ni-NTA agarosa de la proteina N recombinante, producida en la
cepa E. coli BL21(DE3)pDIA17 a partir del vector pIV2.3N. Pista 1: Extracto bacteriano total. Pista 2: Extracto
soluble. Pista 3: Extracto insoluble. Pista 4: Extracto depositado sobre la columna Ni-NTA. Pista 5: proteinas no
retenidas. Pista 6: Fracciones del pico 1. Pista 7: Fracciones del pico 2.

la figura 6 ilustra la purificacion de la proteina Sc recombinante a partir de los cuerpos de inclusiones producidos
en la cepa E. coli BL21(DE3)pDIA17, transformada por el plV2.4S1.A. Tratamiento con Triton X-100 (2%): Pista
1: Extracto bacteriano total. Pista 2: Extracto soluble. Pista 3: Extracto insoluble. Pista 4: Sobrenadante después
del tratamiento con Tritdn X-100 (2%). Pistas 5 y 6: Residuo después del tratamiento con Tritén X-100 (2%).B:
Tratamiento con urea 4M, 5M, 6M y 7M de los extractos solubles e insolubles.

la figura 7 representa la inmunohuella realizada con la ayuda de un lisado de células infectadas por el SRAS-
CoV y de un suero de paciente que padece neumopatia atipica.

la figura 8 representa unas inmunohuellas realizadas con la ayuda de un lisado de células infectadas por el
SRAS-CoV y de inmunosueros de conejos especificos de la nucleoproteina N (A) y de la proteina de espicula S
(B). I.S.: suero inmune. p.i.: suero pre-inmune. El inmunosuero anti-N se utilizé al 1/50000 y el inmunosuero
anti-S al 1/10000.

la figura 9 ilustra la reactividad en ELISA de los sueros policlonales monoespecificos de conejo dirigidos contra
la proteina N o el fragmento corto de la proteina S (Sc), frente a proteinas recombinantes correspondientes
utilizadas para la inmunizacion. A: conejos P13097, P13081, y P13031 inmunizados con la proteina N
recombinante purificada. B: conejos P11135, P13042, y P14001 inmunizados con una preparacién de cuerpos
de inclusiones que corresponden al fragmento corto de la proteina S (Sc). |.S.: suero inmune. p.i.: suero pre-
inmune.

la figura 10 ilustra la reactividad en ELISA de la proteina N recombinante purificada, frente a suero de pacientes
que padecen neumonia atipica causada por el SRAS-CoV. Figura 10a: placas ELISA preparadas con la
proteina N a la concentracion de 4 ug/ml y 2 ug/ml. Figura 10b: placa ELISA preparada con la proteina N a la
concentracion de 1 pg/ml. Los sueros designados A, B, D, E, F, G, H corresponden a los de la Tabla IV.

la figura 11 ilustra la amplificacion por RT-PCR de cantidades decrecientes de ARN sintético del gen N del
SRAS-CoV (107 a 1 copia), con la ayuda de los pares de cebadores n° 1 (N/+/28507,N/-/28774) (A) y n° 2
(N/+/28375,N/-/28702) (B). T: amplificacion realizada en ausencia de ARN. MW: marcador de ADN.

la figura 12 ilustra la amplificacion por RT-PCR en tiempo real de ARN sintético del gen N del SRAS-CoV: unas
cantidades decrecientes de ARN sintético en replicado (repli. ; pistas 16 a 29) asi como el ARN viral diluido al
1/20x10™ (Pista 32) se amplificaron mediante RT-PCR en tiempo real con la ayuda del kit "Light Cycler RNA
Amplification Kit Hybridization Probes" y de los pares de cebadores y de sondas de la serie n° 2, en las
condiciones descritas en el ejemplo 8.
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la figura 13 (figura 13.1 a 13.70) representa el mapa de restriccion de la secuencia SEC ID n° 1 que
corresponde al equivalente ADN del genoma de la cepa de SRAS-CoV procedente de la extraccion catalogada
bajo el numero 031589.

la figura 14 muestra el resultado del ensayo de serologia SRAS por ELISA N indirecto (12 serie de sueros
ensayados)

la figura 15 muestra el resultado del ensayo de serologia SRAS por ELISA N indirecto (2° serie de sueros
ensayados)

la figura 16 presenta el resultado del ensayo de serologia SRAS por ELISA N doble epitopo (12 serie de sueros
ensayados)

la figura 17 muestra el resultado del ensayo de serologia SRAS por ELISA N doble epitopo (22 serie de sueros
ensayados)

la figura 18 ilustra el ensayo de reactividad de los anticuerpos monoclonales anti-N por ELISA sobre la
nucleoproteina N nativa del SRAS-CoV. Los anticuerpos se ensayaron en forma de sobrenadantes de cultivo de
hibridomas por un ELISA indirecto, utilizando un lisado irradiado de células VeroE6 infectadas por el SRAS-CoV
como antigeno (curvas lisado SRAS). Un control negativo de reactividad se realiza para cada anticuerpo sobre
un lisado de células VeroE6 no infectadas (curvas lisado negativo). Varios anticuerpos monoclonales de
especificidad conocida se usaron como anticuerpos control negativos: para 1-3 dirigido contra los antigenos de
los virus parainfluenza de tipo 1-3 (Bio-Rad) y gripe B dirigido contra los antigenos del virus de la gripe de tipo B
(Bio-Rad).

la figura 19 ilustra el ensayo de reactividad de los anticuerpos monoclonales anti-N del SRAS-CoV por ELISA
sobre los antigenos nativos de coronavirus humano 229E (HCoV-229E). Los anticuerpos se ensayaron en forma
de sobrenadantes de cultivo de hibridomas por un ensayo ELISA indirecto, utilizando un lisado de células MRC-
5 infectadas por el coronavirus humano 229E como antigeno (curvas lisado 229E). Un control negativo de
inmunorreactividad se realiza, para cada anticuerpo, sobre un lisado de células MRC-5 no infectadas (curvas
lisado negativo). El anticuerpo monoclonal 5-11H.6 dirigido contra la proteina S del coronavirus humano 229E
(Sizun y otros 1998, J. Virol. Met. 72: 145-152) se utiliza como anticuerpo control positivo. Los anticuerpos para
1-3 dirigidos contra los antigenos de los virus parainfluenza de tipo 1-3 (Bio-Rad) y gripe B dirigido contra los
antigenos del virus de la gripe de tipo B (Bio-Rad) se anadieron al panel de los anticuerpos monoclonales
ensayados.

la figura 20 muestra un ensayo de reactividad de los anticuerpos monoclonales anti-N del SRAS-CoV por
transferencia western sobre la nucleoproteina N nativa del SRAS-CoV desnaturalizado. Un lisado de células
VeroEG6 infectadas por el SRAS-Cov- se prepar6 en el tampén de depdsito segun Laemmli y puesto a migrar en
un gel SDS al 12% de poliacrilamida, después las proteinas se transfirieron sobre una membrana de PVDF. Los
anticuerpos monoclonales anti-N ensayados se utilizaron para el inmunoensayo a la concentracién de 0,05
ug/ml. El revelado se hace con unos anticuerpos anti-lgG (H+L) de ratén acoplados a la peroxidasa (NA93IV,
Amersham) y el sistema ECL+. Dos anticuerpos monoclonales se usaron como controles negativos de
reactividad: gripe B dirigido contra los antigenos del virus de la gripe de tipo B (Bio-Rad) y para 1-3 dirigido
contra los antigenos de los virus parainfluenza de tipo 1-3 (Bio-Rad).

la figura 21 presenta los plasmidos de expresion en células de mamiferos de la proteina S del SRAS-CoV. El
ADNCc de la S del SRAS-CoV se insertod entre los sitios BamH1 y Xho1 del plasmido de expresion ACNpc3.1(+)
(Clontech) para obtener el plasmido ADNpc-S y entre los sitios Nhe1 y Xho1 del plasmido de expresion pCl
(Promega) para obtener el plasmido pCI-S- Las secuencias WPRE y CTE se insertaron en cada uno de los dos
plasmidos ADNpc-S y pCI-S entre los sitios Xho1 y Xba1 para obtener respectivamente los plasmidos ADNpc-S-
CTE, ADNpc-S-WPRE, pCI-S-CTE y pCI-S-WPRE.

SP: péptido sefal predicho (aa 1-3) con el programa signalP v2.0 (Nielsen y otros, 1997, Protein Engineering,
10: 1-6)

TM: regidn transmembranaria predicha (aa 1196-1218) con el programa TMHMM v2.0 (Sonnhammer y otros,
1998, Proc. of Sixth Int. Conf. on Intelligent Systems for Molecular Biology, p 175-182, AAAI Press). Se debe
sefalar que los aminoacidos W1194 y P1195 forman parte posiblemente de la regién transmembranaria con
probabilidades respectivas de 0,13 y 0,42

P-CMV: promotor inmediato/precoz del citomegalovirus. BGH pA: sefial de poliadenilacion del gen de la
hormona de crecimiento bovina

SV40 late pA: sefal de poliadenilacion tardia del virus SV40

SD/SA: sitios donante y receptor de empalme
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WPRE: secuencias del "Woodchuck Hepatitis Virus posttranscriptional regulatory element" del virus de la
hepatitis de la marmota

CTE: secuencias del "constitutive transport element" del retrovirus simico de Mason-Pfizer

- la figura 22 ilustra la expresion de la proteina S después de la transfeccion de células VeroE6. Se prepararon
extractos celulares 48 horas después de la transfeccion de células VeroE6 por los plasmidos ADNpc, ADNpc-s,
pCl y pCI-S. Extractos celulares se prepararon también 18 horas después de la infeccion por el virus
recombinante de la vacuna antivariélica VV-TF7.3 y transfeccion por los plasmidos ADNpc o ADNpc-S. A titulo
de control, unos extractos de células VeroE6 se prepararon 8 horas después de la infeccion por el SRAS-CoV
con una multiplicidad de infeccion de 3. Se separaron sobre un gel SDS al 8% de acrilamida y fueron analizados
mediante transferencia western con la ayuda de un anticuerpo policlonal de conejo anti-S y de un anticuerpo
policlonal anti-IgG (H+L) de conejo acoplado con la peroxidasa (NA934V, Amersham). Una escala de masa
molecular (kDa) se muestra en la figura.

SRAS.CoV: extracto de células VeroE®6 infectadas por el SRAS-CoV
Mock: extracto control de células no infectadas
- la figura 23 ilustra el efecto de las secuencias CTE y WPRE sobre la expresion de la proteina S después de la

transfeccion de células VeroE6 y 293T. Unos extractos celulares se prepararon 48 horas después de la
transfeccion de células VeroE6 (A) o 293T (B) por los plasmidos ADNpc, ADNpc-S, ADNpc-S-CTE, ADNpc-S-
WPRE, pCI-S, pCI-S-CTE y pCl- S-WPRE, separados sobre un gel SDS al 8% de acrilamida y analizados
mediante transferencia western con la ayuda de un anticuerpo policlonal de conejo anti-S y de un anticuerpo
policlonal anti-IgG (H+L) de conejo acoplado con la peroxidasa (NA934V, Amersham). Una escala de masa
molecular (kDa) se lleva sobre la figura.

SRAS-CoV: extracto de células VeroE6 preparadas 8 horas después de la infeccién por el SRAS-CoV con
una multiplicidad de infeccién de 3.

Mock: extracto control de células VeroEG6 no infectadas
- la figura 24 presenta vectores lentivirales defectivos con “ADN flap” central para la expresion de la S du SRAS-

CoV. ElI ADNc de la proteina S del SRAS-CoV se cloné en forma de un fragmento BamH1-Xho1 en el plasmido
pTRIPAU3-CMV que contiene un vector lentiviral defectivo TRIP con “ADN flap” central (Sirven y otros, 2001,
Mol. Ther., 3: 438-448) para obtener el plasmido pTRIP-S. Los casetes de expresion 6ptimos constituidos por el
promotor inmediato/precoz del virus CMV, de una sefial de empalme, del ADNc de la S y de una u otra de las
sefales post-transcripcionales CTE o WPRE se han sustituido al casete EF1a-EGFP del vector de expresion
lentiviral defectivo de ADN FLAP central TRIPAU3-EF1 o (Sirven y otros, 2001, Mol. Ther., 3:438-448) para
obtener los pldsmidos pTRIP-SD/SA-S-CTE y pTRIP-SD/SA-S-WPRE.

SP: péptido sefial

TM: region transmembranaria

P-CMV: promotor inmediato/precoz el citomegalovirus

P-EF1a: promotor del gen EF1a

SD/SA: sitios donante y receptor de empalme

WPRE: secuencias del "Woodchuck Hepatitis Virus posttranscriptional regulatory element" del virus de la
hepatitis de la marmota

CTE: secuencias del "constitutive transport element" del retrovirus simico de Mason-Pfizer
LTR: «Long terminal repeat»

AU3: LTR eliminado de las secuencias «promoter/enhancer»

cPPT: «polypurine tract cis-active sequence»

CTS: «central termination sequence»
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- la figura 25 muestra el analisis mediante transferencia western de la expresion de la S du SRAS-CoV por lineas
celulares transducidas por los vectores lentivirales TRIP-SD/SA-S-WPRE y TRIP-SD/SA-S-CTE. Se han
preparado unos extractos celulares a partir de lineas FrhK4-S-CTE y FrhK4-S-WPRE establecidas después de
la transduccion por los vectores lentivirales TRIP-SD/SA-S-CTE y TRIP-SD /SA-S-WPRE respectivamente. Se
han separado sobre un gel SDS al 8% de acrilamida y analizados mediante transferencia western con la ayuda
de un anticuerpo policlonal de conejo anti-S y de un conjugado anti-lgG(H+L) de conejo acoplado con la
peroxidasa. Una escala de masa molecular (kDa) se muestra en la figura.

T-: Extracto control de células FrhK-4

T+: Extracto de células FrhK-4 preparadas 24h después de la infeccion por el SRAS-CoV con una
multiplicidad de infeccién de 3.

- la figura 26 se refiere al analisis de la expresion de polipéptido Ssol por lineas celulares transducidas por los
vectores lentivirales TRIP-SD/SA-Ssol-WPRE y TRIP-SD/SA-Ssol-CTE. La secrecion del polipéptido Ssol se ha
buscado en el sobrenadante de una serie de clones celulares aislados después de la transduccién de células
FRhK-4 por los vectores lentivirales TRIP-SD/SA-Ssol-WPRE y TRIP-SD/SA-Ssol-CTE. 5 ul de sobrenadante
diluidos al 1/2 en un tampon de depdsito segun Laemmli se analizaron mediante transferencia western revelado
por un anticuerpo monoclonal anti-FLAG (M2, Sigma) y un conjugado anti-IlgG(H+L) de ratén acoplado a la
peroxidasa. T-: sobrenadante de la linea FRhK-4 parental. T+: sobrenadante de células BHK infectadas por un
virus recombinante de la vacuna antivaridlica que expresa el polipéptido Ssol. La flecha llena indica el
polipéptido Ssol, mientras que la flecha hueca indica una reaccién cruzada con una proteina de origen celular.

- lafigura 27 muestra los resultados relativos al andlisis del polipéptido Ssol purificado

A. 8,2,0,5y 0,125 ug de polipéptido recombinante Ssol purificado mediante cromatografia de afinidad anti-
FLAG y gel de filtracion (G75) se separaron sobre gel SDS al 8% de poliacrilamida. El polipéptido Ssol
asi como unas cantidades variables de marcadores de masa molecular (MM) se revelaron mediante
coloracién con nitrato de plata (Gelcode SilverSNAP stain kit Il, Pierce).

B. Marcadores estandar para el analisis por espectrometria de masas SELDI-TOF
IgG: IgG bovino de MM 147300
ConA: conalbumina de MM 77490
HRP: peroxidasa de rabano picante a titulo de control y de MM 43240

C. Analisis por espectrometria de masas (SELDI-TOF) del polipéptido recombinante Ssol. Los picos Ay B
corresponden al polipéptido Ssol simple y doblemente cargado.

D. Secuenciacion del extremo N-terminal del polipéptido recombinante Ssol. Se realizaron 5 ciclos de
degradacion de Edman en fase liquida sobre un secuenciador ABI494 (Applied Biosystems).

- la figura 28 ilustra la influencia de una sefial de corte y empalme y de las secuencias CTE y WPRE sobre la
eficacia de la inmunizacién génica con la ayuda de ADN plasmidico que codifica la S du SRAS-CoV

A. Unos grupos de 7 ratones BALB/c se inmunizaron dos veces con 4 semanas de intervalo con la ayuda de
50 pg de ADN plasmidico de pCIl, ADNpc-S, pCI-S, ADNpc-N y pCI-HA.

B. Unos grupos de 6 ratones BALB/c se inmunizaron dos veces con 4 semanas de intervalo con la ayuda de
2 ug, 10 pug 6 50 pg de ADN plasmidico de pCl, pCI-S, pCI-S-CTE y pCI-S-WPRE.

Los sueros inmunes extraidos 3 semanas después de la segunda inmunizacién se analizaron mediante ELISA
indirecta utilizando un lisado de células VeroE6 infectadas por el SRAS-CoV como antigeno. Los titulos en
anticuerpos anti-SRAS-CoV se calculan como la inversa de la dilucién que produce una DO especifica de 0,5
después del revelado por un anticuerpo policlonal anti-lgG de ratén acoplado a la peroxidasa (NA931V, Amersham)
y de TMB (KPL).

- la figura 29 muestra la seroneutralizacion de la infectividad del SRAS-CoV por los anticuerpos inducidos en el
raton después de la inmunizacion génica con la ayuda de ADN plasmidico que codifica la S du SRAS-CoV.
Unos grupos de sueros inmunes extraidos 3 semanas después de la segunda inmunizacién se realizaron para
cada uno de los grupos de los experimentos descritos en la figura 28, y evaluados por su capacidad de
seroneutralizar la infectividad de 100 TCID50 de SRAS-CoV sobre células FRhK-4. Se realizan 4 puntos para
cada una de las diluciones de razén 2 ensayadas a partir del 1/20. El titulo seroneutralizante se calcula segun el
método de Reed y Munsch como la inversa de la dilucién que neutraliza la infectividad de 2 pozos sobre 4.
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A. Grupos de ratones BALB/c inmunizados dos veces con 4 semanas de intervalo con la ayuda de 50 ug de
ADN plasmidico de pCl, ADNpc-S, pCI-S, ADNpc-N y pCI-HA. o: suero preinmune. m: suero inmune.

B. Grupos de ratones BALB/c inmunizados dos veces con 4 semanas de intervalo con la ayuda de 2 ug, 10
ug 6 50 ug de ADN plasmidico de pCl, pCI-S, pCI-S-CTE y pCI-S-WPRE.

- la figura 30 ilustra la inmunorreactividad del polipéptido recombinante Ssol frente a sueros de pacientes que
padecen SRAS. La reactividad de sueros de pacientes se ha analizado mediante el ensayo ELISA indirecto
contra unas fases sdlidas preparadas con la ayuda del polipéptido recombinante Ssol purificado. Los
anticuerpos de pacientes que reaccionan con la fase sélida a una dilucién del 1/400 se revelan mediante un
anticuerpo policlonal anti-lgG(H+L) humano acoplado a la peroxidasa (Amersham NA933V) y de TMB mas
H202 (KPL). Los sueros de casos posibles de SRAS son identificados por un nimero de orden del Centre
National de Référence des virus influenzae asi como por las iniciales del paciente y el numero de dias
transcurridos desde el principio de los sintomas, llegado el caso. Los sueros TV son unos sueros controles de
sujetos que han sido extraidos en Francia antes de la epidemia de SRAS aparecida en 2003.

- la figura 31 muestra la induccion de anticuerpos dirigidos contra el SRAS-CoV después de la inmunizacion con el
polipéptido recombinante Ssol. Dos grupos de 6 ratones se inmunizaron con 3 semanas de intervalo con 10 pg
de polipéptido recombinante Ssol (grupo Ssol) adyuvado con el hidroxido de aluminio o, a titulo de control, del
adyuvante solo (grupo mock). Se realizaron tres inmunizaciones sucesivas y los sueros inmunes se extrajeron 3
semanas después de cada una de las inmunizaciones (1S1, 1S2, I1S3). Los sueros inmunes se analizaron por
grupo para cada uno de los 2 grupos por ELISA indirecto utilizando un lisado de células VeroEG6 infectadas por
el SRAS-CoV como antigeno. Los titulos en anticuerpos anti-SRAS-CoV se calculan como la inversa de la
diluciéon que produce una DO especifica de 0,5 después del revelado por un anticuerpo policlonal anti-IlgG de
raton acoplado a la peroxidasa (Amersham) y de TMB (KPL).

- La figura 32 presenta la alineacién nucleotidica de las secuencias del gen sintético 040530 con la secuencia del
gen salvaje del aislado 031589 del SRAS-CoV. 1-3059 corresponde a los nucleétidos 21406-25348 del aislado
031589 del SRAS-CoV depositado a la C.N.C.M. bajo el niumero 1-3059 (SEC ID n° 4, plasmido pSRAS-S). S-
040530 es la secuencia del gen sintético 040530.

- la figura 33 ilustra el uso de un gen sintético para la expresion de la S del SRAS-CoV. Unos extractos celulares
preparados 48 horas después de la transfeccion de células VeroE6 (A) o 293T (B) por los plasmidos pCl, pCI-S,
pCl-S-CTE, pCI-S-WPRE y pCl-Ssynth se prepararon sobre un gel SDS al 8% de acrilamida y analizados
mediante transferencia western con la ayuda de un anticuerpo policlonal de conejo anti-S y de un anticuerpo
policlonal anti-lgG(H+L) de conejo acoplado con la peroxidasa (NA934V, Amersham). La transferencia western
se reveld mediante luminescencia (ECL+, Amersham) y adquisicion sobre un dispositivo de creacion de imagen
numeérica (FluorS, BioRad). Los niveles de expresion de la proteina S se midieron cuantificando las 2 bandas
mayoritarias localizadas sobre la imagen.

- la figura 34 presenta un esquema de la construccién de los virus de vacuna antivariélica recombinantes VV-TG-
S, VV-TG-Ssol, VV-TN- S y VV-TN-Ssol

A.Los ADNc de la proteina S y del polipéptido Ssol del SRAS-CoV se insertaron entre los sitios BamH1 y Sma1
del plasmido de transferencia pTG186 para obtener los plasmidos pTG-S y pTG-Ssol.

B.Las secuencias del promotor sintético 480 se sustituyeron después de las del promotor 7,5 mediante
intercambio del fragmento Nde1-Pst1 de los plasmidos pTG186poli, pTG-S y pTG-Ssol para obtener los
plasmidos de transferencia pTN480, pTN-S y pTN-Ssol.

C. Secuencia del promotor sintético 480 tal como el contenido entre los sitios Nde1 y Pst1 de los plasmidos de
transferencia de la serie pTN. Un sitio Asc1 se inserté para facilitar las manipulaciones ulteriores. Los sitios de
restriccion, asi como la secuencia del promotor, son subrayados

D. Los virus recombinantes de la vacuna antivaridlica se obtienen mediante doble recombinacién homologa in
vivo entre el casete TK de los plasmidos de transferencia de las series pTG y pTN, y el gen TK de la cepa
Copenhague del virus de la vacuna antivaridlica.

SP: péptido sefal predicha (aa 1-13) con el programa signalP v2.0 (Nielsen y otros, 1997, Protein
Engineering, 10: 1-6)

TM: region transmembranaria predicha (aa 1196-1218) con el programa TMHMM v2.0 (Sonnhammer vy
otros, 1998, Proc. of Sixth Int. Conf. on Intelligent Systems for Molecular Biology, p 175-182, AAAI Press).
Se debe de sefialar que los aminoacidos W1194 y P1195 pertenecen posiblemente a la region
transmembranaria con unas probabilidades respectivas de 0,13 y 0,42.
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TK-L, TK-R: partes izquierda y derecha del gen de la timidinaquinasa del virus de la vacuna antivariolica
MCS: sitio multiple de clonacién

PE: promotor precoz

PL: promotor tardio

PL synth: promotor tardio sintético 480

- la figura 35 ilustra la expresion de la proteina S por los virus de la vacuna antivaridlica recombinantes, analizada
mediante transferencia western. Se han preparado unos extractos celulares 18 horas después de la infeccion de
células CV1 por los virus de la vacuna antivariélica recombinantes VV-TG, VV-TG-S y VV-TN-S a una M.O.l. de
2 (A). A titulo de control, unos extractos de célula VeroE6 se prepararon 8 horas después de la infeccién por el
SRAS-CoV con una multiplicidad de infeccion de 2. Unos extractos celulares se prepararon también 18 horas
después de la infeccién de células CV1 por los virus de la vacuna antivariolica recombinantes VV-TG-S, VV-TG-
Ssol, VV-TN, VV-TN-S y VV-TN-Ssol (B). Se prepararon sobre geles SDS al 8% de acrilamida y analizados
mediante transferencia western con la ayuda de un anticuerpo policlonal de conejo anti-S y de un anticuerpo
policlonal anti-lgG(H+L) de conejo acoplado a la peroxidasa (NA934V, Amersham). «1 ul» y «10 ul» indican las
cantidades de extractos celulares depositadas sobre el gel. Una escala de masa molecular (kDa) se muestra en
la figura.

SRAS-CoV: Extracto de células VeroEG6 infectadas por el SRAS-CoV
Mock: Extracto control de células non infectadas

- la figura 36 muestra el resultado de un analisis mediante transferencia western de la secrecion del polipéptido
Ssol por los virus de la vacuna antivariélica recombinantes.

A.Unos sobrenadantes de células CV1 infectadas por el virus de la vacuna antivaridlica recombinante VV-TN,
diferentes clones de virus VV-TN-Ssol y por los virus VV-TG-Ssol o VV-TN-Sflag se recogieron 18 horas
después de la infeccion de células CV1 a una M.O.l. de 2.

B.Unos sobrenadantes de células 293T, FRhK-4, BHK-21 y CV1 infectadas por duplicados (1,2) por el virus
de la vacuna antivariolica recombinante VV-TN-Ssol a una M.O.Il. de 2 se recogieron 18 horas después de
la infeccidn. El sobrenadante de células CV1 infectadas por el virus VV-TN se recogié también a titulo de
control (M).

Todos los sobrenadantes se han separado sobre gel SDS a 8% de acrilamida segun Laemmli, y analizados
mediante transferencia western con la ayuda de un anticuerpo monoclonal de ratéon anti-FLAG y de un anticuerpo
policlonal anti-lgG(H+L) de raton acoplado a la peroxidasa (NA931V, Amersham) (A) o con la ayuda de un
anticuerpo policlonal de conejo anti-S y de un anticuerpo policlonal anti-lgG(H+L) de conejo acoplado con la
peroxidasa (NA934V, Amersham) (B). Una escala de masa molecular (kDa) se muestra en la figura.

- la figura 37 muestra el analisis del polipéptido Ssol, purificado mediante gel SDS de poliacrilamida

10, 5 y 2 pl de polipéptido recombinante Ssol purificado mediante cromatografia de afinidad anti-FLAG se
separaron sobre gel SDS en gradiente del 4 al 15% de poliacrilamida. El polipéptido Ssol, asi como unas
cantidades variables de marcadores de masa molecular (MM), se revelaron mediante coloracion con nitrato de
plata (Gelcode SilverSNAP stain kit Il, Pierce).

- la figura 38 ilustra la immunorreactividad del polipéptido recombinante Ssol producido por el virus de la vacuna
antivariolica recombinante VV-TN-Ssol frente a sueros de pacientes que padecen SRAS. La reactividad de
sueros de pacientes se analizé mediante un ensayo de ELISA indirecto contra unas fases sélidas preparadas
con la ayuda del polipéptido recombinante Ssol purificado. Los anticuerpos de pacientes que reaccionan con la
fase solida a una dilucion del 1/100 y 1/400 se revelan mediante un anticuerpo policlonal anti-lgG(H+L) humano
acoplado a la peroxidasa (Amersham NA933V) y de TMB mas H202 (KPL). Los sueros de casos posibles de
SRAS son identificados mediante un numero del tipo del Centre National de Référence des virus influenzae, asi
como por las iniciales del paciente y el niumero de dias transcurridos desde el principio de los sintomas, llegado
el caso. Los sueros TV son unos sueros controles de sujetos que fueron extraidos en Francia antes de la
epidemia de SRAS aparecida en 2003.

- la figura 39 muestra la respuesta en anticuerpo anti-SRAS-CoV en el ratéon después de la inmunizacién por los
virus de la vacuna antivaridlica recombinantes. Se inmunizaron unos grupos de 7 ratones BALB/c por via i.v.
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dos veces con 4 semanas de intervalo por 106 u.f.p. de virus de la vacuna antivariélica recombinantes VV-TG,
VV-TG-HA, VV-TG-S, VV-TG-Ssol, VV-TN, VV- TN-S, VV-TN-Ssol.

A.Se realizaron unas grupos de sueros inmunes extraidos 3 semanas después de cada una de las dos
inmunizaciones para cada uno de los grupos, y se analizaron mediante ELISA indirecto utilizando un lisado
de células VeroE®6 infectadas por el SRAS-CoV como antigeno. Los titulos en anticuerpos anti-SRAS-CoV
son calculados como la inversa de la dilucién que produce una DO especifica de 0,5 después del revelado
por un anticuerpo policlonal anti-IgG de raton acoplado a la peroxidasa (NA931V, Amersham) y de TMB
(KPL).

B.Los grupos de suero inmunes se evaluaron para su capacidad para seroneutralizar la infectividad de 100
TCID50 del SRAS-CoV sobre células FRhK-4. Se realizan 4 puntos para cada una de las diluciones 2
veces ensayadas a partir del 1/20. El titulo seroneutralizante se calcula segun el método de Reed y Munsch
como la inversa de la dilucién que neutraliza la infectividad de 2 pozos sobre 4.

- la figura 40 describe la construccién de los virus recombinantes MVSchw2-SRAS-S y MVSchw2-SRAS-Ssol.

A.EI vector rubeola es un genoma completo de la cepa vacinea Schwarz del virus de la rubeola (MV) en el
que se ha introducido una unidad de transcripcion suplementaria (Combredet, 2003, Journal of Virology, 77:
11546-11554). La expresion de las fases abiertas de lectura (ORF) suplementarias esta controlada por los
elementos que actdan en cis necesarias para la transcripcion, para la formacién del capuchén y para la
poliadenilacion del transgen, que se copiaron de los elementos presentes en la unién N/P. 2 vectores
diferentes permiten la insercion entre los genes P (fosfoproteina) y M (matriz) por una parte y H
(hemaglutinina) y L (polimerasa) por otra parte.

B.Los genomas recombinantes MVSchw2-SRAS-S y MVSchw2-SRAS-Ssol del virus de la rubeola se
construyeron mediante la insercidon de los ORF de la proteina S y del polipéptido Ssol dentro de una unidad
de transcripcidn suplementaria localizada entre los genes P y M del vector.

Los diferentes genes del virus de la rubeola (MV) son indicados: N (nucleoproteina), PVC (fosfoproteina y proteina
V/C), M (matriz), F (fusién), H (hemaglutinina), L (polimerasa). T7 = promotor del ARN polimerasa T7, hh = ribozima
"hammerhead", T7t = secuencia terminadora de la ARN polimerasa del fago T7, d = ribozima del virus de la hepatitis
d, (2), (3) = unidades de transcripcién suplementarias (ATU).

Tamafo del genoma de MV: 15894 nt.

SP: péptido sefial
TM: region transmembranaria
FLAG: etiqueta FLAG
- la figura 41 ilustra la expresién de la proteina S por los virus de la rubeola recombinantes, analizada mediante
transferencia western. Se prepararon extractos citoplasmicos después de la infeccion de células Vero por
diferentes pasos de los virus MVSchw2-SRAS-S y MVSchw2-SRAS-Ssol y el virus salvaje MWSchw a titulo de
control. Unos extractos celulares en tampén de depdsito, segun Laemmli, se prepararon también 8 horas
después de la infeccion de células VeroE6 por el SRAS-CoV, con una multiplicidad de infecciéon de 3. Se han
preparado sobre un gel SDS al 8% de acrilamida y analizados mediante transferencia western con la ayuda de
un anticuerpo policlonal de conejo anti-S y de un anticuerpo policlonal anti-lgG(H+L) de conejo acoplado a la
peroxidasa (NA934V, Amersham).
Una escala de masa molecular (kDa) se muestra en la figura.
Pn: enésimo paso del virus después del cocultivo de células 293-3-46 y Vero.
SRAS-CoV: extracto de células VeroEG6 infectadas por el SRAS-CoV

Mock: extracto control de células VeroE6 no infectadas

- la figura 42 muestra la expresion de la proteina S por los virus de la rubeola recombinantes, analizada mediante
inmunofluorescencia

Se infectaron células Vero en monocapas sobre laminas de vidrio mediante el virus salvaje MWSchw (A) o los virus
MVSchw2-SRAS-S (B) y MVSchw2-SRAS-Ssol (C). Cuando los sincitios alcanzaron del 30 al 40% de confluencia
(A., B.) 0 90-100% (C), las células se fijaron, permeabilizaron y marcaron mediante anticuerpos policlonales de
conejo anti-SRAS-CoV y un conjugado anti-lgG(H+L) de conejo acoplado al FITC (Jackson).
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- la figura 43 ilustra el andlisis mediante transferencia western de la inmunorreactividad de sueros de conejo
dirigidos contra los péptidos E1-12, E53-76 y M2-14. El conejo 20047 se inmunizé con el péptido E1-12
acoplado a la KLH. Los conejos 22234 y 22240 se inmunizaron con el péptido E53-76 acoplado a la KLH. Los
conejos 20013 y 20080 se inmunizaron con el péptido M2-14 acoplado a la KLH. Los inmunosueros se
analizaron mediante transferencia western con la ayuda de extractos de células infectadas por el SRAS-CoV (B)
0 con la ayuda de extractos de células infectadas por un virus recombinante de la vacuna antivaridlica que
expresa la proteina E (A) o M (C) del aislado 031589 del SRAS-CoV. Las inmunohuellas se recogieron con la
ayuda de un conjugado anti-lgG(H+L) de conejo acoplado a la peroxidasa (NA934V, Amersham).

La posicion de las proteinas E y M se indica mediante una flecha.
Una escala de masa molecular (kDa) se muestra en la figura.

Sin embargo, se debe entender, por supuesto, que estos ejemplos son dados Unicamente a titulo de ilustracion del
objeto de la invencion, y no constituyen de ninguna manera una limitacion.

Ejemplo 1: Clonacién y se cuenciacion d el genoma de la cep a de SRAS-CoV procedente de la extr accion
catalogada bajo el numero 031589

El ARN de la cepa de SRAS-CoV se ha extraido a partir de la extraccidon de lavado broncoalveolar catalogado bajo
el numero 031589, efectuado sobre un paciente del hospital francés de Hanoi (Vietham) que padece SRAS.

El ARN aislado se utiliz6 como plantilla para amplificar los ADNc que corresponden a los diferentes cuadros de
lectura abiertos del genoma (ORF1a, ORF1b, ORF-S, ORF-E, ORF-M, ORF-N (incluyendo los ORF-13 y ORF-14),
ORF3, ORF4, ORF7 a ORF11), y a los extremos 5' y 3' no codificantes. Las secuencias de los cebadores y de las
sondas utilizadas para la amplificacion/deteccion se han definido segun la secuencia nucleotidica disponible del
SRAS-CoV.

A continuacion, los cebadores y las sondas son identificados mediante: la letra S, seguida de una letra que indica la
region correspondiente del genoma (L para el extremo 5' que incluye ORF1a y ORF1b; S, M y N para los ORF-S,
ORF-M, ORF-N, SE y MN para las regiones intergénicas correspondientes), después, eventualmente, de Fn, Rn,
con n incluido entre 1y 6 que corresponde a los cebadores utilizados para la PCR anidada o imbricada (par F1 + R1
para la primera amplificacion, par F2 + R2 para la segunda amplificacion, etc.), después de /+/ o /-/ que corresponde
a un cebador sentido o antisentido y finalmente unas posiciones de los cebadores en referencia a la secuencia
Genbank AY27411.3; para los cebadores S y N sentido y antisentido y los otros cebadores sentido Unicamente,
cuando una sola posicion esta indicada ésta corresponde a la del extremo 5' de una sonda o de un cebador de
aproximadamente 20 bases; para los cebadores antisentido diferentes de los cebadores S y N, cuando se indica una
sola posicion, ésta corresponde a la del extremo 3' de una sonda o de un cebador de aproximadamente 20 bases.

Los productos de amplificaciones asi generados se secuenciaron con la ayuda de cebadores especificos a fin de
determinar la secuencia completa del genoma de la cepa de SRAS-CoV procedente de la extraccion catalogada bajo
el numero 031589. Estos productos de amplificacion, con la excepcion de los que corresponden a los ORF1a y
ORF1b, se clonaron después en unos vectores de expresion a fin de producir las proteinas virales correspondientes
y los anticuerpos dirigidos contra estas proteinas, en particular mediante inmunizacién a base de ADN.

1. Extraccion de los ARN

Los ARN han sido extraidos con la ayuda del kit Qlamp viral RNA extraction mini (QIAGEN) siguiendo las
recomendaciones del fabricante. De manera mas precisa: se han mezclado 140 pl de la extraccion y 560 pl de
tampon AVL vigorosamente durante 15 segundos, incubados durante 10 minutos a temperatura ambiente y después
centrifugados brevemente a velocidad maxima. Se han afiadido 560 pl de etanol al 100% al sobrenadante y la
mezcla asi obtenida se agitdé muy vigorosamente durante 15 s. Después, se han depositado 630 pl de la mezcla en
la columna.

La columna se coloco sobre un tubo de 2 ml, se centrifugé durante 1 minuto a 8000 rpm, y después el resto de la
mezcla se depositd sobre la misma columna, y se centrifugd nuevamente durante 1 minuto a 8000 rpm, y se
transfirié la columna sobre un tubo de 2 ml limpio. Después, se afiadieron 500 ul de tampén AW1 sobre la columna,
se centrifugd después la columna durante 1 minuto a 8000 rpm y se elimind el eluido. Se afiadieron 500 ul de
tampon AW2 sobre la columna que se centrifugd después durante 3 minutos a 14000 rpm y se trasfirié en un tubo de
1,5 ml. Finalmente, se afadieron 60 ul de tampdn AVE sobre la columna que se incubd durante 1 a 2 minutos a
temperatura ambiente y después se centrifugd durante 1 minuto a 8000 rpm. El eluido que corresponde al ARN
purificado se recuperd y se congelé a -20°C.
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2. Amplificacién, secuenciacién y clonacion de los ADNc

2.1) ADNc que codifica la proteina S

Los ARN extraidos a partir de la extraccion se sometieron a una transcripcién inversa con la ayuda de
oligonucledtidos hexaméricos de secuencia aleatoria (pdN6), a fin de producir unos fragmentos de ADNc.

La secuencia que codifica la glicoproteina S del SRAS-CoV se amplificé en forma de dos fragmentos de ADN
superpuestos: fragmentos 5' (SRAS-Sa, SEC ID n° 5) y fragmento 3' (SRAS-Sb, SEC ID n° 6), realizando dos
amplificaciones sucesivas con la ayuda de cebadores imbricados. Los amplicones asi obtenidos se secuenciaron,
clonaron en el vector plasmidico PCR 2.1-TOPO™ (IN VITROGEN), y después se determiné la secuencia de los
ADNCc clonados.

a) clonacion y secuenciacion de los fragmentos Sa y Sb

a1) sintesis del ADNc

La mezcla de reaccién que contiene: ARN (5 ul), H20 ppi (3,5 ul), tampdn de transcriptasa inversa 5X (4 pl), dNTP 5
mM (2 pl), pdN6 100 ug/ml (4 ul), RNasin 40 Ul/ul (0,5 ul) y transcriptasa inversa AMV-RT, 10 Ul/ul, PROMEGA (1
ul) se incubd en un termociclador en las condiciones siguientes: 45 min. a 42°C, 15 min. a 55°C, 5 min. a 95°C, y
después se mantuvo el ADNc obtenido a +4°C.

a,) primera amplificacion PCR

Los extremos 5' y 3' del gen S se amplificaron respectivamente con los pares de cebadores S/F1/+/21350-21372 y
S/R1/-/23518-23498, S/F3/+/23258-23277 y S/R3/-/25382-25363. La mezcla de reaccion de 50 ul que contiene:
ADNCc (2 pl), cebadores 50 uM (0,5 ul), tampon 10 X (5 pl), INTP 5 mM (2 ul), Taq Expand High Fidelity, Roche (0,75
ul) y H20 (39, 75 ul) se amplificé en un termociclador, en las condiciones siguientes: una etapa inicial de
desnaturalizacion a 94°C durante 2 minutos, seguida de 40 ciclos que comprenden: una etapa de desnaturalizacion
a 94°C durante 30 s, una etapa de hibridacion a 55°C durante 30 s y después una etapa de elongaciéon a 72°C
durante 2 minutos 30 s, con 10 s de elongacién suplementaria a cada ciclo, y después una etapa final de elongacion
a 72°C durante 5 minutos.

a3) seqgunda amplificacién PCR

Los productos de la primera amplificacion PCR (amplicones 5' y 3') han sufrido una segunda etapa de amplificacion
PCR (PCR anidada) en condiciones idénticas a las de la primera amplificacidon, con los pares de cebadores
S/F2/+/21406-21426 y S/R2/-/23454-23435, y S/F4/+/23322-23341 y S/R4/-/125348-25329, respectivamente para el
amplicén 5' y el amplicon 3'.

a4) clonacién y secuenciacién de los fragmentos Sa y Sb

Los amplicones Sa (extremo 5') y Sb (extremo 3') asi obtenidos se purificaron con la ayuda del kit QIAquick PCR
purification (QIAGEN), siguiendo las recomendaciones del fabricante, después se clonaron en el vector PCR2.1-
TOPO (kit Invitrogen), para dar los plasmidos denominados SRAS-S1 y SRAS-S2.

El ADN de los clones Sa y Sb se aislé y después se secuencid el inserto con la ayuda del kit Big Dye, Applied
Biosystem® y de los cebadores universales M13 directo y M13 inverso, asi como de los cebadores: S/S/+/21867,
S/S/+/22353, S/S/+/22811, S/S/+/23754, S/S/+/24207, S/S/+/24699, S/S/+/24348, S/S/-/24209, S/S/-/23630, S/S/-
123038, S/S/-122454, S/S/-121815, S/S/-124784, S/S/+/21556, S/S/+/23130 y S/S/+/24465, siguiendo las instrucciones
del fabricante; las secuencias de los fragmentos Sa y Sb asi obtenidas corresponden a las secuencias SEC IDn° 5y
SEC ID n° 6 en el listado de secuencias adjunto en anexo.

El plasmido denominado SRAS-S1 se depositd bajo el n° 1-3020, el 12 de mayo de 2003, en la Collection Nationale
de Cultures de Microorganismes, 25 rue du Docteur Roux, 75724 Paris Cedex 15; contiene un fragmento 5' de la
secuencia del gen S de la cepa de SRAS-CoV procedente de la extraccion catalogada bajo el n° 031559, tal como
se ha definido anteriormente, correspondiendo dicho fragmento denominado Sa a los nucleétidos de las posiciones
21406 a 23454 (SEC ID n° 5), en referencia a la secuencia Genbank AY274119.3 Tor2.

El plasmido denominado TOP10F'-SRAS-S2 se depositd bajo el n° 1-3019, el 12 de mayo de 2003, en la Collection
Nationale de Cultures de Microorganismes, 25 rue du Docteur Roux, 75724 Paris Cedex 15; contiene un fragmento
3' de la secuencia del gen S de la cepa de SRAS-CoV procedente de la extraccion catalogada bajo el n°® 031589, tal
como se ha definido anteriormente, correspondiendo dicho fragmento denominado Sb a los nucleétidos de las
posiciones 23322 a 25348 (SEC ID n° 6), en referencia a la secuencia Genbank n° de acceso AY274119.3.
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b) clonacion y secuenciacion del ADNc completo (clon SRAS-S de 4 kb)

El ADNc S completo se obtuvo a partir de los clones SRAS-S1 y SRAS-S2 antes citados, de la siguiente manera:

1)se realizé una reaccion de amplificacion PCR sobre un clon SRAS-S2 en presencia del cebador S/R4/-/ 25348-
25329 antes citado y del cebador S/S/+/24696-24715: se obtuvo un amplicén de 633 pb,

2)se realiz6 otra amplificacion PCR sobre otro clon SRAS-S2, en presencia de los cebadores S/F4/+/23322-23341
antes citados y S/S/-/24803-24784: se obtuvo un amplicon de 1481 pb,

La reaccion de amplificacion se realizd en las condiciones tales como se han definido anteriormente para la
amplificacion de los fragmentos Sa y Sb, con la excepcion de que se efectuaron 30 ciclos de amplificaciones que
comprenden una etapa de desnaturalizacion a 94°C durante 20 s y una etapa de elongacion a 72°C durante 2
minutos 30 s.

3)los 2 amplicones (633 pb y 1481 pb) se purificaron en las condiciones tales como se han definido anteriormente
para los fragmentos Sa y Sb.

4)se realizd otra reaccion de amplificacion PCR con la ayuda de los cebadores S/F4/+/23322-23341 y S/R4/-
/25348-25329 antes citados, sobre los amplicones purificados obtenidos en 3). La reaccién de amplificacion se
realizé en las condiciones tales como se han definido anteriormente para la amplificacién de los fragmentos Sa y
Sb, con la excepcion de que se efectuaron 30 ciclos de amplificaciones.

El amplicon de 2026 pb asi obtenido se purifico, se clondé en el vector PCR2.1-TOPO y después se secuencié como
anteriormente, con la ayuda de los cebadores tales como se han definido anteriormente para los fragmentos Sa y
Sb. El clon asi obtenido se denomind clon 3'.

5)El clon SRAS-S1 obtenido anteriormente y el clon 3' se han digerido por EcoR |, se purificaron las bandas de
aproximadamente 2 kb asi obtenidas sobre gel y después se amplificaron mediante PCR con los cebadores
S/F2/+/21406-21426 y S/R4/-/25348-25329 antes citados. La reaccion de amplificacion se realizd en las
condiciones tales como se han definido anteriormente para la amplificacion de los fragmentos Sa y Sb, con la
excepcion de que se efectuaron 30 ciclos de amplificaciones. El amplicdn de aproximadamente 4 kb se purificé y
se secuencid. Después, se clonod en el vector PCR2.1-TOPO para dar el plasmido denominado SRAS-S, y se
secuencio el inserto contenido en este plasmido como anteriormente, con la ayuda de los cebadores tales como
se han definido anteriormente para los fragmentos Sa y Sb. Las secuencias de ADNc del inserto y del amplicon
que codifica la proteina S, corresponden respectivamente a las secuencias SEC ID n° 4 y SEC ID n° 2 en el listado
de secuencias adjunto en anexo, éstas codifican para la proteina S (SEC ID n° 3).

La secuencia del amplicon que corresponde al ADNc que codifica la proteina S de la cepa de SRAS-CoV procedente
de la extraccion n°031589 presenta las dos mutaciones siguientes con respecto a las secuencias que corresponden
respectivamente a los aislados Tor2 y Urbani, siendo las posiciones de las mutaciones indicadas en referencia a la
secuencia completa del genoma del aislado Tor2 (Genbank AY274119.3):

- g/t en posicion 23220; el coddén de alanina (gct) en posicidn 577 de la secuencia en aminoacidos de la proteina
S de Tor2 esta sustituido por un codén de serina (tct),

- clten posicion 24872: esta mutacién no modifica la secuencia en aminoacidos de la proteina S, y

El plasmido denominado SRAS-S se depositd bajo el n°® 1-3059, el 20 de junio de 2003, en la Collection Nationale de
Cultures de Microorganismes, 25 rue du Docteur Roux, 75724 Paris Cedex 15; contiene la secuencia de ADNc que
codifica la proteina S de la cepa de SRAS-CoV procedente de la extraccion catalogada bajo el n°® 031589, secuencia
que corresponde a los nucledtidos de las posiciones 21406 a 25348 (SEC ID n° 4), en referencia a la secuencia
Genbank AY274119.3.

2.2) ADNc que codifica las proteinas My E

Los ARN procedentes de la extraccion 031589, extraidos como anteriormente, se sometieron a una transcripcion
inversa, asociada, durante la misma etapa (kit Titan One Step RT-PCR®, Roche), a una reaccion de amplificacion
por PCR, con la ayuda de los pares de cebadores:

- S/E/F1/+/26051-26070 y S/E/R1/-/26455-26436 para amplificar el ORF-E, y

- SIM/F1/+/26225-26244 y SIM/R1/-/27148-27129 para amplificar el ORF-M.

Una primera mezcla de reaccién que contiene: 8,6 pl de H,Oppi, 1 pl de dNTP (5 mM), 0,2 pl de cada uno de los
cebadores (50 uM), 1,25 ul de DTT (100 mM) y 0,25 pl de ARNsin (40 Ul/ul) se combiné con una segunda mezcla de
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reaccion que contiene: 1 ul de ARN, 7 ul de H2Oppi, 5 ul de tampén de RT-PCR 5X y 0,5 pl de mezcla de enzima, y
se incubaron las mezclas combinadas en un termociclador en las condiciones siguientes: 30 min. a 42°C, 10 min. a
55°C, 2 min. a 94°C seguido de 40 ciclos que comprenden una etapa de desnaturalizacion a 94°C durante 10 s, una
etapa de hibridacion a 55°C durante 30 s y una etapa de elongacién a 68°C durante 45 s, con 3 s de incremento por
ciclo, y finalmente una etapa de elongacién terminal a 68°C durante 7 min.

Los productos de amplificacion asi obtenidos (amplicones M y E) han sufrido una segunda amplificacion PCR (PCR
anidada) utilizando el kit Expand High-Fi®, Roche), con la ayuda de los pares de cebadores:

- S/E/F2/+/26082-26101 y S/E/R2/-/26413-26394 para el amplicon E, y
- S/M/F2/+/26330-26350 y S/M/R2/-/27098-27078 para el amplicon M.

Conteniendo la mezcla de reaccion: 2 pl del producto del primer PCR, 39,25 ul de H>Oppi, 5 pl de tampdn 10X que
contiene MgCly, 2 ul de dNTP (5 mM), 0,5 ul de cada uno de los cebadores (50 uM) y 0,75 ul de mezcla de enzima
se incubaron en un termociclador en las condiciones siguientes: una etapa de desnaturalizacion a 94°C durante 2
min. seguido de 30 ciclos que comprenden una etapa de desnaturalizacion a 94°C durante 15 s, una etapa de
hibridacion a 60°C durante 30 s y una etapa de elongacién a 72°C durante 45 s, con 3 s de incremento por ciclo, y
finalmente una etapa de elongacion terminal a 72°C durante 7 min. Los productos de amplificaciéon obtenidos que
corresponden a los ADNc que codifican para las proteinas E y M se secuenciaron como anteriormente, con la ayuda
de los cebadores: S/E/F2/+/26082 y S/E/R2/-/26394, S/M/F2/+/26330, S/M/R2/-/27078 antes citados y de los
cebadores S/M/+/26636-26655 y S/M/-/26567-26548. Después, se clonaron, como anteriormente, para dar los
plasmidos denominados SRAS-E y SRAS-M. ElI ADN de estos clones se aislé y se secuencié después con la ayuda
de los cebadores universales M13 directo y M13 inverso, asi como unos cebadores S/M/+/26636 y S/M/-/26548
antes citados.

La secuencia del amplicén que representa el ADNc que codifica la proteina E (SEC ID n° 13) de la cepa de SRAS-
CoV procedente de la extraccion n°031589, no comprende diferencias con respecto a las secuencias que
corresponden a unos aislados AY274119.3-Tor2 y AY278741-Urbani. La secuencia de la proteina E de la cepa de
SRAS-CoV 031589 corresponde a la secuencia s ID n° 14 en el listado de secuencias adjunto en anexo.

El plasmido denominado SRAS-E se deposité bajo el n° 1-3046, el 28 de mayo de 2003, en la Collection Nationale
de Cultures de Microorganismes, 25 rue du Docteur Roux, 75724 Paris Cedex 15; contiene la secuencia de ADNc
que codifica la proteina E de la cepa de SRAS-CoV procedente de la extraccion catalogada bajo el n° 031589, tal
como se ha definido anteriormente, secuencia que corresponde a los nucledtidos de las posiciones 26082 a 26413
(SEC ID n° 15), en referencia a la secuencia Genbank n° de acceso AY274119.3.

La secuencia del amplicon que representa el ADNc que codifica la M (SEC ID n° 16) de la cepa de SRAS-CoV
procedente de la extraccion n°031589 no comprende diferencias con referencia a la secuencia correspondiente del
aislado AY274119.3-Tor2. Sin embargo, en la posicion 26857, el aislado AY278741-Urbani comprende una c y la
secuencia de la cepa de SRAS-CoV procedente de la extraccidon catalogada bajo el n°031589 una t. Esta mutacion
desemboca en una modificacién de la secuencia en aminoacidos de la proteina correspondiente: en la posicién 154,
una prolina (AY278741-Urbani) se cambia a serina en la cepa de SRAS-CoV procedente de la extraccion catalogada
bajo el n°031589. La secuencia de la proteina M de la cepa de SRAS-CoV procedente de la extraccion catalogada
bajo el n°031589 corresponde a la secuencia SEC ID n° 17 en el listado de secuencias adjunto en anexo.

El plasmido denominado SRAS-M se deposité bajo el n° 1-3047, el 28 de mayo de 2003, en la Collection Nationale
de Cultures de Microorganismes, 25 rue du Docteur Roux, 75724 Paris Cedex 15; contiene la secuencia de ADNc
que codifica la proteina M de la cepa de SRAS-CoV procedente de la extraccion catalogada bajo el n° 031589, tal
como se ha definido anteriormente; secuencia que corresponde a los nucledtidos de las posiciones 26330 a 27098
(SEC ID n® 18), en referencia a la secuencia Genbank n° de acceso AY274119.3.

2.3) ADNc que corresponde a los ORF3, ORF4, ORF7 a ORF11

La misma estrategia de amplificacién, de clonacién y de secuenciacion, se utilizé para obtener los fragmentos de
ADNc que corresponden respectivamente a los ORF siguientes: ORF 3, ORF4, ORF7, ORF8, ORF9, ORF10 y
ORF11. Los pares de cebadores utilizados para la primera amplificacién son:

- ORF3 y ORF4: S/SE/F1/+/25069-25088 y S/SE/R1/-/26300-26281

- ORF7 a ORF11: S/IMN/F1/+/26898-26917 y S/IMN/R1/-/28287-28266

Los pares de cebadores utilizados para la segunda amplificacién son:

- ORF3 y ORF4: S/SE/F2/+/25110-25129 y S/SE/R2/-/26244-26225
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- ORF7 a ORF11: S/IMN/F2/+/26977-26996 y SIMN/R2/-/28218-28199

Las condiciones de la primera amplificacion (RT-PCR) son las siguientes: 45 min. a 42°C, 10 min. a 55°C, 2 min. a
94°C, seguido de 40 ciclos que comprenden una etapa de desnaturalizacion a 94°C durante 15 s, una etapa de
hibridacion a 58°C durante 30 s y una etapa de elongacién a 68°C durante 1 min., con 5 s de incremento por ciclo, y
finalmente una etapa de elongacion terminal a 68°C durante 7 min.

Las condiciones de la PCR anidada son las siguientes: una etapa de desnaturalizacion a 94°C durante 2 min.
seguida de 40 ciclos que comprenden una etapa de desnaturalizacién a 94°C durante 20 s, una etapa de hibridacion
a 58°C durante 30 s y una etapa de elongacién a 72°C durante 50 s, con 4 s de incremento por ciclo, y finalmente
una etapa de elongacion terminal a 72°C durante 7 min.

Los productos de amplificacion obtenidos que corresponden a los ADNc que contienen respectivamente los ORF3 y
4 y los ORF7 a 11 se secuenciaron con la ayuda de los cebadores: S/SE/+/25363, S/SE/+/25835, S/SE/-/25494,
S/SE/-/25875, SIMN/ +/27839, S/IMN/+/27409, S/IMN/-/27836 S/MN/-/27799 y se clonaron como anteriormente para
los otros ORF, para dar los plasmidos denominados SRAS-SE y SRAS-MN. EI ADN de estos clones se aisl6 y se
secuencié con la ayuda de estos mismos cebadores, y unos cebadores universales M 13 sentido y M 13 anti-
sentido.

La secuencia del amplicon que representa el ADNc de la regién que contiene los ORF 3y 4 (SEC ID n° 7) de la cepa
de SRAS-CoV procedente de la extraccion n°031589 comporta una diferencia nucleotidica con referencia a la
secuencia correspondiente del aislado AY274119-Tor2. Esta mutacion en la posicion 25298 desemboca en una
modificacién de la secuencia en aminoacidos de la proteina correspondiente (ORF 3): en la posicion 11, una arginina
(AY274119-Tor2) se cambia a glicina en la cepa de SRAS-CoV procedente de la extraccion n°031589. Sin embargo,
no se ha identificado ninguna mutacion con referencia a la secuencia correspondiente del aislado AY278741-Urbani.
Las secuencias de los ORF 3 y 4 y la cepa de SRAS-CoV procedente de la extraccion n°031589 corresponden
respectivamente a las secuencias SEC ID n® 10 y 12 en el listado de secuencias adjunto en anexo.

El plasmido denominado SRAS-SE se deposité bajo el n° 1-3126, el 13 de noviembre de 2003, en la Collection
Nationale de Cultures de Microorganismes, 25 rue du Docteur Roux, 75724 Paris Cedex 15; contiene el ADNc que
corresponde a la regién situada entre el ORF-S y el ORF-E y que se superpone a ORF-E de la cepa de SRAS-CoV
procedente de la extracciéon catalogada bajo el n° 031589, tal como se ha definido anteriormente, correspondiendo
dicha region a los nucleodtidos de las posiciones 25110 a 26244 (SEC ID n° 8), en referencia a la secuencia Genbank
n° de acceso AY274119.3,

La secuencia del amplicén que representa el ADNc que corresponde a la region que contiene los ORF7 a ORF11
(SEC ID n° 19) de la cepa de SRAS-CoV procedente de la extraccion n°031589 no comprende diferencias con
respecto a las secuencias correspondientes de los aislados AY274119-Tor2 y AY278741-Urbani. Las secuencias de
los ORF7 a 11 de la cepa de SRAS-CoV procedente de la extraccion n°031589 corresponden respectivamente a las
secuencias SEC ID n° 22, 24, 26, 28 y 30 en el listado de secuencias adjunto en anexo.

El plasmido denominado SRAS-MN se depositd bajo el n° 1-3125, el 13 de noviembre de 2003, en la Collection
Nationale de Cultures de Microorganismes, 25 rue du Docteur Roux, 75724 Paris Cedex 15; contiene la secuencia
de ADNCc que corresponde a la region situada entre el ORF-M y el ORF-N de la cepa de SRAS-CoV, procedente de
la extraccion catalogada bajo el n° 031589 y extraida en Hanoi, tal como se ha definido anteriormente, secuencia
que corresponde a los nucledtidos de las posiciones 26977 a 28218 (SEC ID n° 20 ), en referencia a la secuencia
Genbank n° de acceso AY274119.3.

La secuencia del amplicon que representa el ADNc que corresponde a la regién que contiene los ORF7 a ORF11
(SEC ID n°® 19) de la cepa de SRAS-CoV procedente de la extraccion n°031589 no comprenden diferencias con
respecto a las secuencias correspondientes de los aislados AY274119-Tor2 y AY278741-Urbani. Las secuencias de
los ORF7 a 11 de la cepa de SRAS-CoV procedente de la extraccion n°031589 corresponden respectivamente a las
secuencias SEC ID n° 22, 24, 26, 28 y 30 en el listado de secuencias adjunto en anexo.

2.4) ADNc que codifica la proteina N y que incluye los ORF13 y ORF14

El ADNc se sintetizd y se amplificdé como se describidé anteriormente para los fragmentos Sa y Sb. De manera més
precisa, la mezcla de reaccion que contiene: 5 ul de ARN, 5 ul de H2O ppi 4 ul de tampdn de transcriptasa inversa
5X, 2 pl de dNTP (5 mM), 2 ul de oligo 20T (5 uM), 0,5 ul de RNasin (40 Ul/ul) y 1, 5 pl de AMV-RT (10 Ul/ul
Promega) se incub6 en un termociclador en las condiciones siguientes: 45 min. a 42°C, 15 min. a 55°C, 5 min. a
95°C, y después se mantuvo a +4°C.

Se realiz6 una primera amplificacion PCR con el par de cebadores S/N/F3/+/28023 y S/N/R3/-/29480.

La mezcla de reacciéon como anteriormente para la amplificacion de los fragmentos S1 y S2 se incubd en un
termociclador, en las condiciones siguientes: una etapa inicial de desnaturalizacion a 94°C durante 2 min. seguida
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de 40 ciclos que comprenden una etapa de desnaturalizacion a 94°C durante 20 s, una etapa de hibridacién a 55°C
durante 30 s y después una etapa de elongacion a 72°C durante 1 min. 30 s con 10 s de elongacién suplementaria
en cada ciclo, y después una etapa final de elongacion a 72°C durante 5 min.

El amplicén obtenido en la primera amplificacion PCR ha sufrido una segunda etapa de amplificacion PCR (PCR
anidada) con el par de cebadores S/N/F4/+/28054 y S/N/R4/-/29430 en condiciones idénticas a las de la primera
amplificacion.

El producto de amplificacion obtenido que corresponde al ADNc que codifica la proteina N de la cepa de SRAS-CoV
procedente de la extraccion n°031589 se secuencidé con la ayuda de los cebadores: S/N/F4/+/28054, S/N/R4/-
/29430, S/N/+/28468, S/N/+/28918 y S/N/-/28607 y se clondé como anteriormente para los otros ORF, para dar el
plasmido denominado SRAS-N. ElI ADN de estos clones se aislo y se secuencié con la ayuda de los cebadores
universales M13 sentido y M13 anti-sentido, asi como de los cebadores S/N/+/28468, S/N/+/28918 y S/N/-/28607.

La secuencia del amplicon que representa el ADNc que corresponde a ORF-N y que incluye los ORF13 y ORF14
(SEC ID n°® 36) de la cepa de SRAS-CoV procedente de la extraccién n°031589 no comprenden diferencias con
respecto a las secuencias correspondientes de los aislados AY274119.3-Tor2 y AY278741-Urbani. La secuencia de
la proteina N de la cepa de SRAS-CoV procedente de la extraccion n°031589 corresponde a la secuencia SEC ID n°
37 en el listado de secuencias adjunto en anexo.

Las secuencias de los ORF13 y 14 de la cepa de SRAS-CoV procedente de la extraccion n°031589 corresponden
respectivamente a las secuencias SEC ID n°® 32 y 34 en el listado de secuencias adjunto en anexo.

El plasmido denominado SRAS-N se depositd bajo el n° 1-3048, el 5 de junio de 2003, en la Collection Nationale de
Cultures de Microorganismes, 25 rue du Docteur Roux, 75724 Paris Cedex 15; contiene el ADNc que codifica la
proteina N de la cepa de SRAS-CoV procedente de la extraccion catalogada bajo el n® 031589, tal como se ha
definido anteriormente, secuencia que corresponde a los nucleétidos de las posiciones 28054 a 29430 (SEC ID n°
38), en referencia a la secuencia Genbank n° de acceso AY274119.3.

2.5) extremos 5' y 3' no codificantes

a) extremo 5' no codificante (5'NC)

a1) sintesis del ADNc

Los ARN procedentes de la extraccion 031589, extraidos como anteriormente, se sometieron a una transcripcion
inversa en las condiciones siguientes:

EI ARN (15 pl) y el cebador S/L/-/443 (3 pl de la concentraciéon de 5 um, se incubaron durante 10 min. a 75°C.

Después, se afiadieron un tampon de transcriptasa inversa 5X (6 pl, INVITROGEN), unos dNTP 10 mM (1 ul), un
DTT 0,1M (3 pl), y se incubd la mezcla a 50°C durante 3 min.

Finalmente, se afiadié la transcriptasa inversa (3 ul de Superscript®, INVITROGEN) a la mezcla anterior, que se
incubd a 50°C durante 1h30 y después a 90 °C durante 2 min.

El ADNc asi obtenido se purifico con la ayuda del kit QIAquick PCR purification (QIAGEN), segun las
recomendaciones del fabricante.

b1) Reaccion a la Terminal Transferasa (TdT)

ElI ADNc (10 ul) se incuba durante 2 min. a 100°C, se conserva en hielo, y después se afiaden: H;0 (2,5 pl), tampon
TdT 5X (4 ul, AMERSHAM), dATP 5mM (2 pl) y TdT (1,5 ul, AMERSHAM). La mezcla asi obtenida se incuba
durante 45 min. a 37°C y después durante 2 min. a 65°C.

El producto obtenido se amplifica mediante una primera reaccién PCR con la ayuda de los cebadores: S/L/-/225-206
y anclaje 14T: 5'-AGATGAATTCGGTACCTTTTTTTTTTTTTT-3' (SEC ID n°® 68). Las condiciones de la amplificacion
son las siguientes: una etapa inicial de desnaturalizacion a 94°C durante 2 min. es seguida de 10 ciclos que
comprenden una etapa de desnaturalizacion a 94°C durante 10 s, una etapa de hibridacién a 45°C durante 30 s y
después una etapa de elongacion a 72°C durante 30 s, y después de 30 ciclos que comprenden una etapa de
desnaturalizacion a 94°C durante 10 s, una etapa de hibridacion a 50°C durante 30 s y después una etapa de
elongacion a 72°C durante 30 s, y después de una etapa final de elongacion a 72°C durante 5 min.

El producto de la primera amplificacion PCR sufri6 una segunda etapa de amplificacién con la ayuda de los
cebadores: S/L/-/204-185 y anclaje 14T antes citado en condiciones idénticas a las de la primera amplificacién. El
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amplicén asi obtenido se purificod, se secuencié con la ayuda del cebador S/L/-/182-163 y después se cloné como
anteriormente para los diferentes ORF, para dar el plasmido denominado SRAS-5'NC. EI ADN de este clon se aisl6 y
se secuencié con la ayuda de los cebadores universales M13 sentido y M13 anti-sentido y del cebador S/L/-/182-163
antes citado.

El amplicon que representa el ADNc que corresponde al extremo 5'NC de la cepa de SRAS-CoV procedente de la
extraccion catalogada bajo el n° 031589 corresponde a la secuencia SEC ID n° 72 en el listado de secuencias
adjunto en anexo; esta secuencia no comprende diferencias con respecto a las secuencias correspondientes de los
aislados AY274119.3-Tor2 y AY278741-Urbani.

El plasmido denominado SRAS-5'NC se depositd bajo el n° I-3124, el 7 de noviembre de 2003, en la Collection
Nationale de Cultures de Microorganismes, 25 rue du Docteur Roux, 75724 Paris Cedex 15; contiene el ADNc que
corresponde al extremo 5' no codificante del genoma de la cepa de SRAS-CoV procedente de la extraccion
catalogada bajo el n° 031589, tal como se ha definido anteriormente, secuencia que corresponde a los nucleétidos
de las posiciones 1 a 204 (SEC ID n° 39), en referencia a la secuencia Genbank n° de acceso AY274119.3.

b) extremo 3' no codificante (3'NC)

a,) sintesis del ADNc

Los ARN procedentes de la extraccion n° 031589, extraidos como anteriormente, se sometieron a una transcripcion
inversa, segun el protocolo siguiente: conteniendo la mezcla de reaccion: ARN (5 pl), H2O (5 pl), tampoén de
transcriptasa inversa 5X (4 pl), dNTP 5 mM (2 nl), Oligo 20T 5 uM (2 pl), RNasin 40 U/ul (0,5 pl) y RT-AMV 10 Ul/ul
(1,5 ul, PROMEGA) se incubd en un termociclador, en las condiciones siguientes: 45 min. a 42°C, 15 min. a 55°C, 5
min. a 95°C, y después se mantuvo a +4°C.

El ADNc obtenido se amplific6 mediante una primera reaccion PCR con la ayuda de los cebadores S/N/+/28468-
28487 y anclaje 14T antes citado. Las condiciones de la amplificacion son las siguientes: una etapa inicial de
desnaturalizacion a 94°C durante 2 min. seguida de 10 ciclos que comprenden una etapa de desnaturalizaciéon a
94°C durante 20 s, una etapa de hibridacion a 45°C durante 30 s y después una etapa de elongacion a 72°C durante
50 s. y después de 30 ciclos que comprenden una etapa de desnaturalizacién a 94°C durante 20 s, una etapa de
hibridacion a 50°C durante 30 s y después una etapa de elongacién a 72°C durante 50 s, y después de una etapa
final de elongacion a 72°C durante 5 min.

El producto de la primera amplificacion PCR sufri6 una segunda etapa de amplificacién con la ayuda de los
cebadores S/N/+/28933-28952 y anclaje 14T antes citados, en condiciones idénticas a las de la primera
amplificacion. El amplicon asi obtenido se purificod, se secuencié con la ayuda del cebador S/N/+/29257-29278 y se
cloné como anteriormente para los diferentes ORF, para dar el plasmido denominado SRAS-3'NC. El ADN de este
clon se aislo y se secuencid con la ayuda de los cebadores universales M13 sentido y M13 anti-sentido y del
cebador S/N/+/29257-29278 antes citado.

El amplicon que representa el ADNc que corresponde al extremo 3'NC de la cepa de SRAS-CoV procedente de la
extraccion catalogada bajo el n° 031589 corresponde a la secuencia SEC ID n° 73 en el listado de secuencias
adjunto en anexo; esta secuencia no comprende diferencias con respecto a las secuencias correspondientes de los
aislados AY274119.3-Tor2 y AY278741-Urbani.

El plasmido denominado SRAS-3'NC se depositd bajo el n° 1-3123, el 7 de noviembre de 2003, en la Collection
Nationale de Cultures de Microorganismes, 25 rue du Docteur Roux, 75724 Paris Cedex 15; contiene la secuencia
de ADNc que corresponde al extremo 3' no codificante del genoma de la cepa de SRAS-CoV procedente de la
extraccion catalogada bajo el n°® 031589, tal como se ha definido anteriormente, correspondiendo dicha secuencia a
aquella situada entre el nucledtido en la posicién 28933 a 29727 (SEC ID n° 40), en referencia a la secuencia
Genbank n° de acceso AY274119.3, se termina por una serie de nucleétidos a.

2.6) ORFlay ORF1b

La amplificacion de la regién 5' que contiene los ORF1a y ORF1b del genoma del SRAS-CoV procedente de la
extraccion n° 031589 se realizd practicando unas reacciones de RT-PCR seguidas de PCR anidadas segun los
mismos principios que los anteriormente descritos para los otros ORF. Los fragmentos amplificados estan
superpuestos sobre varias decenas de bases, permitiendo asi la reconstruccion informatica de la secuencia
completa de esta parte del genoma. De media, los fragmentos amplificados son de dos kilobases.

Se amplificaron asi 14 fragmentos superpuestos denominados L0 a L12 con la ayuda de los cebadores siguientes:
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Tabla II: Cebadores utilizados para la amplificacion de la regién 5'(ORF1a y ORF1b)

REGION Cebador sentido RT-| Cebador antisentido [Cebador sentido PCR| Cebador antisentido
AMPLIFICADA Y PCR RT-PCR anidada PCR anidada
SECUENCIADA (no
tiene en cuenta los
cebadores)
LO S/LO/F1/+30 S/LO/R1/-481
50-480
L1 S/L1/F1/+147 S/L1/R1/-2336 S/L1/F2/+211 S/L1/R2/-2241
231-2240
L2 S/L2/F1/+2033 S/L2/R1/-4192 S/L2/F2/+2136 S/L2/R2/-4168
2156-4167
L3 S/L3bis/F1/+3850 S/L3bis/R1/-5365 S/L3bis/F2/+3892 S/L3bis/R2/-5325
3913-5324
L4b S/L4b/F1/+4878 S/L4b/R1/-6061 S/L4b/F2/+4932 S/L4b/R2/-6024
4952-6023
L4 S/L4/F1/+5272 S/L4/R1/-7392 S/L4/F2/+5305 S/L4/R2/-7323
5325-7318
L5 S/L5/F1/+7111 S/L5/R1/-9253 S/L5/F2/+7275 S/L5/R2/-9157
7296-9156
L6 S/L6/F1/+8975 S/L6/R1/-11151 S/L6/F2/+9032 S/L6/R2/-11067
9053-11066
L7 S/L7/F1/+10883 S/L7/R1/-13050 S/L7/F2/+10928 S/L7/R2/-12963
10928-12962
L8 S/L8/F1/+12690 S/L8/R1/-14857 S/L8/F2/+12815 S/L8/R2/-14835
12835-14834
L9 S/L9/F1/+14688 S/L9/R1/-16678 S/L9/F2/+14745 S/L9/R2/-16625
14765-16624
L10 S/L10/F1/+16451 S/L10/R1/-18594 S/L10/F2/+16514 S/L10/R2/-18571
16534-18570
L11 S/L11/F1/+18441 S/L11/R1/-20612 S/L11/F2/+18500 S/L11/R2/-20583
18521-20582
L12 S/L12/F1/+20279 S/L12/R1/-22229 S/L12/F2/+20319 S/L12/R2/-22206
20338-22205

Todos los fragmentos se purificaron en las condiciones siguientes, excepto el fragmento LO que se amplific6 como
se describe anteriormente para el ORF-M:

- RT-PCR: 30 min. a 42°C, 15 min. a 55°C, 2 min. a 94°C, después el ADNc obtenido se amplifica en las
condiciones siguientes: 40 ciclos que comprenden: una etapa de desnaturalizacion a 94°C durante 15 s, una etapa
de hibridaciéon a 58°C durante 30 s y después una etapa de elongacion a 68°C durante 1 min. 30 s, con 5 s de
elongacion suplementaria en cada ciclo, después una etapa final de elongacién a 68°C durante 7 min.

- PCR anidada: una etapa inicial de desnaturalizacion a 94°C durante 2 min. seguida de 35 ciclos que comprenden:
una etapa de desnaturalizacion a 94°C durante 15 s, una etapa de hibridacion a 60°C durante 30 s y después una
etapa de elongacién a 72°C durante 1 min. 30 s, con 5 s de elongacién suplementaria en cada ciclo, después una
etapa final de elongacion a 72°C durante 7 min.

Los productos de amplificaciones se secuenciaron con la ayuda de los cebadores definidos en la Tabla lll siguiente:

Tabla lll: Cebadores utilizados para la secuenciacion de la region 5' (ORF1a y ORF1b)

Nombres Secuencias (SEC ID n° 76 a 139)
S/L3/+/4932 5'-CCACACACAGCTTGTGGATA-3'
S/L4/+/6401 5'-CCGAAGTTGTAGGCAATGTC-3'
S/L4/+/6964 5-TTTGGTGCTCCTTCTTATTG-3'
S/L4/-16817 5'-CCGGCATCCAAACATAATTT- 3'
S/L5/-/7633 5-TGGTCAGTAGGGTTGATTGG-3'
S/L5/-/8127 5'-CATCCTTTGTGTCAACATCG-3'
S/L5/-/18633 5'-GTCACGAGTGACACCATCCT-3'
S/L5/+/7839 5'-ATGCGACGAGTCTGCTTCTA-3'
S/L5/+/8785 5-TTCATAGTGCCTGGCTTACC-3'
S/L5/+/8255 5'-ATCTTGGCGCATGTATTGAC-3'
S/L6/-/9422 5'-TGCATTAGCAGCAACAACAT-3'
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Nombres

Secuencias (SEC ID n° 76 a 139)

S/L6/-/19966
S/L6/-/10542
S/L6/+/10677
S/L6/+/10106

S/L6/+/9571
S/L7/-/111271
S/L7/-/11801
S/L7/-112383
S/L7/+/12640
S/L7/+/12088
S/L7/+111551

S/L8/-13160
S/L8/-/13704

S/L8/-14284
S/L8/+/14453
S/L8/+/13968
S/L8/+/13401

S/L9/-15098

S/L9/-15677

S/L9/-16247
S/L9/+16323
S/L9/+15858
S/L9/+15288
S/L10/-16914
S/L10/-17466
S/L10/-18022
S/L10/+18245
S/L10/+17663
S/L10/+17061
S/L11/-118877
S/L11/-19396
S/L11/-20002
S/L11/+20245

S/L11/+/19611
S/L11/+/19021
SRAS/L1/F3/+800
SRAS/L1/F4/+1391
SRAS/L1/F5/+1925
SRAS/L1/R3/-1674
SRAS/L1/R4/-1107
SRAS/L1/R5/-520
SRAS/L2/F3/+2664
SRAS/L2/F4/+3232
SRAS/L2/F5/+3746
SRAS/L2/R3/-3579
SRAS/L2/R4/-2991
SRAS/L2/R5/-2529
SRAS/L3/F3/+4708
SRAS/L3/F4/+5305
SRAS/L3/F5/+5822
SRAS/L3/R3/-5610
SRAS/L3/R4/-4988
SRAS/L3/R5/-4437

5-TCTGCAGAACAGCAGAAGTG-3'
5-CCTGTGCAGTTTGTCTGTCA-3'
5-CCTTGTGGCAATGAAGTACA-3'
5-ATGTCATTTGCACAGCAGAA-3'
5-CTTCAATGGTTTGCCATGTT-3'
5-TGCGAGCTGTCATGAGAATA-3'
5'-AACCGAGAGCAGTACCACAG-3'
5-TTTGGCTGCTGTAGTCAATG-3'
5-CTACGACAGATGTCCTGTGC-3'
5-GAGCAGGCTGTAGCTAATGG-3'
5-TTAGGCTATTGTTGCTGCTG-3'
5'-CAGACAACATGAAGCACCAC-3'
5'-CGCTGACGTGATATATGTGG-3'
5'-TGCACAATGAAGGATACACC-3'
5-ACATAGCTCGCGTCTCAGTT-3'
5-GGCATTGTAGGCGTACTGAC-3'
5-GTTTGCGGTGTAAGTGCAG-3'
5-TAGTGGCGGCTATTGACTTC-3'
5-CTAAACCTTGAGCCGCATAG-3'
5'-CATGGTCATAGCAGCACTTG-3'
5'-CCAGGTTGTGATGTCACTGAT-3'
5'-CCTTACCCAGATCCATCAAG-3'
5'-CGCAAACATAACACTTGCTG-3'
5-AGTGTTGGGTACAAGCCAGT-3'
5-GTTCCAAGGAACATGTCTGG-3'
5-AGGTGCCTGTGTAGGATGAA-3'
5-GGGCTGTCATGCAACTAGAG-3'
5-TCTTACACGCAATCCTGCTT-3'
5'-TACCCATCTGCTCGCATAGT-3'
5'-GCAAGCAGAATTAACCCTCA-3'
5'-AGCACCACCTAAATTGCATC-3'
5-TGGTCCCTTTGAAGGTGTTA-3'
5-TCGAACACATCGTTTATGGA-3'
5-GAAGCACCTGTTTCCATCAT-3'
5-ACGATGCTCAGCCATGTAGT-3'
5-GAGGTGCAGTCACTCGCTAT-3'
5'-CAGAGATTGGACCTGAGCAT-3'
5'-CAGCAAACCACTCAATTCCT-3'
5'-AAATGATGGCAACCTCTTCA-3'
5'-CACGTGGTTGAATGACTTTG-3'
5-ATTTCTGCAACCAGCTCAAC-3'
5-CGCATTGTCTCCTGGTTTAC-3'
5-GAGATTGAGCCAGAACCAGA-3'
5-ATGAGCAGGTTGTCATGGAT-3'
5'-CTGCCTTAAGAAGCTGGATG-3'
5-TTTCTTCACCAGCATCATCA-3'
5'-CACCGTTCTTGAGAACAACC-3'
5-TCTTTGGCTGGCTCTTACAG-3'
5-GCTGGTGATGCTGCTAACTT-3'
5-CCATCAAGCCTGTGTCGTAT-3'
5-CAGGTGGTGCAGACATCATA-3'
5-AACATCAGCACCATCCAAGT-3'
5'-ATCGGACACCATAGTCAACG-3'

Las secuencias de los fragmentos LO a L12 de la cepa de SRAS-CoV procedente de la extraccion catalogada bajo el
n° 031589, corresponden respectivamente a las secuencias SEC ID n° 41 a SEC ID n® 54 en el listado de
secuencias adjunto en anexo. Entre estas secuencias, soélo las que corresponden a los fragmentos L5 comprenden
una diferencia nucleotidica con referencia a la secuencia correspondiente del aislado AY278741-Urbani. Esta
mutacién t/c en la posiciéon 7919 desemboca una modificacién de la secuencia en aminoacidos de la proteina
correspondiente, codificada por el ORF 1a: en la posicion 2552, una valina (codén gtt; AY278741) se cambia a
alanina (codon gct) en la cepa de SRAS-CoV 031589. Sin embargo, no se identifica ninguna mutacién con referencia
a la secuencia correspondiente del aislado AY274119.3-Urbani. Los otros fragmentos no presentan diferencias con
respecto a las secuencias correspondientes de los aislados Tor2 y Urbani.
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Ejemplo 2: Produccién y purificacion de proteinas N y S recombinantes de la cepa de SRAS-CoV procedente
de la extraccion catalogada bajo el nimero 031589

La proteina entera N y dos fragmentos polipeptidicos de la proteina S de la cepa de SRAS-CoV procedente de la
extraccion catalogada bajo el nimero 031589 se produjeron en E. coli, en forma de proteinas de fusion que
comprende una etiqueta polihistidina N- o C-terminal. En los dos polipéptidos S, las secuencias hidréfobas N y C-
terminales de la proteina S (péptido sefial: posiciones 1 a 13 y hélice transmembranaria: posiciones 1196 a 1218) se
eliminaron mientras que se preservaron la hélice B (posiciones 565 a 687) y las dos unidades de tipo “hélices
enrolladas” (posiciones 895 a 980 y 1155 a 1186) de la proteina S. Estos dos polipéptidos estan constituidos por: un
fragmento largo (S.) que corresponde a las posiciones 14 a 1193 de la secuencia en aminoacidos de la proteina S y
un fragmento corto (Sc) que corresponde a las posiciones 475 a 1193 de la secuencia en aminoacidos de la proteina
S.

1) Clonacién de los ADNc N, S._ y Sc en el vector de expresion pIVEX2.3 y pIVEX2.4

Los ADNc que corresponden a la proteina N y a los fragmentos S. y Sc se amplificaron por PCR en condiciones
estandares, con la ayuda del ADN polimerasa Platinium Pfx® (INVITROGEN). Los plasmidos SRAS-N y SRAS-S se
usaron como plantillas y los oligonucleétidos siguientes como cebadores:

5-CCCATATGTCTGATAATGGACCCCAATCAAAC-3' (N sentido, SEC ID n° 55)
5-CCCCCGGGTGCCTGAGTTGAATCAGCAGAAGC-3' (N antisentido, SEC ID n° 56)
5'-CCCATATGAGTGACCTTGACCGGTGCACCAC-3' (Sc sentido, SEC ID n°® 57)
5'-CCCATATGAAACCTTGCACCCCACCTGCTC-3' (S sentido, SEC ID n° 58)
5-CCCCCGGGTTTAATATATTGCTCATATTTTCCC-3' (Sc y St antisentido, SEC ID n° 59).

Los cebadores sentido introducen un sitio Ndel (subrayado) mientras que les cebadores antisentido introducen un
sitio Xmal o Smal (subrayado). Los 3 productos de amplificacion se purificaron sobre columna (kit QIAquick PCR
Purification, QIAGEN) y se clonaron en un vector apropiado. EI ADN plasmidico purificado de las 3 construcciones
(kit QIAFilter Midi Plasmid, QIAGEN) se verific6 mediante secuenciacion y se digiri6 mediante las enzimas Ndel y
Xmal. Los 3 fragmentos que corresponden a los ADNc N, S. y Sc se purificaron sobre gel de agarosa y después se
insertaron en los plasmidos pIVEX2.3MCS (etiqueta polihistidina C-terminal) y pIVEX2.4d (etiqueta polihistidina N-
terminal) previamente digeridos por las mismas enzimas. Después de la verificacion de las construcciones, los 6
vectores de expresion asi obtenidos (plV2.3N, plV2.3Sc, pIV2.3S., pIV2.4N, plV2.4Sc también denominado
plV2.4S,, plV2.4S,) se usaron después, por una parte para ensayar la expresion de las proteinas in vitro, y por otra
parte para transformar la cepa bacteriana BL21(DE3)pDIA17 (NOVAGEN). Estas construcciones codifican unas
proteinas cuya masa molecular esperada es la siguiente: plV2.3N (47174 Da), plV2.3Sc (82897 Da), plV2.3S,
(132056 Da), plV2.4N (48996 Da), plV2.4S, (81076 Da) y plV2.4S (133877 Da). Unas bacterias transformadas por
pIV2.3N se depositaron en la CNCM el 23 de octubre de 2003, bajo el numero [-3117, y unas bacterias
transformadas por plV2.4S1 se depositaron a la CNCM el 23 de octubre de 2003, bajo el numero 1-3118.

2) Analisis de la expresion de las proteinas recombinantes in vitro e in vivo

Se ha ensayado la expresion de proteinas recombinantes a partir de los 6 vectores recombinantes, en una primera
etapa, en un sistema in vitro (RTS100, Roche). Las proteinas producidas in vitro, después de una incubacién de los
vectores recombinantes pIVEX, 4h a 30°C, en el sistema RTS100, se analizaron mediante transferencia western con
la ayuda de un anticuerpo anti-(his)s acoplado a la peroxidasa. El resultado de la expresion in vitro (figura 1) muestra
que solo la proteina N esta expresada en cantidades importantes, sea cual sea la posicion, N- o C-terminal, de la
etiqueta polihistidina. En una segunda etapa, la expresion de las proteinas N y S se ensayo in vivo a 30°C en un
medio LB, en presencia o ausencia de inductor (IPTG 1 mM). La proteina N estd muy bien producida en este
sistema bacteriano (figura 2) y se encuentra principalmente en una fraccion soluble después de la lisis de las
bacterias. Sin embargo, la version larga de S (S.) estd muy poco producida y completamente insoluble (figura 3). La
version corta (Sc) presenta también una muy baja solubilidad, pero un indice de expresién mucho mas elevado que
el de la version larga. Por otra parte, la construccion Sc fusionada con una etiqueta polihistidina en posicién C-
terminal presenta un tamafio mas bajo de lo que se espera. Un experimento de inmunodeteccion con un anticuerpo
anti-polihistidina ha mostrado que esta construccion era incompleta. En conclusion, las dos construcciones plV2.3N
y plV2.4S, que expresan respectivamente la proteina N entera fusionada con la etiqueta polihistidina en C-terminal y
la proteina S corta fusionada con la etiqueta polihistidina en N-terminal, se seleccionaron para producir las dos
proteinas en gran cantidad a fin de purificarlas. Los plasmidos plV2.3N y plV2.4S,, se han depositado
respectivamente bajo el n° [-3117 y 1-3118 en la CNCM, 25 rue du Docteur Roux, 75724 PARIS 15, el 23 de octubre
de 2003.
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3) Analisis de la actividad antigénica de las proteinas recombinantes

Se ha ensayado la actividad antigénica de las proteinas N, S y Sc mediante transferencia western, con la ayuda de
dos muestras de suero, que provienen de un mismo paciente infectado por el SRAS-CoV, extraidas 8 dias (M12) y
29 dias (M13) después del principio de los sintomas del SRAS. El protocolo experimental es como se describe en el
ejemplo 3. Los resultados ilustrados por la figura 4 muestran (i) la seroconversion del paciente, y (ii) que la proteina
N posee una mayor reactividad antigénica que la proteina S corta.

4) Purificacién de la proteina N a partir de plV2.3N

Se han realizado varios experimentos de purificacién de la proteina N, producida a partir del vector plV2.3N, segun
el protocolo siguiente. Las bacterias BL21(DE3)pDIA17, transformadas por el vector de expresion plV2.3N, se
cultivaron a 30°C en 1 litro de medio de cultivo que contiene 0,1 mg/ml de ampicilina, e inducidas por 1 mM de IPTG
cuando se alcanza la densidad celular, equivalente a Asoo = 0,8 (aproximadamente 3 horas). Después de 2 horas de
cultivo en presencia de inductor, las células se recuperaron mediante centrifugacion (10 min. a 5000 rpm), se
resuspendieron en el tampodn de lisis (50 mM NaH,PO4, NaCl 0,3 M, 20 mM imidazol, pH 8 que contiene la mezcla
de inhibidores de proteasas Complete™, Roche), y se lisaron mediante la prensa de French (12000 psi). Después de
la centrifugacion del lisado bacteriano (15 min. a 12000 rpm), el sobrenadante (50 ml) se depositdé con un caudal de
1ml/min. sobre una columna (15 ml) de quelacion metalica (Ni-NTA superflow, Qiagen), equilibrada por el tampdn de
lisis. Después del lavado de la columna por 200 ml de tampén de lisis, la proteina N se eluyd mediante un gradiente
de imidazol (20 — 250 mM) en 10 volumenes de columna. Las fracciones que contienen la proteina N se reunieron y
se analizaron mediante electroforesis en gel de poliacriiamida en condiciones desnaturalizantes y después
coloracion con azul de Coomassie. Los resultados ilustrados por la figura 5 muestran que el protocolo empleado
permite purificar la proteina N con una homogeneidad muy satisfactoria (95%) y un rendimiento medio de 15 mg de
proteina por litro de cultivo.

5) Purificacion de la proteina S¢ a partir de plV2.4S¢ (pIV2.4S)

El protocolo seguido para purificar la proteina S corta es muy diferente de aquel descrito anteriormente, ya que la
proteina estd fuertemente agregada en el sistema bacteriano (cuerpo de inclusion). Las bacterias
BL21(DE3)pDIA17, transformadas por el vector de expresion plV2.4S; se cultivaron a 30°C en 1 litro de medio de
cultivo que contiene 0,1 mg/ml de ampicilina, e inducidas mediante 1 mM de IPTG cuando se alcanza la densidad
celular, equivalente a Agoo = 0,8, (aproximadmente 3 horas). Después de 2 horas de cultivo en presencia de inductor,
las células se recuperaron mediante centrifugacion (10 min. a 5000 rpm), se resuspendieron en el tampén de lisis
(0,1 M Tris-HCI, EDTA 1 mM, pH 7,5), y se lisaron mediante la prensa de French (1200 psi). Después de la
centrifugacion del lisado bacteriano (15 min. a 12000 rpm), el residuo se resuspendié en 25 ml de tampén de lisis
que contiene 2% de Triton X100 y 10 mM 3-mercaptoetanol, y después se centrifugd durante 20 min. a 12000 rpm.
El residuo se resuspendio en un tampén Tris-HCI 10 mM que contiene 7 M de urea, y se agitdé suavemente durante
30 min. a temperatura ambiente. Este Ultimo lavado de los cuerpos de inclusién con 7 M de urea es necesario para
eliminar la mayoria de las proteinas membranarias de E. coli que cosedimentan con la proteina Sc agregada.
Después de una ultima centrifugacion durante 20 min. a 12000 rpm, el residuo final se resuspende en el tampdn
Tris-HCI 10 mM. El anélisis electroforético de esta preparacién (digura 6) muestra que la proteina S corta puede ser
purificada con una homogeneidad satisfactoria (aproximadamente el 90%) a partir de los cuerpos de inclusion
(extracto insoluble).

Ejemplo 3: Inmunodominancia de la proteina N

La reactividad de los anticuerpos presentes en el suero de los pacientes que padecen neumopatia atipica causada
por el coronavirus asociado al SRAS (SRAS-CoV), frente a diferentes proteinas de este virus, se analizd6 mediante
transferencia western en las condiciones descritas a continuacion.

1) Material

a) lisado de células infectadas por el SRAS-CoV

Células Vero E6 (2x106) se infectaron por el SRAS-CoV (aislado catalogado bajo el nimero FFM/MA104) a una
multiplicidad de infeccion (M.O.1.) de 10" o0 10 y después se incubaron en un medio DMEM que contiene el 2% de
SVF, a 35°C en una atmosfera que contiene 5% de CO». 48 horas mas tarde, la alfombra celular se lavé con PBS y
después se lisé con 500 pl de tampdn de depdsito preparado segun Laemmli, y que contiene f-mercaptoetanol. Las
muestras se hirvieron después durante 10 minutos y después se sonificaron 3 veces durante 20 segundos.
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b) anticuerpos

b1) suero de paciente que padece neumopatia atipica

El suero referenciado en el Centre National de Référence des virus influenzae (Région-Nord) bajo el n® 20033168 es
el de un paciente francés que padece neumopatia atipica causada por el SRAS-CoV extraido 38 dias después del
principio de los sintomas; el diagndstico de infeccion por el SRAS-CoV se realizé mediante par RT-PCR anidada y
PCR cuantitativa.

b,) sueros policlonales de conejo monoespecificos dirigidos contra la proteina N o la proteina S

Los sueros son los producidos a partir de las proteinas recombinantes N y Sc¢ (ejemplo 2), segun el protocolo de
inmunizacion descrito en el ejemplo 4; se trata del suero de conejo P13097 (suero anti-N) y del suero de conejo
P11135 (suero anti-S).

2) Método

Se separaron 20 ul de lisado de células infectadas por el SRAS-CoV con M.O.l. de 10™ y 107 y, a titulo de control,
20 pl de un lisado de células no infectadas (mock) sobre un gel SDS al 10% de poliacrilamida y después se
transfirieron sobre una membrana de nitrocelulosa. Después del bloqueo en una solucién de PBS/leche 5%/Tween
0,1% y lavado en PBS/ Tween 0,1%, esta membrana se hibrid6é durante una noche a 4°C con: (i) el inmunosuero n°
20033168 diluido al 1/300, 1/1000 y 1/3000 en el tampon PBS/BSA 1%/Tween 0,1%, (ii) el suero de conejo P13097
(suero anti-N) diluido al 1/50000 en el mismo tampén vy (iii) el suero de conejo P11135 (suero anti-S) diluido al
1/10000 en el mismo tampdn. Después del lavado en PBS/Tween, se realizé una hibridacidon secundaria con la
ayuda de anticuerpos policlonales de carnero dirigidos contra las cadenas pesadas y ligeras de las inmunoglobulinas
G humanas y acoplados a la peroxidasa (NA933V, Amersham), o bien de anticuerpos policlonales de asno dirigidos
contra las cadenas pesadas y ligeras de las inmunoglobulinas G de conejo y acoplados a la peroxidasa (NA934V,
Amersham). Los anticuerpos fijados se revelaron con la ayuda del kit ECL+ (Amersham) y de peliculas de
autorradiografia Hyperfilm MP (Amersham). Una escala de masa molecular (kDa) se muestra en la figura.

3) Resultados

La figura 7 muestra que tres polipéptidos de masa molécula aparente 35, 55 y 200 kDa son detectados
especificamente en los extractos de células infectadas por el SRAS-CoV.

A fin de identificar estos polipéptidos, se realizaron otras dos inmunohuellas (figura 8) sobre las mismas muestras y
en las mismas condiciones con dos anticuerpos policlonales de conejo especificos de la nucleoproteina N (conejo
P13097, figura 8A) y de la proteina de espicula S (conejo P11135, figura 8B). Este experimento muestra que el
polipéptido de 200 kDa corresponde a la glicoproteina de espicula S del SRAS-CoV, que el polipéptido de 55 kDa
corresponde a la nucleoproteina N mientras que el polipéptido de 35 kDa representa posiblemente una forma
truncada o degradada de la N.

Los datos presentados en la figura 7 muestran por lo tanto que el suero 20033168 reacciona fuertemente con la N, y
mucho mas débilmente con la S del SRAS-CoV, ya que los polipéptidos de 35 y 55 kDa se revelan en forma de
bandas intensas para diluciones de 1/300, 1/1000 y 1/3000 del inmunosuero, mientras que el polipéptido de 200 kDa
es débilmente revelado para una dilucion de 1/300. Se puede anotar también que ningun otro polipéptido del SRAS-
CoV es detectado para diluciones superiores al 1/300 del suero 20033168.

Este experimento indica que la respuesta en anticuerpo especifico de la N del SRAS-CoV domina las respuestas en
anticuerpos especificos de los otros polipéptidos del SRAS-CoV y en particular la respuesta en anticuerpos dirigida
contra la glicoproteina S. Indica una inmunodominancia de la nucleoproteina N durante infecciones humanas por el
SRAS-CoV.

Ejemplo 4: Preparacion de anticuerpos policlonales monoespecificos dirigidos contra las proteinas Ny S del
coronavirus asociado al SRAS (SRAS-CoV)

1) Material y método

Se inmunizaron tres conejos (P13097, P13081, P13031) con el polipéptido recombinante purificado que corresponde
a la totalidad de la nucleoproteina (N), preparado segun el protocolo descrito en el ejemplo 2. Después de una
primera inyeccion de 0,35 mg por conejo de proteina emulsionada en adyuvante completo de Freund (via
intradérmica), los animales recibieron 3 inyecciones de recuerdo con 3 y después con 4 semanas de intervalo, de
0,35 mg de proteina recombinante emulsionada en adyuvante completo de Freund.

Se inmunizaron tres conejos (P11135, P13042, P14001) con el polipéptido recombinante que corresponde al
fragmento corto de la proteina S (Sc), producida como se describe en el ejemplo 2. Como este polipéptido se
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encuentra principalmente en forma de cuerpo de inclusion en el citoplasma bacteriano, los animales han recibido 4
inyecciones intradérmicas con 3-4 semanas de intervalo de una preparacién de cuerpo de inclusién que corresponde
a 0,5 mg de proteina recombinante emulsionada en adyuvante incompleto de Freund. Las 3 primeras inyecciones se
realizaron con una preparacion de cuerpos de inclusién, preparados segun el protocolo descrito en el ejemplo 2,
mientras que la cuarta inyeccidn se realizé con una preparacion de cuerpos de inclusién, preparados segun el
protocolo descrito en el ejemplo 2, y después purificados sobre gradiente de sacarosa y lavados en 2% de Triton
X100.

Para cada conejo, se ha preparado un suero preinmune (p.i.) antes de la primera inmunizacién y un inmunosuero
(I.S.) 5 semanas después de la cuarta inmunizacion.

En una primera etapa, se analiz6 la reactividad de los sueros mediante ensayo ELISA frente a preparaciones de
proteinas recombinantes parecidas a las utilizadas para las inmunizaciones; los ensayos ELISA se realizaron segun
el protocolo y con los agentes reactivos descritos en el ejemplo 6.

En una segunda etapa, se analiz6 la reactividad de los sueros realizando una inmunohuella (Western-blot) de un
lisado de células infectadas por el SRAS-CoV, siguiendo el protocolo tal como se ha descrito en el ejemplo 3.

2) Resultados

Los ensayos ELISA (figura 9) demuestran que las preparaciones de proteina N recombinante y de cuerpos de
inclusiéon del fragmento corto de la proteina S (Sc) son inmundégenos en el animal y que el titulo de los sueros
inmunes es elevado (més del 1/25000).

La inmunohuella (figura 8) muestra que el suero inmune del conejo P13097 reconoce dos polipéptidos presentes en
los lisados de células infectadas por el SRAS-CoV: un polipéptido cuya masa molecular aparente (50-55 kDa segun
los experimentos) es compatible con la de la nucleoproteina N (422 residuos, masa molecular predicha de 46 kDa) y
un polipéptido de 35 kDa, que representa probablemente una forma truncada o degradada de la N.

Este experimento muestra también que el suero de conejo P11135 reconoce principalmente un polipéptido cuya
masa molecula aparente (180-220 kDa segun los experimentos) es compatible con una forma glicosilada de la S
(1255 residuos, cadena polipeptidica no glicosilada de 139 kDa), asi como unos polipéptidos mas ligeros, que
representan probablemente unas formas truncadas y/o glicosiladas de la S.

En conclusién, el conjunto de estos experimentos demuestra que unos polipéptidos recombinantes expresados en E.
coli y que corresponden a las proteinas N y S del SRAS-CoV permiten inducir en el animal unos anticuerpos
policlonales capaces de reconocer las formas nativas de estas proteinas.

Ejemplo 5: Preparacion de anticuerpos policlonales monoespecificos dirigidos contra las proteinas M y E del
coronavirus asociado al SRAS (SRAS-CoV)

1) Analisis de la estructura de las proteinas My E

a) Proteina E

La estructura de la proteina E del SRAS-CoV (76 aminoacidos) se analizé in silico, con la ayuda de diferentes
programas como signalP v1.1, NetNGlyc 1.0, THMM 1.0 y 2.0 (Krogh y otros., 2001, J. Mol. Biol., 305(3):567-580) o
también TOPPRED (von Heijne, 1992, J. Mol. Biol. 225, 487-494). El analisis muestra que este polipéptido no
glicosilado es una proteina membranaria de tipo 1, que contiene una sola hélice transmembranaria (aa 12-34 segun
THMM), y cuya parte mas grande del dominio hidréfilo (42 residuos) esta localizada en el extremo C-terminal y
posiblemente en el interior de la particula viral (endodominio). Se puede anotar una inversion en la topologia
predicha por las versiones 1.0 (N-ter es externo) y 2.0 (N-ter es interno) del programa THMM, pero que otros
algoritmos, en particular TOPPRED y THUMBUP (Zhou y Zhou, 2003, Protein Science 12:1547-1555) confirman una
localizacién externa del extremo N-terminal de E.

b) Proteina M

Un andlisis similar realizado sobre la proteina M del SRAS-CoV (221 aminoacidos) muestra que este polipéptido no
posee péptido sefal (segun el programa signalP v1.1) sino tres dominios transmembranarios (residuos 15-37, 50-72,
77-99 segun THMM2.0) y un gran dominio hidréfilo (aa 100-221) localizado en el interior de la particula viral
(endodominio). Esta posiblemente glicosilada sobre la asparagina en la posicion 4 (segun NetNGlyc 1.0).

Asi, de acuerdo con los datos experimentales conocidos para los otros coronavirus, es remarcable que las dos

proteinas M y E presentan unos endodominios que corresponden a la mayor parte de sus polipéptidos y unos
ectodominios de tamafio muy pequefio.

37



ES 2396 127 T3

- el ectodominio de E corresponde posiblemente a los residuos 1 a 11 6 1 a 12 de la proteina: MYSFVSEETGT (L),
SEC ID n° 70. En efecto, la probabilidad asociada a la localizaciéon transmembranaria del residuo 12 es intermedia
(0,56 segun THMM 2.0).

- el ectodominio de M corresponde posiblemente a los residuos 2 a 14 de la proteina: ADNGTITVEELKQ, SEC ID n°
69. En efecto, la metionina N-teminal de M esta, muy probablemente, escindida del polipéptido maduro, ya que el
residuo en la posicién 2 es una alanina (Varshavsky, 1996, 93:12142-12149).

Por otra parte, el analisis de hidrofobicidad (Kyte & Doolittle, Hopp & Woods) de la proteina E demuestra que el
extremo C-terminal del endodominio de E es hidréfilo y por lo tanto probablemente expuesto a la superficie de este
dominio. Asi, un péptido sintético que corresponde a este extremo es un buen candidato inmundgeno para inducir en
el animal unos anticuerpos dirigidos contra el endodominio de E. En consecuencia, se ha sintetizado un péptido que
corresponde a los 24 residuos C-terminales de E.

2) Preparacion de anticuerpos dirigidos contra el ectodominio de las proteinas My E y el endodominio de la
proteina E

Los péptidos M2-14 (ADNGTITVEELKQ, SEC ID n° 69), E1-12 (MYSFVSEETGTL, SEC ID n° 70) y E53-76
(KPTVYVYSRV KNLNSSEGVP DLLV, SEC ID n°® 71) se sintetizaron mediante Neosystem. Se han acoplado a la
KLH (Keylzole Limpet Hemocyanin) con la ayuda del MBS (m-maleimido-benzoil-N-hidroxisuccinimida éster) a través
de una cisteina afiadida durante la sintesis, o bien en N-terminal del péptido (caso de E53-76), o bien en C-terminal
(caso de M2-14 y E1-12).

Se inmunizaron dos conejos con cada uno de los conjugados, siguiendo el protocolo de inmunizacion siguiente:
después de una primera inyeccion de 0,5 mg de péptido acoplado a la KLH y emulsionado en adyuvante completo
de Freund (via intradérmica), los animales reciben 2 a 4 inyecciones de recuerdo con 3 6 4 semanas de intervalo de
0,25 mg de péptido acoplado a la KLH y emulsionado en adyuvante incompleto de Freund.

Para cada conejo, se ha preparado un suero preinmune (p.i.) antes de la primera inmunizacién, y se prepara un
inmunosuero (I.S.) 3 a 5 semanas después de la inyeccion de recuerdo.

La reactividad de los sueros se analizé mediante transferencia western con la ayuda de extractos de células
infectadas por el SRAS-CoV (figura 43B), o con la ayuda de extractos de células infectadas por un virus
recombinante de la vacuna que expresa la proteina E (VV-TG-E, figura 43A) o M (VV-TN-M, figura 43C) del aislado
031589 del SRAS-CoV.

Los inmunosueros de los conejos 22234 y 22240, inmunizados por el conjugado KLH-E53-76, reconocen un
polipéptido de aproximadamente 9 a 10kD, que esta presente en los extractos de células infectadas por el SRAS-
CoV pero ausente en los extractos de células no infectadas (figura 43B). La masa aparente de este polipéptido es
compatible con la masa predicha de la proteina E, que es de 8,4 kD. De manera similar, el inmunosuero del conejo
20047, inmunizado por el conjugado KLH-E1-12, reconoce un polipéptido presente en los extractos de células
infectadas por el virus VV-TG-E, cuya masa molar aparente es compatible con la de la proteina E (figura 43A).

El inmunosuero de los conejos 20013 y 20080, inmunizados por el conjugado KLH-M2-14, reconoce un polipéptido
presente en los extractos de células infectadas por el virus VV-TN-M (figura 43C), cuya masa molar aparente (18 kD
aproximadamente) es compatible con la de la glicoproteina M, que es de 25,1 kD y presenta un punto isoeléctrico
elevado (9,1 para el polipéptido desnudo).

Estos resultados demuestran que los péptidos E1-12 y E53-76 por un lado, y el péptido M2-14 por otro lado,
permiten inducir en el animal unos anticuerpos policlonales capaces de reconocer las formas nativas de las
proteinas E y M respectivamente del SRAS-CoV.

Ejemplo 6: Analisis de la reactividad en ELISA de la proteina N recombinante, frente a sueros de pacientes
que padecen SRAS

1) Material

El antigeno utilizado para preparar las fases solidas es la nucleoproteina N recombinante purificada preparada
segun el protocolo descrito en el ejemplo 2.

Los sueros a ensayar (Tabla IV) se seleccionaron en base a unos resultados de anadlisis de su reactividad por
inmunifluorescencia (titulo IF-SRAS), frente a células infectadas por el SRAS-CoV.
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Tabla IV: Sueros ensayados en ELISA

Referencia N° de suero| Tipo de suero Fecha del suero*** | Titulo IF-SRAS
3050 A Control na* nt**

3048 B Control na nt

033168 D Paciente 1- SRAS|  27/04/03 (D38) 320
033397 E Paciente-1 SRAS 11/05/03 (D52) 320
032632 F Paciente -2 SRAS| 21/03/03 (D17) 2500
032791 G Paciente -3 SRAS 04/04/03 (D3) <40
033258 H Paciente -3 SRAS| 28/04/03 (D27) 160

*na: no-aplicable. **nt: no-ensayado. *** los datos indicados corresponden al nimero
de dias después del principio de los sintomas de SRAS.

2) Método

La proteina N (100 pl) diluida a diferentes concentraciones en tampoén carbonato 0,1 M, pH 9,6 (1, 2 6 4 ug/ml) se
distribuye en los pocillos de placas ELISA, después se incuban las placas durante una noche a temperatura del
laboratorio. Las placas se lavan con tampén PBS-Tween, se saturan con tampén PBS-leche desnatada-sacarosa
(5%). Se afnaden los sueros a ensayar (100 pl) previamente diluidos (1/50, 1/100, 1/200, 1/400, 1/800, 1/1600 y
1/3200), después se incuban las placas durante 1h a 37° C. Después de 3 lavados, se afiade el conjugado anti-lgG
humano marcado con peroxidasa (referencia 209-035-098, JACKSON) diluido al 1/18000, y se incuban las placas
durante 1h a 37°C. Después de 4 lavados, se afiade el cromégeno (TMB) y el sustrato (H202), y se incuban las
placas durante 30 min. a temperatura ambiente, protegido de la luz. La reaccion se detiene después y se mide la
absorbencia a 450 nm con la ayuda de un lector automatico.

3) Resultados

Los ensayos ELISA (figura 10) demuestran que la preparacién de proteina N recombinante estd reconocida
especificamente por los anticuerpos de sueros de pacientes que padecen SRAS extraidos en fase tardia de la
infeccion (= 17 dias después del principio de los sintomas), mientras que no esta reconocida de manera significativa
por los anticuerpos de un suero de paciente extraido en fase precoz de la infeccion (3 dias después del principio de
los sintomas), ni por sueros controles de sujetos que no padecen SRAS.

Ejemplo 7: Ensayos ELISA realizados para una deteccion muy especifica y sensible de una infeccion por el
coronavirus asociado al SRAS, a partir de sueros de pacientes

1) Ensayo ELISA IgG indirecto

a) Reactivos

Preparacion de las placas

Las placas son sensibilizadas por una solucion de proteina N a 2 pg/ml en un tampén PBS 10mM pH 7,2, rojo de
fenol a 0,25 ml/l. Se depositan 100 pl de solucién en los pocillos y se dejan incubar a temperatura ambiente durante
una noche. La saturacién se realiza mediante un prelavado en tampén PBS 10 mM/tween 0,1%, seguido de un
lavado con una solucion de saturacion PBS, 25% leche/sacarosa.

Diluyente de sueros

Tampon TRIS 0,48 g/l, PBS 10 mM, EDTA 3,7 g/l, leche 15% v/v, pH 6,7

Diluyente conjugado

Tampén citrato (15 g/l), tween 0,5%, suero bovino 25%, NaCl 12%, leche desnatada 6% v/v PH 6,5

Conjugado

Conjugado anti-lgG humano 50X, comercializado por Bio-Rad: kit Platelia H. pylori ref. 72778

Otras Soluciones:

Solucion de lavado R2, solucién de revelado al TMB R8 diluyente, R9 cromégeno, R10 solucién de detencion:
agentes reactivos comercializados por Bio-Rad (ej.: kit Platelia pylori, ref. 72778)
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b) Modo de realizacién

Diluir los sueros al 1/200 en el diluyente de las muestras
Distribuir 100 pl/pocillo
Incubacién durante 1h a 37°C

3 lavados en solucién de LAVADO R2 10x previamente diluido 10 veces en agua desmineralizada (es decir, solucién
de lavado 1X)

Distribuir 100 pL de conjugado (conjugado 50x para diluir extemporaneamente en el diluyente conjugado
proporcionado)

Incubacion durante 1h a 37°C

4 lavados en solucion de lavado 1X

Distribuir 200 pl/pocillo de solucién de revelado (a diluir extemporaneamente, ej.:1 ml de R9 en 10ml de R8)
Incubacion durante 30 min. a temperatura ambiente en la oscuridad

Detener la reaccion con 100 pl/pocillo de R10

LECTURA a 450/620nm

Los resultados pueden ser interpretados tomando un suero LIMITE que da una respuesta mas alla de la cual los
sueros ensayados se consideraran como positivos. Este suero se selecciona y se diluye a fin de dar una sefal
significativamente superior al ruido de fondo.

2) Ensayo ELISA DOBLE EPITOPO

a) Agentes reactivos

Preparacion de las placas

Las placas son sensibilizadas mediante una solucién de proteina N a 1 pg/ml en un tampén PBS 10 mM pH 7,2, rojo
de fenol a 0,25 ml/l. Se depositan 100 pul de solucion en los pocillos y se dejan incubar a temperatura ambiente
durante una noche. La saturacién se lleva a cabo mediante un prelavado en tampon PBS 10 mM/0,1% tween
seguido de un lavado con una solucién de saturacion PBS 10 mM, leche 25% (V/V)

Diluyente de sueros y conjugado

Tampodn TRIS salino 50 mM pH 8, leche 2%

Conjugado

Se trata de la proteina N recombinante purificada, acoplada a la peroxidasa segun el protocolo de Nakane (Nakane
P.K. y Kawaoi A; (1974): Peroxydase-labeled antibody, a new method of conjugation. The Journal of Histochemistry
and Cytochemistry Vol. 22, N) 23, p. 1084-1091), en unas relaciones molares respectivas 1/2. Este conjugado ProtN
POD se utiliza a una concentracion de 2 ug/ml en un diluyente suero/conjugado.

Otras soluciones:

Solucién de lavado R2, soluciones de revelado con TMB R8, diluyente, R9 cromoégeno, R10 solucion de detencion:
agentes reactivos comercializados por Bio-Rad (ej. kit platelia pylori ref. 72778).

b) Modo de realizacion

12 etapa en placa de "predilucién”
m Diluir cada suero al 1/5 en la placa de predilucién (48 ul de diluyente + 12 ul de suero).

m Después de diluir el conjunto de los sueros, distribuir 60 pul de conjugado
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m Llegado el caso, se deja incubar la mezcla suero + conjugado.
22 etapa en placa de "reaccién”

m Transferir 100 pl de mezlca/pocillo en la placa de reaccion

m Incubacién durante 1h 37°C

m 5 lavados en dislucién de LAVADO R2 10x previamente diluida 10 veces con agua desmineralizada (— solucién
de lavado 1x)

m Distribuir 200 pl/pocillo de solucion de revelado (a diluir extemporaneamente, €j.:1 ml de R9 en 10 ml de R8)
m Incubaciéon durante 30 min. a temperatura ambiente protegido de la luz

m Detener la reaccion con 100 pl/pocillo de R10

m LECTURA a 450/620nm

Como para el ensayo ELISA indirecto, los resultados pueden ser interpretados utilizando un suero de "valor limite".
Cualquier suero que tiene una respuesta superior al suero de valor limite se considerara como positivo.

2) Resultados

Los sueros de pacientes clasificados como posible caso de SRAS del hospital francés de Hanoi, Vietham o en
relacion con el hospital francés de Hanoi (JYK) se han analizado utilizando el ensayo IgG-N indirecto y el ensayo N
doble epitopo.

Los resultados del ensayo IgG-N indirecto (figuras 14 y 15) y N doble epitopo (figuras 16 y 17) muestran una
excelente correlacion entre si, asi como con un ensayo ELISA indirecto que compara la reactividad de los sueros
frente a un lisado de células VeroE6 no infectadas o infectadas por el SRAS-CoV (ELISA-lisado SRAS-CoV; véase
la tabla V a continuacion). Todos los sueros extraidos 12 dias o mas después del principio de los sintomas se
encontraron positivos, incluyendo en pacientes para los cuales la infeccion por el virus del SRAS-CoV no habia
podido ser documentada mediante analisis de extraccion respiratoria por RT-PCR, probablemente debido a una
extraccion demasiado tardia durante la infeccion (= D12). En el caso del paciente TTH para el cual se realizé una
extraccion nasal a D7 fue encontrado negativo mediante RT-PCR, la calidad de la extraccién podria ser la causa.

Ciertos sueros fueron encontrados negativos mientras que la presencia de SRAS-CoV se detecté mediante RT-PCR.
Se trata en todos los casos de sueros precoces extraidos menos de 10 dias después del principio de los sintomas
(ej.: suero n° 032637). En el caso de un paciente PTTH (suero n® 032673), s6lo se evocd una suspicacia de SRAS
en el momento en el que las extracciones se realizaron.

En coclusion, los ensayos serolégicos IgG-N indirecto y N-doble epitopo permiten documentar la infeccion por el
SRAS-CoV en todos los pacientes para sueros extraidos 12 dias o mas después de la infeccion.

Tabla V: resultados de los ensayos ELISA

N°Pvt |Paciente| Dia PCR-SRAS (1) ELISA lisado IgG-N (27 serie) |2Xepitopo (27 serie)
SRAS-CoV (2)

033168 JYK 38 POS +++ >5000 NT
033597 JYK 74 POS NT ~ 5000 NT
032552 VTT 8 NEG-D3y D8y D12 NEG <200 <5
032544 CTP 16 NEG D16 y D20 ++ >5000 >>20
032546 CJF 15 NEG D15y D19 ++ >5000 >>20
032548 PTL 17 NEG D17 y D21 ++ >5000 >>20
032550 NTH 17 NEG-D17 y D21 ++ >5000 >>20
032553 VTT 8 NEG-D3yD8y D12 NEG <200 <5
032554 NTBV 4 POS NEG <200 <5
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N° Pvt |Paciente| Dia PCR-SRAS (1) ELISA lisado IgG-N (22 serie) |2Xepitopo (22 serie)
SRAS-CoV (2)
032555 NTBV 4 POS NEG <200
032564 NTP 15 POS ++ >5000 >>20
032629 NVH 4 POS NEG <200 <5
032631 BTTX 9 POS NEG <200 <5
032635 NHH 4 POS NEG <200 <5
032637 NHB 10 POS NEG <200 <5
032642 BTTX 9 POS NEG <200 <5
032643 LTDH 1 POS NEG <200 <5
032644 NTBV 4 POS NEG <200 <5
032646 TTH 12 | NEGD7yD12yD16 ++ >5000 >>20
032647 DTH 17 NEG D17 y D21 ++ >5000 >>20
032648 NNT 15 NEG D15y D19 ++ >5000 >>20
032649 PTH 17 NEG D17 y D21 ++ >5000 >>20
032672 LvVv 16 NEG D16 y D20 + >5000 >>20
032673 PTTH NA NEG NEG <200 <5
032674 PNB 17 NEG D17 y D21 ++ >5000 >>20
032682 VTH 12 NEG D12y D16 ++ >5000 >>20
032683 DTV 17 NEG D17 y D21 + >1000 >>20
Notas:

(1): Los analisis por RT-PCR se realizaron por RT-PCR anidada BNI, LC Artus y LC-N sobre unos hisopos nasales o
de la faringe; POS significa que al menos una extraccion se encontro positiva en este paciente.

(2): La reactividad de los sueros en el ensayo ELISA que utiliza un lisado de células infectadas por el SRAS-CoV se
clasifico en muy altamente reactivo (+++), altamente activo (++), reactivo (+) y negativo en funcion del valor DO
obtenido en las soluciones ensayadas.

Ejemplo 8: Detecion del coronavirus asociado al SRAS (SRAS-CoV) por RT-PCR

1) Desarrollo de condiciones de RT-PCR en tiempo real con la ayuda de cebadores especificos del gen de la
proteina de nucleocapside - ensayo "Light Cycler N"

a) concepcion de los cebadores y de las sondas

La concepcioén de los cebadores y de las sondas se realizé a partir de la secuencia del genoma de la cepa de SRAS-
CoV procedente de la extraccion catalogada bajo el numero 031589, con la ayuda del programa "Light Cycler Probe
Design (Roche)". Asi, se seleccionaron las dos series de cebadores y de sondas siguientes:

- serie 1 (SEC ID n° 60, 61, 64, 65):

- cebador sentido: N/+/28507: 5-GGC ATC GTA TGG GTT G-3' [28507-28522]

- cebador antisentido: N/-/28774: 5'-CAG TTT CAC CAC CTC C-3' [28774-28759]

- sonda 1: 5'-GGC ACC CGC AAT CCT AAT AAC AAT GC-fluoresceina 3' [28561-28586]
- sonda 2: 5' Red705 -GCC ACC GTG CTA CAA CTT CCT-fosfato [28588-28608]
- serie 2 (SEC ID n° 62, 63, 66, 67)

- cebador sentido: N/+/28375: 5'-GGC TAC TAC CGA AGA G-3' [28375-28390]
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- cebador antisentido: N/-/28702: 5-AAT TAC CGC GAC TAC G-3' [28702-28687]

- sonda 1: SRAS/N/FL: 5'-ATA CAC CCA AAG ACC ACA TTG GC-fluoresceina 3' [28541-28563]
- sonda 2: SRAS/N/LC705: 5' Red705 -CCC GCA ATC CTA ATA ACA ATG CTG C-fosfato 3' [28565-28589]

b) andlisis de la eficacia de los dos pares de cebadores

A fin de ensayar la eficacia respectiva de los dos pares de cebadores, se realizé una amplificacion por RT-PCR
sobre un ARN sintético que corresponde a los nucleétidos 28054-29430 del genoma de la cepa de SRAS-CoV
procedente de la extraccion catalogada bajo el numero 031589 y que contiene la secuencia del gen N.

De manera mas precisa:

Este ARN sintético se preparé mediante transcripcion in vitro con la ayuda del ARN polimerasa del fago T7, de una
plantilla de ADN obtenida por linearizacion del plasmido SRAS-N con la enzima Bam H1. Después de la eliminacion
de la plantilla de ADN por digestién con la ayuda de DNAsa 1, los ARN sintéticos se purifican mediante una
extraccion con fenol-cloroformo seguida de dos precipitaciones sucesivas en acetato de amonio e isopropanol. Se
cuantifican entonces mediante la medicion de la absorbencia a 260 nm y se controla su calidad mediante la relacion
de las absorbencias a 260 y 280 nm asi como mediante una electroforesis en gel de agarosa. Asi, la concentramon
de la preparacion de ARN sintético utilizada para estos estudios es de 1,6 mg/ml, lo que corresponde a 2,1. 10"
copias/ml de ARN.

Cantidades decrementes de ARN sintético se amplificaron por RT-PCR con la ayuda del kit “SuperscrlptTM One-Step
RT-PCR with Platinum® Taq" y los pares de cebadores n° 1 (N/+/28507, N/-/28774) (figura 1A) y n°® 2 (N/+/28375,
N//28702) (figura 1B), siguiendo las indicaciones del proveedor. Las condiciones de amplificacion utilizadas son las
siguientes: el ADNc se sintetizd mediante incubacion durante 30 min. a 45 °C, 15 min. a 55°C y después 2 min. a 94
°C, después se amplificdé mediante 5 ciclos que comprenden: una etapa de desnaturalizacién a 94°C durante 15 s,
una etapa de hibridacion a 45°C durante 30 s, y después una etapa de elongacion a 72°C durante 30 s, seguidas de
35 ciclos que comprenden: una etapa de desnaturalizacion a 94°C durante 15 s, una etapa de hibridacion a 55°C
durante 30 s, y después una etapa de elongacién a 72°C durante 30 s, con 2 s de elongacién suplementaria en cada
ciclo, y de una etapa final de elongacién a 72°C durante 5 min. Los productos de amplificacion obtenidos se
mantuvieron después a 10°C.

Los resultados presentados en la figura 11 muestran que el par de cebadores n°® 2 (N/+/28375, N/-/28702) permlte
detectar hasta 10 copias de ARN (banda de baja intensidad) o 10? copias (banda de buena intensidad) contra 10*
copias para el par de cebadores n° 1 (N/+/28507, N/-/28774). Los amplicones son respectivamente de 268 pb (par 1)
y de 328 pb (par 2).

c) desarrollo de la RT-PCR en tiempo real

Se desarrollé una RT-PCR en tiempo real con la ayuda del par de cebadores n°2 y del par de sonda constituido por
SRAS/N/FL y SRAS/N/LC705 (figura 2).

La amplificacion se realizd sobre un LightCycler™ (Roche) con la ayuda del kit "Light Cycler RNA Amplification Kit
Hybridization Probes" (referencia 2 015 145, Roche) en las condiciones optimizadas siguientes. Una mezcla de
reaccion que contiene: H,O (6,8 ul), MgCl; 25 mM (0,8 pl, 4 uM final de Mg2+), mezcla de reaccién 5X (4 ul), sonda
SRAS/N/FL 3 uM (0,5 pl, 0,075 uM final), sonda SRAS/N/LC705 3 uM (0,5 pl, 0,075 uM final), cebador N/+/28375 10
uM (1 ul, 0,5 uM final), cebador N/-/28702 10 uM (1 ul, 0,5 uM final), mezcla de enzima (0,4 pl) y muestra (ARN viral,
5 ul) se amplificé siguiendo el programa siguiente:

- Transcripcién inversa:  50°C 10:00 min. modo de analisis: ninguno

- Desnaturalizacion: 95°C 30 s x1 modo de analisis: ninguno

- Amplificacién: 95°C 2s }
50°C 15s modo de andlisis: cuantificacion*} x45
72°C 13s rampa térmica 2,0°C/s}

- Enfriamiento: 40°C 30 s x1 modo de analisis: ninguno

* la medicién de fluorescencia se hace al final de la hibridacion y a cada ciclo (en modo SINGLE).

Los resultados presentados en la figura 12 muestran que este RT-PCR en tiempo real es muy sensible ya que
permite detectar 10? copias de ARN sintético en 100% de las 5 muestras analizadas (29/29 muestras en 8
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experimentos) y hasta 10 copias de ARN en 100% de las 5 muestras analizadas (40/45 muestras en 8
experimentos). Muestra también que este RT-PCR permite detectar la presencia la presencia del genoma del SRAS-
CoV en una muestra y cuantificar el nimero de genomas presentes. A titulo de ejemplo, el ARN viral de un stock de
SRAS-CoV cultivado sobre células Vero E6 se extrajo con la ayuda del kit "Qiamp viral RNA extraction" (Qiagen),
diluido a 0,05.10™ y analizado por RT-PCR en tiempo real segun el protocolo descrito anteriormente; el analisis
presentado en la figura 12 muestra que este stock de virus contiene 6,5.10° genomas-equivalentes/ml (geg/ml), lo
que es muy similar al valor de 1,0.10 0 geqg/ml medido con la ayuda del kit "RealArt™ HPA-Coronavirus LC RT PCR
Reagents" comercializado por Artus.

2) Desarrollo de condiciones de RT-PCR anidada que tiene como diana el gen del ARN polimerasa - ensayo
"RT-PCR anidada CDC (Centers for Disease Control and Prévention) /IP"

a) Extraccion del ARN viral

Muestra clinica: QlAamp viral RNA Mini Kit (QIAGEN) segun las indicaciones del fabricante, o una técnica
equivalente. El ARN se evaluia en un volumen de 60 pl.

b) RT-PCR anidada "SNE/SAR"

Primera etapa: RT-PCR acoplado «SNE»

Se utilizé el kit Invitrogen "Superscript™ One-Step RT-PCR with Platinum® Tacf", pero se le puede sustituir el kit
"Titan" de Roche Boehringer con resultados similares.

Oligonucleétidos:

- SNE-S15' GGT TGG GAT TAT CCAAAATGT GA 3'

- SNE-AS 1 5'GCA TCA TCA GAA AGA ATC ATC ATG 3'
- > Tamafio esperado: 440 pb

1. Preparar una mezcla:

H20 6,5 ul
Reaccion mezcla 2X 12,5 ul
Oligo SNE-S1 50 uM 0,2 pl
Oligo SNE-AS1 50 uM 0,2 pl
ARNsin 40 U/ul 0,12 ul
RT/Platinum Taq mix 0,5 ul

2. A 20 pl de la mezcla, afiadir 5 pul de ARN y proceder a la amplificacion sobre termociclador (condiciones ABI 9600)

2.1 45°C 30 min.

55°C 15 min.
94°C 2 min.

22. 94°C 15s }
45°C 30s } x 5 ciclos
72°C  30s }

23. 94°C 15s }
55°C 30s } x 35 ciclos
72°C 30 s + 2 s/ciclo }

24. 72°C  5min.

25 10°C o

Conservacion a +4°C.
La ARNsin (N2511/N2515) de Promega se utilizé6 como inhibidor de RNasa.

Unos ARN sintéticos sirvieron de control positivo. A titulo de control, 10°, 102 y 10 copias de ARN sintético Rsne se
amplificaron en cada experimento.

Segunda etapa: PCR anidada "STAR'

44



ES 2396 127 T3

Oligonucledtidos:

- SAR1-S5 CCTCTCTTGTTCTTG CTC GCA 3

SAR1-AS 5' TAT AGT GAG CCG CCA CAC ATG &'
- > Tamanfo esperado: 121 pb

1. Preparar una mezcla:

H20 35,8 ul
Tampon Taq 10X 5ul
MgCl, 25 mM 4 ul
Mezcla dNTPs 5 mM 2 pl
Oligo SAR1-S 50 uM 0,5 ul
Oligo SAR1-AS 50 uM 0,5 ul
Taq ADN pol 5 U/ul 0,25 ul

Se utilizé el AmpliTaq DNA Pol de Applied Biosystems (tampon 10X sin MgCly, ref. 27216601).

2. A 48 ul de la mezcla, afiadir 2 pul del producto de la primera PCR y proceder a la amplificaciéon (condiciones ABI
9600):

2.1. 94°C 2 min.

2.2. 94°C  30s }
45°C 45s } x 5 ciclos
72°C  30s !

2.3. 94°C  30s }
55°C 30s } x 35 ciclos
72°C  30s + 1 s/cicle !

24. 72°C  5min.

25 10°C o

3. Analizar 10 pl del producto de reaccion sobre gel "low-melting” (tipo Seakem GTG) a 3% de agarosa.
La sensibilidad del ensayo anidada est4, rutinariamente, en las condiciones descritas, de 10 copias de ARN.

4. Los fragmentos puede después ser purificados sobre QlAquick PCR kit (QIAGEN) y secuenciados con los oligo
SAR1-S y SAR1-AS.

3) Deteccion del ARN del SRAS-CoV por PCR a partir de extracciones respiratorias

a) Primer estudio comparativo

Se ha realizado un estudio comparativo sobre una serie de extracciones respiratorias recibidas por el Centre
National de Référence des virus influenzae (Région-Nord), y susceptibles de contener SRAS-CoV. Para ello, se ha
extraido el ARN de las extracciones con la ayuda del kit "Qiamp viral RNA extraction" (Qiagen), y analizado por RT-
PCR en tiempo real, por un lado con la ayuda de los pares de cebadores y de sondas de la serie n° 2 en las
condiciones descritas anteriormente y, por otro lado, con la ayuda del kit "LightCycler SRAS-CoV quantification kit"
comercializado por Roche (referencia 03 604 438). Los resultados se resumen en la tabla VI a continuacion.
Muestran que 18 de las 26 extracciones son negativas y 5 de las 26 extracciones son positivas para los dos kits,
mientras que una extraccion es positiva para el unico kit Roche y dos para los Unicos agentes reactivos N "serie 2".
Ademas, para 3 extracciones (20032701, 20032712, 20032714) las cantidades de ARN detectadas son claramente
superiores con los agentes reactivos (sondas y cebadores) de la serie n° 2. Estos resultados indican que los
cebadores y las sondas N "serie 2" son mas sensibles para la deteccion del genoma del SRAS-CoV en unas
extracciones bioldgicas que las del kit actualmente disponible.
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Tabla VI: Analisis por RT-PCR en tiempo real de los ARN extraidos de una serie de extracciones de 5
pacientes con la ayuda de los pares de cebadores y de sondas de la serie n° 2 (N "serie 2") o del kit
"LightCycler SARS-CoV quantification kit" (Roche). El tipo de extraccién se indica asi como el nimero de
copias del genoma viral medidos en cada uno de los dos ensayos. NEG: RT-PCR negativa.

Extracciones n° Paciente Tipo de extraccion KIT ROCHE N "serie 2"
20033082 K nasal NEG NEG
20033083 K faringea NEG NEG
20033086 K nasal NEG NEG
20033087 K faringea NEG NEG
20032802 M nasal NEG NEG
20032803 M expectoracion NEG NEG
20032806 M nasal o faringea NEG NEG

20031746ARN2 C faringea NEG NEG
20032711 C nasal o faringea 39 NEG
20032910 B nasal NEG NEG
20032911 B faringea NEG NEG
20033356 \% expectoracion NEG NEG
20033357 \% expectoracion NEG NEG
20031725 K asp. endotraqueal NEG 150
20032657 K asp. endotraqueal NEG NEG
20032698 K asp. endotraqueal NEG NEG
20032720 K asp. endotraqueal 3 5
20033074 K heces 115 257
20032701 M faringea 443 1676
20032702 M expectoracion NEG 249

20031747ARN2 C faringea NEG NEG
20032712 C desconocida 634 6914
20032714 C faringea 17 223
20032800 B nasal NEG NEG
20033353 \Y nasal NEG NEG
20033384 V nasal NEG NEG

b) Segundo estudio comparativo

Los rendimientos de diferentes métodos de RT-PCR anidada y de RT-PCR en tiempo real se compararon después
para 121 extracciones respiratorias de posibles casos de SRAS del hospital francés de Hanoi, Vietnam, realizados
entre el 4° y el 17° dia después del principio de los sintomas. Entre estas extracciones, 14 se habian encontrado
positivas durante un primer ensayo que utiliza el método de RT-PCR anidada que tiene como diana el ORF1b (que
codifica la replicasa) tal como se describe inicialmente por el Bernhard Nocht Institute (RT-PCR anidada BNI).
Informaciones en relacion con este ensayo estan disponibles en internet, en la direcciéon http://www15.bni-
hamburg.de/bni/bni2/neu2/getfile.acgi?area engl=diagnos-tics&pid=4112.

Los diferentes ensayos comparados en este estudio son:

- el método de RT-PCR cuantitativa, segun la invencién, con los cebadores y sonda N "serie 2" descrito
anteriormente (columna Light Cycler N),

- el ensayo de RT-PCR anidada que tiene por diana el gen del ARN polimerasa descrito anteriormente, desarrollado
por el CDC, el BNIy el Instituto Pasteur (RT-PCR anidada CDC/IP),

- el kit ARTUS de referencia "HPA Corona LC RT-PCR Kit # 5601-02", que es un ensayo de RT-PCR en tiempo real
que tiene por diana el gen ORF1b,

- el ensayo de RT-PCR anidada de BNI, que tiene por diana también el gen del ARN polimerasa, mencionado
anteriormente.

Los inventores han constatado:
1) una variabilidad inter-ensayo para una misma técnica, relacionada con la degradacion de la preparacion de ARN
durante descongelaciones repetidas, en particular para las muestras que contienen las cantidades de ARN mas

bajas,

2) una sensibilidad reducida de la RT-PCR anidada CDC/IP con relacion a la RT-PCR anidada BNI, y
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3) una sensibilidad comparable del ensayo RT-PCR cuantitativa, segun la invencién, (Light Cycler N) con respecto al
ensayo Light Cycler (LC) Artus.

Estos resultados, presentados en la tabla VII a continuaciéon, muestran que el ensayo por RT-PCR cuantitativa,
segun la invencion, constituye un excelente complemento, o una alternativa, a los ensayos actualmente disponibles.
En efecto, el coronavirus relacinado al SRAS es un virus emergente, susceptible de evolucionar rapidamente. En
particular, el gen del ARN polimerasa del coronavirus relacionado al SRAS, que esta en el punto de mira de la
mayoria de los ensayos actualmente disponibles, puede recombinar con el de otros coronavirus no relacionados al
SRAS. El uso de un ensayo que tiene como diana exclusivamente este gen podria entonces conducir a la obtencion
de falsos negativos.

El ensayo RT-PCR cuantitativo, segun la invencion, no tiene por diana la misma region genémica que el kit ARTUS,
ya que tiene por diana el gen que codifica la proteina N. Realizando un ensayo de diagnoéstico que tiene por diana
dos generes diferentes del coronavirus relacionado con el SRAS, se puede por lo tanto esperar librarse de
resultados de tipo falsos positivos que podrian deberse a la evolucion genética del virus.

Ademas, parece particularmente ventajoso tener por diana el gen de la proteina de nucleocapside, ya que es muy
estable, debido a la fuerte presion de seleccion relacionada con las tensiones estructurales elevadas que conciernen
a esta proteina.

Tabla VII: Comparacién de diferentes métodos de analisis por amplificacion génica, a partir de 121
extracciones de posibles casos de SRAS del hospital francés de Hanoi, Vietnam (epidemia del 2003)

N° CNR Tipo de Dia de Paciente | RT-PCR | RT-PCR kit Light |Light Cycler
extraccion (1) | extraccién anidada | anidada |Cycler Artus N (IP)
CDCI/IP BNI
107 NyP Negativa | Negativa Negativa Negativa
extracciones
032529 P 10 NHB Negativa Positiva Negativa Negativa
032530 N 10 NHB Positiva Positiva 3,10E+01 4,20E+01
032531 P 7 LP Positiva Positiva 7,70E+00 3,10E+00
032534 N 15 BND Positiva Positiva 1,60E+00 Negativa
032600 P 4 NHH Negativa Positiva Negativa 1,30E+02
032612 P 17 NTS Negativa Positiva Negativa Negativa
032688 P 9 BTX Positiva Positiva Negativa Negativa
032689 N 4 NVH Positiva Positiva 1,20E+01 2,30E+02
032690 P 4 NVH Negativa Positiva 1,60E+00 Negativa
032727 P 8 NVH Positiva Positiva 2,30E+02 4,00E+02
032728 N 8 NVH Positiva Positiva 1,10E+03 1,60E+04
032729 P 14 NHB Positiva Positiva 5,90E+00 3,40E+01
032730 N 14 NHB Positiva Positiva 1,30E+02 4,80E+02
032741 P 8 NHH Positiva Positiva 2,10E+02 1,30E+02
Positivas 10 14 10 9
Fraccién detectada de las 14 Positivas|  71,4% 100,0% 71,4% 64,3%

(1) P= hisopo faringeo
N= hisopo nasal

Ejemplo 9: Obtencion y caracterizacion de anticuerpos monoclonales dirigidos contra la proteina N

Se inmunizaron ratones Balb C con la ayuda de la proteina N recombinante purificada y se fusionaron sus células
esplénicas con un mieloma murino apropiado, segun las técnicas de Kohler y Milstein.

Se preseleccionaron diez y nueve hibridomas secretores de anticuerpos anti N y se han preseleccionado sus
inmunorreactividades precisadas. Estos anticuerpos reconocen bien la proteina N recombinante (en ELISA) con
unas intensidades variables, asi como la proteina viral, natural N en ELISA y/o transferencia western. Las figuras 18
a 20 muestran los resultados de estos ensayos para 15 de estos 19 anticuerpos monoclonales.

Se han sub-clonado los clones 12, 17, 28, 57, 72, 76, 86, 87, 98, 103, 146, 156, 166, 170, 199, 212, 218, 219y 222,
fuertemente reactivos. Los estudios de especificidad se prosiguieron con las herramientas apropiadas a fin de
precisar los epitopos reconocidos, y verificar la ausencia de reactividad frente a otros coronavirus humanos y de
algunos virus respiratorios.
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Los estudios de cartografia (mapping) epitdpica (realizados sobre membrana "spot", con la ayuda de péptidos
superpuestos de 15 aa) y los estudios suplementarios realizados sobre la proteina N natural en transferencia
western revelaron la existencia de 4 grupos de anticuerpos monoclonales:

1° Anticuerpos monoclonales especificos de un epitopo lineal mayor en posiciéon N-ter (75-81, secuencia: INTNSVP).
El representante de este grupo es el anticuerpo 156. El hibridoma que produce este anticuerpo se depositd en la
Collection Nationale de Cultures de Microorganismes (CNCM) del Instituto Patseur (Paris, Francia) el 1 de diciembre
de 2004, bajo el numero 1-3331. Este mismo epitopo es también reconocido por un suero de conejo (policlonal anti
N) obtenido mediante inmunizacién clasica con la ayuda de esta misma proteina N.

2° Anticuerpos monoclonales especificos de un epitopo lineal mayor situado en posicién central (posicion 217-224,
secuencia: ETALALL); los representantes de este grupo son los anticuerpos monoclonales 87 y 166. El hibridoma
que produce el anticuerpo 87 se deposité en la CNCM el 1 de diciembre de 2004, bajo el numero 1-3328.

3° Anticuerpos monoclonales especificos de un epitopo lineal mayor situado en posicion C-terminal (posicion 403-
408, secuencia: DFFRQL), los representantes de este grupo son los anticuerpos 28, 57 y 143. El hibridoma que
produce el anticuerpo 57 se depositd en la CNCM el 1 de diciembre de 2004, bajo el numero 1-3330.

4° Anticuerpos monoclonales especificos de un epitopo discontinuo, conformacional. Este grupo de anticuerpos no
reconoce ninguno de los péptidos que recubren la secuencia de la proteina N, pero reaccionan fuertemente sobre la
proteina natural no desnaturalizada. El representante de este ultimo grupo es el anticuerpo 86. El hibridoma que
produce este anticuerpo se deposité en la CNCM el 1 de diciembre de 2004, bajo el nimero 1-3329.

La tabla VIII siguiente resume los resultados de cartografia epitopica obtenidos:

Tabla VIII: Cartografia epitopica de los anticuerpos monoclonales

l/Anticuerpos  |[Epitopo Posicion Region
28 DFSRQL Q 403 ... 408 |C - Ter.
143 DFSRQL Q
76 DFSRQL Q
57 DFSRQL Q

FFGMS RI 315 ... 319
146 LPQRQ 383 ... 387
166 ETALALLLL 217 ...224  |central
87 ETALALL 217 ... 224
156 INTNSGP 75 ... 81 N - Ter.
86 Conformacional
212 Conformacional
170 Conformacional

Ademas, como se ilustra en particular en las figuras 18 a 19, estos anticuerpos no presentan reactividad en ELISA
y/o en WB, frente a la proteina N del coronavirus humano 229 E.

Ejemplo 10: Combinaciones de anticuerpos monoclonales para el desarrollo de un ensayo de inmunocaptura
sensible y especifica del antigeno viral N en el suero o los fluidos biolégicos de los pacientes contaminados
por el virus SRAS CoV

Los anticuerpos listados a continuacién se seleccionaron debido a sus propiedades bien particulares para un estudio
suplementario de captura y deteccién de la proteina viral N, en el suero de los sujetos o pacientes.

Estos anticuerpos se produjeron en ascitis en ratones, purificados mediante cromatografia de afinidad y utilizados
solos 0 en combinacion como anticuerpos de captura, y como anticuerpos sefial.

Listado de los anticuerpos seleccionados para este propdésito:

- Acm anti region C-ter (n° 28, 57, 143)
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- Acm anti region central (n° 87, 166)

- Acm anti region N-ter (n° 156)

- Acm anti epitopo discontinuo, conformacional (86)
1) Preparacion de los agentes reactivos:

a) Placas ELISA de inmunocaptura

Las placas son sensibilizadas con las soluciones de anticuerpos a 5 ng/ml de tampdn carbonato 0,1 M, pH 9,6. Las
soluciones (monovalentes o plurivalentes) son depositadas en un volumen de 100 pl en los pocillos, y se incuban
durante una noche a temperatura ambiente. Estas placas se lavan después en tampén PBS (10 mM pH 7,4
adicionado del 0,1% de Tween 20) y después se saturan con una solucién de PBS adicionada del 0,3% de BSA y
del 5% de sacarosa). Las placas se secan después y se envasan en una bolsa en presencia de un desecador. Estan
listas para su empleo.

b) Conjugados

Los anticuerpos purificados se acoplaron con la peroxidasa segun el protocolo de Nakane (Nakane y otros - 1974, J.
of Histo and cytochemistry, vol. 22, p 1084-1091) en una relacién de una molécula de IgG para 3 moléculas de
peroxidasa. Estos conjugados se purificaron mediante cromatografia de exclusion y se conservaron concentrados
(concentracion comprendida entre 1 a 2 mg/ml) en presencia del 50% de glicerol y a -20°C. Estan diluidos para su
utilizacién en los ensayos para la concentracion final de 1 6 2 pg/ml en tampoén PBS (pH 7,4) adicionado del 1% de
BSA.

c) Otros agentes reactivos

- Sueros humanos negativos para todos los marcadores séricos de los virus HIV, HBV, HCV y THLV

- Conjunto (pool) de sueros humanos negativos con adicion de 0,5% de Tritén X 100

- Ag viral inactivo: sobrenadante de cultiuvo viral inactivo mediante irradiacion e inactivacion verificada después del
cultivo sobre células sensibles - titulo de la suspension antes de la inactivacion de aproximadamente 107 particulas

infecciosas por ml o también aproximadamente 5x10° particulas virales fisicas por ml de antigeno

- Las muestras de Ag diluidas en suero humano negativo: estas muestras se prepararon mediante dilucién al 1:100
y después por dilucién en serie de razon 5.

Estas muestras no infecciosas mimetizan unas muestras humanas que esperan contener concentraciones bajas a
muy bajas de nucleoproteina viral N. Tales muestras no son accesibles para los trabajos rutinarios

- Solucién de lavado R2, solucién de revelado TMB R8, cromégeno R9 y solucidon de detencién R10, son los
agentes reactivos genéricos comercializados por Bio-Rad en sus estuches ELISA (gj.: estuche Platelia Pylori ref.
72778).

2) Modo de realizacion

Las muestas de sueros humanos sobrecargados en Ag viral desactivado son distribuidas a razén de 100 pl por pozo,
directamente en las placas sensibilizadas, listas para su empleo y después incubados durante 1 hora a 37°C
(incubacion Bio-Rad IPS).

El material no retenido por la fase sdlida se elimina mediante 3 lavados (lavado con soluciéon R2 diluida, lavador
automatico LP 35).

Los conjugados apropiados, diluidos a la concentracion final de 1 6 2 pg/ml son distribuidos a razén de 100 pl por
pozo y las placas se incuban de nuevo durante una hora a 37°C (incubacion IPS).

El exceso de conjugado se elimina mediante 4 lavados sucesivos (solucion R2 diluida - lavador LP 35).
La presencia de conjugado fijado sobre las placas se revela después de la adicién de 100 ul de solucién de revelado
preparada antes del uso (1 ml de R9 y 10 ml de R8) y después de la incubacién durante 30 minutos, a temperatura

ambiente y protegido de la luz.

La reaccion enzimatica se bloquea finalmente mediante adicion de 100 pl de agente reactivo R10 (H2SO4 1N) en
todas los pozos.
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La lectura se efectua con la ayuda de un lector de microplacas apropiado de doble longitud de onda (450/620 nm).

Los resultados pueden ser interpretados utilizando como valor limite provisional la media de al menos dos controles
negativos multiplicado por un factor 2 o también la media de 100 sueros negativos adicionada de un incremento que
corresponde a 6 SD (Desviacion estandar calculada sobre las 100 mediciones individuales).

3) Resultados

Diferentes combinaciones anticuerpos de captura y anticuerpos sefal se ensayaron basandose en las propiedades
de los anticuerpos seleccionados, y evitando las combinaciones de anticuerpos especifico de los mismos epitopos
en fase sélida y conjugados

Los mejores resultados se obtuvieron con las 4 combinaciones listadas a continuacién. Estos resultados son
reproducidos en la tabla IX a continuacién.

1. Combinacion F/28
Fase solida (Acm 166 + 87 region central): conjugado anticuerpo 28 (C-ter)

2. Combinacién G/28
Fase solida (Acm 86 - epitopo conformacional): conjugado anticuerpo 28 (C-ter)

3. Combinacioén H/28
Fase sdlida (Acms 86, 166 y 87 region central y epitopo conformacional): conjugado anticuerpo 28 (C-ter)

4. Combinacién H/28 + 87
Fase solida (Acms 86, 166 y 87 region central y epitopo conformacional): conjugado mixto anticuerpo 28 (C-ter) y 87
(central)

5. Combinacion G/87
Fase sdlida (Acm 86 - epitopo conformacional): conjugado anticuerpo 87 (regién central)

Las 4 primeras combinaciones presentan unos rendimientos equivalentes y reproducibles, superiores a las otras
combinaciones utilizadas (por ejemplo la combinacién G/87). Por supuesto, en estas combinaciones, un anticuerpo
monoclonal puede ser sustituido con otro anticuerpo que reconoce el mismo epitopo. Asi, se pueden citar las
variantes siguientes:

6. Variante de la combinacion F/28
Fase sdlida (Acm 87 unicamente): conjugado anticuerpo 57 (C-ter)

7. Variante de la combinacion G/28
Fase solida (Acm 86 - epitopo conformacional): conjugado anticuerpo 57 (C-ter)

8. Variante de la combinacion H/28
Fase solida (Acms 86 y 87 regiodn central y epitopo conformacional): conjugado anticuerpo 57 (C-ter)

9. Variante de la combinacion H/28 + 87
Fase solida (Acms 86 y 87 region central y epitopo conformacional): conjugado mixto anticuerpo 57 (C-ter) y 87
(central)

Tabla IX: Control de la inmunorreactividad de los Acm anti-nucleoproteinas SRAS CoV: densidades dpticas medidas
con cada combinacioén de anticuerpos, en funcion de las diluciones del antigeno viral inactivo.

N° Dilucién F/28 G/28 G/87 H/28 H/28+87
0 1/100 5 5 3,495 3,900 5

1 1/500 3,795 3,814 1,379 3,702 3,804
2 Y2 500 2,815 2,950 0,275 3,268 2,680
3 1/12500 0,987 1,038 0,135 1,374 0,865
4 1/62500 0,404 0,348 0,125 0,480 0,328
5 1/312500 0,285 0,211 0,123 0,240 0,215
6 Control 0,210 0,200 0,098 0,186 0,156
7 Control 0,269 0,153 0,104 0,193 0,202
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El limite de deteccion de estos 4 ensayos experimentales corresponde a la dilucién de antigeno en suero negativo 1:
62500. Una extrapolacion rapida deja suponer la deteccion de menos de 10° particulas por ml de sueros.

De este estudio, destaca que los anticuerpos mas apropiados para la captura de la nucleoproteina viral nativa son
los anticuerpos especificos de la regidon central y/o de un epitopo conformacional, siendo uno y otro anticuerpos
seleccionados también por su fuerte afinidad para el antigeno nativo.

Habiendo determinado los mejores anticuerpos para la composicion de la fase sélida, los anticuerpos para conservar
la prioridad para la deteccién de antigenos fijados sobre la fase solida son los anticuerpos complementarios
especificos de un epitopo dominante en la regién C-ter. El empleo de cualquier otro anticuerpo complementario,
pero especifico de los epitopos localizados en la regién N-ter de la proteina, conduce a resultados medios o
mediocres.

Ejemplo 11: Sistemas d e expresién eucariotas de la proteina de espicula (S) del co ronavirus aso ciado al
SRAS (SRAS-CoV)

1) Optimizacidn de las condiciones de expresion de la S del SRAS-CoV en células de mamiferos.

Las condiciones de expresion transitoria de la proteina de espicula (S) del SRAS-CoV se optimizaron en células de
mamiferos (293T, VeroEB).

Para ello, se amplificé un fragmento de ADN que contiene el ADNc de la S del SRAS-CoV mediante PCR con la
ayuda de los oligonucledtidos 5'-ATAGGATCCA CCATGTTTAT TTTCTTATTA TTTCTTACTC TCACT-3' y 5'-
ATACTCGAGTT ATGTGTAATG TAATTTGACA CCCTTG-3' a partir del plasmido pSRAS-S (C.N.C.M. n° 1-3059) y
después se inserto en los sitio BamH1 y Xho1 del plasmido pTRIPAU3-CMV que contiene un vector lentiviral TRIP
(Sirven, 2001, Mol. Ther., 3, 438-448) para obtener el plasmido pTRIP-S. El fragmento BamH1 y Xho1 que contiene
el ADNc de la S se sub-clon6 después entre los BamH1 y Xho1 del plasmido de expresion eucariota pcDNA3.1(+)
(Clontech) para obtener el plasmido pcDNA-S. El fragmento Nhe1 y Xho1 que contiene el ADNc de la S se sub-clono
después entre los sitios correspondientes del plasmido de expresion pCl (Promega) para obtener el plasmido pCI-S.
Las secuencias WPRE del virus de la hepatitis de la marmota ("Woodchuck Hepatitis Virus posttranscriptional
regulatory element") y las secuencias CTE ("constitutive transport element") del retrovirus simico de Mason-Pfizer se
insertaron en cada uno de los dos plasmidos pcDNA-S y pCI-S entre los sitios Xho1 y Xba1 para obtener
respectivamente los plasmidos ADNpc-S-CTE, ADNpc-S-WPRE, pCI-S-CTE y pCI-S-WPRE (figura 21). El plasmido
pCI-S-WPRE se deposité en la CNCM, el 22 de noviembre de 2004, bajo el nimero 1-3323. Todos los insertos se
secuenciaron con la ayuda de un kit BigDye Terminator v1.1 (Applied Biosystems) y de un secuenciador automatico
ABI377.

Se busco la capacidad de los plasmidos construidos para dirigir la expresion de la S del SRAS-CoV en células de
mamiferos después de la transfeccion de células VeroE6 (figura 22). En este experimento, se han transfectado
monocapas de 5x10° células VeroE6 en cajas de Petri de 35 mm con 2 ng de los plasmidos ADNpc (a titulo de
control), ADNpc-S, pCl y pCI-S y 6 ul de agente reactivo Fugene6 segun las indicaciones del fabricante (Roche).
Después de 48 horas de incubacion a 37°C y bajo 5% de CO», se prepararon unos extractos celulares en tampén de
depdsito segun Laemmli, separados sobre un gel SDS al 8% de poliacrilamida, y después transferidos sobre una
membrana de PVDF (BioRad). La deteccion de esta inmunohuella («western blot») se realizé con la ayuda de un
suero policlonal de conejo anti-S (suero inmune del conejo P11135: véase el ejemplo 4 anterior) y de anticuerpos
policlonales de asno dirigidos contra los IgG de conejo y acoplados con la peroxidasa (NA934V, Amersham). Los
anticuerpos fijados se revelaron mediante luminescencia con la ayuda del kit ECL+ (Amersham) y de peliculas de
autorradiografia Hyperfilm MP (Amersham).

Este experimento (figura 22) muestra que el plasmido pcDNA-S no permite dirigir la expresion de la S del SRAS-CoV
a niveles detectables mientras que el plasmido pCI-S permite una expresion baja, proxima del limite de deteccién,
que puede ser demostrado cuando la pelicula esté sobre-expuesta. Unos resultados similares se obtuvieron cuando
la expresion de la S se buscd mediante inmunofluorescencia (datos no mostrados). Esta imposibilidad de detectar
una expresion eficaz de la S no se puede imputar a las técnicas de deteccién utilizadas ya que la proteina S puede
ser puesta en evidencia al tamafo esperado (180 kDa) en un extracto de células infectadas por el SRAS-CoV o en
un extracto de células VeroE6 infectadas por el virus recombinante de la vacuna antivaridlica VV-TF7.3 y
transfectadas por el plasmido pcDNA-S. En este Ultimo experimento, el virus VV-TF7.3 expresa el ARN polimerasa
del fago T7, y permite la transcripcion citoplasmica de un ARN sin capuchoén susceptible de ser traducido
eficazmente. Este experimento sugiere que los defectos de expresion descritos anteriormente se deben a una
incapacidad intrinseca del ADNc de la S para ser expresado eficazmente cuando la etapa de transcripcion en ARN
mensajero se realiza a nivel nuclear.

En un segundo experimento, el efecto de las sefiales CTE y WPRE sobre la expresion de la S se ha buscado

después de la transfeccion de células VeroE6 (figura 23A) y 293T (figura 23B) y segun un protocolo similar al
descrito anteriormente. Mientras que la expresion de la S no se puede demostrar después de la transfeccion de los
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plasmidos ADNpc-S-CTE y ADNpc-S-WPRE derivados de ADNpc-S, la insercion de las sefiales WPRE y CTE
mejora fuertemente la expresion de la S en el contexto del plasmido de expresién pCI-S.

Para precisar este resultado, se realizd una segunda serie de experimentos, en la que la inmunohuella se revela de
manera cuantitativa por luminescencia y adquisiciéon sobre un dispositivo de imagenes digitales (FluorS, BioRad). El
andlisis de los resultados obtenidos con el programa QuantityOne v4.2.3 (BioRad) muestra que las secuencias
WPRE y CTE aumentan respectivamente la expresion de la S de un factor 20 a 42 y 10 a 26 en células Vero E6
(tabla X). En células 293T (tabla X), el efecto de la secuencia CTE es mas moderado (4 a 5 veces), mientras que el
de la secuencia WPRE sigue importante (13 a 28 veces).

Tabla X: Analisis cuantitativo del efecto de las sefales CTE y W PRE sobre la e xpresion de la S d el SRAS-
CoV:

Se prepararon extractos celulares 48 horas después de la transfeccion de células VeroE6 o 293T por los plasmidos
pCl, pCI-S, pCI-S-CTE y pCI-S-WPRE, y se analizaron mediante transferencia western como se describe en la
leyenda de la figura 22. La transferencia western se revela mediante luminescencia (ECL+, Amersham) y adquisicion
sobre un dispositivo de imagenes digitales (FluorS, BioRad). Los niveles de expresion son indicados en funcion de
una escala arbitraria en la que el valor de 1 representa el nivel medido después de la transfeccion del plasmido pCl-
S. Se realizaron dos experimentos independientes para cada uno de los dos tipos celulares. En el experimento 1,
sobre células VeroES6, las transfecciones se realizaron en duplicado y los resultados son indicados en forma de
media y desviaciones estandares de los niveles de expresion medidos.

Plasmido Célula exp. 1 exp. 2
PCI VeroE6 0,0 0,0
pCI-S VeroE6 1,0+ 0,1 1,0
pCI-S-CTE VeroE6 9,8+0,9 26,4
pCI-S-WPRE VeroE6 20,1+2,0 42,3
PCI 293T 0,0 0,0
PCI-S 293T 1,0 1,0
PCI-S-CTE 293T 4,6 4,0
PCI-S-WPRE 293T 27,6 12,8

En resumen, el conjunto de estos resultados muestra que la expresion en unas células de mamiferos del ADNc de la
S del SRAS-CoV, bajo la dependencia de secuencias promotoras del ARN polimerasa I, requiere, para ser eficaz, la
presencia de una sefial de empalme asi como una u otra de las secuencias WPRE y CTE.

2) Obtencion de lineas estables que permiten la expresion de la S del SRAS-CoV

El ADNc de la proteina S del SRAS-CoV se cloné en forma de un fragmento BamH1-Xho1 en el plasmido
pTRIP)AU3-CMV que contiene un vector lentiviral defectivo TRIP a ADN flap central (Sirven y otros, 2001, Mol.
Ther., 3: 438-448), para obtener el plasmido pTRIP-S (figura 24). La co-transfeccion transitoria segun Zennou y otros
(2000, Cell, 101: 173-185) de este plasmido, de un plasmido de encapsidacion (p8.2), y de un plasmido de expresion
de la glicoproteina de envoltura G del VSV (pHCMV-G) en unas células 293T, permitié la preparacion de
pseudoparticulas retroviricas que contienen el vector TRIP-S, y pseudotipadas por la proteina de envoltura G. Estos
vectores TRIP-S pseudotipados se utilizaron para transducir unas células 293T y FRhK-4: no se ha podido
demostrar ninguna expresion de la proteina S, ni ha podido ser puesto en evidencia mediante transferencia western
e inmunofluorescencia en las células transducidas (datos no presentados).

Los casetes de expresion 6ptimos constituidos del promotor inmediato/precoz del virus CMV, de una sefal de corte y
empalme, del ADNc de la S y de una u otra de las sefales post-transcripcionales WPRE o CTE, descritas
anteriormente, se sustituyeron entonces por el casete EF1a-EGFP del vector de expresion lentiviral defectivo a ADN
FLAP central TRIPAU3-EF1a (Sirven y otros, 2001, Mol. Ther., 3:438-448) (figura 25). Estas sustituciones se
realizaron mediante una serie de sub-clonaciones sucesivas de los casetes de expresion de S escindidos de los
plasmidos pCT-S-CTE (Bglll-Ap1) o respectivamente pCI-S-WPRE (Bglll-Sal1), y después se insertan entre los sitios
Miu1 y Kpn1, o respectivamente Miu1 y Xho1, del plasmido TRIPAU3-EF1a para obtener los plasmidos pTRIP-
SD/SA-S-CTE y pTRIP-SD/SA-S-WPRE, depositados en la CNCM, el 1 de diciembre de 2004, bajo los niumeros I-
3336 y 1-3334, respectivamente. Unos vectores pseudotipados se produjeron segun Zennou y otros (2000, Cell,
101: 173-185) y utilizados para transducir unas células 293T (10000 células) y FRhK-4 (15000 células) segun una
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serie de 5 ciclos sucesivos de transduccion con una cantidad de vector que corresponde a 25 ng (TRIP-SD/SA-S-
CTE) o 22 ng TRIP-SD/SA-S-WPRE) de p24 por ciclo.

Las células transducidas se clonaron por dilucién limite y se analizé una serie de clones para la expresion de la S del
SRAS-CoV cualitativamente por inmunofluorescencia (datos no mostrados), y después cuantitativamente por
transferencia western (figura 25) con la ayuda de un suero policlonal de conejo anti-S. Los resultados presentados
en la figura 25 muestran que los clones 2 y 15 de células FrhK4-s-CTE transducidas por TRIP-SD/SA-S-CTE y los
clones 4, 9 y 12 de células FRhK4-S-WPRE transducidas por TRIP-SD/SA-S-WPRE, permiten la expresion de la S
del SRAS-CoV a niveles respectivamente bajos y moderados si se les comparan con los que se pueden observar
durante la infeccién por el SRAS-CoV.

En resumen, los vectores TRIP-SD/SA-S-CTE y TRIP-SD/SA-S-WPRE permiten la obtencion de clones estables de
células FRhK-4 y, de manera similar, 293T que expresa la S del SRAS-CoV, mientras que los ensayos realizados
con el vector "de base" TRIP-S siguen infructuosos, lo que demuestra la necesidad de una sefial de empalme, asi
como una u otra de las secuencias CTE y WPRE para la obtencion de clones celulares estables que expresan la
proteina S.

Ademas, estas modificaciones del vector TRIP (insercion de una sefial de corte y empalme empalme post-
transcripcional como CTE y WPRE), podrian revelarse interesantes para mejorar la expresién de otros ADNc
diferente de aquel de la S.

3) Obtencidn de lineas estables que permiten la expresion de una forma soluble de la S del SRAS-CoV. Purificacion
de este antigeno recombinante

Un ADNc que codifica una forma soluble de la proteina S (Ssol) se obtuvo fusionando las secuencias que codifican
para el ectodominio de la proteina (aminoacidos 1 a 1193) a las de una etiqueta (FLAG: DYKDDDDK) a través de un
enlazador BspE1, que codifica el dipéptido SG. Practicamente, para obtener el plasmido ADNpc-Ssol, se amplificd
un fragmento de ADN que codifica el ectodominio de la S del SRAS-CoV por PCR con la ayuda de los
oligonucledtidos 5-ATAGGATCCA CCATGTTTAT TTTCTTATTA TTTCTTACTC TCACT-3' y 5-ACCTCCGGAT
TTAATATATT GCTCATATTT TCCCAA- 3' a partir del plasmido pcDNA-S, y después se insertd entre los sitios
unicos BamH1 y BspE1 unicos de un pldsmido de expresion eucariota ADNpc3.1 (+) (Clontech) modificado, que
contiene entre sus sitios BamH1 y Xho1 la secuencia de la etiqueta FLAG:

// GGATCC ...nnn... TCC GGA GAT TAT AAA GAT GAC GAC GAT AARA TAA
BamH1 S G D Y K D D D D K ter

CTCGAG //

Xhol

Los fragmentos Nhe1-Xho1 y BamH1-Xho1, que contiene el ADNc de la forma soluble de la S, se extirparon
después del plasmido pcDNA-Ssol, y se sub-clonaron entre los sitios correspondientes del plasmido pTRIP-SD/SA-
S-CTE y del plasmido pTRIP-SD/SA-S-WPRE, respectivamente, para obtener los plasmidos pTRIP-SD/SA-Ssol-CTE
y pTRIP-SD/SA-Ssol-WPRE, depositados en la CNCM, el 1 de diciembre de 2004, bajo los niumeros 1-3337 e
1-3335, respectivamente.

Se produjeron unos vectores pseudotipos segun Zennou y otros (2000, Cell, 101: 173-185) y se utilizaron para
transducir unas células FRhK-4 (15000 células) segun una serie de 5 ciclos sucesivos de transduccién (15000
células) con una cantidad de vector que corresponde a 24 ng (TRIP-SD/SA-Ssol-CTE) o 40 ng TRIP-SD/SA-Ssol-
WPRE) de p24 por ciclo. Las células transducidas se clonaron por dilucion limite y una serie de 16 clones
transducidos mediante TRIP-SD/SA-Ssol-CTE y de 15 clones mediante TRIP-SD/SA-Ssol-WPRE se analizaron para
la expresion del polipéptido Ssol mediante transferencia western, revelado por un anticuerpo monoclonal anti-FLAG
(figura 26 y datos no mostrados), asi como mediante un ELISA-captura especifico del polipéptido Ssol que se realizd
con este objetivo (tabla XI y datos no mostrados). Una parte del proceso de seleccion de los mejores clones
secretores se muestra en la figura 26. El ELISA-captura se basa en el uso de fases sdlidas recubiertas de
anticuerpos policlonales de conejos inmunizados por SRAS-CoV purificado e inactivado. Estas fases solidas
permiten la captura del polipéptido Ssol secretado en los sobrenadantes celulares, cuya presencia se revela
después mediante una serie de etapas que implican sucesivamente la fijacién de un anticuerpo monoclonal anti-
FLAG (M2, SIGMA), de anticuerpos biotinilados policlonales de conejo anti-IgG(H+L), de raton (Jackson), y de un
conjugado streptavidina-peroxidasa (Amersham), y después la adicién de cromégeno y de sustrato (TMB + H0y,
KPL).

Tabla XI: analisis de la expresién de polipéptido Ssol por unas lineas celulares transducidas por los vectores
lentiviricos TRIP-SD/SA-Ssol-WPRE y TRIP-SD/S A-Ssol-CTE. La secrecion del polipéptido Ssol se busco en el
sobrenadante de una serie de clones celulares aislados después de la transduccién de células FRhK-4 por los
vectores lentiviricos TRIP-SD/SA-Ssol-WPRE y TRIP-SD/SA-Ssol-CTE. Los sobrenadates diluidos al 1/50 se
analizaron mediante un ensayo ELISA-captura especifico de la S du SRAS-CoV.
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\Vector Clon DO (450 nm)
Control - 0,031
TRIP-SD/SA-Ssol-CTE CTE2 0,547
CTE3 0,668
CTE9 0,171
CTE12 0,208
CTE13 0,133
TRIP-SD/SA-Ssol-WPRE WPRE1 0,061
WPRE10 0,134

La linea celular que segrega las cantidades mas elevadas de polipéptido Ssol en el sobrenadante de cultivo es la
linea FRhK4-Ssol-CTE3. Se ha sometido a una segunda serie de 5 ciclos de transduccién por el vector TRIP-SD/SA-
Ssol-CTE, en condiciones similares a las descritas anteriormente, y después se ha clonado. El sub-clon que segrega
las cantidades mas elevadas de Ssol se ha seleccionado mediante una combinacién de analisis por transferencia
western, y ELISA-captura: se trata del sub-clon FRhK4-Ssol-30, que se depositd en la CNCM, el 22 de noviembre de
2004, bajo el numero 1-3325.

La linea FRhK4-Ssol-30 permite la produccion y la purificacion en cantidad del polipéptido recombinante Ssol. En un
experimento del tipo en el que las condiciones experimentales de crecimiento, de produccion y de purificacion se
optimizaron, las células de la linea FRhK4-Ssol-30 son inoculadas en un medio de cultivo estandar (DMEM sin
piruvato que contiene 4,5g/l de glucosa y suplementado con 5% de SVF, 100 U/ml de penicilina y 100 ug/ml de
estreptomicina) en forma de una monocapa sub-confluente (1 millén de células para cada 100 cm? en 20 ml de
medio). A confluencia, el medio estandar se sustituye con el medio de secreciéon en el que la cantidad de SVF se
reduce al 0,5% y la cantidad de medio se reduce a 16 ml para cada 100 cm?. El sobrenadante de cultivo se extrae
después de 4 a 5 dias de incubacion a 35°C y bajo el 5% de CO,. El polipéptido recombinante Ssol se purifica a
partir del sobrenandante mediante la cadena de etapas de filtracién sobre membrana de poliétersulfona (PES) de 0,1
um, de concentracion por ultra-filtracion sobre una membrana de PES de punto de escision 50 kD, de cromatografia
de afinidad sobre plantilla anti-FLAG con elucién mediante una solucién de péptido FLAG (DYKDDDDK) a 100 pg/ml
en TBS (Tris 50 mM pH 7,4, 150 mMNacCl), y después de cromatografia de gel de filtracion en TBS sobre bolas de
sephadex G-75 (Pharmacia). La concentracion del polipéptido recombinante Ssol purificado se determiné mediante
el ensayo micro-BCA (Pierce), y después se analizaron sus caracteristicas bioquimicas.

El analisis por gel SDS al 8% de acrilamida tefiida con nitrato de plata pone de manifiesto un polipéptido mayoritario
cuya masa molecular es de aproximadamente 180 kD y cuyo grado de pureza puede ser evaluado al 98% (figura
27A). Mediante espectrometria de masas SELDI-TOF (Cyphergen), se ponen en evidencia dos picos principales:
corresponden a formas simple y doblemente cargadas de un polipéptido mayoritario, cuya masa molecular esta asi
determinada a 182,6 + 3,7 kD (figuras 27B y C). Después de la transferencia sobre membrana Prosorb y del
aclarado en TFA 0,1%, el extremo N-terminal del polipéptido Ssol se secuencié en fase liquida mediante
degradacion de Edman sobre 5 residuos (AB1494, Applied Biosystems), y determinada como siendo SDLDR (figura
27D). Esto demuestra que el péptido sefial localizado en el extremo N-terminal de la proteina S del SRAS-CoV,
compuesto de las aa 1 a 13 (MFIFLLFLTLTSG) segun un analisis realizado con el programa signalP v2.0 (Nielsen y
otros, 1997, Protein Engineering, 10: 1-6), esta escindido del polipéptido Ssol maduro. El polipéptido recombinante
Ssol esta por lo tanto constituido de los aminoacidos 14 a 1193 de la proteina S del SRAS-CoV fusionados en C-
terminal con una secuencia SGDYKDDDDK que contiene la secuencia de la etiqueta FLAG (subrayada). La
diferencia entre la masa molar tedrica del polipéptido Ssol desnudo (132,0 kD) y la masa molar real del polipéptido
maduro (182,6 kD) sugiere que el polipéptido Ssol esta glicosilado.

Una preparacion de polipéptido Ssol purificado, y cuya concentracion proteica se determind mediante un ensayo
micro-BCA, permite realizar una escala estandar para medir, con la ayuda del ensayo ELISA-captura descrito
anteriormente, las concentraciones de Ssol presente en los sobrenadantes de cultivo y volver a considerar las
caracteriticas de las lineas secretoras. Segun este ensayo, la linea FRhK4-Ssol-CT3 segrega 4 a 6 ug/ml de
polipéptido Ssol mientras que la linea FRhK4-Ssol-30 segrega 9 a 13 pug/ml de Ssol después de 4 a 5 dias de cultivo
a confluencia. Ademas, el esquema de purificacion presentado anteriormente permite, rutinariamente, purificar de 1
a 2 mg de polipéptido Ssol por litro de sobrenadante de cultivo.

Ejemplo 12: Inmunizacién génica que implica a la proteina de espicula (S) del coronavirus asociado al SRAS
(SRAS-CoV)

El efecto de una sefial de empalme y de las sefales post-transcripcionales WPRE y CTE, se analizé después de la
inmunizacién génica de ratones BALB/c (figura 28).

Para ello, se inmunizaron unos BALB/c a intervalos de 4 semanas por inyeccion en el tibialis anterior de una solucion
salina de 50 pg de ADN plasmidico de pcDNA-S y pCI-S asi como, a titulo de control, mediante 50 pg de ADN
plasmidico de ADNpc-N (que dirige la expresion de la N del SRAS-CoV), o de pCI-HA (que dirige la expresion de la
HA del virus gripal A/PR/8/34), y se recogen los sueros inmunes 3 semanas después de la 2?2 inyeccion. La
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presencia de anticuerpos dirigidos contra la S del SRAS-CoV se buscé mediante ELISA indirecto utilizando como
antigeno un lisado de células VeroE6 infectadas por el SRAS-CoV y a titulo de control, un lisado de VeroE6 no
infectadas. Los titulos (TI) en anticuerpos anti-SRAS-CoV se calculan como la inversa de la dilucién que produce
una DO especifica de 0,5 (diferencia entre DO medida sobre lisado de células infectadas y DO medida sobre lisado
de células no infectadas) después del revelado mediante un anticuerpo policlonal anti-IgG de ratén acoplado a la
peroxidasa (NA931V, Amersham) y de TMB adicionado de H,O, (KPL) (figura 28A).

En estas condiciones, el plasmido de expresion pcDNA-S permite soélo la induccion de bajos titulos de anticuerpos
dirigidos contra la S del SRAS-CoV en 3 ratones de 6 (LOG1o(T1)=1,9£0,6), mientras que el plasmido ADNpc-N
permite la induccién de anticuerpos anti-N con titulos elevados (LOG1o(T1)=3,9+0,3) en todos los animales, y los
plasmidos controles (pCl, pCI-HA) no conducen a ningun anticuerpo detectable (LOG1o(TI)<1,7). El plasmido pCI-S
provisto de una sefal de corte y empalme permite la induccion de anticuerpos con titulos elevados
(LOG10(TI)=3,7+0,2), que son aproximadamente 60 veces superiores a los observados después de la inyeccion del
plasmido pcDNA-S (p<107).

La eficacia de las sefales post-transcriptionales se estudio realizando un estudio dosis-respuesta de los titulos en
anticuerpos anti-S inducidos en raton BALB/c en funcidon de la cantidad de ADN plasmidico utilizado como
inmundégeno (2 nug, 10 png y 50 ng). Este estudio (figura 28B) demuestra que la sefal post-transcriptional WPRE
mejora fuertemente la eficacia de la inmunizacién génica cuando se utilizan bajas dosis de ADN (p<10~ para una
dosis de 2 ng de ADN y p<10'2 para una dosis de 10 ng), mientras que el efecto de la sefial CTE sigue siendo
marginal (p=0,34 para una dosis de 2 ug de ADN).

Finalmente, los anticuerpos inducidos en el ratén después de la inmunizacién génica neutralizan la infectividad del
SRAS-CoV in vitro (figuras 29A y 29B) a titulos que estan en relacién con los titulos medidos por ELISA.

En resumen, el uso de una sefial de empalme y de la sefial post-transcripcional WPRE del virus de la hepatitis de la
marmota mejora de manera considerable la induccién de anticuerpos neutralizantes dirigidos contra el SRAS-CoV
después de una inmunizacién génica con la ayuda de ADN plasmidico que dirige la expresion del ADNc de la S del
SRAS-CoV.

Ejemplo 13: Aplicaciones de diagndsticos de la proteina S

La reactividad en ELISA del polipéptido recombinante Ssol se analizé frente a sueros de pacientes que padecen
SRAS.

Los sueros de posibles casos de SRAS ensayados se seleccionaron sobre la base de unos resultados (positivos o
negativos) de analisis de su reactividad especifica frente a antigenos nativos del SRAS-CoV mediante ensayo de
inmunofluorescencia sobre células VeroE6 infectadas por el SRAS-CoV y/o mediante ensayo ELISA indirecto
utilizando como antigeno un lisado de células VeroEG6 infectadas por el SRAS-CoV. Los sueros de estos pacientes
son identificados mediante un niumero de orden del Centre National de Référence des virus influenzae, asi como por
las iniciales del paciente y el niumero de dias transcurridos desde el principio de los sintomas. Todos los sueros de
posibles casos (véase la tabla Xl) reconocen los antigenos nativos del SRAS-CoV, con la excepcion del suero
032552 del paciente VTT, para el cual la infeccién por el SRAS-CoV no se ha podido confirmar mediante RT-PCR
realizada sobre extracciones respiratorias de los dias 3, 8 y 12. Un panel de sueros control se usé a titulo de control
(sueros TV): se trata de suero extraidos en Francia antes de la epidemia de SRAS aparecida en 2003.

Tabla XII: sueros de posibles casos de SRAS

suero paciente dia de extraccién
031724 JYK 7
033168 JYK 38
033597 JYK 74
032632 NTM 17
032634 THA 15
032541 PHV 10
032542 NIH 17
032552 VTT 8
032633 PTU 16
032791 JLB 3
033258 JLB 27
032703 JCM 8
033153 JCM 29

Unas fases sdlidas sensibilizadas por el polipéptido recombinante Ssol se preparan mediante adsorcion de una
solucion de polipéptido Ssol purificado a 2 ug/ml en PBS en los pocillos de una placa ELISA, después se incuban las
placas durante una noche a 4°C, y se lavan con tampon PBS-Tween (PBS, 0,1% Tween20). Después de la
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saturacion de las placas ELISA mediante una solucion de PBS-leche desnatada al 10% (peso/volumen) y del lavado
en PBS-tween, los sueros a ensayar (100 ul) se diluyen al 1/400 en un tampén PBS-leche desnatada-Tween (PBS,
3% leche desnatada, 0,1% Tween), y después se afiaden en los pocillos de la placa ELISA sensibilizada. Las placas
se incuban durante 1h a 37°C. Después de 3 lavados con tampdén PBS-Tween, se afiade el conjugado anti-IgG
humano marcado con la peroxidasa (ref. NA933V, Amersham) diluido al 1/4000 en tampén PBS-leche desnatada-
Tween, y después las placas se incuban durante una hora a 37°C. Después de 6 lavados con tampon PBS-Tween,
se afiaden el cromogeno (TMB) y el sustrato (H20-) y se incuban las placas durante 10 minutos protegidas de la luz.
La reaccion se detiene mediante la adicidon de una solucidon 1N de H3POy, y después se mide la absorbencia a 450
nm, con una referencia a 620nm.

Los ensayos ELISA (figura 30) demuestran que el polipéptido recombinante Ssol esta reconocido especificamente
por los anticuerpos séricos de pacientes que padecen SRAS extraidos en fase media o tardia de la infeccion (= 10
dias después del principio de los sintomas, mientras que no esta reconocido significativamente por los anticuerpos
séricos de dos pacientes (JLB y JCM) extraidos en fase precoz de la infeccién (3 a 8 dias después del principio de
los sintomas) ni por unos sueros control de sujetos que no padecen SRAS. Los anticuerpos séricos de los pacientes
JLB y JCM muestran una seroconversién entre los dias 3 y 27 para el primero y 8 y 29 para el segundo, después del
principio de los sintomas, lo que confirma la especificidad de la reactividad de estos sueros frente al polipéptido Ssol.

En conclusién, estos resultados demuestran que el polipéptido recombinante Ssol se puede utilizar como antigeno
para el desarrollo de un ensayo ELISA de diagnético serolégico de la infeccion por el SRAS-CoV.

Ejemplo 14: Aplicaciones como vacuna de la proteina S soluble recombinante
Se ha estudiado la inmunogenecidad del polipéptido recombinante Ssol en ratones.

Para ello, se ha inmunizado un grupo de 6 ratones con 3 semanas de intervalo con 10 ng de polipéptido
recombinante Ssol adicionado de 1 mg de hidréxido de aluminio (Alu-gel-S, Serva) diluido en PBS. Se han realizado
tres inmunizaciones sucesivas y los sueros inmunes se extrajeron 3 semanas después de cada una de las
inmunizaciones (I1S1, 1S2, 1S3). A titulo de control, un grupo de ratones (grupo mock) ha recibido el hidroxido de
aluminio soélo segun el mismo protocolo.

Los sueros inmunes se ha analizado por grupos para cada uno de los 2 grupos mediante ELISA indirecto utilizando
un lisado de células VeroE6 infectadas por el SRAS-CoV como antigeno, y a titulo de control un lisado de células
VeroE6 no infectadas. Los titulos en anticuerpo anti-SRAS-CoV se calculan como la inversa de la dilucion que
produce una DO especifica de 0,5 después del revelado por un anticuerpo policlonal anti-lgG(H+L) de raton
acoplado con la peroxidasa (NA931V, Amersham) y de TMB adicionado de H>O, (KPL). Este analisis (figura 31)
muestra que la inmunizacién por el polipéptido Ssol induce en el ratén, a partir de la primera inmunizacién, unos
anticuerpos dirigidos contra la forma nativa de la proteina de espicula del SRAS-CoV, presente en el lisado de
células VeroE6 infectadas. Después de 2 y después 3 inmunizaciones, los titulos en anticuerpos anti-S se vuelven
muy elevados.

Los sueros inmunes se analizaron por grupo para cada uno de los 2 grupos para su capacidad para seroneutralizar
la infectividad del SRAS-CoV. Se realizan 4 puntos de seroneutralizacion sobre células FRhK-4 (100 TCID50 de
SRAS-CoV) para cada una de las diluciones 2 veces ensayadas a partir del 1/20. El titulo seroneutralizante se
calcula segun el método de Reed y Munsch como la inversa de la diluciéon que neutraliza la infectividad de 2 pozos
sobre 4. Este analisis muestra que los anticuerpos inducidos en el ratén por el polipéptido Ssol son neutralizantes:
los titulos observados son muy elevados después de 2 y después de 3 inmunizaciones (superiores a 2560 y 5120
respectivamente, tabla XIII).

Tabla XIll : In duccién de a nticuerpos di rigidos ¢ ontra e | SR AS-CoV de spués de la inmuni zacionconel
polipéptido recombinante Ssol. Los sueros inmunes se analizaron por grupo para cada uno de los 2 grupos para
su capacidad para seroneutralizar la infectividad de 100 TCID50 del SRAS-CoV sobre células FRhK-4. Se han
realizado 4 puntos para cada una de las diluciones de razén 2 ensayadas a partir del 1/20. El titulo serioneutralizante
se calcula segun el método de Reed y Munsch como la inversa de la dilucién que neutraliza la infectividad de 2
pozos sobre 4.

Grupo sueros Ac. neutralizantes
pi <20
1S1 <20

Mock IS2 <20
IS3 <20
pi <20

Ssol IS1 57

1S2 > 2560
IS3 > 5120
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Los titulos neutralizantes observados en los ratones inmunizados con el polipéptido Scol alcanzan niveles muy
superiores a los titulos observados por Yang y otros en el ratén (2004, Nature, 428: 561-564) y a los observados por
Buchholz en el hamster (2004, PNAS 101: 9804-9809), que protegen respectivamente el ratén y el hamster de la
infeccién por el SRAS-CoV. Es por lo tanto probable que los anticuerpos neutralizantes inducidos en el raton
después de la inmuizacion por el polipéptido Ssol protegen estos animales contra la infeccion por el SRAS-CoV.

Ejemplo 15: Gen sintético optimizado para la expresion en células de mamiferos de la proteina de espicula
(S) del coronavirus asociado al SRAS (SRAS-CoV).

1) Concepcion del gen sintético

Se ha concebido un gen sintético que codifica la proteina de espicula del SRAS-CoV a partir del gen del aislado
031559 (plasmido pSRAS-S, C.N.C.M. n° 1-3059) a fin de permitir unos niveles de expresion elevados en unas
células de mamiferos, y en particular en las células de origen humana.

Para ello:

- el uso de los codones del gen salvaje del aislado 031589 se modificé a fin de acercarse a la tendencia observada
en el ser humano, y mejorar la eficacia de la traduccion del ARNm correspondiente

- el contenido global en GC del gen se ha aumentado a fin de prolongar la vida media del ARNm correspondiente

- las unidades, eventualmente cripticas, susceptibles de interferir con una expresion eficaz del gen, se han
suprimido (sitios donantes y receptores de corte y empalme, sefales de poliadenilacion, secuencias muy ricas
(>80%) o muy pobres (<30%) en GC, secuencias repetidas, secuencias implicadas en la formacion de estructuras
secundarias del ARN, cajas TATA)

- un segundo codon STOP se ha afiadido para permitir una terminacion eficaz de la traduccion.

Ademas, se han introducido unidades CpG en el gen a fin de aumentar su inmunogenecidad como vacuna de ADN.
A fin de facilitar la manipulacion del gen sintético, se ha colocado dos sitios de restriccion BamH1 y Xho1 a ambos
lados de la fase de lectura abierta de la proteina S, y los sitios de restriccion BamH1, Xho1, Nhe1, Kpn1, BspE1 y
Sall han sido evitados en el gen sintético.

La secuencia del gen sintético concebido (gen 040530) se da en SEC ID n° 140.

Una alineacién del gen sintético 040530 con la secuencia del gen salvaje del aislado 031589 del SRAS-CoV
depositada en la C.N.CM. bajo el niumero 1-3059 (SEC ID n° 4, plasmido pSRAS-S) esté presentado en la figura 32.

2) Construcciones plasmidicas

El gen sintético SEC ID n°® 140 se ensambld a partir de oligonucleétidos sintéticos, y clonado entre los sitios Kpn1 y
Sac1 del plasmido pUC-Kana para dar el plasmido 040530pUC-kana. La secuencia nucleotidica del inserto del
plasmido 040530pUC-kana se verific6 mediante secuenciacion automatica (Applied).

Se extirpd un fragmento Kpn1-Xho1 que contiene el gen sintético 040530 del plasmido 040530pUC-kana y sub-clon
entre los sitios Nhe1 y Xho1 del plasmido de expresion pCl (Promega) para obtener el plasmido pCI-SSYNTH,
depositado en la CNCM el 1 de diciembre de 2004, bajo el numero 1-3333.

Un gen sintético que codifica para la forma soluble de la proteina S, se obtuvo después fusionando las secuencias
sintéticas que codifican para el ectodominio de la proteina S (aminoacidos 1 a 1193) a las de la etiqueta (FLAG:
DYKDDDDK) a través de un enlazador BspE1 que codifica el dipéptido SG. Practicamente, se ha amplificado un
fragmento de ADN que codifica el ectodominio de la S del SRAS-CoV por PCR con la ayuda de los oligonucleétidos
5'-ACTAGCTAGC GGATCCACCA TGTTCATCTT CCTG-3' y 5-AGTATCCGGAC TTGATGTACT GCTCGTACTT
GC-3' a partir del plasmido 040530pUC-kana, digerido por Nhe1 y BspE1 y después insertado entre los sitios Unicos
Nhe1 y BspE1 del plasmido pCl-Ssol, para dar el plasmido pCI-SCUBE, depositado en la CNCM el 1 de diciembre
de 2004, bajo el numero 1-3332. (Los plasmidos pClI-Ssol, pCl-Ssol-CTE y pCI-Ssol-WPRE (depositados en la
CNCM, el 22 de noviembre de 2004, bajo el numero 1-3324) se obtuvieron anteriormente mediante sub-clonacién del
fragmento Kpn1-Xho1 extirpado del plasmido pcDNA-Ssol (véase la nota técnica de la DI 2004-106) entre los sitios
Nhe1 y Xho1 de los plasmidos pCl, pCI-S-CTE y pCI-S-WPRE, respectivamente.)

Los plasmidos pCl-Scube y pCl-Ssol codifican para el mismo polipéptido recombinante Ssol.
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3) Resultados

La capacidad del gen sintético que codifica la proteina S para dirigir eficazmente la expresion de la S del SRAS-CoV
en unas células de mamiferos se ha comparado con la del gen salvaje después de la transfeccion transitoria de las
células de primates (VeroE6), y de células humanas (293T).

En el experimento representado por la figura 33, y en la tabla XIV, se han transfectado unas monocapas de 5x10°
células VeroE6 o 7x10° células 293T en cajas de Petri de 35 mm con 2 ug de plasmidos pCl (a titulo de control),
pCl-S, pCI-S-CTE, pCI-S-WPRE y pCIl-Ssynth y 6 pl de agente reactivo Fugene6 segun las indicaciones del
fabricante (Roche). Después de 48 horas de incubacion a 37°C y bajo 5% de CO,, se han preparado unos extractos
celulares en tampon de depdsito segun Laemmli, separados sobre un gel SDS al 8% de poliacrilamida y después
transferidos sobre una membrana de PVDF (BioRad). La deteccion de esta inmunohuella («western blot») se ha
realizado con la ayuda de un suero policlonal de conejo anti-S (suero inmune del conejo P11135: véase el Ejemplo 4
anterior) y de anticuerpos policlonales de asno dirigidos contra las IgG de conejo y acoplados con la peroxidasa
(NA934V, Amersham). La inmunohuella se revela de manera cuantitativa por luminescencia con la ayuda del kit
ECL+ (Amersham), y adquisicion sobre un dispositivo de imagenes digitales (FluorS, BioRad).

El andlisis de los resultados obtenidos con el programa QuantityOne v4.2.3 (BioRad) muestra que en este
experimento, el plasmido pCl-Synth permite la expresion transitoria de la proteina S a niveles elevados en las
células VeroE6 y 293T, mientras que el plasmido pCI-S no permite inducir una expresién a niveles suficientes para
ser detectada. Los niveles de expresion observados son del orden de 2 veces superiores a los observados con el
plasmido pCI-S-WPRE.

Tabla XIV: Utilizacion de un gen sintético para la expresion de la S del SRAS-CoV. Se separaron unos extractos
celulares preparados 48 horas después de la transfeccion de célulasVeroE6 o 293T por los plasmidos pCl, pCI-S,
pCI-S-CTE, pCI-S-WPRE y pCI-Ssynth sobre un gel SDS al 8% de acrilamida y analizados mediante transferencia
western con la ayuda de un anticuerpo policlonal de conejo anti-S y de un anticuerpo policlonal anti-lgG(H+L) de
conejo acoplado con la peroxidasa (NA934V, Amersham). La transferencia western se revela mediante
luminescencia (ECL+, Amersham), y la adquisicion sobre un dispositivo de imagenes digitales (FluorS, BioRad). Los
niveles de expresion de la proteina S se han medido cuantificando las 2 bandas mayoritarias localizadas en la
imagen (véase la figura 33), y son indicados en funcion de una escala arbitraria en la que el valor de 1 representa el
nivel medido después de la transfeccién del plasmido pCI-S-WPRE.

plasmido VeroE6 293T
pCl 0,0 0,0
pCI-S <0,1 <0,1
pCI-S-CTE 0,5 <0,1
pCI-S-WPRE 1,0 1,0
PCI-Ssynth 1,8 1,9

En una segunda etapa, la capacidad del gen sintético Scube para dirigir eficazmente la sintesis y la secrecion del
polipéptido Ssol por unas células de mamiferos se ha comparado a la del gel salvaje después de la transfeccion
transitoria de células de hamster (BHK-21) y de células humanas (293T).

En el experimento presentado por la tabla XV, se han transfectado unas monocapas de 6x10° células BHK-21 y de
7x10° células 293T en cajas de Petri de 35 mm con 2 pg de los plasmidos pCl (a titulo de control), pCl-Ssol, pCl-
Ssol-CTE, pClI-Ssol-WPRE y pCl-Scube y 6 ul de agente reactivo Fugene6 segun las indicaciones del fabricante
(Roche). Después de 48 horas de incubacién a 37°C y bajo 5% de CO2, los sobrenadantes celulares se extrajeron y
analizaron de manera cuantitativa para la secreciéon del polipéptido Ssol mediante un ensayo ELISA-captura
especifico del polipéptido Ssol.

El analisis de los resultados muestra que, en este experimento, el plasmido pCl-Scube permite la expresion del
polipéptido Ssol a niveles 8 veces (células BHK-21) a 20 veces (células 293T) mas elevados que el plasmido pCl-
Ssol. Los niveles de expresion observados son del orden de 2 veces (células 293T) a 5 veces (células BHK-21)
superiores a los observados con el plasmido pCl-Ssol-WPRE.

Tabla XV : Utilizacion de u n gen sintético para la expresion del polipéptido S sol. Los sobrenadantes se
recogieron 48 horas después de la transfeccion de células BHK o 293T por los plasmidos pCl, pCI-Ssol, pCI-Ssol-
CTE, pCI-Ssol-WPRE y pCI-Scube y analizados de manera cuantitativa para la secrecion del polipéptido Ssol
mediante un ensayo ELISA-captura especifico del polipéptido Ssol. Las transfecciones se han realizado en
duplicado y los resultados se indican en forma de medias y desviacion tipica de las concentraciones de polipéptido
Ssol (ng/ml) medidas en los sobrenadantes.
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Plasmido BHK 293T
Pci <20 <20
pCl-Ssol <20 56 + 10
pCl-Ssol-CTE <20 63+8
pCl-Ssol-WPRE 28+ 1 531+ 15
PCI-Scube 152+ 6 1140 £ 20

En resumen, estos resultados muestran que la expresion en unas células de mamiferos del gen sintético 040530
que codifica la S del SRAS-CoV bajo la dependencia de secuencias promotoras del ARN polimerasa Il es mucho
mas eficaz que la del gen salvaje del aislado 031589. Esta expresion es incluso mas eficaz que la dirigida por el gen
salvaje en presencia de de las secuencias WPRE del virus de la hepatitis de la marmota.

4) Aplicaciones

El uso del gen sintético 040530 que codifica la S del SRAS-CoV, o de su variante Scube que codifica el polipéptido
Ssol es susceptible de sustituir ventajosamente el gen salvaje en numerosas aplicaciones, en las que la expresion
de la S es necesaria a niveles elevados. En particular, para:

- mejorar la eficacia de la inmunizaciéon génica por unos plasmidos del tipo pCl-Ssynth incluso pCIl-Ssynth-CTE o
pCl-Ssynth-WPRE

- establecer nuevas lineas celulares que expresan cantidades mas elevadas de la proteina S o del polipéptido Ssol
con la ayuda de vectores lentivirales recombinantes portadores del gen Ssynth o del gen Scube respectivamente

- mejorar la inmunogenecidad de los vectores lentivirales recombinantes que permite la expresion de la proteina S o
del polipéptido Ssol

- mejorar la inmunogenecidad de vectores vivos que permiten la expresion de la proteina S o del polipéptido Ssol
como unos virus recombinantes de la vacuna antivaridlica, o unos virus de la rubeola recombinantes (véanse los
ejemplos ejemplos 16 y 17 a continuacion)

Ejemplo 16: Expresion de la proteina de espicula (S) d el coronavirus asociado al SRAS (SRAS-CoV) con la
ayuda de virus recombinantes de la vacuna antivariélica.

Aplicacion vacuna.

Aplicacion a la produccion de una forma soluble de la proteina de espicula (S) y concepcion de un e nsayo
serologico del SRAS.

1) Introduccion

El objetivo de este ejemplo es evaluar la capacidad de virus recombinantes de la vacuna antivaridlica (VV), que
expresa diferentes antigenos del coronavirus asociado al SRAS (SRAS-CoV) para constituir nuevos candidatos
vaccineos contra el SRAS y un medio para producir unos antigenos recombinantes en células de mamiferos.

Para ello, los inventores se han interesado por la proteina de espicula (S) del SRAS-CoV, que permite inducir
después de la inmunizacién génica en el animal, unos anticuerpos que neutralizan la infectividad del SRAS-CoV, asi
como a una forma soluble y secretada de esta proteina, el polipéptido Ssol, que es un compuesto del ectodominio
(aa 1-1193) de la S fusionado en su extremo C-ter a una etiqueta FLAG (DYKDDDDK) via un enlazador BspE1 que
codifica el dipéptido SG. Este polipéptido Ssol presenta una antigenecidad similar a la de la proteina S y permite,
después de la inyeccion al ratén en forma de una proteina purificada adicionada en hidroxido de aluminio, la
induccidn de titulos elevados de anticuerpos neutralizantes contra el SRAS-CoV.

Las diferentes formas del gen S se han colocado bajo la dependencia del promotor del gen 7.5K y después se han
introducido en el locus de la timidina kinasa (TK) de la cepa Copenhague del virus de la vacuna antivaridlica
mediante doble recombinacion homdloga in vivo. A fin de mejorar la inmunogenecidad de los virus de la vacuna
antivariolica recombinantes, se ha seleccionado un promotor tardio sintético en lugar del promotor 7.5K, para
aumentar la produccion de S y Ssol durante unas fases tardias del ciclo viral.

Después de aislar los virus de la vacuna antivaridlica recombinantes y de verificar su capacidad para expresar el
antigeno S del SRAS-CoV, se ha ensayado su capacidad para inducir en el ratéon una respuesta inmunitaria contra el
SRAS. Después de haber purificado el antigeno Ssol del sobrenadante de células infectadas, se ha concebido un
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ensayo ELISA de serodiagndstico del SRAS, y se ha evaluado su eficacia con la ayuda de sueros de posibles casos
de SRAS.

2) Construccion de virus recombinantes

Se obtuvieron virus recombinantes de la vacuna antivaridlica, que dirigen la expresion de la glicoproteina S del
aislado 031589 del SRAS-CoV y de forma soluble y secretada de esta proteina, el polipéptido Ssol, bajo la
dependencia del promotor 7.5K. Con el objetivo de aumentar los niveles de expresion de S y Ssol, se obtuvieron
también unos virus recombinantes, en los que los ADNc de S y de Ssol estan dispuestos bajo la dependencia de un
promotor sintético tardio.

El plasmido pTG186poli es un plasmido de transferencia para la construcciéon de virus recombinantes de la vacuna
antivaridlica (Kieny, 1986, Biotechnology, 4:790-795). Para ello, contiene el gen de la timidina kinasa del VV en el
que se ha insertado el promotor del gen 7.5K, seguido de un sitio multiple de clonacién que permite la inserciéon de
genes heterdlogos (figura 34A). El promotor del gen 7.5K contiene un grupo de dos secuencias promotoras activas
respectivamente durante las fases precoces (Pg) y tardias (PL) del ciclo de replicacion del virus de la vacuna
antivariolica. Los fragmentos BamH1-Xho1 se han extirpado de los plasmidos pTRIP-S y pcDNA-Ssol
respectivamente e insertados entre los sitios BamH1 y Sma1 del plasmido pTG186poli para dar los plasmidos pTG-S
y pTG-Ssol (figura 34A). Los plasmidos pTG-S y pTG-Ssol se han depositado en la CNCM, el 2 de diciembre de
2004, bajo los numeros 1-3338 e |-3339, respectivamente.

Los plasmidos pTN480, pTN-S y pTN-Ssol se obtuvieron a partir de los plasmidos pTG186poli, pTG-S y pTG-Ssol
respectivamente, sustituyendo el fragmento Nde1-Pst1 que contiene el promotor 7.5K por un fragmento de ADN que
contiene el promotor tardio sintético 480, que se obtuvo mediante hibridacién de los oligonucleétidos 5'-
TATGAGCTTT TTTTTTTTTT TTTTTTTGGC ATATAAATAG ACTCGGCGCG CCATCTGCA-3' y 5-GATGGCGCGC
CGAGTCTATT TATATGCCAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAGC TCA-3' (figura 34B). El inserto se ha secuenciado con
la ayuda de un kit BigDye Terminator v1.1 (Applied Biosystems) y de un secuenciador automatico ABI377. La
secuencia del promotor sintético tardio 480 tal como se clond en los plasmidos de transferencia de la serie pTN esta
indicada en la figura 34C. Los plasmidos pTN-S y pTN-Ssol se han depositado en la CNCM, el 2 de diciembre de
2004, bajo los numeros 1-3340 e |-3341, respectivamente.

Los virus recombinantes de la vacuna antivariélica se obtuvieron mediante doble recombinacién homodloga in vivo
entre el casete TK de los plasmidos de transferencia de las series pTG y pTN y el gen TK de la cepa Copenhague
del virus de la vacuna antivaridlica segin un procedimiento descrito por Kieny y otros (1984, Nature, 312: 163-166).
Brevemente, se transfectan unas células CV-1 con la ayuda de DOTAP (Roche) mediante el ADN gendémico de la
cepa Copenhague del virus de la vacuna antivaridlica y cada uno de los plasmidos de transferencia de las series
pTG y pTN descritos anteriormente, y después se sobreinfecta por el virus de la vacuna antivaridlica auxiliar VV-ts7
durante 24 horas a 33°C. El virus auxiliar esta contra-seleccionado por incubacion a 40°C durante 2 dias, y después
los virus recombinantes (fenotipo TK-) se seleccionan mediante dos ciclos de clonacién en medio agar sobre células
143Btk- en pesencia de BuDr (25 pg/ml). Los 6 virus VV-TG, VV-TG-S, VV-TG-Ssol, VV-TN, VV-TN-S y VV-TN-Ssol
se obtuvieron respectivamente con la ayuda de los plasmidos de transferencia pTG186poli, pTG-S, pTG-Ssol,
pTN480, pTN-S, pTN-Ssol. Los virus VV-TG y VV-TN no expresan ningun gen heterélogo y han sido utilizados como
control TK- en los experimentos. Las preparaciones de virus recombinantes se han realizado sobre monocapas de
células CV-1 o BHK-21, y el titulo en unidades que forma el intervalo (u.f.p.) determinado sobre células CV-1 segun
Earl y Moss (1998, Current Protocols in Molecular Biology, 16.16.1-16.16.13).

3) Caracterizacion de los virus recombinantes

Se ha buscado la expresion de los transgenes que codifican la proteina S y el polipéptido Ssol mediante
transferencia western.

Se han infectado monocapas de células CV-1 con una multiplicidad de 2 por los diferentes virus de la vacuna
antivariolica recombinantes VV-TG, VV-TG-S, VV-TG-Ssol, VV-TN, VV-TN-S y VV-TN-Ssol. Después de 18 horas de
incubacién a 37°C y bajo 5% de CO2, se han preparado unos extractos celulares en tampoén de depdsito segun
Laemmli, se han separado sobre gel SDS al 8% de poliacrilamida, y después se han transferido sobre una
membrana de PVDF (BioRad). La deteccion de esta inmunohuella («western blot») se ha realizado con la ayuda de
un suero policlonal de conejo anti-S (suero inmune del conejo P11135: véase el ejemplo 4) y de anticuerpos
policlonales de asno dirigidos contra las IgG de conejo, y acoplados con la peroxidasa (NA934V, Amersham). Los
anticuerpos fijados se han revelado mediante luminescencia con la ayuda del kit ECL+ (Amersham) y de peliculas de
autorradiografia Hyperfilm MP (Amersham).

Como se muestra en la figura 35A, el virus recombinante VV-TN-S dirige la expresion de la proteina S a niveles que
son comparables a los que se puede observar 8h después de la infeccién por el SRAS-CoV pero que son mucho
mas elevados que los que se pueden observar después de la infecciéon por VV-TG-S. En un segundo experimento
(figura 35B), el analisis de cantidades variables de extractos celulares muestra que los niveles de expresion
observados después de la infeccién por los virus de la serie TN (VV-TN-S y VV-TN-Ssol) son aproximadamente 10
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veces mas elevados que los observados con los virus de la serie TG (VV-TG-S y W-TG-Ssol respectivamente).
Ademas, el polipéptido Ssol esta secretado en el sobrenadante de células CV-1 infectadas por el virus VV-TN-Ssol
mas eficazmente que en el sobrenadante de células infectadas por VV-TG-Ssol (figura 36A). En este experimento, el
virus VV-TN-Sflag se utilizo a titulo de control, porque expresa la forma membranaria de la proteina S fusionada en
su extremo C-ter a la etiqueta FLAG. La proteina Sflag no esta detectada en el sobrenadante de las células
infectadas por VV-TN-Sflag, lo que demuestra que el polipéptido Ssol esta bien secretado de manera activa después
de la infeccion por W-TN-Ssol.

Estos resultados demuestran que los virus de la vacuna antivaridlica recombinantes son portadores de los
transgenes, y permiten la expresion de la glicoproteina del SRAS en su forma membranaria (S) o en una forma
soluble y secretada (Ssol). El virus de la vacuna antivariélica portador del promotor sintético 480 permite la expresion
de Sy la secrecion de Ssol a niveles mucho mas elevados que los virus portadores del promotor del gen 7.5K.

4) Aplicacion a la produccién de una forma soluble de la S del SRAS-CoV.
Purificacion de este antigeno recombinante y aplicaciones de diagnosticos.

La linea BHK-21 es la linea celular que segregan las cantidades mas elevadas de polipéptido Ssol después de la
infeccion por el virus VV-TN-Ssol entre las lineas ensayadas (BHK-21, CV1, 293T y FrhK-4, figura 36B); permite la
produccion y la purificacion en cantidad del polipéptido recombinante Ssol. En un experimento del tipo en el que las
condiciones experimentales de infeccién, de produccién y de purificacién se han optimizado, las células BHK-21
estan inoculadas en un medio de cultivo estandar (DMEM sin piruvato que contiene 4,5 g/l de glucosa y
suplementado por 5% de TPB, 5% de SVF, 100 U/ml de penicilina y 100 ug/ml de estreptomicina) en forma de una
monocapa sub-confluente (10 millones de células para cada 100 cm? en 25 ml de medio). Después de 24h de
incubacién a 37°C bajo 5% de COo, las células son infectadas a una M.O.I. de 0,03 y el medio estandar se sustituye
por el medio de secrecion en el que la cantidad de SVF esta disminuido al 0,5% y el TPB esta suprimido. El
sobrenadante de cultivo se extrae después de 2,5 dias de incubacién a 35°C y bajo 5% de CO; y el virus de la
vacuna antivaridlica se inactiva mediante adicion de tritdn X-100 (0,1%). Después de la filtracion sobre membrana de
poliétersulfona (PES) de 0,1 um, el polipéptido recombinante Ssol se purifica mediante una cromatografia de
afinidad sobre la plantilla anti-FLAG con elucion por una soluciéon de péptido FLAG (DYKDDDDK) a 100 pg/ml en
TBS (Tris 50mM pH 7,4, 150 mMNacCl).

El analisis por gel SDS al 8% de acrilamida coloreado con nitrato de plata ha puesto en evidencia un polipéptido
mayoritario cuya masa molecular es de aproximadamente 180kD y cuyo grado de pureza es superior al 90% (figura
37).La concentracion del polipéptido recombinante Ssol purificado se determind mediante comparaciéon con los
marcadores de masa molecular, y se estima a 24 ng/pl.

Esta preparacion de polipéptido Ssol purificado permite realizar una escala estandar para medir, con la ayuda de un
ensayo ELISA-captura, las concentraciones de Ssol presentes en los sobrenadantes de cultivo. Segun este ensayo,
la linea BHK-21 segrega aproximadamente 1 ug/ml de polipéptido Ssol en condiciones de produccion descritas
anteriormente. Ademas, el esquema de purificacion presentado permite purificar del orden de 160 pg de polipéptido
Ssol por litro de sobrenadante de cultivo.

La reactividad en ELISA del polipéptido recombinante Ssol se ha analizado frente a sueros de pacientes que
padecen STRAS.

Los sueros de posibles casos de SRAS ensayados se seleccionaron en base a resultados (positivos o negativos) de
andlisis de su reactividad especifica frente a antigenos nativos del SRAS-CoV mediante ensayo de
inmunofluorescencia sobre células VeroE6 infectadas por el SRAS-CoV y/o mediante el ensayo ELISA indirecto
utilizando como antigeno un lisado de células VeroEG6 infectadas por el SRAS-CoV. Los sueros de estos pacientes
son identificados por un numero de orden del Centre National de Référence des virus influenzae, asi como mediante
las iniciales del paciente, y el nimero de dias transcurridos desde el principio de los sintomas. Todos los sueros de
posibles casos (véase la tabla XVI) reconocen los antigenos nativos del SRAS-CoV con la excepcién del suero
032552 del paciente VTT, para el cual la infeccion por el SRAS-CoV no se ha podido confirmar por RT-PCR
realizada sobre extracciones respiratorias de los dias 3, 8 y 12. Un panel de sueros control se ha utilizado a titulo de
control (sueros TV): se trata de sueros extraidos en Francia antes de la epidemia de SRAS aparecida en 2003.

Tabla XVI: sueros de posibles casos de SRAS

suero paciente Dia de extraccion
033168 JYK 38
033597 JYK 74
032632 NTM 17
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032634 THA 15
032541 PHV 10
032542 NIH 17
032552 VTT 8
032633 PTU 16

Se han preparado unas fases sélidas sensibilizadas por el polipéptido recombinante Ssol mediante adsorcion de una
solucion de polipéptido Ssol purificado a 4 ug/ml en PBS en los pocillos de una placa ELISA. Las placas se incuban
durante una noche a 4°C y después se lavan con tampén PBS-Tween (PBS, 0,1% Tween20). Después del lavado
en PBS-tween, los sueros a ensayar (100 pl) se diluyen al 1/100 y al 1/400 en tampdén PBS-leche desnatada-Tween
(PBS, 3% leche desnatada, 0,1% Tween) y después se afiaden en los pocillos de la placa ELISA sensibilizada. Las
placas se incuban durante 1h a 37°C. Después de 3 lavados con tampon PBS-Tween, se afade el conjugado anti-
IgG humano marcado con la peroxidasa (ref NA933V, Amersham) diluido al 1/4000 en tampdén PBS-leche
desnatada-Tween, y después se incuban las placas una hora a 37°C. Después de 6 lavados con tampon PBS-
Tween, se afiaden el cormoégeno (TMB) y el sustrato (H20z), y se incuban las placas durante 10 minutos protegidas
de la luz. La reaccién se detiene mediante adicion de una soluciéon 1M de H3zPO4, y después se mide la absorbencia
a 450 nm con una referencia a 620 nm.

Los ensayos ELISA (figura 38) demuestran que el polipéptido recombinante Ssol esta reconocido especificamente
por los anticuerpos séricos de pacientes que padecen SRAS extraidos en fase media o tardia de la infeccion (= 10

dias después del principio de los sintomas), mientras que no se ha reconocido de manera significativa por los
anticuerpos séricos de los sueros controles de sujetos que no padecen SRAS.

En conclusién, estos resultados demuestran que el polipéptido recombinante Ssol puede ser purificado a partir del
sobrenadante de células de mamiferos infectadas por el virus de la vacuna antivaridlica recombinante VV-TN-Ssol y
ser utilizado como antigeno para la realizacion de un ensayo ELISA de diagndstico serologico de la infeccion por el
SRAS-CoV.

5) Aplicaciones vacunas
Se ha estudiado la inmunogenecidad de los virus de la vacuna antivaridlica recombinantes en el raton.

Para ello, se han inmunizado unos grupos de 7 ratones BALB/c por via i.v. dos veces con 4 semanas de intervalo
por 10° u.f.p. de virus de la vacuna antivaridlica recombinantes VV-TG, VV-TG-S, VV-TG-Ssol, VV-TN, VV-TN-S y
VV-TN-Ssol asi como, a titulo de control, VV-TG-HA que dirige la expresion de la hematoglutinina de la cepa
A/PR/8/34 del virus de la gripe. Los sueros inmunes se han extraido 3 semanas después de cada una de las
inmunizaciones (I1S1, 1S2).

Los sueros inmunes se han analizado por grupos para cada uno de los grupos por ELISA indirecto, utilizando un
lisado de células VeroE6 infectadas por el SRAS-CoV como antigeno y a titulo de control, un lisado de células
VeroE6 no infectadas. Los titulos (TI) en anticuerpos anti-SRAS-CoV se calculan como la inversa de la dilucién que
produce una DO especifica de 0,5 después del revelado por un anticuerpo policlonal anti-lgG(H+L) de raton
acoplado con la peroxidasa (NA931 V, Amersham), y de TMB adicionado de H>O, (KPL). Este analisis (figura 39A)
muestra que la inmunizacion por el virus VV-TG-S y VV-TN-S induce en el ratén, a partir de la primera inmunizacion,
unos anticuerpos dirigidos contra la forma nativa de la proteina de espicula del SRAS-CoV presente en el lisado de
células VeroEG6 infectadas. Las respuestas inducidas por el virus VV-TN-S son mas elevadas que las inducidas por
el virus VV-TG-S después de la primera (TI=740 y TI=270 respectivamente) y de la segunda (T1=3230 y TI=600
respectivamente) inmunizacion. El virus VV-TN-Ssol induce fuertes titulos de anticuerpos anti-SRAS-CoV después
de dos inmunizaciones (T1=640), mientras que el virus VV-TG-Ssol induce una respuesta al limite de la deteccion
(TI1=40).

Se han analizado los sueros inmunes por grupos para cada uno de los grupos para su capacidad a seroneutralizar la
infectividad del SRAS-CoV. Se realizan 4 puntos de seroneutralizacion sobre células FRhK-4 (100 TCID50 de
SRAS-CoV) para cada una de las diluciones 2 veces ensayadas a partir del 1/20. El titulo seroneutralizante se
calcula segun el método de Reed y Munsch como la inversa de la dilucién que neutraliza la infectividad de 2 pozos
sobre 4. Este analisis muestra que los anticuerpos inducidos en el raton por los virus de la vacuna antivariélica que
expresa la proteina S o el polipéptido Ssol son netralizantes y que los virus de promotores sintéticos son unos
inmundégenos mas eficaces que los virus portadores del promotor 7.5K: los titulos mas elevados (640) son
observados después de 2 inmunizaciones por el virus VV-TN-S (figura 39B).

El poder protector de los anticuerpos neutralizantes inducidos en el ratéon después de la inmunizacién por los virus
de la vacuna antivaridlica recombinantes se evalta con la ayuda de una infeccién de prueba por el SRAS-CoV.
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6) Otras aplicaciones

Se construyen virus de la vacuna antivaridlica recombinantes de tercera generacion sustituyendo las secuencias
salvajes de los genes S y Ssol por unos genes sintéticos optimizados para la expresion en células de mamiferos,
descritos anteriormente. Estos virus de la vacuna antivaridlica recombinantes son susceptibles de expresar unas
cantidades mas importantes de antigenos S y Ssol, y por lo tanto una inmunogenecidad incrementada.

El virus recombinante de la vacuna antivaridlica VV-TN-Ssol se puede utilizar para la producciéon en cantidad y la
purificaciéon del antigeno Ssol, para aplicaciones de diagnédsticos (seorologia por ELISA) y vacunas (vacuna sub-
unitaria).

Ejemplo 1 7: Virus re combinante de la rubeola que expresala prote ina de e spicula (S) de | c oronavirus
asociado al SRAS (SRAS-CoV). Aplicaciones vacunas.

1) Introduccion

La vacuna de la rubeola (MV) induce en el ser humano una inmunidad protectora de larga duraciéon después de una
sola inyeccion (Hilleman, 2002, Vaccine, 20: 651-665). La proteccion conferida es muy firme y se basa en la
induccién de una respuesta en anticuerpos y de una respuesta celular CD4 y CD8. El genoma del MV es muy
estable y no se ha observado jamas ninguna reversion hacia la virulencia de las cepas de vacuna. El virus de la
rubeola pertenece al género de los Morbillivirus de la familia de los Paramyxoviridae; es un virus recubierto cuyo
genoma es un ARN monocatenario de polaridad negativa de 16kb (figura 40A) y cuyo ciclo de replicacion
exclusivamente citoplasmido excluye cualquier posibilidad de integracion en el genoma del hospedante. La vacuna
de la rubeola es asi una de las vacunas vivas mas eficaz y mas segura utilizadas en la poblacion humana. El equipo
de Frédéric Tangy ha desarrollado recientemente un vector de expresion en base a la cepa Schwarz del virus de la
rubeola, que es la cepa atenuada mas segura y mas utilizada en el ser humano como vacuna contra la rubeola. Esta
cepa vacuna puede ser aislada a partir de un clon molecular infeccioso, conservando al mismo tiempo su
inmunogenecidad en los primates asi como el ratén susceptibles a la infeccion. Constituye, después de la insercion
de unidades de transcripcidon suplementarias, un vector para la expresion de secuencias heterélogas (Combredet,
2003, J. Virol. 77: 11546-11554). Ademas, un MV Schwarz recombinante que expresa la glicoproteina de envoltura
del virus West Nile (WNV) induce una respuesta en anticuerpos eficaz y de larga duracion que protege el raton de
una infeccion de prueba letal por el WNV (Despres y otros, 2004, J. Infect. Dis., en impresion). Todas estas
caracteristicas hacen de la cepa atenuada Schwarz del virus de la rubeola un candidato vector extremadamente
prometedor para la construccidén de nuevas vacunas vivas recombinantes.

El objetivo de este ejemplo es evaluar la capacidad de virus recombinantes de la rubeola (MV) que expresa
diferentes coronavirus asociado al SRAS (SRAS-CoV) para constituir nuevos candidatos vaccineos contra el SRAS.

Los inventores se han interesado en la proteina de espicula (S) del SRAS-CoV, que permite inducir después de la
inmunizacion génica en el animal unos anticuerpos que neutralizan la infectividad del SRAS-CoV, asi como una
forma soluble y secretada de esta proteina, el polipéptido Ssol, que esta compuesto del ectodominio (aa 1-1193) de
la S fusionado en su extremo C-ter a una etiqueta FLAG (DYKDDDDK) a través de un enlazador BspE1 que codifica
el dipéptido SG. Este polipéptido Ssol presenta una antigenecidad similar a la de la proteina S y permite, después de
la inyeccion al raton en forma de una proteina purificada adyuvada en hidroxido de aluminio, la induccién de titulos
elevados de anticuerpos que neutralizantes contra el SRAS- CoV.

Las diferentes formas del gen S se han introducido en forma de una unidad de transcripcién suplementaria entre los
genes P (fosfoproteina) y M (plantilla) en el ADNc de la cepa Schwarz del MV anteriormente descrito (Combredet,
2003, J. Virol. 77: 11546-11554; solicitud EP N° 02291551.6 del 20 de junio de 2002, y solicitud EP N° 02291550.8
del 20 de junio de 2002). Después de aislar los virus recombinantes MVSchw2-SRAS-S y MVSchw2-SRAS-Ssol y
verificar su capacidad para expresar el antigeno S del SRAS-CoV, se ensaya su capacidad para inducir en el ratén y
después en el mono una respuesta inmunitaria protectora contra el SRAS.

2) Construccion de los virus recombinantes

El plasmido pTM-MVSchw-ATU2 (figura 40B) contiene un ADNc infeccioso que corresponde al antigénoma de la
cepa vacuna Schwarz del virus de la rubeola (MV) en el que una unidad de transcripcion suplementaria (ATU) se ha
introducido entre los genes P (fosfoproteina) y M (plantilla) (Combredet, 2003, Journal of Virology, 77: 11546-11554).
Se han construido unos genomas recombinantes MVSchw2-SRAS-S y MVSchw2-SRAS-Ssol del virus de la rubeola
mediante la insercidon de los ORF de la proteina S, y del polipéptido Ssol en la unidad de transcripciéon suplementaria
del vector MVSchw-ATU2.

Para ello, un fragmento de ADN que contiene el ADNc de la S du SRAS-CoV se ha amplificado mediante PCR con
la ayuda de los oligonucleétidos 5-ATACGTACGA CCATGTTTAT TTTCTTATTA TTTCTTACTC TCACT-3' y 5'-
ATAGCGCGCT CAT- TATGTGT AATGTAATTT GACACCCTTG-3' utilizando el plasmido ADNpc-S como plantilla, y
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después insertado en el plasmido pCR®2.1-TOPO (Invitrogen) para obtener el plasmido pTOPO-S-MV. Los dos
oligonucledtidos utilizados contienen unos sitios de restriccion BsiW1 y BssHII, a fin de permitir la insercion ulterior
en el vector de la rubeola, y se han concebido a fin de generar una secuencia de 3774 nt que incluye los codones de
iniciacion y de terminacion, a fin de respectar la regla de los 6 que estipula que la longitud del genoma de un virus de
la rubeola debe ser divisible por 6 (Calain & Roux, 1993, J. Virol., 67: 4822-4830; Schneider y otros, 1997, Virology,
227: 314-322). El inserto se ha secuenciado con la ayuda de un kit BigDye Terminator v1.1 (Applied Biosystems) y
de un secuenciador automatico ABI377.

Con el fin de expresar una forma soluble y secretada de la S del SRAS-CoV, se ha obtenido después un plasmido
que contiene el ADNc del polipéptido Ssol que corresponde al ectodominio (aa 1-1193) de la S del SRAS-CoV
fusionado en su extremo C-ter a la secuencia de una etiqueta FLAG (DYKDDDDK) a través de un enlazador BspE1
que codifica el dipéptido SG. Para ello, se ha amplificado un fragmento de ADN con la ayuda de los oligonucleétidos
5'-CCATTTCAAC AATTTGGCCG-3'y 5'- ATAGGATCCG CGCGCTCATT ATTTATCGTC GTCATCTTTATAATC-3' a
partir del plasmido pCDNA-Ssol, y después insertado en el plasmido pTOPO-S-MV entre los sitios Sal1 y BamH1
para obtener el plasmido pTOPO-S-MV-SF. La secuencia generada es larga de 3618 nt entre los sitios BsiW1 y
BssHIl y respeta la regla de los 6. El inserto se ha secuenciado como se ha indicado anteriormente.

Los fragmentos BsiW1-BssHIl que contienen los ADNc de la proteina S y del polipéptido Ssol se han extirpado
después mediante digestion de los plasmidos pTOPO-S-MV y pTOPO-S-MV-SF y después se han sub-clonado
entre los sitios correspondientes del plasmido pTM-MVSchw-ATU2 para dar los plasmidos pTM-MVSchw2-SRAS-S y
pTM-MVSchw2-SRAS-Ssol (figura 40B). Estos dos plasmidos se han depositado en la C.N.C.M. el 1 de diciembre
de 2004, bajo los numeros 1-3326 y 1-3327, respectivamente.

Los virus de la rubeola recombinantes que corresponden a los plasmidos pTM-MVSchw2-SRAS-S y pTM-MVSchw2-
SRAS-Ssol se han obtenido mediante genética inversa segun el sistema que se basa en el uso de una linea celular
auxiliar, descrito por Radecke y otros (1995, Embo J., 14: 5773-5784) y modificado por Parks y otros (1999, J. Virol.,
73: 3560-3566). Brevemente, las células auxiliares 293-3-46 son transfectadas segun el método con fosfato de
calcio por 5 pg de los plasmidos pTM-MVSchw2-SRAS-S o pTM-MVSchw2-SRAS-Ssol y 0,02 pg del plasmido
pEMC-La que dirige la expresion de la polimerasa L del MV (donacién de M. A. Billeter). Después de una noche de
incubacién a 37°C, se realiza un choque térmico durante 2 horas a 43°C y las células transfectadas son transferidas
sobre una monocapa de células Vero. Para cada uno de los dos plasmidos, unos sincitios han aparecido después de
2 a 3 dias de cocultivo, y se han transferido sucesivamente sobre una monocapas de células Vero al 70% de
confluencia en cajas de petri de 35 mm y después en frascos de 25y 75 cm?. Cuando los sincitios alcanzan 80-90%
de confluencia, se recuperan las células con la ayuda de un raspador, y después se congelan y se descongelan una
vez. Después de una centrifugacion a baja velocidad, el sobrenadante que contiene el virus se conserva
alicuotamente a -80°C. Los titulos de los virus recombinantes MVSchw2-SRAS-S y MVSchw2-SRAS-Ssol se han
determinado mediante dilucién limite sobre células Vero y el titulo en dosis que infecta al 50% los pozos (TCIDsg) se
ha calculado segun el método de Karber.

3) Caracterizacion de los virus recombinantes

Se ha buscado la expresion de los transgenes que codifican la proteina S y el polipéptido Ssol mediante
transferencia western e inmunofluorescencia.

Se han infectado unas monocapas de células Vero en frascos T-25 a una multiplicidad de 0,05 mediante diferentes
pasos de los dos virus MVSchw2-SRAS-S y MVSchw2-SRAS-Ssol y el virus salvaje MWSchw a titulo de control.
Cuando los sincitios alcanzan 80 a 90% de confluencia, se preparan unos extractos citoplasmicos en un tampoén de
extraccion (150 mMNacCl, 50 mM Tris-HCI pH 7,2, 1% triton-X-100, 0,1% SDS, 1% DOC) y después se diluye en
tampon de depdsito segun Laemmli, se separan sobre un gel SDS al 8% de poliacrilamida y se transfieren sobre una
membrana de PVDF (BioRad). La deteccion de esta inmunohuella («western blot») se realiza con la ayuda de un
suero policlonal de conejo anti-S (suero inmune del conejo P11135: véase el ejemplo 4 anterior) y de anticuerpos
policlonales de asno dirigidos contra las IgG de conejo y acoplados con la peroxidasa (NA934V, Amersham). Los
anticuerpos fijados se revelan mediante luminiscencia con la ayuda del kit ECL+ (Amersham) y de peliculas de
autorradiografia Hyperfilm MP (Amersham).

Se han infectado células Vero en monocapas sobre laminas de vidrio mediante los dos virus MVSchw2-SRAS-S y
MVSchw2-SRAS-Ssol y el virus salvaje MWSchw a titulo de control a multiplicidades de infecciéon de 0,05. Cuando
los sincitios alcanzan del 90 al 100% (virus MVSchw2-SRAS-Ssol) o del 30 al 40% (MVSchw2-SRAS-S,MWSchw)
de confluencia, las células se fijan en una solucién de PBS-PFA 4%, se permeabilizan mediante una solucion de
PBS que contiene 0,2% de triton y después se marcan mediante anticuerpos policlonales de conejos
hiperinmunizados por medio de los viriones purificados y inactivados del SRAS-CoV, y mediante un conjugado de
anticuerpos de cabra anti-lgG(H+L) de conejo acoplado al FITC (Jackson).

Como se muestra en las figuras 41 y 42, los virus recombinantes MVSchw2-SRAS-S y MVSchw2-SRAS-Ssol dirigen
la expresion de la proteina S y del polipéptido Ssol respectivamente a niveles comparables a los que se pueden
observar 8h después de la infeccion por el SRAS-CoV. La expresion de estos polipéptidos es estable después de 3
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pasos de los virus recombinantes en cultivo celular. Estos resultados demuestran que los virus de la rubeola
recombinantes son bien portadores de los transgenes y permiten la expresion de la glicoproteina del SRAS en su
forma membranaria (S) o en una forma soluble (Ssol). Se espera que el polipéptido Ssol sea secretado de las
células infectadas por el virus MVSchw2-SRAS-Ssol, tal como es el caso cuando este mismo polipéptido esta
expresado en unas células de mamiferos después de la transfeccién transitoria de las secuencias correspondientes
(véase el ejemplo 11 anterior).

4) Aplicaciones

Como se ha demostrado que los virus MVSchw2-SRAS-S y MVSchw2-SRAS-Ssol permiten la expresion de la S del
SRAS-CoV, se evalla su capacidad para inducir una respuesta inmunitaria protectora contra el SRAS-CoV en el
raton CD46™ IFN-¢ BR™, que es susceptible a la infeccion por el MV. La respuesta en anticuerpos de los ratones
inmunizados se evalia mediante ensayo ELISA contra los antigenos nativos del SRAS-CoV y para su capacidad
para neutralizar la infectividad del SRAS-CoV in vitro, utilizando las metodologias descritas anteriormente. El poder
protector de la respuesta se evaluara midiendo la reduccién de la carga virica pulmonar 2 dias después de una
infeccion de prueba no letal por el SRAS-CoV.

Se construyen virus de rubeola recombinantes de segunda generacién sustituyendo las secuencias salvajes de los
genes Sy Ssol por genes sintéticos optimizados para la expresion en células de mamiferos, descritos en el ejemplo
15 anteriormente. Estos virus de rubeola recombinantes son susceptibles de expresar cantidades mas importantes
de antigenos S y Ssol y por lo tanto presentar una inmunogenecidad incrementada.

Alternativamente, los genes salvajes o sintéticos que codifican para la proteina S o el polipéptido Ssol pueden ser
insertados en el vector de la rubeola MVSchw-ATU3 en forma de una unidad de transcripcién suplementaria
localizada entre los genes H y L, y después los virus recombinantes producidos y caracterizados de manera similar.
Esta insercién es susceptible de generar unos virus recombinantes que poseen unas caracteristicas (multiplicacion
del virus, nivel de expresién del transgen) diferentes, y posiblemente una inmunogenecidad mejorada con respecto a
los obtenidos después de la insercion de los transgenes entre los genes P y N.

El virus de la rubeola recombinante MVSchw2-SRAS-Ssol se puede utilizar para la producciéon en cantidad y la
purificacion del antigeno Ssol en vista a aplicaciones de diagnosticos y vaccineos.

Ejemplo 18: Otras aplicaciones relacionadas con la proteina S

a) Los vectores lentivirales que permiten la expresion de la S o de Ssol (incluso de fragmentos de la S) pueden
constituir una vacuna recombinante contra el SRAS-CoV, para ser utilizado en profilaxis humana y veterinaria. A fin
de demostrar la factibilidad de tal vacuna, se estudia en el ratdon la inmunogenecidad de los vectores lentivirales
recombinantes TRIP-SD/SA-S-WPRE y TRIP-SD/SA-Ssol-WPRE.

b) Unos anticuerpos monoclonales son producidos con la ayuda del polipéptido recombinante Ssol. Segun los
resultados representados en el ejemplo 14 anterior, estos anticuerpos o por lo menos la mayoria de ellos
reconoceran la forma nativa de la S del SRAS-CoV y seran susceptibles de aplicaciones de diagndsticos y/o
profilacticas.

c) Un ensayo de serologia del SRAS se realiza con el polipéptido Ssol utilizado como antigeno y la metodologia
del doble epitopo.
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atattaggtt
ctctaaacga
gcagtataaa
tctgeagact
gtccgggtgt
cacgtccaac
gactctgtag
ctagtagagc
cgttctgatg
gacggcattc
gaaaccccaa
ggtcatagct
cccattgaag
ctcactegtg
ccagatgggt
tgcactettt
gaccatgage
acaccctteg
tttgtgttic
actgagagtt
aacaatatgc
acgtgcgact
ggacctacta
tgtcaagacc
attgaaactc

tatgttggct

tttacctacc
actttaaaat
caataataaa
gcttacggtt
gaccgaaagg
tcagtttgee
aagaggccct
tggaaaaagg
ccttaagcac
agtacggtcyg
ttgcataccg
atggcatcga
attatgaaca
agctcaatgg
accctcttga
ccgaacaact
atgaaattgc
aaattaagag
ctcttaactc
tcatggggcg
acttgtctac
ttctgaaage
catgtgggta
cagagattgg
gactccgcaa

gctataataa
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caggaaaage
ctgtgtagct
ttttactgte
tcgtecgtyt
taagatggag
tgtccttcaa
atcggaggca
cgtactgccc
caatcacggce
tagcggtata
caatgttctt
tctaaagtct
aaactggaac
aggtgcagtce
ttgcatcaaa
tgattacatc
ctggttcact
tgccaagaaa
aaaagtcaaa
tatacgctct
cttgatgaaa
cacttgtgaa
cctacctact
acctgageat
gggaggtagg
gcgtgcctac

caaccaacct
gtcgcteggce
gttgacaaga
tgcagtcgat
agccttgttc
gttagagacg
cgtgaacacc
cagcttgaac
cacaaggtcg
acactgggag
cttcgtaaga
tatgacttag
actaagcatg
actcgctatg
gattttctcg
gagtcgaaga
gagcgctctg
tttgacactt
gtcattcaac
gtgtaccctg
tgtaatcatt
cattgtggca
aatgctgtag
agtgttgcag
actagatgtt
tgggttectce
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cgatctcttg
tgcatgccta
aacgagtaac
catcagcata
ttggtgtcaa
tgctagtygceg
tcaaaaatgg
agccctatgt
ttgagctygt
tactcgtgcce
acggtaataa
gtgacgagct
gcagtggtgc
tcgacaacaa
cacgcgcggd
gaggtgtcta
ataagagcta
tcaaagggga
cacgtgttga
ttgecatctec
gcgatgaagt
ctgaaaattt
tgaaaatgcc
attatcacaa
ttggaggctg
gtgctagtgc

tagatctgtt
gtgcacctac
tcgtecectet
cctaggtttc
cgagaaaaca
tggcttcggg
cacttgtggt
gttcattaaa
tgcagaaatg
acatgtgggc
gggagccggt
tggcactgat
actccgtgaa
tttectgtggc
caagtcaatag
ctgctgecgt
cgagcaccag
atgcccaaag
aaagaaaaag
acaggagtgt
ttcatggcag
agttattgaa
atgtcctgce
ccactcaaac
tgtgtttgec
tgatattggc

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560



tcaggccata
atactgagtc
gttgccatca
agtcttgatt
aagggaaagc
ctgtgtggtt
gatgcagcaa
atttctgaac
aacagtgtca
ttgtctaatc
gcgaaactta
attacaggtg
gattgtgtaa
gtcactatcg
agcaagggac
cttaaggcac
tctgaggagg
ttcacaaatg
attaaggaca
tttcacttaa
gaagttcaag
gtgcttaatg
gcatgtgrttg
aacatgggta
gatgaagaaa
gaggacgatg
acagaggatg
gttgaggaag
ccagaaccag
actgacaatg
atggtgattg
ctcaacaago
ggccctctta

ctgcatgttg

ctggcattac
gtgaacgtgt
ttttggcate
acaagtcttt
ccgtaaaagg
ttccctcaca
accactcaat
agtcattacg
ttattatggc
ttttaggcac
gtgcaggagt
tttttgacat
aatgctrtcat
ctggcgcaaa
tttaccgtca
caaaagaagt
ttgttctcaa
gagctatcgt
aagaacaata
aagggggtgc
gttacaagaa
aaaagtgctc
tagcagaggc
ttgatcttga
actrtttcatc
cagagtgtga
attatcaagg
aagaagagga
aacctacacc
ttgccattaa
taaatgctgc
caaccaatgg
cagtaggagg
ttggacctaa
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tggtgacaat
taacattaac
tttctctget
caaaaccatt
tgcttggaac
ggctgctggt
tcctgattig
tcttgtegac
atatgtaact
tactgttgaa
tgaatttctc
cgtcaagggt
tgatgttgtt
gttgcgatca
gtgtatacgt
aacctttctt
gaacggtgaa
tggcacacca
ctgcgcattg
accaattaaa
tgtgagaatc
tgtctacact
tgttgtgaag
tgagtggagt
acgtatgtat
ggaagaagaa
tcrccctcety
agactggctg
tgaagaacca
atgtgttgac
taacatacac
tgccatgcaa
gtcttgttty

cctaaatgca

gtggagacct
attgttggceg
tctacaagtyg
gttgagtcct
attggacaac
gttatcagat
caaagagcag
gccatggttt
ggtggtcttg
aaactcaggc
aaggatgcett
caaatacagg
aacaaggcac
ctcaacttag
ggcaaggagc
gaaggtgatt
ctcgaagcac
gtctgtgtaa
tctcctggtt
ggtgtaacct
acatttgagc
gttgaatccyg
actttacaac
gtagctacat
tgttcetttt
attgatgaaa
gaatttggtg
gatgatacta
gttaatcagt
atcgttaagg
ctgaaacatg
aaggagagtg
ctttctggac
ggtgaggaca
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tgaatgagqga
attttcattt
cctttattga
gcggtaacta
agagatcagt
caatttttgce
ctgtcaccat
atacttcaga
tacaacagac
ctatctttga
gggagattct
ttgettcaga
tcgaaatatg
gtgaagtctt
agctgcaact
cacatgacac
tcgagacgcec
atggcctcat
tactggctac
ttggagaaga
ttgatgaacg
gtaccgaagt
cagtttctga
tctacttatt
acccteccaga
cctgtgaaca
cctcagcetga
ctgagcaatc
ttactggtta
aggcacaaag
gtggtggtgt
atgattacat
ataatcttgc

tccagettct

tctecttgag
gaatgaagag
cactataaag
taaagttacc
tttaacacca
gcgcacactt
acttgatggt
cctgereacce
ttctcagtgg
atggattgag

caaatttctc

taacatcaag
cattgatcaa
catcgctcaa
actcatgcct
agtacttacc
cgttgatagc
gctcttagag
aaacaatgtc
tactgtttgag
tgttgacaaa
tactgagttt
tctcettace
tgatgatgct
tgaggaagaa
tgagtacggt
aacagttcga
agagattgag
tttaaaactt
tgctaatect
agcaggtgea
taagctaaat
taagaagtgt

taaggcagca



tatgaaaatt
ggtgctaaac
attgcagtca
aagcctagag
gaggagaaat
gatgaggtta
gctgatatca
tetttoccttg
acttgtgttg
ttgaagaaag
tatacacttg
ccttcagaag
gaaatgcttg
gccataatgg
gactatggtg
aagctgaact
tttaatctty
gtatcatcac
tctgaggagc
tcaggacagc
cacactctga
ctaaagagtc
aacactaatc
ccaacatact
aagactttct
catactctty
tggaaatttc
ttgtctagtg
caagaggctt
gcttacagta
ctacagcatg
ggtcagaaaa
tatgataatc

tatctagtac

tcaattcaca
cacttcagtc
atgacaaagc
tggaagcacc
ctgtcgtaca
ccacaacact
atggtaagct
agaaggatgc
taataccctc
tgccagttyga
aggaagctaa
cacctaatgc
ctcatgctga
caaccatcca
tccgattett
ctctaaatga
aagaggctgc
cagatygctgt
actttgtaga
gtacagagtt
agagceccegt
tcttatcect
tccacacaca
tggatggrgc
ttgtactacc
atgagagttt
ctcaagttag
ttttattagce
attatagagc
ataaaactgt
ctaatttgga
ctactacctt
ttaagacagg

aacaagagtc
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ggacatctta
tttacaagtg
tetttatgag
taaacaagag
gaagccrgtc
ggaagaaact
ttaccatgat
accttacatg
caaaaaggct
tgagtatata
gactgctctt
taaggaagag
agagacaaga
acgtaagtat
cttttatact
gcegettgte
gcgctgtatg
tactacatat
agacagtttct
aggtgttgaa
cgagtttcat
gcgggaggtt
gcttgtggat
tgatgttaca
tagtgatgac
tcttggtagg
tggtttaact
acttcaacag
ccgtgctggt
tggcgagctt
atctgcaaag
aacgggtgta
tgtttccatt
ttcttttgtt

cttgcaccat
tgcgtgcaga
caggttgtca
gagccaccaa
gatgtgaagc
aagtttctta
tctcagaaca
gtaggtgatg
ggtggcacta
accacgtacc
aagaaatgca
attctaggaa
aaattaatge
aaaggaatta
agtaaagagc
acaatgccaa
cgttctctta
aatggatacc
ttggctggcet
trtcttaagce
cttgacgatyg
aagactataa
atgtctatga
aaaattaaac
acactacgta
tacatgtctyg
tcaattaaat
cttgaagtca
gatgctgcta
ggtgatgtca
cgagttctta
gaagctgtga
ccatgtgtgt
atgatgtctg
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tgttgtcage
cggttcgtac
tggattatct
acacagaaga
caaaaattaa
ccaataagtt
tgcttagagg
ttatcactag
ctgagatgcr:
ctggacaagqg
aatctgcatt
ctgtatcctg
ctatatgcat
aaattcaaga
ctgtagcttc
ttggttatygt
aagctecectge
tcacttcgtc
cttacagaga
gtggtgacaa
aggttcrttc
aagtgttcac
catatggaca
ctcatgtaaa
gtgaagcttt
ctttaaacca
gggctgataa
aattcaatgce
acttttgtgc
gagaaactat
atgtggtgtg
tgtatatggg
gtagtcgtga

caccaccigc

aggcatattt
acaggtttat
tgataacctg
ttccaaaact
ggcctgcatt
actcttgttt
‘tgaagatatg
tggtgatatc
ctcaagagcet
atgtgctggt
ttatgtacta
gaatttgaga
ggatgttaga
gggcatcgtt
tattattacg
gacacatggt
cgtagtgtca
atcaaagaca
ttggtcctat
aattgtgtac
acttgacaaa
aactgtggac
gcagtttggt
tcatgagggt
cgagtactac
cacaaagaaa
caattgttat
accagcactt
actcatactc
gacccatctt
taaacattgt
tactctatct
tgctacacaa

tgagtataaa

3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640



ttacagcaag
tacactcata
atgtcagagt
accatcaagc
ttggatgggt
ccaactcaac
aaatttgctyg
tctgtcacat
tcagcgagtt
caggctacaa
acaaagccag
atggacaatc
accatacaga
atacttaaac
atggctgett
gccttaggtt
agtaaaattt
tgcgetaaga
ttgttccaat
acaactattg
aattatgtga
ttaagtattt
aattttggtg
gttactacta
gactcccttg
ctagacttga
daattctttt
agtcatttca
ccecgtttetg
agctatgttc
aatcgtgcca
gtctatgcaa
gacacatttt

cagtttaaaa

gtacattctt
taactgctaa
acaaaggacc
ctgtgtcgta
attataaaaa
cattaccaaa
atgatttaaa
tcttcccaga
tcaagaaagyg
ccaagacaac
tagatacttc
ttgcttgtga
aggaagtcat
catcagatga
atgtggaaaa
taaaaacaat
tggcttatgt
gattagcaca
tgtgtacttt
Cctaaaaatag
agtcacccaa
gcttaggttc
ctccttctta
tggatttcty
attcttatcce
caattttagg
atttattagg
tcagcaattc
caatggttag
atatcatgga
cacgegttga
atggaggccg
gcactggtag

gaccaatcaa
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atgtgcgaat
ggagacccte
agtgactgat
taaactcgat
ggataatgct
tgcgagtttt
tcaaatgaca
cttgaatggc
tgctaaatta
gttcaaacca
aaattcattt
aagtcaacaa
agagtgtgac
aggtgttaaa
cacaagcatt
tgccactcat
caaaccattc
acgtgtgttt
tactaaaagt
tgttaagagt
attttctaaa
tctaatctgt
ttgtaatggc
tgaaggttct
agctcttgaa
tctggeegcet
tctttcaget
ttggctcatg
gatgtacatc
tggttgcacc
gtgtacaact
tggcttctge
tacattcatt

ccctactgac

gagtacactg
tatcgtattg
gttttctaca
ggagttactt
tactatacag
gataatttca
ggcttcacaa
gatgtagtgg
ctgcataagc
aacacttggt
gaagttctgg
cccacctecty
gtgaaaacta
gtaacacaag
accattaaga
ggtattgctg
ttaggacaag
aacaattata
accaattcta
gttgctaaat
ttgttcacaa
gtaactgctg
gttagagaat
tttccttgea
accattcagg
gagtgggttt
ataatgcagg
tggtttatca
trtcttrgett
tcttcgactt
attgttaatg
aagactcaca
agtgatgaag

cagtcatcgt
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gtaactatca
acggagctca
aggaaacatc
acacagagat
agcagcctat
aactcacatg
agccagcettc
ctattgacta
caattgtttg
gtttacgtty
cagtagaaga
aagaagtagt
ccgaagttgt
agttaggtca
aacctaatga
caattaatag
cagcaattac
tgccttatgt
gaattagagc
tatgtttgga
tegetatgtg
cttttggtgt
tgtatcttaa
gcatttgttt
tgacgatttc
tggcatatat
tgttcttigg
ttagtattgt
ctttctacta
gcatgatgtyg
gcatgaagag
attggaattg
ttgctcgtga

atattgttga

gtgtggtcat
ccttacaaag
ttacactaca
tgaaccaaaa
agaccttgta
ttctaacaca
acgagagcta
tagacactat
gcacattaac
tctttggagt
cacacaagga
ggaaaatcct
aggcaatgtc
tgaggatctt
gcrttcacta
tgttccttgg
aacatcaaat
gtttacatta
ttcactacct
tgccggeatt
gctattgttg
actcttatct
ttcgtctaac
aagtggatta
atcgtacaag
gttgttcaca
ctatrttgcet
acaaatggca
catatggaag
ctataagcgc
atctttctat
tctcaattgt
tttgtcactc

tagtgttgct

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



gtgaaaaato
catccgetct
ctgcctatta
tctgcttctg
cttgtatcag
gacacctttt
gctcacagey
gctgcccgac
aaactttcac
acctataata
gcaaggcata
aaagactaca
aacaacatac
actaaaatct
gccacattat
ttgtcaatcc
gtcactcgty
gcatggrtta
gctatcatta
gcaatcaatg
tgctacacac
gctgctgagt
actaatttgc
cttatggatg
gtaacaactt
atttgcctat
ggagttttct
caacctgtgg
ttggtgactt
catgttgttg
ccagcttaca
ttcaccaatg
dtgccttitt

ttctttaaca

gcgegettea
cccatrttgt
atgtcatagt
tgtactacag
acgttggaga
cagcaacttt
agttagcaaa
aaggtgttgt
atcactctga
aggttgaaaa
tcaatgccca
tgtctitatc
cttttagact
cactcaagog
tgtgcgttct
atgatggtta
acatcatttc
gccagegigg
caagagagat
gtgacttctt
cttccaaact
gtacaatttt
tagagggttc
gttccatcat
ttgatgctoa
ctaccagtgg
gtagtgttga
gtgctttaga
gtgctgccta
ctgctaatge
gctttctgee
atgtttcatt
ggataacagc

actatcttag
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cctctactTet
caatttagac
ttttgatggc
tcagetgatg
tagtactgaa
tagtgttcct
gggtgtagct
tgataccgat
cttagaagtg
catgacgccc
agtagcaaaa
tgaacagctg
aacttgtgcet
tggtaagatt
tgctgcattg
cacaaatgaa
tactgatgat
tggttcatac
tggtttcata
gcattttcta
cattgagtat
taaggatact
tatttcttat
acagtttcect
gtactgtaga
tagatgggtt
tgcgatgaat
tgtgtctgct
ctactttatyg
acttttgttt
gggagtctac
cttggctcac
datctatgta

gaaaagagtc

gacaaggctg
aatttgagag
dagtccaaat
tgccaaccta
grttcecgtta
atggaaaaac
ttagatggty
gttgacacaa
acaggtgaca
agagatcttyg
agtcacaatg
cgtaaacaaa
acaactagac
gttagtactt
gtttgttata
atcattggtt
tgttttgcaa
aaaaatgaca
gtgcctggct
cctcgtgttt
agtgattttg
atgggcaaac
agtgagcttc
aacacttacc
catggtacat
cttaataatg
ctcatagcta
tcagtagtgg
aaattcagac
ttgatgtctt
tcagtetttt
cttcaatggt
ttctotattt

atgtttaatg
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gtcaaaagac
ctaacaacac
gcgacgagtc
ttctgttget
agatgtttga
ttaaggcact
tccttctac
aggatgttat
gttgtaacaa
gcgcatgtat
tttcactcat
ttcgtagtgc
aggtrtgtcaa
gttttaaact
tegttatgec
acaaagccat
ataaacatgce
aaagctgecec
taccgagtac
ttagtgctgt
ctacctetge
ctgtgccata
gtccagacac
tggagggttc
gcgaaaggtc
agcattacag
acatctttac
ctggtggtat
gtgtttttgg
tcactatact
acttgtactt
ttgccatgtt
ctctgaagca

gagttacatt

ctatgagaga
taaaggttca
tgctrtctaag
tgaccaagct
tgcttatgtc
tgttgctaca
attcgtgtica
tgaatgtctc
tttcatgetc
tgactgtaat
ctggaatgta
tgccaagaag
tgtcataact
tatgcttaag
agtacataca
tcaggatggt
tggttttgac
tgtagtagct
tgtgctgaga
tggcaacatt
ttgcgttctt
ttgttatgac
tcgttatgtyg
tgttagagta
agaagtaggt
agctctatca
tectettyty
tattgccata
tgagtacaac
ctgtctggta
gacattctat
ttctcctatt
ctgccattgg

tagtaccttc

7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
83940
9000
9060
9120
9180
9240
9300
9360
9420
9480
9540
9600
9660
9720



gaggaggctg
gagacactgt
tatttcagtg
aaggctctaa
tcaatcactt
gttgaagggt
gatgacacag
aactatgaag
gttcaacttc
acttctaacc
tcagttctag
aatcatacca
gattatgatt
gctggtactyg
gctgcaggta
atcaatggtyg
gtggcaatga
ctttctgete
cagaatggta
ccatttgatyg
gttaagggca
caaagtacac
cttggtatta
ttotgcttgt
cctgctaget
ggttataggc
acagctcgeca
acacttgttt
ttagttattt
agagctatag
ttacagtgta
cttttctgtt
tctacacaaé

gatgcttica

ctttgtgtac
tgccacttac
gagccttaga
atgactttag
ctgctgttct
gcatggtaca
tatactgtcc
atctgctcat
gtgttattgg
ctaagacacc
catgctacaa
ttaaaggttc
gcgtgtettt
acttagaagg
cagacacaac
ataggtggtt
agtacaacta
aaacaggaat
tgaatggtcg
ttgttagaca
ctcatcattg
agtggtcact
tggcaattgc
ttctgttacc
gggtgatgcg
ttaaggattg
ctgtttatga
acaaagtcta
ctgtaacctc
tgtttgtgty
tcatgcttgr
tactcaaccy
aatttaggta

agcttaacat
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ctttttgctc
acagtataac
tactaccagce
caactcaggt
gcagagtggt
agtaacctgt
aagacatgtc
tcgcaaatcc
ccattctatg
caagtataaa
tggttcacca
tttccttaat
ctgctatatg
taaattctat
cataacatta
tcttaataga
tgaacctttyg
tgccgtctta
tactatcctt
atgctctygat
gatgctttta
grrtttcttt
tgcatgtget
ttctcttgcea
tatcatgaca
tgttatgtat
tgatgctget
ctatggtaat
taactattct
tgttgagtat
ttattgttte
ttacttcagg
tatgaactcc

taagttottg

aacaaggaaa
aggtatcttg
tatcgtoaag
gctgatgttce
tttaggaaaa
ggaactacaa
atttgcacag
aaccatagct
caaaattgtc
tttgtccgta
tctggtgttt
ggatcatgtg
catcatatagg
ggtccatttg
aatgttttgg
ttcaccacta
acacaagatc
gatatgtgtg
gatagcacta
gttaccttcc
actttcttga
gtttacgaga
atgctgettg
acagttgctt
tggcttgaat
gcttcagett
agacgtgttt
gctttagatce
ggtgtcgtta
tacccattgt
ttaggctatt
cttactcttyg
caggggcttt
ggrattggag
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tgtacctaaa
ctctatataa
cagcttgctg
tctaccaacc
tggecattcce
ctcttaatgg
cagaagacat
ttcttgttca
tgcttaggct
tccaaccetygg
atcagtgtgc
gtagtgttgg
agcttccaac
ttgacagaca
catggctgta
ctttgaatga
atgttgacat
ctgctttgaa
tttragaaga
aaggtaagtt
catcactatt
atgctttctt
ttaagcataa
actttaatat
tggctgacac
tagttttgct
ggacactgat
aagctatttc
cgactatcat
tatttattac
gttgctgctg
gtgtttatga
tgcetectaa

gtaaaccatg

attgcgtage
caagtacaag
ccacttagca
accacagaca
grcaggcaaa
attgtggttg
gcttaatcct
ggctggecaat
taaagttgat
tcaaacattt
catgagacct
ttttaacatt
aggagtacac
aactgcacag
tgctgctgtt
ctttaacctt
attgggacct
agagctgctg
tgagtttaca
caagaaaatt
gattcttgtt
gceatttact
gcacgcattc
ggtctacatyg
tagcttgtct
tattctcatg
gaatgtcatt
catgtgggcc
gtttttagct
tggcaacacc
ctactttggc
ctacttggtc
gagtagtatt

tatcaaggtt

9780

9840

93900

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



gctactgtac
cttcaacaac
aatgatattc
tetgtrrtgc
gataaccgtg
gcttatgeca
grtctcaaaa
gccatgcaac
gcaagatctg
atgcttagga
tgtgttccac
gattatggta
tgggaaatcc
atggacaatt
gctgttaaac
gctggtacca
aagggaggta
ttccctaaga
gttacagaca
aacctaaata
aatgctacag
cctgctaaag
aagatgttgt
atggaccaag
catccaaatc
tgtgctaatg
tggaaaggtt
gcatcaacgt
caggcactag
gttttgcaaa
atttattaga
agactattta
ttagagtaga
tggctgattt

agtctaaaat
ttagagtaga
ttcttgcaaa
tatccatgca
ctactctica
ctgcccagga
agttaaagaa
gcaagttgoga
aggacaagag
agcttgataa
tcaacatcat
cctacaagaa
agcaagttgt
caccaaattt
tacagaataa
cacaaacagc
ggtttgtgct
gtgatggtac
caccaaaagg
gaggtatggt
aagtacctgc
catataagga
gtacacacac
agtcctttyg
ctaaaggatt
acccagtggg
atggctgtag
ttttaaacygg
tactgatgtc
gttcctaaaa
ctcttacttt
taacttggtt
tggatgacatg

agtctatgct
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gtctgacgta
gtcatcttct
agacacaact
gggtgctgra
ggctattget
ggcctatgag
atctttgaat
aaagatggca
ggcaaaagta
tgatgcactt
accattgact
cacrtgtgat
tgatgcggat
ggcttggect
tgaactgagt
ttgtactgat
ggcattacta
aggtacaatt
gcctaaagtg
gctgggcagt
caattcaact
ttacctagca
tggtacagga
tggtgcttca
ctgtgacttg
ttttacactt
ttgtgaccaa
gtttgcggtg
gtctacaggg
actaattgct
gtagttaaga
daagattgtc
gtaccacata

ctacgtcatt

aagtgcacat
aaattgtggg
gaagctttcg
gacattaata
tcagaattta
caggctgtag
gtggctaaat
gatcaggcta
actagtgcta
aacaacatta
acagcagcca
ggtaacacct
agcaagattg
cttattgtta
ccagtagcac
gacaatgcac
tcagaccacc
tacacagaac
aaatacttgt
ttagctgcta
gtgctttect
agtggaggac
caggcaatta
tgttgtctgt
aaaggtaagt
agaaacacag
ctccgcgaac
taagtgcage
cttttgatat
grcgetteca
ggcatactat
cagcggttgc
tatcacgtca

ttgatgaggg
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ctgtggtact
cacaatgtgt
agaagatggt
ggttgtgcga
gttctttace
ctaatggtga
ctgagtttga
tgacccaaat
tgcaaacaat
Tcaacaatgc
aactcatggat
ttacatatgc
ttcaacttag
cagctctaag
tacgacagat
ttgcctacta
aagatctcaa
tggaaccacc
acttcatcaa
cagtacgtct
tctgtgettt
daccaatcac
ctgtaacacc
attgtagatg
acgtccadat
tctgtaccgt
ccttgatgca
ccgtctraca
ttacaacgaa
ggagaaggat
gtctaactac
tgtccatgac
gcgtctaact

taattgtgat

actctcgatt
acaactccac
ttctetttty
ggaaatgctc
atcatatgcc
ttctgaagtc
ccgtgatget
gtacaaacag
gctcttcact
gcgtgatggt
tgttgtccct
atctgcactc
tgaaattaac
agccaactca
gtcctgtgeg
taacaattcg
atgggctaga
ttgtaggttt
aggcttaaac
tcaggetgga
tgcagtagac
caactgtgtg
agaagctaac
ccacattgac
acctaccact
ctgcggaatg
gtctgcggat
ccgtgecggea
aaagttgctg
gaggaaggca
caacatgaag
tttttcaagt
aaatacacaa

acattaaaag

11820
11880
11940
12000
12060
12120
12180
12240
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



aaatactcgt
acftcgtaga
aatcattatt
tactgacatt
aagtagcacc
tcctcacttt
cacttattaa
accgtrattt
ataggtgtat
caagttttag
ctggatacca
cgcgtctcag
ctggcaattr
atgttgctrt
tgtctaaagg
aggatggcaa
gtgatatcag
atggtggctg
tcccatttaa
dagatgcact
ttaagtatgce
gtactatgac
gagctactgt
ctgtttacag
gagccatgcec
cttgctgtaa
gtgagatggt
atgcracaac
taaatgcact
dacacaggct
agttttacgc
tgtgctataa
cagttcttta

accttactaa

cacatacaat
géatcctgac
daagactgta
agataatcag
aggctgcgga
gactagggca
gtgggatttyg
taaatattgg
ccttcattgt
accactagta
ttttcgtgag
tttcaaggaa
attgctagat
tcaaactgtc
tttctttaag
cgctgctatc
acaactccta
tattaatgcc
taaatggggt
tttcgegtat
cattagtgca
aaatagacag
ggtaattgga
tgatgtagaa
taacatgctt
cttatcacac
catgtgtggc
tgcttatgct
tctttcaact
ctatgagtgt
ttacctgegt
cagtaactat
ttatcaaaat

aggacctcac

ES 2396 127 T3

tgctgtgatg
atcttacgcg
caattctgcy
gatcttaatg
gttcctattyg
ttggctgcty
ctgaaatatg
gaccagacat
gcaaacttia
agaaaaatat
ttaggagtcg
cttttagtot
aaacgcacta
aaacccggta
gaaggaagtt
agtgattatg
ttcgtagttg
aaccaagtaa
aaggctagac
actaagcgta
aagaatagag
tttcatcaga
dacaagcaagt
actccacacc
aggataatgg
cgtttctaca
ggctcactat
aatagtgtct
gatggtaata
ctctatagaa
aaacatttct
gcggctcaag
aatgtgttca

gaattttgct

atgattattt
tatatgetaa
atgctatgey
ggaactggta
tggattcata
agtcccatat
attttacgga
accatcccaa
atgtgttatt
ttgtagatyg
tacataatca
atgctgctga
catgctttte
attttaataa
ctgttgaact
actattatcg
aagttgttga
tcgttaacaa
tttattatga
atgtcatccc
ctcgcaccgt
aattattgaa
tttacggtgg
ttatgggttg
cctctcttgt
ggttagctaa
atgttaaacc
Ttaacatttg
agatagctga
atagggatgt
ccatgatgat
gtttagtagce
tgtctyaggce

cacagcatac
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caataagaag
cttaggtgag
tgatgcaggc
cgatttcagt
ttactcattg
ggatgctgat
agagagactt
ttgtattaac
ttctactgtg
tgttcctttt
ggatgtaaac
tccagctatg
agtagctgca
agacttttat
aaaacacttc
ttataatctg
taaatacttt
tctggataaa
ctcaatgagt
tactataact
agctggtgtc
gtcaatagcc
ctggcataat
ggattatcca
tcttgctege
cgagtgtgcg
aggtggaaca
tcaagctgtt
caagtatgtc
tgatcatgaa
tctttctgat
tagcattaag
aaaatgttygg

aatgctagtt

gattggtatg
cgtgtacgec
attgtaggcg
gatttcgtac
ctgatgccca
ctcgcaaaac
tgtctcttcg
tgrttggatg
tttccaccta
gttgtttcaa
ttacatagct
catgcagctt
ctaacaaaca
gactttgctg
ttctttgcte
ccaacaatgt
gattgttacg
tcagcigatt
tatgaggatc
caaatgaatc
tctatctgta
gccactagag
atgttaaaaa
aaatgtgaca
aaacataaca
caagtattaa
tcatccggtg
acagccaatg
cgcaatctac
ttcgtggatg
gatgccgttg
aactttaagyg
actgagactg

aaacaaggag

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



atgattacgt
tcgatgatat
ttgatgcetrta
atttacaata
ccgtaatgct
tgtacacacc
cttcacttcg
accatgtcat
ccccaggttg
gcaagtcaca
tatacaaaaa
gtgattggac
ttttcgeage
ccactgtacg
ctagaccacc
aagtacagat
gaggtactac
taatgccact
tgtacccaac
tcggcatgca
ccatcggact
cagctgttga
gaatcatacc
tagaacagta
tctttgatga
gtgcaaaaca
tgactaaagg
taggtccaga
tgagtacttt
tcaaaatgtt
aaataggcgt
tctcaccita
ctgttgattc

cagcacactc

grtacctgeet
tgtcaaaaca
cccacttaca
cattagaaag
aactaatgat
acatacagtc
ttgcggigec
ttcaacatca
tgatgtcact
taagcctccec
cacatgtgta
taatgctggc
agaaacgctc
cgaagtactc
attgaacaga
tggagagtac
gacatacaag
tagtgcacct
actcaacatc
aaagtactct
tgctectctat
tgccctatgt
tgcgegtgcg
tgttttctge
aatctctatg
ctacgtctat
cacactagaa
catgttcctt
agtttatgac
ctacaaaggt
tgtaagagaa
taattcacag
atcacagggt
ttgtaatgtc
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tacccagatc
gatggtacac
aaacatccta
ttacatgatg
aacacctcac
ttgcaggcetg
tgtattagga
cacaaattag
gatgtgacac
attagttttc
ggcagtgaca
gattacatac
aaagccactg
tctgacagag
aactatgtct
acctttgaaa
ttgaatgttg
actctagtgce
tcagatgagt
acactccaag
tacccatctg
gaaaaggcat
cgcgtagagt
actgtaaatg
gctactaatt
attggcgatc
ccagaatatt
ggaacttgtc
aataagctaa
gttattacac
tttcttacac
aacgctgtag
tctgaatatg

aaccgcttca

catcaagaat
ttatgattga
atcaggagta
agcttactygg
ggtactggga
taggtgcettg
gaccattcct
tgttgtetgt
aactgtatct
cattatgtgc
atgtcactga
ttgccaacac
aggaaacatt
aattgcatct
ttactggtta
aaggtgacta
gtgattactt
cacaagageca
tttctagcaa
gaccacctygg
ctcgcatagt
taaaatattt
gttttgataa
cattgccaga
atgacttgag
ctgctcaatt
ttaattcagt
gccgttgtcec
aagcacacaa
atgatgtttc
gcaatcctgc
cttcaaaaat
actatgtcat

atgtggctat
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attaggcgca
aaggttegtg
tgctgatgtc
ccacatgttg
acctgagttt
tgtattgtgc
atgttgcaag
taatccctat

aggaggtato

taatggtcag

cttcaatgeg
ttgtactgag
taagctgtca
ttcataggag
ccgtgtaact
tggtgatgct
tgtgttgaca
ctatgtgaga
tgttgcaaat
tactggtaag
gtatacggca
gcccatagat
attcaaagty
dacaactgct
tgttgtcaat
accagccccc
gtgcagactt
tgctgaaatt
ggataagtca
atctgcaatc
ttggagaaaa
cttaggattg
attcacacaa

cacaagggea

ggctgttttg
tcactggcta
trtcacttgr
gacatgtatt
tatgaggcta
aattcacaga
tgctgcetatg
gtttgcaatg
agctattatt
gtttttggtt
atagcaacat
agactcaagc
tatggtattg
gttggaaaac
aaaaatagta
gttgtgtaca
tctcacacty
attactggct
tatcaaaagg
agtcattttg
tgcteteatg
aaatgtagta
aattcaacac
gacattgtag
gctagacttc
cgcacatrgc
atgaaaacaa
gttgacactg
gctcaatget
aacagacctc
gctgttttta
cctacgcada
actactgaaa

aaaattggca

15900
15960
16020
16080
16140
16200
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
17380



ttttgtgcat
taccacgtcy
gtagtaagat
taaagttcaa
accgtagact
atatgtttat
tagagggctg
tttctacagg
cagaattcac
cactcatgta
gtgatacact
agcttacatc
acaaacgtgc
taggrtetga
gtaaccttca
gttgtgatgc
attggtctgt
aagtacaaca
acattggaaa
acgatgctca
ctacacatca
gttacccagce
taccaggctg
tcgataaaag
cttgtgagtc
ctacgtgtat
accgacagta
acaaacaatt
atgtggctta
tttccatcat
aasataagac
aaccagtyacc
taatctggga

tgactgacat

aatgtctgat
caatgtggct
cattactggrt
gactgaagga
catctctatg
cacccgcgaa
tcatgcaact
tgttaactta
cagagttaat
taaaggcttg
gaaaggattg
aatgaagtac
aacttgcttt
ctatgtctat
gagtaaccat
tatcatgact
tgaataccct
catggttgtg
tccaaagget
gccatgtagt
cgataaattc
caatgcaatt
tgatggtggt
tgcatttact
tcatggcaaa
tacacgatgc
cttggatgca
tgatacttat
taatgttgtt
taataatgct
aacacttcct
agagattaag
ctacaaaaga

tgccaagaaa
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agagatcttt
acattacaag
cttcatccta
ttatgtgttg
atgggtttca
gaagctattc
agagatgctg
gtagctgtac
gcaaaacctc
ccctggaatg
tcagacagag
tttgtcaaga
tctacttcat
aacccattta
gaccaacatt
agatgtttag
attataggag
aagtctgcat
atcaagtgtg
gacaaagctt
actgatggtg
gtgtgtaggt
agtttgtatg
aatttaaagc
caagtagtgtr
aatttaggtg
tataatatga
aacctgtgga
aataaaggac
gtttacacaa
gttaatgttg
atactcaata
gaagccccag

cctactgaga

datgacaaact
cagaaaatgt
cacaggcacc
acataccagg
aaatgaatta
gtcacgttcg
tgggtactaa
cgactggtta
caccaggtga
tagtgcgtat
tcgtgttegt
ttggacctga
cagatactta
tgattgatgt
gccaggtaca
cagtccatga
atgaactgag
tgctitgctga
tgcctcagge
acaaaataga
tttgtttgtt
ttgacacaag
tgaataagca
aattgccttt
cggatattga
gtgctgttty
tgatttctge
atacatttac
actttgatgg
aggtagatgg
catttgagct
atttgggtgt
cacatgtatc

gtgcttgttc
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gcaatttaca
aactggactt
tacacacctc
cataccaaag
ccaagtcaat
tgcgtgogatt
cctaccictce
tgttgacact
ccagtttaaa
taagatagta
cctttgggeg
aagaacgtgt
tgcctgetyg
tcagcagtgg
tggaaatgca
gtgctttgtt
ggttaattct
taagtttcca
tgaagtagaa
ggaactcttc
ttggaattgt
agtcttgtca
tgcattccac
cttttactat
ttatgttcca
cagacaccat
tggatttagce
caggttacag
acacgccggc
tattgatgtyg
ttgggctaag
tgatatcgct
tacaataggt

ttcacttact

agtctagaaa
tttaaggact
agcgttgata
gacatgacct
ggttacccta
ggctttgaty
cagctaggat
gaaaataaca
catcttatac
caaatgctca
catggctttg
tgtctgtgtg
aatcattctg
agctttacgg
catgtggcta
aagcgcgttg
gctrtgcagaa
gttcttcaty
tggaagttct
tattcttatg
aacgttgatc
aacttgaact
actccagctt
tctgatagtc
ctcaaatcty
gcaaatgagt
ctatggattt
agtttagaaa
gaagcacctg
gagatctttg
cgtaacatta
gctaatactg
gtctgcacaa

gtcttgttitg

17940
18000
18060
18120
18180
18240
18300
18360
18420
18480
18540
13600
18660
18720
18780
18840
189200
18960
19020
19080
19140
19200
19260
19320
19380
194490
19500
19560
19620
19630
19740
19800
19860
19920



atggtagagt
cagaaggtfc
gagtcacatt
gcattattca
agcccagatc
gatataagct
aacttggcgy
aattagagga
aaacaggrtc
agataataaa
atgctgaaat
aactacaagc
aaagaatgct
aaggaataat
citttagctgt
ttgcaccagg
cagatctrtaa
tacatacage
atgtgacaaa
agcaaaaact
ctgaccttta
atgcatcatc
aaattgatgg
agttgtettc
ctgtaatgtc
gtaggcttat
actaaacgaa
accggtgcac
tgaggggygt
atttatttct
dcaaccctgt
ttgtccgtgy
tTtaacaattc

Tctttgctat

ggaaggacag
agtcaaaggt
aattggagaa
acagttgcct
acaaatygaa
cgagggctat
tcttcattta
Ttttatccct
atcaaaatot
gtcacaagat
ttcattcatg
aagtcaagcy
tcttgaaaag
gatgaatgtc
accctacaac
tacagctgtyg
tgacttcgtc
taataaatgg
agagaatgac
agcecctgggat
caagcttatg
atcggaagca
ctataccatg
ctattcactc
tcttaagogag
cattagagaa
catgtttatt
cacttttgat
ttactatcct
tccattttat
catacctttt
ttogggttttt
tactaatgtt

ttctaaaccc
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gtagaccttt
ctaacacctt
tcagtaaaaa
gaaacctact
actgactttc
gccttcgaac
atgataggct
atggacagca
gtgtgttctg
ttgtcagtga
ctttggrgta
tggcaaccag
tgtgaccttc
gcaaagtata
atgagagtta
ctcagacaat
tccgacgcag
gaccttatta
tctaaagaag
ggttctatag
ggccatttct
tttttaattg
catgctaact
tttgacatga
aatcaaatca
aacaacagag
ttcttattat
gatgttcaag
gatgaaattt
tctaatgtta
aaggatggta
ggttctacca
gttatacgag

atgggtacac

ttagaaacgc
caaagygacc
cacagtttaa
ttactcagag
tcygagctege
acatcgttta
tagccaagcg
cagtgaaaaa
tgattgatct
tttcaaaagt
aggatggaca
gtgttgcgat
agaattatgg
ctcaactgtg
ttcactttgg
ggttaccaac
attctacttt
ttagcgatat
ggtttttcac
ctgtaaagat
catggtggac
gggctaacta
acartttctg
gcaaatticce
atgatatgat
ttgtggtttc
ttcttactct
ctcctaatta
ttagatcaga
cagogtttca
tttattttgce
tgaacaacaa
catgtaactt

agacacatac
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ccgtaatggt
agcacaagct
ctactttaag
cagagactta
tatggatgaa
tggagatttc
ctcacaagat
ttacttcata
tttacttgat
ggtcaaggtt
tgttgaaacc
gcctaacttg
tgaaaatgct
Tcaatactta
tgctggctct
tgacacacta
aattggagac
gtatgaccct
ttatctgtgt
aacagagcat
agcrrrtgrt
tcttggcaag
gaggaacaca
tcttaaatta
trattctctt
aagtgatatt
cactagtggt
cactcaacat
cactctttat
tactattaat
tgccacagag
gtcacagtcg
tgaattgtgt
tatgatattc

gttttaataa
agcgtcaatg
aaagtagacg
gaggatttta
ttcatacagc
agtcatggac
tcaccactta
acagatgcgc
gactttgtcg
acaattgact
ttctacccaa
tacaagatgc
gttataccaa
aatacactta
gataaaggag
cttgtcgatt
tgtgcaacag
aggaccaaac
ggatttataa
tcttggaatg
acaaatgtaa
ccgaaggaac
aatcctatcc
agaggaactyg
ctggaaaaag
cttgttaaca
agtgaccrtyg
acttcatcta
ttaactcagg
catacgtttyg
aaatcaaatg
gtgattatta
gacaaccctt

gataatgcat

19980
20040
20100
20160
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



traattgcac
gtaattttaa
ataagggcta
aacctatttt
ccrtttcacc
taaagccaac
attgttctca
aaggaattta
ctaatattac
tctatgcatg
actcaacatt
Tttgcttctc
tagcgccagg
tgggttgtgt
attataaata
atgtgccettt
cattaaatga
tagtactttc
ctgaccttat
tgttaactcc
atttcactga
cttitggggy
tatatcaaga
cagcttggceg
taggagctga
gtgctagtta
atactatgrc
ctactaactt
ccgtagattg
aatatggtag
atcgecaacac
aatattttgg
ggtcttttat

agcaatatgg

tttecgagtac
acacttacga
tcaacctata
taagttgcct
tgctcaagac
tacatttatg
aaatccactt
ccagacctct
aaacttgtgt
ggagagaaaa
tttttcaacc
caatgtctat
acaaactggt
ccttgcttgg
taggtatctt
ctcccectgat
ttatggtttt
ttttgaactt
taagaaccag
ticttcaaag
ttccgttcga
tgtaagtgta
tgttaactgc
catatattct
gcatgtcgac
ccatacagtt
tttaggtgct
ttcaattagc
taatatgtac
cttttgcaca
acgtgaagtg
tggttttaat
tgaggacttg

cgaatgccta
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atatctgatg
gagtttgtot
gatgtagttc
cttggtatta
atttggggca
ctcaagtatg
gctgaactca
aatttcagga
ccttttggag
aaaatttcta
tttaagtgct
gcagattctt
grtattgctg
aatactagga
agacatggca
ggcaaacctt
tacaccacta
ttaaatgceac
tgtgtcaatt
agatttcaac
gatcctaaaa
attacacctyg
actgatgttt
actggaaaca
acttcttatg
tctttattac
gatagttcaa
atrtactacag
atctgcggag
caactaaatc
ttcgctcaag
ttttcacaaa
ctctttaata

ggtgatatta

ccttttcget
ttaaaaataa
gtgatctacc
acattacaaa
cgtcagctgce
atgaaaatygyg
aatgctctgt
ttgttcccte
aggtrtttaa
attgtgttge
atggcgtttc
ttgtagtcaa
attataatta
acattgatgce
agcttaggcc
gcaccccacc
ctggcattgg
cggccacggt
ttaatittaa
catttcaaca
catctgaaat
gaacaaatgc
ctacagcaat
atgtattcca
agtgcgacat
gtagtactag
ttgcttacte
aagtaatgcc
attctactga
gtgcactctc
tcaaacaaat
tattacctga
aggtgacact

atgctagaga

78

tgatgtttca
agatgggttt
ttctggtitt
trttagagcc
agcctatttt
tacaatcaca
taagagcttt
aggagatgtt
tgctactaaa
tgattactct
tgccactaag
gggagatgat
taaattgcca
tacttcaact
ctttgagaga
tgctettaat
ctaccaacct
ttgtggacca
tggactcact
atttggccgt
attagacatt
ttcatctgaa
tcatgcagat
gactcaagca
tcctattgga
ccaaaaatct
taataacacc
tgtttctatg
atgtgctaat
aggtattgct
gtacaaaacc
ccctctaaag
cgctgatgcet
tctcatttgt

gaaaagtcag
ctctatgttt
aacactttga
attcttacag
gttggctatt
gatgctgttg
gagattgaca
gtgagattce
ttcccttictg
gtgctctaca
ttgaatgatc
gtaagacaaa
gatgatttca
ggtaattata
gacatatéta
tgttattggce
tacagagttg
aaattatcca
ggtactggtg
gatgtttctg
tcaccttget
gttgctgtte
caactcacac
ggctgtctta
gctggcattt
attgtggctt
attgctatac
gctaaaacct
ttgcttctec
gctgaacagg
ccaactttga
ccaactaaga
ggcttcatga
gcgcagaagt

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



tcaatagact
ctgctctagt
aaataccttt
ttcrtctatga
aagaatcact
atgctcaage
gtgtgctaaa
ggttaattac
ctgctoaaat
gacaatcaaa
cagcceccgcea
tcaccacagce
ttgtgtttaa
ttactacaga
acacagttta
acttcaaaaa
ctgtcgtcaa
aatcactcat
atgtttggct
gttgcatgac
agtttgatga
Cgaacttatg
aaaaattgac
agcctcacte
cgctaccaaa
gttcatttgc
tgcaggtatg
caacgcatgt
attactttat
accatataac
daaactcaaa
agactatgrc
aattactaca

agacccacceg

tacagtgttg
tagtggtact
tgctatgcaa
gaaccaaaaa
tacaacaaca
attaaacaca
tgatatcctt
aggcagactt
cagggcttct
aagagttgac
tggtgttgtc
gccagcaatt
tggcacttct
caatacattt
tgatcctctyg
tcatacatca
cattcaaaaa
tgaccttcaa
cggcttecatt
tagttgttgce
ggatgactct
gatttgttta
aatgcttctc
cctttcggat
ataattgcgc
aatttactgc
gaggcgcaat
agaattatta
gatgccaact
agtgtcacag
gaagactacc
gttgtacatg
gacactggta

aatgtgcaaa
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ccacctetge
gccactgcetg
atggcatata
caaatcgcca
tcaactagcat
cttgttaaac
tcgegacttg
caaagccttc
gctaatcttg
ttttgtggaa
ttcctacatg
tgtcatgaag
tggtttatta
gtctcaggaa
caacctgaqc
ccagatgttg
gaaattgacc
gaattgggaa
gctggactaa
agttgcctca
gagccagtic
tgagattttt
ctgcaagtac
ggcttgttat
tcaataaaag
tgctatttgt
ttttgtacct
tgagatgttg
actrtgtttg
atacaattgt
aaattggtgy
gctatttecac
ttgaaaatgce

tacacacaat

tcactgatga
gatggacatt
ggttcaatgg
accaatttaa
tgggcaaget
aacttagete
ataaagtcga
aaacctatgt
ctgctactaa
agggctacca
tcacgtatgt
gcaaagcata
cacagaggaa
attgtgatgt
ttgactcatt
atcttggcga
gcctcaatga
aatatgageca
ttgccategt
agggtgcatg
tcaagggtgt
tactcttgga
tgttcatget
tggcgttgea
atggcagceta
taccatctat
ctatgccttg
gctttgttgg
ctggcacaca
cgttactgaa
ttattctgag
cgaagtttac
tacattcttc

cgacggctct

79

tatgattgct
tggtgctggce
cattggagtt
caaggcgatt
gcaagacgtt
taattttggt
ggcygaggra
aacacaacaa
aatgtctgag
ccttatgtec
gccatcccag
cttccctcegt
cttcttttct
cgttattggc
caaagaagag
catttcaggc
ggtcgctaaa
atatattaaa
catggttaca
ctcttgtggt
caaattacat
tcaattactg
acagcaacga
tttcttgctg
gccctttata
tcacatcttt
atatattttc
aagtgcaaat
cataactatg
ggtgacggca
gataggcact
taccagcttg
atctttaaca

tcaggagttg

gcctacactyg
gctgctcttc
acccaaaatg
agtcaaattc
gttaaccaga
gcaatttcaa
caaattgaca
ctaatcaggg
rTgtgttcttg
ttcccacaag
gagaggaact
gaaggtgtrtt
ccacaaataa
atcattaaca
ctggacaagt
attaacgctt
aatttaaatg

tggccttagt

atcttgcttt

tcttygctgea
tacacataaa
cacagccagt
taccgctaca
tttttcagag
agggcttcca
tgcttgtege
tacaatgcat
ccaagaaccc
actactgtat
tttcaacacc
caggtottaa
agtctacaca
agcttgttaa

ctaatccagc

24060
24120
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



aatggatcca
aagtgagtac
tagcgtactt
tgcgcttega
ggtttacgtc
ggtctaaacg
gcagacaacg
gtaataggtt
aacaggtttt
gcttgtttrtg
gcaatggctt
rttgctcgta
cctctccggg
gtgatcattc
gacctgccaa
gcgtcgcage
aactataaat
taagtgacaa
tatcattatg
agtgagacaa
acctatggag
ttgtatttac
tactaaaaga
ctgacaataa
gtactcgaca
aagaggagot
ttttaatact
cttctatttg
ttggttttca
gaaacttctc
gcgectgtgca
gtaatactta
ggcacactat

gtggtgcgcet

atttatgatg
gaacttatgt
ctttttettg
ttgtgtgegt
tactcgegty
aactaactat
gtactattac
tcctattect
tgtacataat
tgcttgctge
gtattgtagg
cccgctecaat
ggacaattgt
gtggtcactt
aagagatcac
gtgtaggcac
taaatacaga
cagatgtttc
aggactttca
ttatttaagc
ttagattatc
atcttgcgag
accttgccca
atttgcacta
tacctatcag
tcaacaagag
ttgcttcacc
tgctttttag
ctcgaaatcc
attgttttga
tctaataaac
tagcactgct
ggttcaaaca

tatagctagg
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agccgacgac
actcattcgt
ctttcgryggt
actgctgcaa
ttaaaaatct
tattattatt
cgttgagoag
agcctggatt
daagcttgtt
tgtctacaga
cttgatgtgy
gtggtcattc
gaccagaccg
gcgaatggee
tgtggctaca
tgattcaggt
ccacgecygt
atcttgttga
ggattgctat
ctctaactaa
cataaaacga
ctatatcact
tcaggaacat
acttgcacta
ctgcgtgcaa
ctctactege
attaagagaa
cctttctget
aggatctaga
cttgtatttc
ctcatgtgct
tggctttgtyg
tgcacaccta

tgttggtacc

gactactagc
ttcggaagaa
artcttgcta
tattgttaac
gaactcttct
ctgtttggaa
cttaaacaac
atgttactac
ttcctoctgge
attaattggg
cttagctact
aacccagaaa
ctcatggaaa
ggacacteec
tcacgaacgc
tttgctgcat
agcaacgaca
cttccaggtt
ttggaatctt
gaagaattat
acatgaaaat
atcaggagtyg
acgagggcaa
gcacacactt
gatcagtttc
cactttttct
agacagaatg
attccttgtt
agaacctigt
tctatgcagt
tgaagatcct
ctctaggaaa
atgttactat

ttcatgaagg

80

gtgcctttgt
acaggtacgt
gtcacactag
gtgagtttag
gaaggagrtc
ctttaacatt
tcctggaaca
aatttgccta
tcttgtggec
tgactggcgg
tcgttgettc
caaacattct
gtgaacttgt
taggacgcetg
tttcttatta
acaaccgcta
atattgcttt
acaatagcag
gacgttataa
tcggagttag
tattctcttc
tgttagaggt
ttcaccattt
tgcttttgcet
accaaaactt
cattgttgct
aatgagctca
ttaataatgc
accaaagtct
tgcatatgca
tgtaaggtac
ggttttacct
caactgtcaa

tcaccaaact

aagcacaaga
taatagttaa
ccatccttac
taaaaccaac
ctgatcttct
gcttatcatg
atggaaccta
Ttctaatcdg
agtaacactt
gattgcgatt
cttcaggctg
tctcaatgtg
cattggtgct
tgacattaag
caaattagga
ccgtattgga
gctagtacag
agatattgat
taagttcaat
atgatgaaga
ctgacattga
acgactgtac
caccctcttg
tgtactgacy
ttcatcagac
gctctagtat
ctttaattga
ttattatatt
aaacgaacat
ctgtagtaca
aacactagagg
tttcatagat
gatccagctg

gctgcattta

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
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gagacgtact tgttgtttta aataaacgaa caaattaaaa tgtctgataa tggaccccaa 28140
tcaaaccaac gfagtgcccc tcgcattaca tttggtggac ccacagattc aactgacaat 28200
aaccagaatg gaggacgcaa tggggcaagg ccaaaacagc gccgacccca aggtttacce 28260
aataatactg cgtcttggtt cacagctctc actcagcatg gcaaggagga acttagattc 28320
cctcgaggce agggcgttcc aatcaacacc aatagtggtc cagatgacca aattggctac 28380
taccgaagag ctacccgacg agttcgtggt agtgacggca aaatgaaaga gctcageccce 28440
agatggtact tctattacct aggaactggc ccagaagctt cacttcccta cggcgetaac 28500
aaagaaggca tcgtatgggt tgcaactgag ggaaccttga atacacccaa agaccacatt 28560
ggcacccgea atcctaataa caatgctgcc accgtgectac aacttcctca aggaacaaca 28620
ttgccaaaag gcttctacge agagdgaagc agaggcggca grcaagcctc ttctcgectcce 28680
tcatcacgta gtcgcggtaa ttcaagaaat tcaactcctg gcagcagtag gggaaattct 28740
cctgctcgaa tggctagcgg aggtdgtgaa actgocctcg cgctattgct gctagacaga 28800
ttgaaccagc ttgagagcaa agtttctggt aaaggccaac aacaacaagg ccaaactgtc 28860
actaagaaat ctgctgctga ggcatctaaa aagcctcgoce aaaaacgtac tgccacaaaa 28920
cagtacaacd tcactcaagcC atttgggaga cgtggtccag aacaaaccca aggaaatttc 2838380
ggggaccaag acctaatcag acaaggaact gattacaaac attggccgca aattgcacaa 29040
tttgctccaa gtgcctctge attctttgga atgtcacgca ttggcatgga agtcacacct 29100
tcgggaacat ggctgactta tcatggagcc attaaattgg atgacaaaga tccacaattc 29160
éaagacaacg tcatactgct gaacaagcac attgacgcat acaaaacatt cccaccaaca 29220
gagcctaaaa aggacaaaaa gaaaaagact gatgaagctc agcctttgcc gcagagacaa 29280
aagaagcagc ccactgtgac tcttcttcct gcggetgaca tggatgattt ctccagacaa 29340
cttcaaaatt ccatgagtgg agcttctgct gattcaactc aggcataaac actcatgatg 29400
accacacaag gcagatgggc tatgtaaacg ttttcgcaat tccgtttacg atacatagtc 29460
tactctigtg cagaatgaat tctcgtaact aaacagcaca agtaggttta gttaacttta 29520
atctcacata gcaatcttta atcaatgtgt aacattaggg aggacttgaa agagccacca 29580
cattttcatc gaggccacgc ggagtacgat cgagggtaca gtgaataatg ctagggagag 29640
ctgcctatat ggaagagccc taatgtgtaa aattaatttt agtagtgcta tccccatgtg 29700
attttaatag cttcttagga gaatgacaaa aadaaaaaaa aaaaaa 29746

<210> 2

<211>3945

<212> ADN

<213> CORONAVIRUS

<220>

<221> CDS

<222> (89)..(3853)

<223>

81
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<400> 2
ttctcttctg gaaaaaggta ggcttatcat tagagaaaaC aacagagttg tggtticaag 60
tgatattctt gttaacaact aaacgaac atg ttt att tte tta tta ttt ctt 112
Met Phe Ile Phe Leu Leu Phe Leu
1 5

act cte act agt g%t agt gac ctt gac cgg tgc acc act ttt gat gat 160
Thr Leu Thr Ser Gly Ser Asp Leu Asp Arg Cys Thr Thr Phe Asp Asp

10 15 20
gtt caa gct cct aat tac act caa cat act tca tCt atg agyg g?g gtrt 208
val Gln Ala Pro Asn Tyr Thr GIn His Thr Ser Ser Met Arg Gly val
25 30 35 40
tac tat cct gat gaa att ttt aga tca gac act ctt tat tta act cag 256
Tyr Tyr Pro Asp Glu Ile Phe Arg Ser Asp Thr Leu Tyr Leu Thr Gln

45 50 55
gat tta tit ctt cca ttt tat tct aat gtt aca g?g ttt cat act att 304
Asp Leu Phe Leu Pro Phe Tyr Ser Asn Val Thr Gly Phe His Thr Ile
60 65 70
aat cat acg ttt g?c aac cct gtc ata cct ttt aag gat g?t att tat 352
Asn His Thr phe Gly Asn Pro val Ile Pro Phe Lys Asp Gly Ile Tyr
75 8O 85

ttt gct gec aca gag aaa tca aat gtt gtc cgt ggt tgg gt ttt g?t 400
Phe Ala Ala Thr Glu Lys Ser Asn val val Arg Gly Trp val Phe Gly

90 95 100
tct acc atg aac aac aag tca cag tcg gtg att att att aac aat tct 448
Ser Thr Met Asn Asn Lys Ser Gln Ser val Ile Ile Ile Asn Asn Ser
105 110 115 120
act aat gtt gtt ata cga gca tgt aac ttt gaa ttg tgt gac aac cct 496
Thr asn val val Ile Arg Ala Cys Asn Phe Glu Leu Cys Asp Asn Pro

125 130 135
ttc ttt gct gtt tct aaa ccc atg g?t aca cag aca cat act atg ata 544
Phe pPhe Ala Val Sser Lys Pro Met Gly Thr Gln Thr His Thr Met Ile
140 145 150
ttc gat aat gca ttt aat tgc act ttc gag tac ata tct gat gcc ttt 592
pPhe Asp Asn Ala Phe Asn Cys Thr Phe Glu Tyr Ile Ser Asp Ala Phe
155 160 165

tcg ctt gat gtt tca gaa aag tca g?t aat ttt aaa cac tta cga gag 640
Ser Leu Asp val Ser Glu Lys Ser Gly Asn Phe Lys His Leu Arg Glu

170 175 180
ttt gtg ttt aza aat aaa gat g?g ttt etc tat gtt tat aag g?c tat 688
Phe val pPhe Lys Asn Lys Asp Gly Phe Leu Tyr val Tyr Lys Gly Tyr
185 190 195 200
caa cct ata gat gta gtt <gt gat cta c¢ct tct ggt ttt aac act ttg 736
Gln Pro Ile Asp Vval val Arg Asp Leu Pro Ser Gly Phe Asn Thr Leu

205 210 215

82



ada
Lys

gcc
Ala

gct
Ala

aag
Lys
265

aat
ASn

ddad
Lys

gtt
val

Tttt
rhe

att
Ile
345

Tttt
Phe

ctt
Leu

gat
Asp

aat
Asn

acy
Thr
425

agg
Arg

aat
Asn

aat
Asn

cct
Pro

att
Ile

gca
Ala
250

tat
Tyr

cca
Pro

gga
Gly

gt
Va

aat
Asn
330

tct
Ser

tca
ser

tgc
Cys

gta
val

tat
Tyr
410

24gg
Arg

tat
Tyr

gt
va

tgt
Cys

att
Ile

ctt
Leu
235

gce
Ala

gat
ASp

ctt
Leu

att
Ile

aga
Ar‘g
315

gct
Ala

aat
Asn

acc
Thr

tte
Phe

aga
Arg
395

dda
LyS

aac
Asn

ctt
Leu

cCct
Pro

tat
Tyr
475

Tttt
Phe
220

aca
Thr

tat
Tyr

gaa
Glu

gct
Ala

tac
Tyr
300

ttc
Phe

act
Thr

tgt
Cys

ttt
Phe

tecc
ser
380

caa
Gin

ttg
Leu

att
Ile

aga
Arg

ttc
Phe
460

tgg
Trp

aag
Lys

gcc
Ala

Tttt
Phe

aat
Asn

gaa
Glu
285

cag
Gln

cct
Pro

aaa
Lys

gtt
val

aag
Lys
365

aat
AsSn

ata
Ile

cca
Pro

gat
Asp

cat
His
445

tcc
Ser

cca
Pro

ttg
Leu

ttt
Phe

gtt
val

&
270

Cctc
Leu

acc
Thr

aat
Asn

tte
Phe

gct
Ala
350

tgc
Cys

gtc
val

gcg
Ala

gat
Asp

gct
Ala
430

&y

cct
Pro

tta
Leu

cct
Pro

tca
Ser

ggc
Gly
255

aca
Thr

ddad
LYS

tct
ser

att
Ile

cct
Pro
335

gat
Asp

tat
Tyr

tat
Tyr

cca
Pro

gat
Asp
415

act
Thr

aag
Lys

gat
Asp

aat
Asn
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ctt
Leu

cct
Pro
240

tat
TYr

atc
ITle

tgc
Cys

aat
ASN

aca
Thr
320

tct
ser

Tac
Tyr

&ty

gca
Ala

a1y
400

Ttc
Phe

tca
Sser

ctt
Leu

gat
ASp
480

&y

225 .

gct
Ala

Tta
Leu

aca
Thr

tct
Ser

ttc
Phe
305

aac
Asn

gtc
val

tCct
ser

gtt
val

gat
ASp
385

caa
G1n

atg
Met

act
Thr

agg
Arg

aaa
Lys
465

tat
Tyr

att
Ile

caa
Gln

aag
Lys

gat
AsSp

gtt
val
290

agg
Arg

ttg
Leu

tat
Tyr

gt
Va

tct
Ser
370
tct
ser

act
Thr

&
&

ccce
Pro
450

cct
Pro

&y

83

d4ac
Asn

gac
Asp

cca
Pro

gct
Ala
275

aag
Lys

gtt
val

tgt
cys

gca
Ala

ctc
Leu
355

gce
Ala

ttt
Phe

&y

tat
Cys

aat
Asn
435

Tttt
Phe

tgc
Cys

ttt
Phe

att
Ile

art
Ile

act
Thr
260

gtt
val

agc
ser

gtt
val

cct
Pro

tgg
Trp
340

tac
TYr

act
Thr

gta
val

gtt
val

gtc
val
420

tat
Tyr

ace
Thr

tac
Tyr

aca
Thr

tgg
Trp
245

aca
Thr

gat
Asp

Tttt
Phe

cCC
Pro

Tttt
Phe
325

gag
Glu

aac
Asn

aag
Lys

gtc
val

att
Ile
405

ctt
Leu

aat
ASh

aga
Arg

CcCa
Pro

acc
Thr
485

aat
Asn
230

aly

ttt
Phe

gt
Cys

gag
Glu

tca
ser
310

gga
Gly

aga
Arg

tca
Ser

ttg
Leu

aag
LysS
390

gct
Ala

gct
Ala

tat
Tyr

gac
Asp

cct
Pro
470

act
Thr

ttt
Phe

acg
Thr

atg
Met

tct
ser

att
Ile
295

&ty

gag
Glu

ada
LyS

aca
Thr

aat
Asn
375

&ty

gat
ASp

tgg
Trp

d2ad
Lys

ata
Ile
455

gct
Ala

act
Thr

aga
Arg

tca
Ser

cte
Leu

caa
Gln
280

gac
ASp

gat
Asp

grt
val

aad
Lys

ttt
Phe
360

gat
Asp

gat
Asp

tat
Tyr

aat
AsSn

tat
Tyr
440

tct
Ser

ctt
Leu

Sty

784

832

880

928

976

1024

1072

1120

1168

1216

1264

1312

1360

1408

1456

1504

1552



att
Tle

aat
Asnh
505

aag
LyS

gt
va

cgt
Arg

gaa
Glu

aca
Thr
585

gtt
val

cca
Pro

gca
Ala

gac
Asp

tta
Leu
665

tta
Leu

cct
Pro

atg
Met

act
Thr

Cta
Leu
745

3
490

gca
Ala

aac
Asn

tta
Leu

gat
Asp

ata
ile
570

cct
Pro

aac
AsSnh

gct
Ala

ety

att
Ile
650

tTta
Leu

act
Thr

gct
Ala

gaa
Glu
730

aat
AsSNn

tac
Tyr

ccg
Pro

cag
Gin

act
Thr

gtt
val
555

tta
Leu

Ty

tgc
cys

tgg
Trp

tgt
Cys
635

cct
Pro

cgt
Arg

gct
Ala

aac
AsSn

aaa
Lys
715

tgt
Cys

cot
Al"g

caa
Gln

gcc
Ala

tgt
Cys

cct
Pro
540

tct
Ser

gac
Asp

aca
Thr

act
Thr

cgc
Ar

620
ctt

Leu

att
Ile

agt
ser

gat
Asp

Tttt
Phe
700

acc
Thr

gct
Ala

gca
Ala

cct
Pro

acg
Thr

gtc
val
525

tct
Ser

gat
Asp

att
Ile

aat
Asn

gat
Asp
605

ata

g Ile

ata
Ile

gga
Gly

act
Thy

agt
Ser
685

tca
Ser

tcc
Ser

aat
Asn

ctc
Leu

tac

.Tyr

gtt
val
510

aat
Asn

tca
Ser

ttc
Phe

tca
ser

gct
Ala
590

gtt
val

tat
Tyr

Ty

gct
Ala

agce
Ser
670

tca
Ser

att
Ile

gta
val

ttg
Leu

tca
ser
750

aga
ATy
495

tgt
Cys

ttt
Phe

aag
Lys

act
Thr

cct
Pro
575

tca
Ser

tct
Ser

tct
Ser

gct
Ala

oty
655

Cda
Gln

att
Ile

agc
Ser

gat
Asp

ctt
Leu
735

ggt
Gly
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gtt
val

ety

aat
Asn

aga
Arg

gat
ASp
560

tge
Cys

tct
Ser

aca
Thr

act
Thr

g4ag
Glu
640

att
Ile

aaa
Lys

gct
Ala

att
Ile

gt
Cys
720

ctc
Leu

att
Ile

gta
val

cca
Pro

Tttt
Phe

Tttt
Phe
545

TCC
ser

tct
ser

gaa
Glu

gca
Ala

&y
625

cat
H1s

tgt
Cys

tct
Ser

tac
Tyr

act
Thr
705

aat
ASn

caa
Gln

gct
Ala

gta
val

aaa
Lys

aat
Asn
530

caa
Gln

gtt
val

ttt
Phe

gtt
val

att
Ile
610

adc
Asn

gtc
val

gct
Ala

att
Ile

tct
ser
690

aca
Thr

atg
Met

tat
Tyr

gct
Ala

84

ctt
Leu

tta
Leu
515

ety

cca
Pro

cga
Arg

&ty

gct
Ala
595

cat
H1s

aat
Asn

gac
Asp

agt
Ser

gt
va
675

aat
Asn

gaa
Giu

tac
TYr

&y

gaa
Glu
755

tct
Ser
500

TCccC
Ser

CctcC
Leu

Tttt
Phe

gat
Asp

got
&y
580
gtt

val

gca
Ala

gta
val

act
Thr
tac
Tyr
660
gct
Ala

d44acC
Asn

gta
val

atc
Ile

agc
ser
740

cag
GIn

Tttt
Phe

act
Thr

act
Thr

caa
GIn

cct
Pra
565

gta
val

cta
Leu

gat
Asp

ttc
Phe

tct
Ser
645

Ca..t
H1S

tat
Tyr

acc
Thr

atg
Met

tgc
Cys
725

ttt
Phe

gat
ASp

gaa
Glu

gac
Asp

&ty

caa
Gln
550

aaa
Lys

agt
Ser

tat
Tyr

caa
GIn

cag
Gln
630

tat
Tyr

aca
Thr

act
Thr

att
Ile

cct
Pro
710

ety

tgc
Cys

cgc
Arg

ctt
Leu

ctt
Leu

act
Thr
535

Tttt
Phe

aca
Thr

gta
val

caa
Gln

ctc
Leu
615

act
Thr

gag
Glu

gtt
val

atg
MeT

gct
Ala
695

gtt
val

gat
Asp

aca
Thr

aac
AsSn

tta
Leu

att
Ile
520

&y
&ty

tct
Ser

att
Ile

gat
Asp
600
aca
Thr

caa
Gln

tgc
Cys

tct
ser

tct
Ser
680

ata
Ile

tct
Ser

tct
Ser

caa
GlIn

aca
Thr
760

1600

1648

1696

1744

1792

1840

1888

1936

1934

2032

2080

2128

2176

2224

2272

2320

2368



cgt
Arg

aaa
Lys

aag
LyS

aca
The

gat
AS

825
aca
Thr

gct
Ala

aat
Asn

atc
Ile
905

aca
Thr

aat
Asn

gtc
val

agce
ser
985

aga
ATg

ctt
Leu

gaa
Glu

tat
Tyr

cca
Pro

Ctc
Leu
810

art

p Ile

gt
Va

gct
Ala

gct
Ala

agqgc
G?y
890
gce
Ala

aca
Thr

gct
Ala

gca
Ala

gag
Glu
970

ctt
Leu

ct
g]a

&ty

ttt
Phe

act
Thr
795

gct
Ala

aat
Asn

ttg
Leu

cta
Leu

gct
Ala
875

att
ile

adc
Asn

aca
Thr

caa
Gln

att
Ile
955

acg
Ala

caa
Gln

tct
ser

caa
Gln

ttc
Phe

qgt
ety

aag
Lys

gat
ASp

gct
Ala

cca
Pro

gtt
val
860

ctt
Leu

&ty

caa
Gln

tca
Ser

gca
Ala
940

tca
Ser

gag
Glu

acc
Thr

gct
Ala

tca
Ser

gct
Ala
765

&ty

agg

Arg

gct
Ala

aga
Arg

cct
Pro
845

agt
ser

caa
GIn

ott
val

ttt
Phe

act
Thr
925

tta
Leu

agt
ser

gta
val

tat
Tyr

aat
Asn
1005

aaa
Lys
1020

caa gtg
Gln val

ttt aat
Phe Asn

tct Tttt
Ser Phe

ggc ttc
Gly Phe
815

gat ctc
Asp Leu
830

ctg ctc
Leu Leu

ggt act
G?y Thr

ata cct
Ile Pro

acc caa
Thr Gln
895

aac aag
Ash Lys
910

gca ttg
Ala Leu

aac aca
Asn Thr

gtg cta
val Leu

caa att
Gln Ile
975

gta aca
val Thr
990

ctt gct gct act
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ada
Lys

Tttt
Phe

att
Ile
800

atg
Met

att
Ile

act
Thr

gce
Ala

ttt
Phe
880

aat
Asn

gcg
Ala

3y

ctt
Leu

aat
Asn
960

gac
Asp

caa
Gln

caa
Gln

tca
Ser
785

gag
Glu

aag
LysS

tgt
Cys

gat
ASp

act
Thr
865

gct
Ala

gtt
val

att
Ile

aag
Lys

gtt
val
945

gat
Asp

agg
Arg

caa
Gln

atg
Met
770

caa
Gln

gac
Asp

caa
GlIn

gat
AsD
850

gct
Ala

atg
Met

ctc
Leu

agt
ser

ctg
Leu
930

aaa
Lys

atc
Ile

tta
Leu

cta
Leu

aaa atg tct gag tgt

Leu Ala Ala Thr Lys
1010

aga gtt gac ttt
Arg val Asp Phe

tgt gga aag ggc tac
Gly Lys Gly Tyr

Cys
102

85

tac
TYIr

ata
Ile

ttg
Lelu

tat
Tyr

cag
Gln
835

atg
Met

3ty

caa
Gln

tat
Tyr

caa
Gln
915

caa
Gln

caa
Gln

ctt
Leu

att
Ile

atc
Ile
945

met Ser Glu Cys

5

aaa
LysS

tta
Leu

ctc
Leu

ggc
Gly
820

aag
Lys

att
Tle

tgg
Trp

atg
Met

gag
Glu
900

att
Ile

gac
AsSp

ctt
Leu

tcg
ser

aca
Thr
980

ag9g
Arg

acc
Thr

cct
Pro

Tttt
rPhe
805

gaa
Glu

ttc
Phe

act
Ala

aca
Thr

gca
Ala
885
aac
Asn

caa
Gln

gtt
val

agc
Ser

cga
Ar

965
ggc
&y

act
Ala

cca
Pro

gac
AS

790
aat

Asn

tgc
Cys

aat
Asn

gcc
Ala

ttt
Phe
8§70

tat
Tyr

caa
Gin

gaa
Glu

gtt
val

tct
Ser
950

ctt

g Leu

aga
Arg

gct
Ala

act
Thr
775

cCct

p Pro

aag
Lys

cta
Leu

&ty

tac
Tyr
855

ety

agg
Arg

ddad
LysS

tca
Ser

aac
Asn
935

aat
Asn

gat
AsSp

ctt
Leu

gaa
Glu

ttg
Leu

cta
Leu

gt
va

&

ctt
Leu
840

act
Thr

gct
Ala

tte
Phe

caa
GlIn

ctt
Leu
920

cag
Gln

ttt
Phe

add
Lys

cda
Gln

atc
Ile
1000

gtt
val

1015

cac
H1s

1030

2416

2464

2512

2560

2608

2656

2704

2752

2800

2848

2896

2944

2992

3040

3088

3133

3178



ctt
Leu

cat
His

cca
Pro

gtt
val

tic
Phe

sty

gat
Asp

aag
Lys

att
Ile

gac
Asp

gac
Asp

tag
Trp

atg
Met

ctc
Leu

gat
Asp

atg
Met

gtc
val

gca
Ala

Tttt
Phe

Tttt
Phe

aat
ASn

cct
Pro

tac
Tyr

tca
Ser

cgc
Arg

ctt
Leu

tat
Tyr

gtt
val

aag
Lys

gac
Asp

tcC
ser

acg
Thr

att
Ile

at
va

tct
ser

tgt
Cys

ctg
Leu

ttc
Phe

oty

CtcC
Leu

caa
GlIn

gtt
val

aca
Thr

&y

tct
Ser

ttc
Phe

tat
Tyr

tgt
Cys

Tttt
Phe

cca
Pro

gat
Asp

caa
Gln

aaa
Lys

att
Ile

aat
Asn

gaa
Glu

tgg
Trp

atc
Ile

gca
Ala

gag
Glu

cca
Pro
1035

gt
va
1050

cat
His
1065

aat
Asn
1080

caa
Gln
1095

gtc
val
1110

cct
Pro
1125

aat
Asn
1140

aac
Asn
1155

gag
Glu
1170

tty
Leu
1185

ctc
Leu
1200

ttg
Leu
1215
tgc
Ccys
1230
cca

Pro
1245

caa
Gln

cca
Pro

gaa
Glu

ggc
Gly

ata
Ile

gtt
val

gag
Glu

cat
H1s

gct
Ala

gtc
val

3ty

&ly

cIt
Leu

rct
ser

gtt
val
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gca
Ala

tcc
Ser

ggc
Gy

act
Thr

att
Ile

att
Ile

ctt
Leu

aca
Thr

TCct
ser

gct
Ala

aaa
Lys

ttc
Phe

tgt
cys

tgt
cys

ctc
Leu

gcc
Ala

cag
GIn

aaa
Lys

tct
ser

act
Thr

ty

gac
Asp

tca
ser

gtc
val

daa
Lys

tat
Tyr

att
Ile

tgc
Cys

&y

aag
Lys

taaacgaact tatggatttg tttatgagat

cagtaaaaat tgacaatgct tctcctgcaa

<210> 3

<211> 1255
<212> PRT

cCcg cat
Pro His
1040

gag agg
Glu Arg
1055

gca tac
Ala Tyr
1070

tgg ttt
Trp Phe
1L0O85

aca gac
Thr Asp
1100

atc att
Ile Tle
1115

tca ttc
ser Phe
1130

cca gat
Pro Asp
1145

gtc aac
val Asn
1160

aat tta
Asn Leu
1175

gag caa
Glu G1n
1190

gct g%;a
Ala Gly
1205

atg act
Met Thr
1220

tct tgc
Ser Cys
1235
ggt gtc
G?y val
1250

tttttactct tggatcaatt actgcacagc

gt

86

&y

aac
Asn

ttcC
Phe

att
Ile

aat
Asn

aac
ASh

aaa
LYsS

gtt
val

att
Ile

aat
Asn

tat
TYr-

cta
Leu

agt
ser

tgc
Cys

4a4

gtt
val

Tte
Phe

CcCt
Pro

aca
Thr

aca
Thr

aac
Asn

gaa
Glu

gat
Asp

caa
Gln

gaa
Glu

att
Ile

att
Ile

tot
Cys

aag
Lys

tta
Leu

gtc
val

acc
Thr

cgt
Arg

cag
Gln

Tttt
Phe

aca
Thr

gag
Glu

ctt
Leu

dda
LysS

tca
ser

aaa
LYS

gece
Ala

tgc
Cys

ttt
Phe

cat
His

tte
Phe

aca
Thr

gaa
Glu

agg
Arg

gtc
val

gtt
val

ctg
Leu

&ty

gaa
Glu

ctc
Leu

tag
Trp

atc
Ile

agt
Ser

gat
Asp

tac
TYr

cta
Leu
1045

acg
Ala
1060

a1y
1075

aac
Asn
1090

tca
ser
1105

tat
TVYr
1120

gac
Asp
1135

gac
Asp
1150

att
Ile
1165

att
Ile
1180

cCct
Pro
1195

gtc
val
1210

tgc
Cys
1225

gag
Glu
1240

aca
Thr
1255

3223

3268

3313

3358

3403

3448

3493

3538

3583

3628

3673

3718

3763

3808

3853

3913
3945



<213> CORONAVIRUS

<400> 3

Met Phe Ite
1

Asp

His

ser

Asn

65

Ile

val

Ser

Asn

Gly

Phe

Leu

Gly

Arg

Thr

ASD

50

val

Pro

val

val

Phe

130

Thr

Glu

ASn

Leu

Pro

210

Ile

Cys

ser

35

Thr

Thr

Phe

Arg

Ile

115

Glu

GIn

Tyr

Phe

Tyr

Ser

Asn

phe

Thr

20

Ser

Leu

Gly

Lys

Gly

Ile

Leu

Thr

Ile

Lys

val

Gly

Ile

Leu

Thr

Met

Tyr

Phe

Asp

85

Trp

Ile

Cys

His

Ser

165

His

Tyr

Phe

Thr

Leu

Phe

Arg

Leu

His

70

Gly

val

Asn

Asp

Thr

150

Asp

Leu

Lys

AsSn

Asn
230
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Phe

Asp

Gly

Thr

55

Thr

Ile

Phe

Asn

Asn

135

Met

Ala

Arg

Gly

Thr

215

Phe

Leu

Asp

val

40

Gin

Ile

Tyr

Gly

Ser

120

Pro

Ile

Phe

Glu

Tyr

200

Leu

Arg

Thr

val

25

Tyr

ASp

Asn

Phe

ser

105

Thr

Phe

Phe

s5er

Phe

185

Gln

Lys

Ala

87

Leu

10

GIn

TVYF

Leu

His

Ala

90

Thr

Asn

Phe

Asp

Leu

170

val

Pro

Pro

Ile

Thr

Ala

Pro

phe

Thr

75

Ala

Met

val

Ala

Asn

155

ASp

Phe

Ile

Ile

Leu
235

Ser

Pro

Asp

Leu

60

Phe

Thr

Asn

val

val

140

Ala

val

Lys

ASp

Phe

220

Thr

Gly

Asn

Glu

45

Pro

Gly

Glu

Asn

Ile

125

Ser

Phe

Ser

Asn

val

205

Lys

Ala

sSer

TY"r

30

Ile

Phe

Asnh

LyS

LYyS

110

Arg

Lys

Asn

Glu

LyS

190

val

Leu

phe

Asp

15

Thr

Phe

Tyr

Pro

Ser

95

Ser

Ala

Pro

Cys

Lys

Asp

Arg

Pro

Ser

Leu

Glin

Arg

Ser

val

80

Asn

Gln

Cys

Met

Thr

160

Ser

Gly

ASp

teu

Pro
240



Ala

l.eu

Thr

ser

Phe

305

Asn

val

Ser

val

Met

Thr

Arg

Tyr

val

Gln

Lys

Asp

val

290

Arg

Leu

Tyr

val

ser

370

ser

Thr

Gly

Gly

Pro

450

Pro

Gly

val

ASp

Pro

Ala

275

LysS

val

Ccys

Ala

Leu

355

Ala

Phe

Gly

cys

Asn

435

Phe

Cys

Phe

Leu

Ile

Thr

260

val

Ser

val

Pro

Trp

Tyr

Thr

val

val

val

420

TYyr

Glu

Thr

TYrF

Ser
500

Trp

Thr

Asp

Phe

Pro

Asn

Lys

val

Ile

405

Leu

Asn

Arg

Pro

Thr

485

Phe

Gly

Phe

Cys

Glu

Ser

310

Gly

Arg

ser

Leu

LYS

390

Ala

Ala

TYr

Asp

Pro

470

Thr

Glu
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Thr

Met

Ser

Ile

295

Gly

Glu

Lys

Thr

Asn

375

Gly

Asp

Trp

Lys

ile

455

Ala

Thr

Leu

Ser

Leu

GlIn

280

ASp

Asp

val

LYyS

Phe

360

ASD

ASp

Ty

ASN

Leu

Gly

Leu

Ala

LYS

val

Ala

250

Tyr

Pro

Gly

val

Phe Asn

Ile

345

Phe

Leu

Asp

Asn

Thr

425

Arg

Asn

Asn

Ile

Asn
505

88

W
w
o

Ser

Ser

Cys

val

TYyr

410

Arg

Tyr

val

Cys

Gly

Ala

Ala

Asp

Ley

Ile

Arg

315

Ala

Asn

Thr

Phe

Arg

Lys

Asn

Leu

Pro

Tyr

475

Tyr

Pro

Tyr

Glu

Ala

Tyr

phe

Thr

Cys

Phe

Ser

380

Gln

Leu

Ile

Arg

Phe

460

Trp

Gln

Ala

Phe

AsSn

Glu

G1n

Pro

LyS

val

AsSn

Iie

Pro

ASP

Ser

Pro

Pro

Thr

val

Gly

Leu

Thr

Asn

Phe

Ala

350

Cys

val

Ala

Asp

Ala

430

Gly

Pro

Leu

TYr

val
510

Gly

Thr

Lys

Ser

Ile

Asp

Tyr

Tyr

Pro

Lys

ASp

Asn

Tyr

Ile

Cys

AsSnh

Thr

320

Ser

Tyr

Gly

Ala

Ser

Leu

Gly

Gly



Pro

Phe

Phe

545

Ser

Ser

Glu

Ala

Cys

ser

Tyr

Thr

705

Asnh

GIn

Ala

Glin

Lys

AsSn

530

Gln

val

Phe

val

Ile

610

Asn

val

Ala

Ile

ser

690

Thr

Met

Tyr

Ala

Met
770

Leu

515

Gly

Pro

Arg

Gly

Ala

595

His

Asn

Asp

ser

val

675

Asn

Glu

Tyr

Gly

Glu

755

Tyr

sSer

Leu

Phe

ASp

Ala

val

Thr

Tyr

660

Ala

Asn

val

Ile

Ser

740

Gln

Lys

Thr

Thr

GIn

Pro

565

val

Leu

ASp

Phe

ser

645

His

Tyr

Thr

Met

Cys

725

Phe

Asp

Thr

ASp

Gly

Lys

Ser

Tyr

Gln

GlIn

630

Tyr

Thr

Thr

Ile

Pro

710

Gly

Cys

Ara

Pro
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Leu

‘thr

535

Phe

Thr

val

GlIn

Leu

615

Thr

Glu

val

Met

Ala

695

val

Asp

Thr

Asn

Thr
775

Ile
520
Gly
Gly

Ser

Ile

GIn

Cys

ser

Ser

680

Ile

Ser

ser

Gin

Thr

760

Leu

Lys

val

Arg

Gglu

Thr

585

val

Pro

Ala

Asp

Leu

665

Leu

Pro

Met

Thr

Leu

745

Arg

Lys

89

Asn

Leu

Asp

Ile

570

Pro

Asn

Ala

Gly

Ile

650

Leu

Gly

Thr

Ala

Glu

730

Asn

Glu

Tyr

GIn

Thr

val

355

Leu

Gly

Cys

Trp

Cys

635

Pro

Arg

Ala

Asn

LYS

Cys

Arg

val

Phe

Cys

Pro

540

ser

Asp

Thr

Thr

620

Leu

Ile

ser

ASp

Phe

700

Thr

Ala

Ala

Phe

val

525

ser

ASp

Ile

Ash

Asp

Ile

Ile

Gly

Thr

ser

685

sSer

Ser

Asn

Leu

Ala

765

Gly

Asn

Ser

Phe

ser

Ala

590

val

TYr

Gly

Ala

Ser

670

ser

Tle

val

Leu

ser

750

Gln

Phe

Phe

Lys

Thr

Pro

575

Ser

sSer

ser

Ala

ser

Asp

Leu

735

Gly

val

Asn

Asn

Arg

ASp

560

Cys

Ser

Thr

Thr

Glu

640

Ile

Lys

Ala

Ile

Cys

720

Leu

Ile

Lys

Phe
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ser GIn Ile Leu Pro Asp Pro Leu Lys Pro Thr Lys Arg Ser Phe Ile
785 790 . 795 800

Glu Asp Leu Leu Phe Asn Lys val Thr Leu Ala Asp Ala Gly Phe met
805 810 815

Lys GIn Tyr gw Glu Cys Leu Gly Asp 1le Asn Ala Arg Asp Leu Ile

Cys Ala GIn Lys Phe Asn Gly Leu Thr val Leu Pro Pro Leu Leu Thr
835 840 345

Asp Asp Met Ile Ala Ala Tyr Thr Ala Ala Leu val Ser Gly Thr Ala
850 855 860

Thr Ala Gly Trp Thr Phe Gly Ala Gly Ala Ala Leu Gln Ile Pro Phe
865 870 875 880

Ala Met GIn Met Ala Tyr Arg Phe Asn Gly Ile Gly val Thr Gln Asn
885 890 §95

val Leu Tyr Glu Asn GIn Lys GIn Ile Ala Asn GIn Phe Asn Lys Ala
200 905 910

Ile ser GIn Ile GIn Glu Ser Leu Thr Thr Thr Ser Thr Ala Leu Gly
915 920 925

Lys Leu Gln Asp val val Asn GIn Asn Ala GIn Ala Leu Asn Thr Leu
930 935 940

val Lys GIn Leu Ser Ser Asn Phe Gly Ala Ile Ser Ser val Leu Asn
945 950 as55 960

Asp ITe Leu Ser Arg Leu Asp Lys val Glu Ala Glu val Gln Ile Asp
965 970 975

Arg Leu Ile Thr Gly Arg Leu GIn Ser Leu GIn Thr Tyr val Thr Gln
980 985 290

Gln Leu Ile Arg Ala Ala Glu Ile Arg Ala Ser Ala Asn Leu Ala Ala
995 1000 1005

Thr Lys Met Ser Glu Cys val Leu Gly GIn Ser Lys Arg val Asp
1010 1015 1020

Phe Cys Gly Lys Gly Tyr His Leu Met Ser Phe Pro GlIn Ala Ala
- 1025 1030 1035

Pro His Gly val val pPhe Leu His val Thr Tyr val Pro Ser GlIn
1040 1045 1050

90



<210> 4

Glu

Ala

Trp

Thr

Ile

Ser

Pro

val

Asn

Glu

Ala

Met

ser

Gly

<211> 3943
<212> ADN

<213> CORONAVIRUS

<400> 4

Arg
1055

Tyr
1070

Phe
1085

AsSp
1100

Ile
1115

Phe
1130

Asp
1145

Asn
1160

Leu
1175

Gln
1190

Thr
1220

Cys
1235

val
1250

Asn

phe

Ile

Asn

Asn

Lys

val

AsSn

Tyr

Leu

Ser

Cys

Lys

Phe

Pro

Thr

Thr

Asn

Glu

Asp

Gln

Glu

Ile

Ile

Cys

Lys

Leu

Thr

Arg

Gln

Phe

Thr

Glu

Leu

LYS

Ser

Lys

Ala

Cys

Phe
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Thr

Glu

Arg

val

va'l

Leu

Gly

Glu

Leu

Trp

Ile

Ser

Asp

Tyr

Ala
1060

Gly
1075

Asn
1090

Ser
1105

TYr
1120

Asp
1135

Asp
1150

Ile
1165

Ile
1180

Pro
1195

val
1210

Glu
1240

Thr
1255

Pro

val

Phe

Gly

Asp

Lys

Ile

Asp

ASp

Trp

Met

Leu

Asp
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Ala

Phe

Phe

Asn

Pro

Tyr

Ser

Arg

Leu

Tyr

val

Lys

Asp

Ile

val

Ser

cys

Leu

Phe

Gly

Leu

GIn

val

Thr

Gly

Ser

Cys

Phe

Pro

AsSp

GlIn

Lys

Ile

Asn

Gglu

Trp

Ile

Ala

Glu

His
1065

Asn
1080

GIn
1095

val
1110

Pro
1125

Asn
1140

Asn
1155

Glu
1170

Leu
1185

Ley
1200

Leu
1215

Cys
1230

Pro
1245

Glu

Gly

Ile

val

Glu

His

Ala

val

Gly

Gly

Leu

Ser

val

Gly

Thr

Ile

Ile

Leu

Thr

ser

Ala

LysS

Phe

Cys

Cys

Leu

Ly¥s

ser

Thr

Gly

ASp

Ser

val

Lys

Tyr

Ile

Cys

Gly

Lys



ctcttctgga
atattcttgt
gtggtagtyga
dacatacttc
tttatttaac
ttaatcatac
cagagaaatc
agtcggtgat
tgtgtgacaa
tattcgataa
tttcagaaaa
ggtttctcta
gttttaacac
gagccattct
attttgttgg
tcacagatgc
gctttgagat
atgttgtgag
ctaaattccc
actctgtgct
ctaagttgaa
atgatgtaag
tgccagarga
caactogtaa
agagagacat
ttaattgtta
aaccttacag
gaccaaaatt
tcactggtac
gccgtgatgt
acatttcacc
ctgaagttgc
cagatcaact

aagcaggctg

aaaaggtagg
taacaactaa
ccttogaccag
atctatgagg
tcaggattta
gtttggcaac
aaatgttgtc
tattattaac
ccoctttettt
tgcatttaat
gtcaggtaat
tgtttataag
tttgaaacct
tacagccttt
ctatttaaag
tgttgattgt
tgacaaagga
attccctaat
ttctgtctat
ctacaactca
tgatctttgce
acaaatagcg
tttcatgagt
ttataattat
atctaatgtg
ttggccatta
agttgtagta
atccactgac
tggtgtgtta
ctctgatttc
ttgctctitt
tgttctatat
cacaccagct

tcttatagga
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cttatcatta
acgaacatgt
tgcaccactt
ggggtttact
trtcttccat
cctgtcatac
cgtggttggy
aattctacta
gctgtttcta
tgcacttteg
tttaaacact
ggctatcaac
atttttaagt
tcacctgcte
ccaactacat
tctcaaaatc
atttaccaga
attacaaact
gcatgggaga
acattttttt
ttctccaatg
ccaggacaaa
tgtgtccttyg
aaatataggt
cctrrctecce
aatgattatg
ctttcttttg
cttattaaga
actccttcert
actgattccg
gggggtgtaa-
caagatgtta
tggcgcatat
gctgagcatyg

gagaaaacaa
ttatttrctt
ttgatgatgt
atcctgatga
tttattctaa
cttttaagga
tttttggttc
atgttgttat
aacccatgygg
agtracatatc
tacgagagtt
ctatagatgt
tgectcttygg
aagacatttg
ttatgctcaa
cacttgctoga
cctctaattt
tgtgtccttt
gaaaaaaaat
caacctttaa
tctatgcaga
ctggtgttat
cttggaatac
atcttagaca
ctgatggcaa
gtttttacac
aacttttaaa
accagtgtgt
caaagagatt
ttcgagatcc
gtgtaattac
actgcactga
attctactgg

tcgacacttc
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cagagttgtg
attatttctt
tcaagctcct
aatttttaga
tgttacaggg
tggtatttat
taccatgaac
acgagcatgt
tacacagaca
tgatgccttt
tgtgtttaaa
agttcgtgat
tattaacatt
gggcacgtca
gtatgatgaa
actcaaatgc
cagggttgtt
tggagaggtt
ttctaattgt
gtgctatagc
ttcttttgta
tgctgattat
taggaacatt
tggcaagctt
accttgcacc
cactactggc
tgcaccggceg
caattttaat
tcaaccattt
taaadacatct
acctggaaca
tgtttctaca
aaacaatgta

ttatgagtgce

gtttcaagtyg
actctcacta
aattacactc
tcagacactc
tttcatacta
tttgctgcca
aacaagtcac
aactttgaat
catactatga
tcgcttagatg
aataaagatg
ctaccrtctg
acaaatttta
gcrgcagect
aatggtacéa
tctgttaaga
ccectcaggag
tttaatgcta
gttgctgatt
gtttctgcca
gtcaagggag
aattataaat
gatgctactt
aggccecetttg
ccacctgcetc
attggctacc
acggtttgtg
tttaatggac
caacaatttg
gaaatattag
aatgcttcat
gcaatccatg
ttccagactc

gacattccta

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1330
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
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ttggagctgy catttgtgct agttaccata cagtttctit attacgtagt actagccaaa 2100
aatctattgt ggcttatact atgtctttag gtgctgatag ttcaattgct tactctaata 2160
acaccattgc tatacctact aacttttcaa ttagcattac tacagaagta atgcctgttt 2220
ctatggctad aacctccgta gattgtaata tgtacatctg cggagattct actgaatgtg 2280
ctaatttgct tctccaatat ggtagctttt gcacacaact aaatcgtgca ctctcaggta 2340
ttgctgctga acaggatcge aacacacgtg aagtgitcgce tcaagtcaaa caaatgtaca 2400
aaaccccaac tttgaaatat tttggtggtt ttaatttttc acaaatatta cctgaccctc 2460
taaagccaac taagaggtct tttattgagg acttgctctt taataaggtg acactcgctg 2520
atgctggctt catgaagcaa tatggcgaat gcctaggtga tattaatgct agagatctca 2580
tttgtgcgca gaagttcaat gggcttacag tgttgccacc tctgctcact gatgatatga 2640
ttgctgecta cactgctgct ctagttagtg gtactgccac tgctggatgg acatttggtg 2700
ctggcgetge tettcaaata ccttitgcta tgcaaatggc atataggttc aatggcattg 2760
gagttaccca aaatgttcic tatgagaacc aaaaacaaat cgccaaccaa tttaacaagg 2820
cgattagtca aattcaagaa tcacttacaa caacatcaac tgcattgggc aagctgcaag 2880
acgttgttaa ccagaatgct caagcattaa acacacttgt taaacaactt agctctaatt 2940
ttggtgcaat ttcaagtogtg ctaaatgata tTcctttcgcg acttgataaa gtcgaggcgg 3000
aggtacaaat tgacaggcta attacaggca gacttcaaag ccttcaaacc tatgtaacac 3060
aacaactaat cagggctgct gaaatcaggg cttctgetaa tettgctgct actaaaatgt 3120
ctgagtgtgt tcttggacaa tcaaaaagag ttgacttttg tggaaagggc taccacctta 3180
tgtccttcec acaagcagee ccgcatgotg ttgtcttect acatgtcacg tatgtgccat 3240
cccaggagag gaacttcacc acagcgccag caatttgtca tgaaggcaaa gcatacttcc 3300
ctcgtgaagg tgtttttotg tttaatggca cttcttggtt tattacacag aggaacttct 3360
tttctccaca aataattact acagacaata catttgtctc aggaaattgt gatgtcgtta 3420
ttggcatcat taacaacaca gtttatgatc ctctgcaacc tgagetigac tcattcaaag 3480
aagagctgga caagtacttc aaaaatcata catcaccaga tgttgatctt ggcgacattt 3540
caggcattaa cgcttctgtc gtcaacattc aaaaagaaat tgaccgcctc aatgaggtcg 3600
ctaaaaattt aaatgaatca ctcattgacc ttcaagaatt gggaaaatat gagcaatata 3660
ttaaatggcce ttggtatgtt tggctcggct tcattgetgg actaattgec atcgtcatgg 3720
ttacaatctt gctttgttgc atgactagit gttgcagttg cctcaagggt gcatgctctt 3780
gtggttcttyg ctgcaagttit gatgaggatg actctgagcc agttctcaag ggtgtcaaat 3840
tacattacac ataaacgaac ttatggattt gtttatgaga ttttttactc ttggatcaat 3900
tactgcacag ccagtaaaaa ttgacaatgc ttctcctgca agt 3943

<210>5

<211> 2049

<212> ADN

93
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<213> CORONAVIRUS

94

<400> 5
ctcttctgga aaaaggtagg cttatcatta gagaaaacaa cagagttgtg gtttcaagtg 60
atattcttgt taacaactaa acgaacatgt trtattttctt attatttctt actctcacta 120
gtggtagtga ccttgaccgg tgcaccactt ttgatgatgt tcaagctcct aattacactc 180
aacatactic atctatgagdg ggggittact atcctgatga aatttttaga tcagacactc 240
tttatttaac tcaggattta tttcttccat tttattctaa tgttacaggg tttcatacta 300
ttaatcatac gtttggcaac cctgtcatac cttttaagga tggtatttat tttgctgcca 360
cagagaaatc aaatgttgtc cgtggttggg tttitggttc taccatgaac aacaagtcac 420
agtcggtgat tattattaac aattctacta atgttgttat acgagcatgt aactttgaat 480
tgtgtgacaa cccttteotit getgtttcta aacccatggg tacacagaca catactatga 540
tattcgataa tgcatttaat tgcactttcg agtacatatc tgatgecttt tcgcttgatg 600
tttcagaaaa gtcaggtaat tttaaacact tacgagagtt tgtgtttaaa aataaagatg 660
ggtttctcta tgtttataag ggctatcaac ctatagatgt agttcgtgat ctaccttctg 720
gtrtttaacac tttgaaacct atttttaagt tgcctcttgg tattaacatt acaaatttta 780
gagccattct tacagccttt tcacctgotc aagacatttg gggcacgtca gctgcagect 840
attttgttgg ctatttaaag ccaactacat ttatgctcaa gtatgatgaa aatggtacaa 900
tcacagatgc tgttgattgt tctcaaaatc cacttgctga actcaaatgc tctgttaaga 960
gctttgagat tgacaaagga atttaccaga cctctaattt cagggttgtt ccctcaggag 1020
atgttgtgag attccctaat attacaaact tgtygtccttt tggagaggtt tttaatgcta 1080
ctaaattcce ttctgtctat gcatgggaga gaaaaaaaat ttctaattgt gttgctgatt 1140
actctgtget ctacaactca acattttttt caacctttaa gtgctatggce gtttctgcca 1200
ctaagttgaa tgatctttgc tictccaatg tctatgcaga ttcttttgta gtcaagggag 1260
atgatgtaag acaaatagcg ccaggacaaa ctggtgttat tgctgattat aattataaat 1320
tgccagatga tttcatgggt tgtgtccttg cttggaatac taggaacatt gatgctactt 1380
caactggtaa ttataattat aaatataggt atcttagaca tggcaagctt aggccctttg 1440
agagagacat atctaatgtg cctttctccc ctgatggcaa accttgcacc ccacctgetce 1500
ttaattgtta ttggccatta aatgattatg gtttttacac cactactggc attggctacc 1560
aaccttacag agttgtagta ctttcttttg aacttttaaa tgcaccggcc acggtttgtg 1620
gaccaaaatt atccactgac cttattaaga accagtgtgt caattttaat tttaatggac 1680
tcactggtac tagtgtgtta actcctictt caaagagatt tcaaccattt caacaatttg 1740
gccgtgatgt ctctgatttc actgattccg ttcgagatcc taaaacatct gaaatattag 1800



acatttcacc ttgctcttrt
ctgaagttgc fgttctatat
cagatcaact cacaccagct
aagcaggctg tcttatagga
ttggagctg

<210> 6

<211> 2027

<212> ADN

<213> CORONAVIRUS

<400> 6

catgcagatc
actcaagcag
cctattggag
caaaaatcta
aataacacca
gtttctatgg
tgtgctaatt
ggtattgctg
tacaaaaccc
cctctaaagc
gctgatgctg
ctcattrgtg
atgattgctg
ggtgctggeg
attggagtta
aaggcgatta
caagacgttg
aattttggtg
gcggaggtac
acacaacaac
atgtctgagt
cttatgtcct

ccatcccagg

aactcacacc
gctgtcttat
ctggcatttg
ttgtggetta
ttgctatacc
ctaaaaccte
tgcttctcca
ctgaacagga
caactttgaa
caactaagag
gcttcatgaa
cgcagaagtt
cctacactgc
ctgctctteca
cccaaaatgt
gtcaaattca
ttaaccagaa
caatttcaag
aaattgacag
taatcagggc
gtgttcttgg
tcccacaagce

agaggaactt
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gggggtgtaa
caagatgtta

tggcgcatat
gctgagcatg

agcttggegce
aggagctgag
tgctagttac
tactatgtct
tactaactit
cgtagattgt
atatggtagc
tecgcaacaca
atattttggt
gtcttttatt
gcaatatgac
caatgggctt
tgctctagtt
aatacctttt
tctctatgag
agaatcactt
tgctcaagca
tgtgctaaat
gttaattaca
tgctgaaate
acaatcaaaa
agccccgeat

caccacagcg

gtgtaattac
actgcactoa
attctactgg

tcgacacttc

atatattcta
catgtcgaca
catacagttt
ttaggtactg
tcaattagea
aatatgraca
ttttgcacac
cgtgaagtgt
ggttttaatt
gaggacttgce
gaatgcctag
acagtgttge
agtggtactg
gctatgcaaa
aaccaaaaac
acaacaacat
ttaaacacac
gatatcecttt
ggcagacttc
agggettctg
agagttgact
gotgttgtct

ccagcaattt
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acctggaaca
tgtttctaca
aaacaatgta

ttatgagtgc

ctggaaacaa
cttcttatga
ctrtatrtacg
atagttcaat
ttactacaga
tctgcggaga
aactaaatcqg
tcgctcaagt
tttcacaaat
tctttaataa
gtgatattaa
cacctctget
ccactgctgg
tggcatatag
aaatcgccaa
caactgeatt
ttgttaaaca
cgcgacttga
aaagccttca
Ctaatcttgc
tttgtggaaa
tcctacatgt

gtcatgaagg

aatgcttcat
gcaatccatg
ttccagactc

gacattccta

tgtattccag
gtgcgacatt
tagtactagc
tgcttactct
agtaatgcct
ttctactgaa
tgcactctca
caaacaaatg
attacctgac
ggtgacactc
fgctagagat
cactgatgat
atggacattt
gttcaatggc
ccaatttaac
gggcaagcetg
acttagctct
taaagtcgag
aacctatgta
tgctactaaa
gggctaccac
cacgtatgtyg

caaagcatac

1860
1920
1980
2040
2049

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1030
1140
1200
1260
1320
1380



ttcectegty
ttcttrtctc
gttattggcg
aaagaagagc
atttcaggca
gtcgctaaaa
tatattaaat
atggttacaa
tctigtagtt
aaattacatt

caattactgc

<210>7

<211> 1096
<212> ADN
<213> CORONAVIRUS

<400> 7

tcttgctttg
cttgctgcaa
acacataaac
acagccagta
accgctacaa
ttttcagagce
gggcttccag
gcttgteget
acaatgcatc
Caagaaccca
ctactgtata
ttcaacacca
aggtgttaaa
gtctacacaa
gcttgttaaa
taatccagca
agcacaagaa
aatagttaat

catccttact

aaggtgtttt
cacaaataat
tcattaacaa
tggacaagta
ttaacgettce
atttaaatga
ggccttggta
tcttgetttg
cttgcrgcaa
acacataaac

acagccagta

ttgcatgact
gtttgatgag
gaacttatgg
aaaattgaca
gcctcactee
gctaccaaaa
ttcatttgca
gcaggtatgg
aacgcatgta
ttactttatg
ccatataaca
aaactcaaag
gactatgtcg
attactacag
gacccaccga
atggatccaa

agtgagtacyg
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tgtgtttaat
tactacagac
cacagtttat
cttcaaaaar
tgtcgtcaac
atcactcatt
tgtttggctc
ttgcatgact
gtttgatgag
gaacttatgg

aaaattgaca

agttgttgca
gatgactctg
atttgtttat
atgettetec
ctttcggatg
taattgcgcet
atttactgct
aggcgcaatt
gaattattat
atgccaacta
gtgtcacaga
aagactacca
ttgtacatgg
acactggtat
atgtgcaaat
tttatgatga

aacttatgta

agcgtactre ttrttcttge

gcgett

ggcacttctt
aatacatttg
gatcctctge
catacatcac
attcaaaaag
gaccttcaag
ggctteattg
agttgttyca
gatgactctg
atrtgtttat

atgcticice

gttgceteaa
agccagttct
gagatttttt
tgcaagtact
gcttgttatt
caataaaaga
gctatttgtt
tttgtacctc
gagatgtigg
ctttgtttge
tacaattgtc
aattggtggt
ctatttcacc
tgaaaatgct
acacacaatc
gccgacgacy
ctcattcgtt

Tttcgtaggta
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ggtttattac
tctcaggaaa
aacctgagct
cagatgttga
aaattgaccg
aattgggaaa
ctggactaat
gttgcctcaa
agccagttct
gagatttttt

tgcaagt

gggtgcatgce
caagggtgtc
actcttggat
gttcatgcta
ggcgttgcat
tggcagctag
accatctatt
tatgccttga
ctttgttgga
tggcacacac
gttactgaag
tattctgagg
gaagtttact
acattcttca
gacggctctt
actactagcg
tcggaagaaa

ttcttgctag

acagaggaac
ttgtgatgtc
tgactcattc
tcttggcgac
cctcaatgag
atatgagcaa
tgccatcgtc
gggtgcatgc
caagggtgrc

actcttggat

tcttgtggtt
aaattacatt
caattactgc
cagcaacgat
ttcttgetgt
ccctttataa
cacatctttt
tatattttct
agtgcaaatc
ataactatga
gtgacggcat
ataggcactc
accagcttga
tctttaacaa
caggagttgc
tgcectttgra

caggtacgtt

tcacactagce

1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2027

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
800
960

1020
1080
1096
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<210> 8

<211> 1135

<212> ADN

<213> CORONAVIRUS

<400> 8
attgccatcg tcatggttac aatcttgctt tgttgcatga ctagttgttg cagttgcctc 60
aagggtgcat gctcttgtgg ttcottgetge aagtttgatg aggatgactc tgagcecagrtt 120
ctcaagggtg tcaaattaca ttacacataa acgaacttat ggatttgttt atgagatttt 180
ttactcttgg atcaattact gcacagccag taaaaattga caatgettcet cctgcaagta 240
ctgttcatgc tacagcaacg ataccgctac aagcctcact ccctitcgga tggcettgtta 300
ttggcgttge atttcttget gtttttcaga gecgctaccaa aataattgecg ¢tcaataaaa 360
gatggcagct agccctitat aagggetitcc agttcatttg caatttactg ctgctatttg 420
ttaccatcta ttcacatctt ttgettgtcg ctgcaggtat ggaggcgcaa trtttgtacc 480
tctatgectt gatatatttt ctacaatgca tcaacgcatg tagaattatt atgagatgtt 540
ggctttgttg gaagtgcaaa tccaagaacc cattacttta tgatgccaac tactttgttt 600
gctggcacac acataactat gactactgta taccatataa cagtgtcaca gatacaattg 660
tcgttactga aggtgacggce atttcaacac caaaactcaa agaagactac caaattggtg 720
gttattctga ggataggcac tcaggtgtta aagactatgt cgttgtacat ggctatttca 780
ccgaagttta ctaccagctt gagtctacac aaattactac agacactggt attgaaaatg 840
ctacattctt catctttaac aagctigtta aagacccacc gaatgtgcaa atacacacaa 900
tcgacggctc ttcaggagtt gctaatccag caatggatcc aatttatgat gagccgacga 960
cgactactag cgtgcctttg taagcacaag aaagtgagta cgaacttatg tactcattcg 1020
tttcggaaga aacaggtacg ttaatagtta atagcgtact tetttttett getttcgtgg 1080
tattcttget agtcacacta gccatcctta ctgegettcg attgtgtgeg tactg 1135

<210>9

<211> 1096

<212> ADN

<213> CORONAVIRUS

<220>

<221> CDS

<222> (137)..(958)

<223>

<400> 9

97
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tcttgetttg ttgcatgact agttgttgca gttgcctcaa gggtgcatge tettgtggtt
cttgctgcaa gtttgatgag gatgactctg agccagttct caagggtgtc aaattacatt

acacataaac gaactt atg gat ttg ttt atg aga ttt ttt act ctt gga tca
Met Asp Leu Phe Met Arg Phe Phe Thr Leu Gly Ser
1 5 10

att act gca cag cca gta aaa att gac aat gct tct cct gca agt act
Ile Thr ﬂa Gln Pro val Lys 3_3:1e Asp Asn Ala ser Ego Ala ser Thr
0

gtt cat gct aca gca acg ata ¢cg cta caa gcc tca Cre CCt ttc gglqa
val Hg’)s Ala Thr Ala Thr %‘Sle Pro teu Gln Ala Ser Leu Pro Phe Gly
3 40

tgg ctt gtt att g?c gtt gca Tttt ctt gct gtt ttt cag age gct acc
Igp Leu val Ile Gly \5181 Ala Phe Leu Ala \512511 Phe Gln Ser Ala ggr

aaa ata att gcg ctc aat aaa aga tgg cag cta gcc ctt tat aag ggI;c
Lys Ile Ile Ala Leu Asn Lys Arg Trp GIn Leu Ala Leu Tyr Lys Gly
65 70 75

ttc cag ttc att tgc aat tta ctg ctg cta ttt gtt acc atc tat tca
Phe GIn Phe gg)e Cys Asn Leu Leu Leu Leu Phe val Thr é'ée Tyr Ser
85

cat Ctt ttg ctt gtg ggt gca g?t atg gag gcg caa ttt ttg tac ctc
His Leu |§eu Lteu val Ala Ala GO% Met Glu Ala G1n ;}ag Lel Tyr Leu
5 1

tat gcc tig ata tat Tttt cta caa tgc atc aac gca tgt aga att att
Tyr Ala Leu Ile Tyr Phe Leu Gln Cys Ile Asn Ala Cys Arg Ile Ile
110 115 120

atg aga tgt tgg ctt tgt tgg aag tgc aaa tcc aag aac cca tta ctt
Met Arg Cys Trp Leu Cys Trp Lys Cys Lys Ser Lys Asn Pro Leu Leu
125 130 135 140

tat gat gcc aac tac ttt gtt tgce tgg cac aca cat aac tat gac tac
Tyr Asp Ala Asn '{yr‘ Phe val Cys Trp His Thr His Asn Tyr Asg Tyr
45 150 15

tgt ata cca tat aac agt gtc aca gat aca att gtc gtt act gaa ggt
Cys Ile Pro Tyr Asn Ser Val Thr Asp Thr ITe val val Thr Glu Gly
160 165 i70

gac gglgc att tca aca cca aaa ctc aaa gaa gac tac caa att ggt ggt
Asp Gly Ile Ser Thr Pro Lys igg Lys Glu Asp Tyr Gln Ile Gly Gly
173 185

tat tct gag gat agg cac tca g(_?t gtt aaa gac tat gtc gtt gta cat
Tyr igg Glu Asp Arg His igg Gly val Lys Asp Tyr val val val His
200

ggl;c tat ttc acc gaa gtt tac tac cag ctt gag tct aca caa att act
Gly Tyr Phe Thr Glu val Tyr Tyr Gin Leu Glu Ser Thr Gin Ile Thr
205 210 215 220

98

60

120

172

220

263

316

364

412

460

508

556

604

652

700

748

796



aca
Thr

gtt
val

2ty

act
Thr

gac
Asp

aaa
LysS

gtt
val

act
Thr
270

act
Thr

gac
Asp

gct
Ala
255

agc
ser

&

cca
Pro
240

aat
Asn

gt
Va

att
Ile
225

ccg
Pro

cca
Pro

cct
Pro

gaa
Glu

aat
Asn

gca
Ala

ttg
Leu
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aat gct
Asn Ala

gtg caa
val GIn

atg gat
Met Asp
260

taagcacaag aaagtgagta cgaacttatg

aca
Thr

ata
Ile
245

cca
Pro

ttc
Phe
230

cac
His

att
Ile

ttc
Phe

aca
Thr

tat
Tyr

tactcattcg tttcggaaga aacaggtacg ttaatagtta

gctttcgtgg tattcttgct agtcacacta gccatcctta

<210> 10

<211> 274
<212> PRT
<213> CORONAVIRUS

<400> 10

Met Asp Leu

1

Pro

Ala

Gly

Leu

65

Cys

val

Tyr

Leu

val

Thr

val

50

Asn

Asn

Ala

phe

Cys
130

Lys

Ile

35

Ala

LYs

Leu

Ala

Leu

115

Trp

Phe

Ile

20

Pro

rhe

Arg

Leu

Gly

100

G1n

Lys

Met

Asp

Leu

Leu

Trp

Leu

85

Met

Cys

Cys

Arg Phe
Asn Ala
GIn Ala
Ala val
55

GIn Leu
70

Leu Phe
Glu Ala

ITe Asn

Lys Ser
135

Phe

ser

ser

40

Phe

Ala

val

Gln

Ala

120

Lys

Thr

Pro

25

Leu

Gin

Leu

Thr

Phe

105

Cys

Asn

99

Leu

10

Ala

Pro

ser

Tyr

Tle

90

LLeu

Arg

Pro

atc
ile

atc
Ile

gat
Asp

Tttt
Phe

gac
Asp

gag
Glu
265

dac
Asn

&y
250

ccg
Pro

aag
LyS
235

tct
Ser

acg
Thr

ctt
Leu

tca
Ser

acg
Thr

atagcgtact tctttttctt

ctgcgett

Gly

Ser

Phe

Ala

Lys

Tyr

Tyr

Ile

Leu

Ser

Thr

Gly

Thr

60

Gly

ser

Leu

Ile

Leu
140

Ile

val

Trp

45

Lys

Phe

His

Tyr

Met

125

Tyr

Thr

His

30

Leu

Ile

GIn

Lau

Ala

110

Arg

Asp

Ala

15

Ala

val

Ile

Phe

Leu

95

Leu

cys

Ala

GlIn

Thr

Ile

Ala

Ile

80

Leu

Ile

Trp

Asn

844

892

240

0988

1048
1096



Tyr
145

Asn

Thr

Arg

Glu

Ile

225

Pro

Pro

Pro

<210> 11
<211> 1096
<212> ADN

Phe

Ser

Pro

His

val

210

Glu

Asn

Ala

Leu

val

val

Lys

Ser

195

Tyr

Asn

val

Met .

<213> CORONAVIRUS

<220>
<221> CDS

<222> (558)..(1019)

<223>

<400> 11

Cys

Thr

Leu

180

Gly

Tyr

Ala

GlIn

Asp
260

tcttgctttg
cttgctgcaa
acacataaac
acagccagta

accgctacaa

ttgcatgact
gtttgatgag
gaacttatgg
aaaattgaca

‘gceteactec
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His Thr

150

Trp

Asp Thr Ile

Lys Glu Asp

val Lys Asp

Glu
215

Gln Leu

Phe
230

Thr Phe

Ile His Thr

245

Pro Ile Tyr

agttgttgca
gatgactctg
atttgtttat
atgcttcteg

ctttcggatg

His Asn

val val

Tyr

Thr

Asp
155

Glu

170

Gln
185

Tyr

Tyr val val

Ser Thr Gln

Ile Phe Asn

Ile Asp

Glu

AsSp
265

gttgcctcaa
agccagttct
gagatttttr
tgcaagtact
gcttgttatt

100

Ile

Gly

val

Ile

ser

Thr

Tyr

Gly

Gly

His

Thr

220

Leu

Ser

Thr

Cys

Asp

Tyr

Gly

Thr

val

Gly

Thr

Ile

Gly

Ser

190

Tyr

Asp

Lys

val

Thr
270

Pro

Ile

175

Glu

Phe

Thr

Asp

Ala

ser

Asp

Thr

Gly

Pro

240

Asn

val

gggtgcatgc
caagggtgtc
actcttggat
gttcatgcta
ggcgttgcat

tettgtggtt
aaattacatt
caattactgc
cagcaacgat

ttcttgetgt

60
120
180
240
300
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ttttcagagc gctaccaaaa taattgcgct caataaaaga tggcagctad

gggcrtccag ttcatttgca atttactgct gctatttgtt accatctatt

gcttgtcget gcaggtatgg aggcgcaatt ttigtacctc tatgccttga

acaatgcatc aacgcatgta gaattattat gagatgttgg ctttgttgga

caagaaccca ttacttt atg atg cca act act ttg ttt act ¢
Met Met Pro Thr Thr Leu Phe Ala G
1 5

ata act atg act act
Ile Thr Met Thr Thr
15

tcg tta ctg aag gt
Ser Leu Leu Lys Va
30

acc aaa ttg gtg gtt
Thr Lys Leu val val
45

atg tcg ttg tac atg
ggt ser Leu Tyr Met

cta cac aaa tta cta
Leu His Lys Leu Leu
80

tct tta aca agc ttg
Ser Leu Thr Ser Leu
95

tcg acg gct ctt cag
Ser Thr Ala Leu Gln
110

atg agc cga cga cga
Met igg Arg Arg Arg

agt acg aac tta tgt
Ser Thr Asn Leu Cys
140

gta tac
val Tyr

acg gca
Thr Ala

att ctg
Ile Leu
50

gct att
Ala Ile
65

cag aca
GIn Thr

tta aag
Leu Lys

gag ttg
Glu Leu

cta cta
Leu Leu
130

act cat
Thr His
145

cat
His

Tttt
Phe
35

agg
Arg

tca
ser

ctg
Leu

acc
Thr

cta
Leu
115

gcg
Ala

tcg
Ser

ata
Ile
20

caa
GlIn

ata
Ile

ccg
Pro

gta
val

cac
His
100
atc
Ile

tgc
Cys

tit
Phe

aca
Thr

cac
His

sty

aag
Lys

ttg
Leu
85

cga
Arg

cag
Gin

ctt
Leu

cgg
Arg

Val

caa
Gln

act
Thr

ttt
Phe
70

aaa
Lys

atg
Met

caa
Gln

tgt
cys

aag
LyS
150

taatagttaa tagcgtactt ctttttcttg ctttcgtggt

ccatccttac tgegett

<210> 12

<211> 154

<212> PRT

<213> CORONAVIRUS

<400> 12

nlnet Met Pro Thr 'Srhr Leu Phe Ala Gly Thr His Ile Thr Met Thr Thr

101

10

tca
ser

aac
Asn

cag
GIn
55

act
Thr

atg
Met

tgc
Cys

tgg
Trp

aag
Lys
135

aaa
LYysS

attcttgeta gtcacactag

cag
G1n

tca
ser
40

gt
va

acc
Thr

cta
Leu

aaa
Lys

atc
Ile
120

cac
H1s

cag
GlIn

ccctttataa
cacatctttt
tatattttct
agtgcaaatc

aca cac

?; Thr His

ata
ile
25

aag
Lys

tta
Leu

agce
Ser

cat
His

tac
TYr
105

caa
Gln

aag
LysS

gta
val

10

caa ttg
G1n Leu

aag act
Lys Thr

aag act
Lys Thr

ttg agt
Leu Ser
75

¢t tCa
Ser ser
90

aca caa
Thr G1In

ttt atg
Phe Met

aaa gt
Lys Va

cgt
Arg

15

360

420

480

540

590

638

686

734

782

830

878

926

974

1019

1079
1096



val Tyr

Thr Ala

Ile Leu
50

Ala Ile
65

GIn Thr

Leu Lys

Glu Leu

Leu Leu
130

Thr His
145

<210> 13
<211> 332
<212> ADN

His

Phe

35

Ara

ser

Leu

Thr

Leu

115

Ala

ser

<213> CORONAVIRUS

<220>

<221> CDS
<222> (36)..(263)
<223>

<400> 13

Ile

20

GlIn

Ile

Pro

val

His

100

Ile

cys

Phe

Thr

His

Gly

Lys

Leu

85

Arg

Gln

Leu

Arg
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val

Gln

Thr

Phe

70

Lys

Met

Gln

Cys

LYsS

ser

ASn

Gln

55

Thr

Met

cys

Trp

135

Lys

Gin

Ser

40

val

Thr

Leu

Lys

Ile

120

His

Gln

Ile

25

LysS

Leu

ser

His

Tyr

105

GIn

Lys

val

Gln

Lys

Lys

Leu

Ser

90

Thr

Phe

Lys

Arg

Leu

Thr

Thr

ser

75

ser

Gln

Met

val

ser

Thr

Met

60

Leu

sSer

Ser

Met

Ser
140

Leu

His

Leu

Thr

Ser

125

Thr

Leu

30

Leu

Leu

Lys

Thr

Ala

110

Arg

Asn

Lys

val

Tyr

Leu

ser

95

Leu

Arg

Leu

tgcctttgta agcacaagaa agtgagtacg aactt atg tac tca ttc gtt tcg
?et Tyr Ser Phe ga1 ser

gaa gaa aca ggt acg tta ata gtt aat agc gta ctt ctt ttt ctt gct
Glu Glu Thr Gly Thr Leu Ile val Agn ser val Leu Leu Phe Leu Ala

ttc gt
Phe va

0

102

gta ttc ttg cta gtc aca cta gcc atc ctt act gcg ctt cga
val pPhe Leu Leu val Thr Leu Ala Ile Leu Thr Ala Leu Arg

val

va’l

Met

Leu

80

Leu

GIn

Arg

Ccys

53

101

149
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25 30 35
ttg tgt gcg tac tgc tgc aat att gtt aac gtg agt tta gta aaa cca 197
Leu Cys Ala Tyr Cys Cys Asn Ile val Asn Val Ser Leu val Lys Pro
40 45 50
acg gtt tac gtc tac tcg cgt gtt aaa aat ctg aac tct tct gaa g?a 245
Thr val Tyr val Tyr Ser Arg val Lys Asn Leu Asn Ser Ser Glu Gly
55 60 65 70
att cct gat ctt ctg gtc taaacgaact aactattatt attattctgt 293
val Pro Asp Leu Leu val
75
ttggaacttt aacattgctt atcatggcag acaacggta 332
<210> 14
<211> 76
<212> PRT
<213> CORONAVIRUS
<400> 14
Met Tyr Ser Phe val Ser Glu Glu Thr Gly Thr Leu Ile val Asn Ser
1 5 10 15
val Leu Leu Phe Leu Ala Phe val \le%ﬂ Phe Leu Leu val Thr Leu Ala
30
Ile Leu Thr Ala Leu Arg Leu Cys Ala Tyr Cys Cys Asn Ile val Asn
35 40 45
val Ser Leu val Lys Pro Thr val Tyr val Tyr Ser Arg val Lys Asn
50 55 60
Leu Asn Ser Ser Glu Gly val Pro Asp Leu Leu val
65 70 75
<210> 15
<211> 332
<212> ADN
<213> CORONAVIRUS
<400> 15
tgcctttgta agcacaagaa agtgagtacg aacttatgta ctcattcgtt tcggaagaaa 60

caggtacgtt aatagttaat agcgtacttc titttcttge tttcgtggta ttcttoctag 120
tcacactage catccttact gcgcttcgat tgtgtgcgta ctgctgeaat attgttaacy 180
tgagtttagt aaaaccaacg gtttacgtct actcgcgtgt taaaaatctg aactctrtctg 240

aaggagttcc tgatcttctg gtctaaacga actaactatt attattattc tgtttggaac 300

ttraacattg Ccttatcatgg cagacaacdag ta. . 332

<210> 16
<211> 708
<212> ADN

103
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<213> CORONAVIRUS

<220>

<221> CDS
<222> (41)..(703)
<223>

<400> 16

tattattatt attctgtttg gaactttaac attgcttatc atg gca gac aac g?t 55
Met Ala Asp Asn Gly
5

act att acc gtt gag gag ¢tt aaa caa ctc ctg gaa caa tgg aac cta 103
Thr Ile Thr val Glu Glu Leu Lys GIn Lgu Leu Glu Gin Trp ggn Leu
10 1

gta ata g?t ttC cta ttc cta gce tgg att atg tta cta caa ttt gcc 151
val Ile Gly PEe Leu Phe Leu Ala Trp Ile Met Leu Leu ggn Phe Ala
2 30

tat tct aat cgg aac agg trt ttg tac ata ata aag ctt gtt ttc ctc 199
Tyr Ser Asn Arg Asn Arg Phe Leu Tyr Ile Ile Lys Leu val Phe Leu
40 45 50

tgg ctc ttg tgg cca gta aca ctt gct tgt ttt gtg ctt gct gct gtce 247
Trp Egu Leu Trp Pro val ggr Leu Ala Cys phe gg Leu Ala Ala val

tac aga att aat tgg gtg act g?c g?g att gcg att gca atg gct tgt 295
;gr Arg Ile Asn Trp gg Thr Gly Gly Ile géa Ile Ala mMet Ala ggs

att gta g?c ttg atg tgg ctt agc tac ttc gtt gct tcc ttc agg ctyg 343
Ile val Gly Leu ggt Trp Leu Ser Tyr Sge val Ala Ser Phe ggg Leu

ttt gct cgt acc cgc tca atg tgg tca ttc aac cca gaa aca aac att 391
Phe Ala Arg TBP Arg ser Met Trp Seg Phe Asn Pro Glu Thr Asn Ile
105 11 115

Ctt ctc aat gtg cct ctc ¢gg ggg aca att gtg acc aga ccg ctc atg 439
Leu Leu Asn val Pro Leu Arg Gly Thr ITe val Thr Arg Pro Leu Met
120 125 130

gaa agt gaa ctt gtc att g?t gct gtg atc att cgt g?t cac ttg c<ga 487
Glu igg Glu Leu val Ile §45 Ala val Ile Ile ézg Gly His Leu Arg

atg gcc gga cac tcc cta g%g cgc tgt gac att aag gac ctg cca aaa 535
Met Ala G?y His Ser Leu Gly Arg Cys Asp Ile Lys Asp Leu Pro Lys

104



150
gag atc act gt
Glu Ile Thr va

gcg tcg cag cgt

Ala Ser GlIn Arg

i85

tac cgt att gga

Tyr Arg Ite Gly
200

gac aat att gct

Asp Asn Ile Ala
215

<210> 17

<211> 221

<212> PRT

<213> CORONAVIRUS

<400> 17
Met Ala Asp
1

Glu GIn Trp

Leu Leu Gln
35

Lys Leu val
50

val Leu Ala
65

Ile Ala Met
Ala Ser Phe
Pro Glu Thr

115

Thr Arg pro

Arg Gly His

gct
Ala
170

gta
val

adc
Asn

ttg
Leu

Asn

Asn

20

Phe

Phe

Ala

Ala

Leu

Leu

155

aca
Thr

ety

tat
TYF

cta
Leu

Gly
Leu
Ala
Leu
val
Cys
Leu
Ile
Met

Arg

tca
Ser

act
Thr

aaa
LyS

gta
val
220

Thr

val

Tyr

Trp

Tyr

70

Ile

Phe

Leu

Glu

Met
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cga
Arg

gat
Asp

tta
Ley
205

cag
Gln

Ile

Tle

ser

Leu

55

Arg

val

Ala

Leu

Ser

135

Ala

acg
Thr

tca
Ser
190

aat
ASN

ctt
Leu
175

&

aca
Thr

taagt

Thr

Gly

Asn

40

Leu

Ile

Gly

Arg

Asn

120

Glu

Gly

val

Phe

25

Arg

Trp

Asn

Leu

Thr

105

val

Leu

His

105

160

tct
Ser

ttt
Phe

gac
Asp

Glu

10

Leu

Asn

Pro

Trp

Met

90

Arg

Pro

val

Ser

tat
Tyr

gct
Ala

cac
His

Glu

Phe

Arg

val

val

75

Trp

sSer

Leu

Ile

Leu

tac
Tyr

gca
Ala

gcc
Ala
210

Leu

Leu

Phe

Thr

60

Thr

Leu

Met

Arg

Gly

Gly

aaa
Lys

tac
Tyr
195

&y

LyS
Ala
Leu
45

Leu
Gly

ser

Trp

Arg

tta
Leu
180

aac
Asn

agce
Ser

Gln

Trp

30

Tyr

Ala

Gly

Tyr

Ser

110

Thr

val

Cys

165
gga
&ty
cge

Arg

aac
Asn

Leu
15

Ile
Ile
Cys
Ile
Phe
95

Phe
Ile

Ile

ASp

Leu

Met

Ile

Phe

Ala

80

val

Asn

val

Ile

Ile

583

631

679

708
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145 150 155 160
Lys Asp Leu Pro Lys Glu ITe Thr val Ala Thr Ser arg Thr Leu Ser
165 170 175
Tyr Tyr Lys teu Gly Ala Ser Gln Arg val Gly Thr Asp Ser Gly Phe
130 185 190
Ala Ala Tyr Asn Arg Tyr Arg Ile Gly Asn Tyr Lys Leu Asn Thr Asp
195 200 205
His Ala Gly Ser Asn Asp Asn Ile Ala Leu Leu val GIn
210 215 220
<210> 18
<211> 769
<212> ADN
<213> CORONAVIRUS
<400> 18
cctgatcttc tggtctaaac gaactaacta ttattattat tctgtttgga actttaacat 60
tgcttatcat ggcagacaac ggtactatta ccgttgagga gcttaaacaa ctccrggaac 120
aatggaacct agtaataggt ttcctattcc tagcctggat tatgttacta caatttgect 180
attctaatcg gaacaggttt ttgtacataa taaagcttgt tttcctctgg ctcttgtgge 240
cagtaacact tgcttgtttt gtgecttgctg ctgtctacag aattaattgg gtgactggcy 300
ggattgcgat tgcaatggct tgtattgtag gcttgatgtg gettagctac trcogttgett 360
ccttcaggct gtitgetogt acccgctcaa tgtggtcatt caacccagaa acaaacattce 420
ttctcaatgt gcectctccgg gggacaatig tgaccagacc getcatggaa agtgaacttg 480
tcattggtgc tgtgatcatt cgtggtcact tgcgaatggc cggacactcc ctagggcget 540
gtgacattaa ggacctgcca aaagagatca ctgtggctac atcacgaacg ctttcttatt 600
acaaattagg agcgtcgcag cgtgtaggca ctgattcagg ttttgctgca tacaaccgct 660
accgtattgg aaactataaa ttaaatacag accacgccgg tagcaacgac aatattgett 720
tgctagtaca gtaagtgaca acagatgttt catcttgttg acttccagg 769
<210> 19
<211> 1231
<212> ADN

<213> CORONAVIRUS

<400> 19
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taccgtattg
ttgctagtac
agagatattyg
aataagttca
agatgatgaa
tcctgacatt
gtacgactgt
ttcaccctct
cttgtgctga
ttttcatcag
ctgctctagt
cactttaatt
gcttattata
ctaaacgaac
cactgtagta
acaacactag
cttttcatag
aagatccagc
ctgctgeatt
aatggacccc

tcaactgaca

gaaactataa
agtaagtgac
attatcatta
atagtgagac
gaacctatgg
gattgtattt
actactaaaa
tgctgacaat
cggtactcga
acaagaggag
atttttaata
gacttctatt
ttttggtttt
atgaaacttc
cagcgetgtg
gggtaatact
dtggcacact
tggtggtgcy
tagagacgta
aatcaaacca

ataaccagaa

<210> 20

<211> 1242

<212> ADN

<213> CORONAVIRUS

<400> 20

gcatacaacc
gacaatattg
ggttacaata
tcttgacgtt
ttattcggag
aaattattct

agtgtgttag

gctaccgtat
ctttgctagt
gcagagatat
ataataagtt
ttagatgaty
cttcctgaca

aggtacgact
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attaaataca
aacagatgtt
tgaggacttt
aattatttaa
agttagatta
acatcttgeg
gaaccttgcc
aaatttgceac
catacctatc
gttcaacaag
ctttgctica
tgtgcttttt
cactcgaaat
tcattgtttt
catctaataa
tatagcactg
atggttcaaa
cttatagcta
cttgrtgttt
acgtagtgcc
tggaggacgc

tggaaactat
acagtaagtg
tgattatcat
caatagtgag
aagaacctat
ttgattgtat

gtactactaa

gaccacgccy
tcatcttgtt
caggattgct
gcctetaact
tccataaaac
agctatatca
catcaggaac
taacttgcac
agctgcgtgce
agctctactc
ccattaagag
agcctttctg
ccaggatcta
gacttgtatt
acctcatgtg
cttggettty
catgcacacc
ggtgttggta
taaataaacg
cccecgeatta

a

aaattaaata
acaacagatg
tatgaggact
acagttattt
ggagttagat
ttacatcttg

aagaaccttyg

107

gtagcaacga
gacttccagg
attrtggaatc
aagaagaatt
gaacatgaaa
ctatcaggag
atacgagggc
tagcacacac
aagatcagtt
gccacttttt
aaagacagaa
ctattccttg
gaagaacctt
tctctatgca
cttgaagatc
tgctctagga
taatgttact
ccttcatgaa
aacaaattaa

catttggtgg

cagaccacgc
tttcatctty
ttcaggattg
adagcctctaa
tatccataaa
cgagctatat

cccatcagga

caatattyct
ttacaatagc
ttgacgttat
attcggagtt
attattctct
tgtgttagag
aattcaccat
tttgetrtttg
tcaccaaaac
ctcattgttg
tgaatgagct
ttttaataat
gtaccaaagt
gttgcatatg
cttgtaaggt
aaggttttac
atcaactgtc
ggtcaccaaa
aatgtctgat

acccacagat

cggtagcaac
ttgacttcca
ctatttggaa
ctaagaagaa
acgaacatga
cactatcagg

acatacgagg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1231

60
120
180
240
300
360
420



gcaattcacc
actttgcttt
tttcaccaaa
ttctcattgt
aatgaatgag
tgttttaata
ttgtaccaaa
cagttgcata
tccttgtaag
gaaaggtttt
ctatcaactg
aaggtcacca
aaaatgtctg

ggacccacag

<210> 21

<211> 1231
<212> ADN
<213> CORONAVIRUS

<220>

<221> CDS
<222> (86)..(274)
<223>

<400> 21

atttcacecct
tacttgtgct
acttttcatc
tgctgctcta
Ctcactttaa
atgcettatta
gtctaaacga
tgcactgtag
gtacaacact
accttrtcat
tcaagatcca
aactgctgca
ataatggacc

attcaactga

ES 2396 127 T3

cttgctgaca
gacggtactc
agacaagagyg
gtatttttaa
ttgacttcta
tattttggtt
acatgaaact
tacagcgctg
aggggtaata
agatggcaca
gctggrggtg
tttagagacg
ccaatcaaac

caataaccag

ataaatttgc
gacataccta
aggttcaaca
tactttgett
tttgtgcttt
ttcactcgaa
tctcattgtt
tgcatctaat
cttatagcac
ctatggttca
cgcttatagc
tacttgttgt
caacgtagtg

aatggaggac

taccgtattg gaaactataa attaaataca gaccacgecg

ttgctagtac agtaagtgac aacag atg

aca ata

gca
Thr Ile
10

Ala

att tgg
ITe Trp

aat
Asn

aag cct
Lys Pro

cta
Leu

Glu 1le

15

ctt
Leu

gac
Asp
30

act
Thr
45

aag
Lys

ata ttg att
Leu

gtt
val

aag
LYS

Met
1

atc

Ile Ile

ata
Ile

ata
Ile

aat
Asn

tat
Tyr

ttt cat
phe His

att
Ile

agt
ser

tcy
Ser

ctt
Leu

atg
Met

e
20

tca
Ser
35

ata
Tle

tta
Leu

gag
Glu

50

108

actaacttgce
tcagctgegt
agagctctac
caccattaag
ttagcctttc
atccaggatc
ttgacttgta
aaacctcatg
tgcttggett
aacatgcaca
taggtgttgg
tttaaataaa

ccecceccgeat

gc

actagcacac
gcaagatcag
tcgccacttt
agaaagacag
tgctattect
tagaagaacc
tttctctatg
tgcttgaaga
tgtgctctag
cctaatgtta
taccttcatg
cgaacgaatt

tacatttggt

gtagcaacga caatattgct

ttc

gtt
Phe

val
5

gac
Asp

tTtC
Phe

act

agg
Thr

AFg

caa

gt
Gln

Va

aga
Arg

gat
ASp

gat
Asp

gaa
Glu
5%

cag

gtt
GIn

val

att

gct
Ile

Ala
25

ttt
Phe

tta
Leu
40

cct
Pro

gaa
Glu

480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1242

60
112

160

208

256
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atg gag tta gat tat cca taaaacgaac atgaaaatta ttctcttcct
Met Glu Eeu Asp Tyr Pro
0

gacattgatt
gactgtacta
ccetettget
tgctgacagt
catcagacaa
Tctagtattt
ttaattgact
attatatttt
acgaacatga
gtagtacaqc
cactaggggt
tcatagatgg
tccagetggt
tgcatttaga
gaccccaatc

ctgacaataa

gtatttacat
ctaaaagaac
gacaataaat
actcgacata
gaggaggttc
ttaatacttt
tctatttgtg
ggttttcact
aacttctcat
gctgtgcatc
aatacttata
cacactatgg
ggtgcgctta
gacgtacttg
aaaccaacgt

ccagaatgga

cttgcgagct
cttgecccatc
ttgcactaac
cctatcagcet
aacaagagct
gcttcaccat
ctttttagcc
cgaaatccag
tgttttgact
taataaacct
dcactgcrtg
ttcaaacatg
tagctaggtg
ttgttttaaa
agtgeccecce

ggacgca

atatcactat
aggaacatac
ttgcactage
gcgtgcaaga
ctactcgccea
taagagaaag
tttctgctat
gatctagaag
tgtatttctc
catgtgcttg
gctttgtget
cacacctaat
ttggtacctt
taaacgaaca

gcattacatt

<210> 22

<211> 63

<212> PRT

<213> CORONAVIRUS

<400> 22
Met Phe His Leu val Asp Phe GIn val Thr
1 5

Ile ITe Met Arg Thr phe Arg Ile Ala Ile
20 25

Ile ser ser Ile val Arg GlIn Leu Phe Lys
40

Tyr ggr Glu Leu Asp Asp %;u Glu Pro met

<210> 23

<211> 1231

<212> ADN

<213> CORONAVIRUS

<220>

<221> CDS
<222> (285)..(650)

109

caggagtgtg
gagggcaatt
acacactttag
tcagttrcac
ctttttctca
acagaatgaa
tcettgtttt
aaccttgtac
tatgcagttg
dagatccttg
ctaggaaagg
gttactatca
catgaaggtc
aattaaaatg

tggtggaccc

Ile Ala Glu Ile
Trp Asn Leu Asp
30

Pro Leu Thr Lys Lys Asn
45

ttagaggtac
caccatttca
cttttgcttg
caaaactttt
ttgttgctgc
tgagcfcact
aataatgctt
caaagtctaa
catatgcact
taaggtacaa
ttttacctit
actgtcaaga
accaaactgc
tctgataaty

acagattcaa

15

Gilu Leu Asp Tyr Pro
60

Leu Ile

val 1le

304

364
424
484
544
604
664
724
784
844
904
964
1024
1084
1144
1204
1231



<223>

<400> 23

taccgtattg gaaactataa
ttgctagtac agtaagtgac
agagatattg attatcatta
aataagttca atagtgagac

agatgatgaa gaacctatgg

ctc
Leu
5

cag
Gln

tca
Ser

aaa
Lys

gac
Asp

aaa
LysS
85

ctt
Leu

att
Ile

ttc
Phe

9ag
Glu

gga
Gly

ttt
Phe

ggt
G?y
70

ctt

Leu

ttt
Phe

aag
Lys

ctg
Leu

tgt
Cys

aca
Thr

gca
Ala
55

act
Thr

tte
Phe

ctc
Leu

aga
Arg

aca
Thr

gtt
val

tac
Tyr
40

cta
Leu

cga
Arg

atc
Ile

att
Ile

aag
Lys
120

ttg
Leu

aga
Arg
25

gag
Glu

act
Thr

C@t
H1s

aga
Arg

gtt
val
105

aca
Thr
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attaaataca
aacagatgtt
tgaggacttt
aattatttaa

agttagatta

gaccacgccy
tcatcttgtt
caggattgct
gcctctaactk

tccataaaac

gtagcaacga
gacttccagg
atttggaatc
aagaagaatt

gaac atg aa

caatattgct
ttacaatagc
ttgacgttat
attcggagtt

a att att
s ITe Ile

att
Ile
10

&ty

ggc
Gly

tgc
Ccys

acc
Thr

caa
Gin
90

gct
Ala

gaa
Glu

ata
val

acg
Thr

aat
Asn

act
Thr

tat
TYyr
75

gag
Glu

gct
Ala

ttt aca tct
Phe Thr Ser

act
Thr

cta
Leu
30

gta
val

cca
Pro
45

tca
Ser

Tttt
Phe

aCa

agc
Thr

ser
60

cac
His

cag
Gln

ctg
L.eu

cgt
Arg

gtt
val

caa
GlIn

gag
Glu

cta
Leu

gta
val

ittt
Phe
110

tgc
cys
15

cta
Leu

cac
H1s

Tt
Phe

gca
Ala

caa
Gln
95

Tta
Leu

Met Ly
1

tat cac

gag cta _
Tyr His

Glu Leu

aaa
Lys

cct
Pro

gaa

tgc
Gliu

Cys
35

gac
ASp

cct
Pro

ctt
Leu

gct
Ala
50

Tttt
Phe
65

gct

gct
Ala

tgt
Ala

Cys

tca
Ser

tca
Ser

aga
Arg
80

Tt
3a1

ctc
Leu

tac
Tyr

tcg
ser

gag
Glu

ata
Ile

ttC
Phe
115

ctt
Leu

tgc
Cys

tgaatgagct cactttaatt gacttctatt

tat
Tyr
20

CcCa
Pro

aat
Asn

gct
Ala

CCa
Pro

cca
Pro
100

acc
Thr

tgtgcttttt
cactcgaaat

tcattgtitt

catctaataa
tatagcactg
atggttcaaa
cttatagcta
cttgttottt
acgtagtgcc
tggaggacgc

agcectttctg
ccaggatcta

gacttgtatt

acctcatgtg
cttggctttg
catgcacacc
ggtgttggta
taaataaacg
ccccgeatta

a

ctattccttg
gaagaacctt

tctctatgea

cttgaagatc
tgctctagga
taatgttact
ccttcatgaa
aacaaattaa

catttagtgg

ttttaataat
gtaccaaagt

gttgcatatg

cttgtaaggt
aaggttttac
atcaactgtc
ggtcaccaaa
aatgtctgat

acccacagat

110

gcttattata
ctaaacgaac

cactgtagta

acaacactag
cttttcatag
aagatccagce
ctgctgcatt
aatggacccc

tcaactgaca

ttrtggrttt
atgaaacttc

cagcgergtg

gggtaatact
atggcacact
tggtggtgcy
tagagacgta
aatcaaacca

ataaccagaa

60
120
180
240
296

344

392

440

488

536

584

632

680

740

800
860

920

980
1040
1100
1160
1220
1231



<210> 24

<211> 122
<212> PRT
<213> CORONAVIRUS

<400> 24

Met Lys Ile
1

Tyr

Pro

Ala

50

Ala

val

Tyr

Cys

His

Cys

35

AsSp

Cys

Ser

ser

Phe
115

Leu
Glu
Leu
Phe
65
Ser
Leu
Leu
<210> 25
<211> 1231
<212> ADN
<213> CORONAVIRUS
<220>
<221> CDS

<222> (650)..(781)

<223>

<400> 25

Ile

Tyr

20

Pro

AsSn

Ala

Pro

Pro

100

Thr

Leu

Gln

ser

Lys

Asp

Lys

85

l.eu

Ile

Phe

Glu

Gly

Phe

Gly

70

Leu

Phe

Lys

ES 2396 127 T3

Lau

cys

Thr

Ala

55

Thr

Phe

Leu

Arg

Thr

val

Tyr

40

Leu

Arg

Ile

Ile

Lys

Leu

Arg

25

Glu

Thr

His

Arg

val

105

Thr

111

Ile
10

Gly
Gly
Cys
Thr
GlIn
90

Ala

Glu

val

Thr

Asn

Thr

Tyr

75

Glu

Ala

phe

Thr

Ser

Ser

60

GIn

Gilu

Leu

Thr

val

Pro

45

Thr

Leu

val

val

sSer

Leu

30

Phe

His

Arg

GlIn

Phe
110

Cys

15

Leu

His

Phe

Ala

Gln

95

Leu

Glu

Lys

Pro

Ala

Arg

80

Glu

Ile



ES 2
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taccgtattg gaaactataa attaaataca gaccacgecg gtagcaacga caatattgct 60
ttgctagtac agtaagtgac aacagatgtt tcatcttgtt gacttccagg ttacaatagc 120
agagatattg attatcatta tgaggacttt caggattgct atttggaatc ttgacgttat 180
aataagttca atagtgagac aattatttaa gcctctaact aagaagaatt atrtcggagrt 240
agatgatgaa gaacctatgg agttagatta tccataaaac gaacatgaaa attattctct 300
tcetgacatt gattgtattt acatctigcg agctatatca ctatcaggag tgtgttagag 360
gtacgactgt actactaaaa gaaccttgcc catcaggaac atacgagggc aattcaccat 420
ttcaccctct tgctgacaat aaatttgcac taacttgcac tagcacacac tttgottttg 480
cttgtgctga cggtactcga catacctatc agctgcegtge aagatcagtt tcaccaaaac 540
ttttcatcag acaagaggag gttcaacaag agctctactc gccacttttt ctcattgttg 600
ctgctctagt atttttaata ctttgcttca ccattaagag aaagacaga atg aat gag 058
Met Asn Glu
1
ctc act tta att gac ttc tat ttg tgc ttt tta gcc ttt ctg cta ttc 706
Leu Thr Leu Ile Asp Phe Tyr Leu Cys Phe Leu Ala Phe Leu Leu Phe
5 10 15
Ctt gtt tta ata atg ctt att ata ttt tgg ttt tca ctc gaa atc cag 754
Leu Val Leu Ile Met Leu Ile Ile Phe Trp Phe Ser Lteu Glu Ile Gin
20 25 30 35
gat cta gaa gaa cct tgt acc aaa gtc taaacgaaca tgaaacttct 801
Asp Leu Glu Glu Pro Cys Thr Lys val
40

cattgrrttg acttgtattt ctctatgcag tigcatatgc actgtagtac agcgctgtge 861
atctaataaa cctcatgtgc ttgaagatcc ttgtaaggta caacactagg ggtaatactt 921
atagcactgc ttggctttgt gctctaggaa aggttttacce ttttcataga tggcacacta 981
tggttcaaac atgcacacct aatgttacta tcaactgtca agatccagct ggtggtgege 1041
ttatagctag gtgttggtac cttcatgaag gtcaccaaac tgctgcattt agagacgtac 1101
ttgttgtttt aaataaacga acaaattaaa atgictgata atggacccca atcaaaccaa 1161
Ccgtagtgccc cccgcattac atttggtgga cccacagatt caactgacaa taaccagaat 1221
ggaggacgca 1231

<210> 26

<211> 44

<212> PRT

<213> CORONAVIRUS

<400> 26

112



ES 2396 127 T3

Met Asn Glu Leu Thr Leu Ile Asp Phe Tyr Leu Cys Phe Leu Ala phe
1 5 10 15

Leu Leu Phe Eeu val Leu Ile Met Leu Ile Ile Phe Trp ghe sSer Leu
0

Glu Ile g%n Asp Lteu Glu Glu Pro Cys Thr Lys val

113

40

<210> 27

<211> 1231

<212> ADN

<213> CORONAVIRUS

<220>

<221> CDS

<222> (791)..(907)

<223>

<400> 27
taccgtattg gaaactataa attaaataca gaccacgccg gtagcaacga caatattgct 60
ttgctagtac agtaagtgac aacagatgtt tcatcttgtt gactitccagg ttacaatagce 120
agagatattg attatcatta tgaggacttt caggattger atttggaatc ttgacgttat 180
aataagttca atagtgagac aattatttaa gcctctaact aagaagaatt attcggagtt 240
agatgatgaa gaacctatgg agttagatta tccataaaac gaacatgaaa attattctct 300
tcctgacatt gattgtattt acatcttgcg agctatatca ctatcaggag tgtgttagag 360
gtacgactgt actactaaaa gaaccttgcc catcaggaac atacgagggce aattcaccat 420
ttcaccctct tgctgacaat aaatttgcac taacttgcac tagcacacac tttgcttttg 480
cttgtgctga cggtactcga catacctatc agctgcgigc aagatcagtt tcaccaaaac 540
ttttcatcag acaagaggay gttcaacaag agctctactc gccacttitt ctcattgttyg 600
ctgetctagt atttttaata ctttgcttca ccattaagag aaagacagaa tgaatgaget 660
cactttaatt gacttctatt tgtgcttttt agcctttctg ctattccttg ttitaataat 720
gcttattata ttttggtttt cactcgaaat ccaggatcta gaagaacctt gtaccaaagrt 780



ES 2396 127 T3

ctaaacgaac atg aaa ctt ctc att gtt ttg act tgt att tct cta tgc
Met Lys Leu Leu Ile vVal Leu Thr Cys Ile Ser Leu Cys
1 5 10
agt tgc ata tgc act gta gta cag cgc tgt gca tet aat aaa cct cat
ser Cys Ile Cys Thr val val Gln Arg Cys Ala Ser Asn Lys Pro His
15 20 25
gt? ctt gaa gat cct tgt aag gta caa cac taggggtaat acttatagca
val Leu Glu Asp Pro Cys Lys Val GIn His
30 35
ctgcttgget ttgtgctcta ggaaaggttt taccttttca tagatggcac actatggttc
aaacatgcac acctaatgtt actatcaact gtcaagatcc agctggtggt gcgcttatag
ctaggtgttg gtaccttcat gaaggtcacC aaactgctgc atttagagac gtacttgttg
ttttaaataa acgaacaaat taaaatgict gataatggac cccaatcaaa ccaacgtagt
gcccccegca ttacatttgg tggacccaca gattcaactg acaataacca gaatggagga
cgca
<210> 28
<211> 39
<212> PRT
<213> CORONAVIRUS

<400> 28

n]/fet Lys Leu Leu Ile val Leu Thr Cys Ile Ser Leu Cys Ser Cys Ile
5 10 15

Cys Thr val \2181 Gln Arg Cys Ala gg:r Asn Lys Pro His val Leu Glu

AsSp Pro %(s Lys val Gln His

<210> 29

<211> 1231

<212> ADN

<213> CORONAVIRUS

<220>

<221> CDS

<222> (876)..(1127)
<223>

<400> 29

114

829

877

927

987
1047
1107
1167
1227
1231



taccgtatty
ttgctagtac
agagatattg
aataagttca
agatgatgaa
tcctgacatt
gtacgactgt
ttcaccctet
cttgtgctoa
ttttcatcag
ctgctctagt
cactttaatt
gcttattata
ctaaacgaac

cactgtagta

gaaactataa
agtaagtgac
attatcatta
atagtgagac
gaacctatgg
gattgtattt
actactaaaa
tgctgacaat
cggtactcga
acaagaggag
atttttaata
gacttctatt
ttrtggtett
atgaaacttc

cagcgcetgtg
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attaaataca
aacagatgtt
Tgaggacttt
aattatttaa
agttagatta
acatcttgcg
gaacctrtgec
aaatttgcac
catacctatc
gttcaacaag
ctttgctica
tgtgcttttt
cactcgaaat
tcattgtttt

catctaataa

gaccacgccyg
tcatcttgtt
caggattgct
gcctctaact
tccataaaac
agctatatca
catcaggaac
taacttgcac
agctgecgtge
agctctactc
ccattaagag
agcctttetyg
ccaggatcta

gacttgtatt

gtagcaacga
gacttccagg
atttggaatc
aagaagaatt
gaacatgaaa
ctatcaggag
atacgagggc
tagcacacac
aagatcagtt
gccacttttt
aaagacagaa
ctattccttyg
gaagaacctt

tctctatgea

acctc atg tgc ttg aag
Met Cys Leu LyS

1

gta

agg
val

Arg

cta
Leu

gct
Ala

aca
Thr

tgc
Cys
40

ctt
Leu

gcg
Ala
55

gca ttt
Ala phe

tac
TYr

oy
25

aca
Thr

ata
Ile

aga
Arg

aac
Asn
10

aag
LYS

cct
Pro

gct
Ala

gac
ASp

act
Thr

gtt
val

aat
Asn

agg
Arg

gtra
val
75

agg
Arg

tta
Leu

gtt
val

tgt
Cys
60

Cctt
Leu

ety

cct
PTOo

act
Thr
45

tgg
Trp

gtt
val

aat
Asn

ttt
Phe
30

atc
Ile

tac
Tyr

gtt
val

act
Thr
15

cat
H1s

aac
Asn

ctt
Leu

tta
Leu

tat
Tyr

aga
Arg

tgt
Cys

C@t
His

aat
Asn
80

agc
ser

tgg
Trp

caa
Gin

gaa
Glu
65

aaa
Lys

taaaatgtct gataatggac cccaatcaaa ccaacgtagt

tggacccaca gattcaactg acaataacca gaatggagga

<210> 30
<211> 84
<212> PRT

<213> CORONAVIRUS

<400> 30

115

act

gct
Thr

tgg
Ala

Trp
20

act
Thr
35

cac

3 atg
His

Met

gat
Asp
50

Ty

cga
Arg

CcCa
Pro

gct
Ala

cac
His

caa
Gln

aca aat
Thr Asn

gcceccccgca ttacatttgg

cgca

caatattgct
ttacaatagc
ttgacgttat
attcggagtt
attattctct
tgtgttagag
aattcaccat
tttgettttyg
tcaccaaaac
ctcattgttg
tgaatgagct
ttttaataat
gtaccaaagt
gttgcatatg

atc ctt
Ile Leu
5

ctt
Leu

gtt
val

&y

act
Thr

tgt
Cys

caa
GIn

&

gct
Ala
70

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
893

941

989

1037

1085

1127

1187
1231



ES 2396 127 T3

Met Cys teu Lys Ile Leu val
5

ser Thr Ala Trp Leu Cys Ala

Thr
35

Trp His Met val GIn Thr

Ala
55

Gln Asp Pro

50

Ala Gly Gly

Ala Ala

70

Glu His GIn Thr

65

Gly

Lys Arg Thr Asn

<210> 31

<211> 21221

<212> ADN

<213> CORONAVIRUS

<400> 31

atggagagcc
cttcaggtta
gaggcacgtg
ctgceccage
cacggccaca
ggtataacac
gttcttctte
aagtcttatg
tggaacacta
gcagtcactc
atcaaagatt
tacatcgagt
ttcactgage
aagaaatttg

gtcaaagtca

ttgttcttgg
gagacgtgct
aacacctcaa
ttgdacagcc
aggtcgttga
tgggagtact
gtaagaacgg
acttaggtga
agcatggcag
gctatgtcga
ttctecgeacg
cgaagagagg
gctctgataa
acactttcaa

ttcaaccacg

tgtcaacygag
agtgcgtgge
aaatggcact
ctatgtottc
gctggttgca
cgtgccacat
taataaggga
cgagcttggc
tggtgcactc
Cdacaatttc
cgcgggcaag
tgtctactge
gagctacgag
aggggaatgc
tgttgaaaag

Arg Tyr Asn

10

Leu Gly Lys
25

Thr Pro

Leu Ile Ala

Phe Arg Asp

aaaacacacg
ttcggggact
tgtggtctag
attaaacgtt
gaaatggacyg
gtgggcgaaa
gceggtggte
actgatccca
cgtgaactca
tgtggcccag
tcaatgtgca
tgccgtgacc
caccagacac
ccadaagtttyg

aaaaagactg

116

Thr Arg

val Leu

Asn val

Arg

val
75

tccaactcag
ctgtggaaga
tagagctgga
ctgatgcctt
gcattcagta
ccccaattgce
atagctatgg
ttgaagatta
ctcgtgaget
atgggtaccc
ctctttcega
atgagcatga
ccttcgaaat
tgtttectct

agggtttcat

Gly Asn Thr
15

Pro Phe His

30

Thr Ile Asn
45

Trp Tyr Leu

val val Leu

Tyr

Arg

Asn

tttgcetgte
ggcectatcg
aaaaggcgta
aagcaccaat
cggtcgtagce
ataccgcaat
catcgatcta
tgaacaaaac
caatggaggt
tettgattge
acaacttgat
aattgcctgg
taagagtgcc
taactcaaaa

ggggcgtata

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900



cgctctgtgt
atgaaargta
tgtgaacatt
cctactaatg
gagcatagtg
ggtaggacta
gcctactggg
gacaatgtygg
attaacattg
tctgcttcta
accattgttg
tggaacattg
gctggtgtta
gatttgcaaa
gtcgacgcecca
gtaactggtg
gttgaaaaac
tttctcaagg
aagggtcaaa
gttgttaaca
cgatcactca
atacgtggca
tttcttgaag
ggtgaactcg
acaccagtct
gcattgtctc
attaaaggtg
agaatcacat
tacactgttyg
gtgaagactt
tggagtgtag
atgtattgtt
gaagaaattyg

cctctggaat

accctgttge
atcattgcga
gtggcactga
ctgtagtgaa
ttgcagatta
gatgttttogg
trcctogtge
agaccttgaa
ttggcgattt
caadtgectt
agtcctgegg
gacaacagag
tcagatcaat
gagcagctgt
tggtttatac
gtcttgtaca
tcaggcctat
atgcttggga
tacaggttgc
aggcactcga
acttaggtga
aggagcagct
gtgattcaca
aagcactcga
gtgtaaatgg
ctggtttact
taaccritgg
ttgagcttga
aatccggtac
tacaaccagt
ctacattcta
ccttttaccc
atgaaacctyg

ttggtgcctce
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atctccacag
tgaagtttca
aaatttagtt
aatgccatgt
tcacaaccac
aggctgtyrg
tagtgctgat
tgaggatctc
tcatttgaat
tattgacact
taactataaa
atcagtttta
ttttgcgege
caccatactt
ttcagacctyg
acagacttct
ctttgaatgg
gattctcaaa
ttcagataac
aatgtgcatt
agrcttcatc
gcaactactc
tgacacagta
gacgcecgtt
cctcatgetc
ggctacaaac
agaagatact
tgaacgtgtt
cgaagttact
ttctgatctc
cttatttgat
tccagatgag
tgaacatgag

agctgaaaca

gagtgtaaca
tggcagacgt
attgaaggac
cctgectgte
tcaaacattg
tttgcctatg
attggctcag
cttgagatac
gaagaggttg
ataaagagtc
gttaccaagg
acaccactgt
acacttgatg
gatggtattt
ctcaccaaca
cagtggttgt
atrtgaggcga
tttctcatta
atcaaggatt
gatcaagtca
gctcaaagca
atgcctctta
cttacctctg
gatagctitca
ttagagatta
aatgtcttitc
gtttgggaag
gacaaagtgc
gagtttgcat
cttaccaaca
gatgctagtg
gaagaagagg
tacggtacag

gttcgagttg
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atatgcactt
gcgactttct
ctactacatg
aagacccaga
aaactcgact
ttggctgcta
gccatactgg
tgagtegtga
ccatcatttt
ttgattacaa
gaaagcccgt
gtggttttce
cagcaaacca
ctgaacagtc
gtgtcattat
ctaatcttrt
aacttagtgc
caggtgtrtt
gtgtaaaatyg
ctatcgctgg
agggacttta
aggcaccaaa
aggaggtigt
caaatggagc
aggacaaaga
gcttaaaagqg
ttcaaggtta
ttaatgaaaa
gtgttgtagc
tgggtattga
aagaaaactt
acgatgcaga
aggatgatta

aggaagaaga

gtctaccttg
gaaagccact
tgggtaccta
gattggacct
ccgcaaggga
taataagcgt
cattactggt
acgtgttaac
ggcatctttc
gtctttcaaa
éaaaggtgct
ctcacaggct
ctcaattcct
attacgtctt
tatggcatat
gggcactact
aggagttgaa
tgacatcgtc
cttcattgat
cgcaaagtty
ccgtcagtgt
agaagtaacc
tctcaagaac
tatcgttoge
acaatactgc
gggtgcacca
caagaatgtg
gtgctctgtce
agaggctgtt
tcttgatgag
ttcatcacgt
gtgtgaggaa
tcaaggtctc

agaggaagac

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



tggctggatd
gaaccagtta
gttgacatcyg
atacacctga
atgcaaaagg
tgtttgettt
aatgcaggtg
atcttacttg
caagtgtgcd
tatgagcagg
caagaggagc
cctgtcgatg
gaaactaagt
catgattctc
tacatggtag
aaggctggtg
tatataacca
gctcttaaga
gaagagattc
acaagaaaat
aagtataaag
tatactagta
cttatcacaa
tgtatgcgtt
acatataatg
gtttctitog
gttgaatttc
tttcatcttg
gaggttaaga
gtggatatgt
gttacaaaaa
gatgacacac
ggtaggtaca

ttaacttcaa

atactactga
atcagtttac
ttaaggaggc
aacatggtgg
agagtgatga
ctggacataa
aggacatcca
caccattgtt
tgcagacggt
ttgtcatgga
caccaaacac
tgaagccaaa
ttcttaccaa
agaacatgct
gtgatgttat
gcactactga
cgtaccctgg
aatgcaaatc
taggaactgt
taatgcctat
gaattaaaat
aagagcctgt
tgccaattgg
ctcttaaage
gatacctcac
ctggctctta
ttaagcqtgg
acggtgaggt
ctataaaagt
ctatgacata
ttaaacctca
tacgtagtga
tgtctgetrtt

ttaaatggyc
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gcaatcagag
tggttattta
acaaagtgct
tggtgtagca
ttacattaag
tcttgctaag
gcttcttaag
gtcagcaggc
tcgtacacag
ttatcttgat
agaagattcc
aattaaggcc
taagttactc
tagaggtgaa
cactagtgat
gatgctctca
acaaggatgt
tgcattttat
atcctyggaat
atgcatggat
tcaagagggc
agcttctatt
ttatgtgaca
tcctgecgta
ttcgtcatcea
cagagattgg
tgacaaaatt
tctttcactt
gttcacaact
tggacagcag
tgtaaatcat
agctttcgag
aaaccacaca

tgataacaat

attgagccag
aaacttactg
aatcctatgg
ggtgcactca
Ctaaatggcc
aagtgtctgc
gcagcatatg
atatttggtg
gtttatattg
aacctgaagc
aaaactgagqg
tgcattgatg
ttgtttoctg
gatatgtctt
gatatcactt
agagctttga
gctggttata
gractacctt
ttgagagaaa
gttagagcca
atcgttgact
attacgaagc
catggtttta
gtgtcagtat
aagacatctg
tcctattcag
gtgtaccaca
gacaaactaa
gtogacaaca
tttggtccaa
gagggtaaga
tactaccata
aagaaatgga

tgttatttgt
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aaccagaacc
acaatgrtgce
tgattgtaaa
acaaggcaac
ctcttacagt
atgttgttgg
aaaatttcaa
ctaaaccact
cagtcaatga
ctagagtgga
agaaatctgt
aggttaccac
atatcaatyggd
tccttgagaa
gtgttgtaat
agaaagtgcc
cacttgagga
cagaagcacc
tgcttgetca
taatggcaac
atggtgtccg
tgaactctct
atcttgaaga
catcaccaga
aggagcactt
gacagcgtac
ctctggagag
agagtctctt
Ctaatctcca
catacttgga
ctttctttgt
ctcttgatga
aatttcctca

ctagtgtertt

tacacctgaa
cattaaatgt
tgctgctaac
caatggtgcec
aggagggtct
acctaaccta
ttcacaggac
tcagtettta
caaagctctt
agcacctaaa
cgtacagaag
aacactggaa
taagctttac
ggatgcacct
accctecaaa
agttgatgag
agctaagact
taatgctaag
tgctgaagag
catccaacgt
attcttcttt
aaatgagccg
ggctgcgegce
tgctgttact
tgtagaaaca
agagttaggt
ccccgtcgag
atccctgegg
cacacagctt
tggtgctgat
actacctagt
gagttttctt
agttggtggt
attagcactt

3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980



caacagcttyg
gctggtgaty
gagcttggtg
gcaaagcgag
ggtgtagaag
tccattccat
tttgttatga
gcgaatgagt
accctctatce
actgatgttt
ctcgatggag
aatgcttact
agttttoata
atgacaggct
aatggcgatg
daattactgc
aaaccaaaca
tcatttgaag
caacaaccca
tgtgacgtga
gttaaagtaa
agcattacca
actcatggta
ccattcttag
gtgtttaaca
aaaagtacca
aagagtgttg
tctaaattgt
atctgtgtaa
aatggcgtta
ggttectttte
cttgaaacca
gccgctgagt

tcagcetataa

aagtcaaatt
ctgctaactt
atgtcagaga
ttcttaatgt
ctgtgatgta
gtgtgtgtgg
tgtctgcace
acactggtaa
gtattgacgg
tctacaagga
ttacttacac
atacagagca
atttcaaact
tcacaaagcc
tagtggctat
ataagccaat
cttggtgttt
ttctggcagt
cctctgaaga
aaactaccga
cacaagagtt
ttaagaaacc
ttgctgcaat
gacaagcagc
attatatgcc
attctagaat
ctaaattatg
tcacaatege
ctgctgettt
gagaattgta
cttgcagcat
ttcaggtgac
gggtttrggc
tgcaggtgtt
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caatgcacca
ttgtgcactc
aactatgacc
ggtgtgtaaa
tatgggtact
tcgtgatget
acctgctgag
ctatcagtgt
agctcacctt
aacatcttac
agagattgaa
gcctatagac
cacatgtict
agcttcacga
tgactataga
tgtttggcac
acgttgtctt
agaagacaca
agtagtggaa
agttgtaggc
aggtcatgag
taatgagctt
taatagtgtt
aattacaaca
ttatgtgttt
tagagcttca
tttggatgee
tatgtggcta
tggtgtactc
tcttaattcg
ttgtttaagt
gatttcatcg
atatatgttg
ctttggctat

gcacttcaag
atactcgctt
catcttctac
cattgtggtc
ctatcttatg
acacaatatc
tataaattac
gogtcattaca
dcaaagatgt
actacaacca
ccaaaattgyg
cttgtaccaa
aacacaaaat
gagctatctg
cactattcag
attaaccagg
tggagtacaa
caaggaatgg
aatcctacca
aatgtcatac
gatcttatgg
tcactagcct
ccttggagta
tcaaattgcg
acattattgt
ctacctacaa
ggcattaatt
ttgttgttaa
ttatctaatt
tctaacgtta
ggattagact
tacaagctag
ttcacaaaat

tttgctagtc
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aggcttatta
acagtaataa
agcatgctaa
agaaaactac
ataatcttaa
tagtacaaca
agcaaggtac
ctcatataac
cagagtacaa
tcaagcctgt
atgggtatta
ctcaaccatt
ttgctgatga
tcacattctt
cgagtttcaa
ctacaaccaa
agccagtaga
acaatcttgc
tacagaagga
ttaaaccatc
ctgcttatgt
taggtttaaa
aaattttggc
ctaagagatt
tccaattgtg
ctattgctaa
atgtgaagtc
gtatttgctt
ttggtgctcc
ctactatgga
cccttgattc
acttgacaat
tetrttattt

atttcatcag

tagagcccgt
aactgttggc
tttggaatct
taccttaacg
gacaggtgtt
agagtcttct
attcttatgt
tgctaaggag
aggaccagtg
gtcgtataaa
taaaaaggat
accaaatgcg
tttaaatcaa
cccagacttyg
gaaaggtgct
gacaacgttc
tacttcaaat
ttgtgaaagt
agtcatégag
agatgaaggt
ggaaaacaca
aacaattgcc
ttatgtcaaa
agcacaacgt
tacttttact
aaatagtgtt
acccaaattt
aggttctcta
ttcttattgt
tttctgtgaa
ttatccagct
tttaggtctg
attaggtctt
caattcttgy

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



ctcatgtggt
tacatcttct
tgcacctctt
acaactattg
ttctgcaaga
ttcattagtg
actgaccagt
tactttgaca
ttagacaatt
gatggcaagt
ctgatgtycc
actgaagttt
gttecctatgg
gtagctttag
accgatgttg
gaagtgacag
acgcccagag
gcaaaaagtc
cagctgegta
tgtgctacaa
aagattgtta
gcattgottt
aatgaaatca
gatgattgtt
tcatacaaaa
ttcatagtgc
tttctacctc
gagtatagtyg
gatgcratgg
tcttatagtg
tttcctaaca
tgtagacatg
tgggttctta

atgaatctca

ttatcattag
ttgcttcttt
cgacttgcat
ttaatggcat
Ctcacaattg
atgaagttgc
catcgtatat
aggctggtca
tgagagctaa
ccaaatgcga
aacctattct
ccgttaagat
aaaaacttaa
atagtgtcecct
acacaaagga
gtgacagttg
atcttggege
acaatgtttc
aacaaattcg
ctagacaggt
gtacttgttt
gttatatcgt
ttggttacaa
ttgcaaataa
atgacaaaag
ctggcttacc
gtgtttitag
attttgctrac
gcaaacctgt
agcttcgtcec
cttacctgga
gtacatgcga
ataatgagca

tagctaacat
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tattgtacaa
ctactacata
gatgtgctat
gaagagatct
gaattgtctc
tcgtgatttg
tgttgatagt
aaagacctat
caacactaaa
cgagtctgct
gttgcttgac
gtttgatgct
ggcacttgtt
ttctacattc
tgttattgaa
taacaatttc
atgtattgac
actcatctgg
tagtgctgcec
tgtcaatgtc
taaacttatg
tatgccagta
agccattcag
acatgctggt
ctgcecctgta
gggtactgtg
tgctygttggce
ctctgcttgce
gccatattgt
agacactcgt
gggttctgtt
aaggtcagaa
ttacagagct

ctttacicct

atggcacccyg
tggaagagct
aagcgcaatc
ttctatgtct
aattgtgaca
tcactecagt
gttgctgtga
gagagacatc
ggttcactygc
tctaagtctg
caagctcttyg
tatgtcgaca
gctacagctc
gtgtcagcty
tgtctcaaac
atgctcacct
tgtaatgcaa
aatgtaaaag
aagaagaaca
ataactacta
cttaaggcca
catacattgt
gatggtgtca
tttgacgcat
gtagctgcta
ctgagagcaa
aacatttact
gttcttgctg
tatgacacta
tatgtgctta
agagtagtaa
gtaggtattt
ctatcaggag

cttgtgcaac
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tttctgcaat
atgttcatat
gtgccacacg
atgcaaatag
cattttgcac
ttaaaagacc
aaaatgacgc
cgctctececa
ctattaatgt
cttctgtgta
tatcagacgt
cctttteage
acagcgagtt
cccgacaagg
tttcacatca
ataataaggt
ggcatatcaa
actacatgtc
acataccttt
aaatctcact
cattattgtg
caatccatga
ctcgtgacat
ggtttagcca
tcattacaag
tcaatggtga
acacaccttc
ctgagtgtac
atttgctaga
tggatggttc
caacttttga
gcctatctac
ttttctgtgg
ctatgggrgc

ggttaggatg
catggatggt
cgttgagtgt
aggccgtgge
tggtagtaca
aatcaaccct
gcttcacctce
ttttgtcaat
catagttttt
ctacagtcag
tggagatagt
aacttttagt
agcaaagggt
tgritgttgat
ctctgactta
Tgaaaacatg
tgcccaagta
tttatctgaa
tagactaact
Caagggtogt
cgttcttget
tggttacaca
catttctact
gcgtggrtogt
agagattggt
cttcttgeat
caaactcatt
aatttttaag
gggttctatt
catcatacag
tgctgagtac
cagtggtaga
tgttgatgcg
tttagatgtg

7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
9000
9060



tctgcttcay
tttatgaaat
ttgtttttga
gtctactcag
gctcaccttc
tatgtattct
agagtcatgt
ttgctcaaca
tataacaggt
accagctatc
tcaggtgcty
agtggtttta
acctgtggaa
catgtcattt
aaatccaacc
tctatgecaaa
tataaatttg
tcaccatetg
cttaatggat
tatatgcatc
ttctatggtc
acattaaatg
aatagattca
cctttgacac
gtcttagata
atccrtggta
tctggtgtta
cttttaactt
ttetttgttt
tgtgctatge
cttgcaacag
atgacatggc
atgtatgctt

gctgetagac

tagtggctyg
tcagacgtgt
tgtctttcac
Tcttttactt
aatggtrtgce
gtatttctct
ttaatggagt
aggaaatgta
atcttgctct
gtgaagcagc
atgttctcta
ggaaaatggc
ctacaactct
gcacagcaga
atagctttct
atigtctgcet
tccgtateca
gtgtttatca
catgrggtag
atatggagct
catttgrtga
ttttggeatyg
ccacracttt
aagatcatgt
tgtgtgetge
gcactatttt
ccttccaagg
tcttgacatce
acgagaatgc
tgcttgttaa
ttgcttactt
ttgaattggc
cagctttagt

gtgtttggac
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tggtattatt
ttttggtgag
tatactctgt
gtacttgaca
catgrrrtect
gaagcactgc
tacatttagt
cCtaaaattg
atataacaag
ttgctygccac
ccaaccacca
attcccgtca
taatggattg
agacatgctt
tgttcaggct
taggcttaaa
acctggtcaa
gtgtgecatg
tgttggtttt
tccaacagga
cagacaaact
gctgtatgcet
gaatgacttt
tgacatattg
tttgaaagag
agaagatgag
taagttcaag
actattgatt
tttcttgecca
gcataagcac
taatatggtc
tgacactagc
tttgcttatt

actgatgaat

gccatattoy
tacaaccatg
ctggtaccag
ttctatttca
ccrattgtac
cattggttct
accttcgagy
cgtagcgaga
tacaagtatt
ttagcaaagg
cagacatcaa
ggcaaagtty
tggttggatg
aatcctaact
ggcaatgtte
gttgatactt
acattttcag
agacctaatc
aacattgatt
gtacacgctg
gcacaggctg
gctgttatca
aaccttgtgg
ggacctcttt
ctgctgcaga
tttacaccat
aaaattgtta
Cttgttcaaa
ttrtactcttg
gcattcttgt
tacatgcctg
ttgtciggtt
ctcatgacag

gtcattacac
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tgacttgtgc
ttgttgctge
cttacagctt
ccaatgatgt
ctttttggat
ttaacaacta
aggctgcttt
cactgttgcec
tcagtggagc
ctctaaatga
tcacttetge
aaggatgcat
acacagtata
atgaagatct
aacttegtgt
ctaaccctaa
ttctagcatg
ataccattaa
atgattgcgt
gtactgactt
caggracaga
atggtgatag
caatgaagta
ctgctcaaac
atggtatgaa
ttgatgttgt
agggcactca
gtacacagtg
gtattatggc
gettgtttet
ctagctgggt
ataggcttaa
ctcgcactgt

ttgtttacaa

tgcctactac
taatgcactt
tctgecggga
ttcattcttg
aacagcaatc
tcttaggaaa
gtgtaccttt
acttacacag
cttagatact
ctttagcaac
tgttctgcag
ggtacaagta
ctgtccaaga
gctcattcge
tattggccat
gacacccaag
ctacaatggt
aggttctrrce
gtctttctgc
agaaggtaaa
cacaaccata
gtggtttctt
caactatgaa
aggaattgcc
tggtcgtact
tagacaatgc
tcattggatg
gtcactgttt
aattgctgca
gttaccttct
gatgcgtatc
ggattgtgtt
ttatgatgat

agtctactat

9120
9180
9240
9300
9360
9420
9480
9540
8600
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



ggtaatgctt
tattctggtg
gagtattacc
tgtttcttag
ttcaggctta
aactcccagy
ttgttgggta
gacgtaaagt
tcttctaaat
acaactgaag
gctgtagaca
attgcttcag
tatgagcagg
ttgaatgtgg
atggcagatc
adaagtaacta
gcacttaaca
ttgactacag
tgtgatggta
gcggatagea
tggcctctta
ctgagtccag
actgatgaca
ttactatcag
acaatttaca
aaagtgaaat
ggcagtttag
tcaactgtyc
ctagcaagtg
acaggacagg
gcttcatgtt
gacttgaaag
acacttagaa

gaccaactcc

tagatcaaqgc
tcgttacgac
cattgttatt
gctattgttg
ctcttggtgt
ggcttttgcc
ttggaggtaa
gcacatctgt
tgtgggcaca
ctttcgagaa
ttaataggtt
aatttagttc
ctgtagctaa
ctaaatctga
aggctatgac
gtgctatgca
acattatcaa
cagccaaact
acacctttac
agattgttca
ttgttacagce
tagcactacg
atgcacttygc
accaccaaga
cagaactgga
acttgtactt
ctgctacagt
tttccttctg
gaggacaacc
caattactgt
gtctgtattg
gtaagtacgt
acacagtctg

gcgaaccctt
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tatttccatg
tatcatgttt
tattactggc
ctgctgctac
ttatgactac
ftcctaagagt
accatgtatc
ggtactgctc
atgtgtacaa
gatggtttct
gtgcgaggaa
tttaccatca
tggtgattct
gtttgaccgt
ccaaatgtac
aacaatgctc
caatgcgegt
catggttgtt
atatgcatct
acttagtgaa
tctaagagcc
acagatgtcc
Ctactataac
tctcaaatgg
accaccttat
catcaaaggc
acgtcttcag
tgcttttgea
aatcaccaac
aacaccagaa
tagatgccac
ccaaatacct
taccgtctge

gatgcagtct

tgggecttag
ttagctagag
aacaccttac
tttggccttt
ttggtctcta
agtattgatyg
aaggtigcta
tcggttette
ctccacaatg
cttttgtcty
atgctcgata
tatgccgett
gaagrcgttc
gatgctgeca
aaacaggcaa
ttcactatgc
gatggttgtg
gtccctgatt
gcactctagg
attaacatgg
aactcagctg
tgtgcggctg
aattcgaagg
dctagattec
aggtttgtta
ttaaacaacc
gctggaaatg
gtagaccctg
tgtgtgaaga
gctaacatgg
attgaccatc
accacttgtg
ggaatgtgga
gcggatgcat

122

ttatttctgt
ctatagtgtt
agtgtatcat
tctgtttact
cacaagaatt
ctttcaagct
ctgtacagtc
aacaacttag
atattcttct
ttttgctatc
accgtgctac
atgccactgc
tcaaaaagtt
tgcaacgcaa
gatctgagga
ttaggaagct
ttccactcaa
atggtaccta
aaatccagca
acaattcacc
ttaaactaca
gtaccacaca
gaggtaggtt
ctaagagtga
cagacacacc
taaatagagg
ctacagaagt
Cctaaagcata
tgrtgtgtac
accaagagtc
caaatcctaa
ctaatgaccc
aaggttatgg

caacgttttt

aacctctaac
tgtgtgtgtt
gcttgtttat
caaccattac
taggtatatg
taacattaag
taaaatgtct
agtagagtca
tgcaaaagac
catgcagggt
tcttcaggct
ccaggaggcc
aaagaaatct
gttggaaaag
caagagggca
tgataatgat
catcatacca
caagaacact
agttgttgat
aaatttggct
gaataatgaa
aacagcttgt
tgtgctggca
tggtacaggt
daaagggcct
tatggtgctg
acctgccaat
taaggattac
acacactggt
ctttggtggt
aggattctgt
agtgggtttt
ctgtagttgt

aaacgggttt

11160
11220
11230
11340
11400
11460
11520
11580
11640
11700
11760
11820
11880
11940
12000
12060
12120
12180
12240
12300
12360
12420
12480
12540
12600
12660
12720
12780
12840
12900
12960
13020
13080
13140



gcggtgtaag
acagggcttt
attgctgtcg
ttaagaggca
attgtccagc
cacatatatc
gtcattttga
gtgatgatga
tacgcgtata
tctgcgatge
ttaatgggaa
ctattgtgga
ctgctgagtc
datatgatte
agacatacca
actttaatgt
aaatatttgt
gagtcgtaca
tagtgtatgc
gcactacatg
ccggtaattt
gaagttctgt
attatgacta
tagttgaagt
aagtaatcgt
ctagacttta
agcgtaatgt
atagagctcg
atcagaaatt
gcaagtttta
cacaccttat
taatggcecctce
tctacaggtt

cactatatgt

tgcagccegt
tgatatttac
cttccaggag
tactatgtct
ggttgctgtc
acgtcagegt
tgagggtaat
ttatttcaat
tgctaactta
tatgcgtgat
ctggtacgat
ttcatattac
ccatatggat
tacggaagag
tcccaattgt
gttatrrtct
agatggtgtt
taatcaggat
tgctgatcca
cttttcagta
taataaagac
tgaactaaaa
ttatcgttat
tgttgataaa
taacaatctg
ttatgactca
catccctact
caccgtagcet
attgaagtca
cggtggctgg
aggtrgggat
tctrtgitctt
agctaacgag

taaaccaggt
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cttacaccgt
aacgaaaaag
aaggatgagg
aactaccaac
catgactttt
ctaactaaat
tgtgatacat
aagaaggatt
ggtgagcgtg
gcaggcattg
ttcggrgatt
tcattgctyga
gctgateteg
agactttgtc
attaactgtt
actgtrgtttc
ccttttgttg
gtaaacttac
gctatgcatg
gctgcactaa
ttttatgact
cacttcttct
aatctgccaa
tactttgatt
gataaatcag
atgagttatg
ataactcaaa
ggtgtctcta
atagccgcca
cataatatgt
tatccaaaat
gctcgcaaac
tgtgcgeaag

ggaacatcat

gcggcacagg
ttgctggttt
aaggcaattt
atgaagagac
tCaagtitag
acacaatggc
taaaagaaat
ggtatgactt
tacgccaatce
taggcgtact
tcgtacaagt
tgcccatoct
caaaaccact
tcttegaccy
tggatgatag
cacctacaag
tttcaactgy
atagctcgceyg
cagcttctgg
caaacaatgt
ttgctgtatc
ttgctcagda
caatgtgtga
gttacgatgg
ctggtritccc
aggatcaaga
tgaatcttaa
tctgtagtac
ctagaggagc
taaaaactgt
gtgacagagc
ataacacttg
tattaagtga

ccggtgatgce

123

cactagtact
tgcaaagttc
attagactct
tatttataac
agtagatggt
tgatttagtc
actcgtcaca
cgtagagaat
attattaaag
gacattagat
agcaccagge
cactttoact
tattaagtgg
ttattttaaa
gtgtatcctt
ttttggacca
ataccatttt
tctcagtttc
caatttattg
tgcttitcaa
taaaggtttc
tggcaacgct
tatcagacaa
tggctgtatt
atttaataaa
tgcacttttc
gtatgccatt
tatgacaaat
tactgtggta
ttacagtgat
catgcctaac
ctgtaactta
gatggtcatg

tacaactgct

gatgtcgtct
ctaaaaacta
tactttgtag
ttggttaaag
gacatggtac
tatgctctac
tacaattgct
cctgacatct
actgtacaat
aatcaggatc
tgcggagttc
agggcattgg
gatttgctga
tattgggacc
cattgtgcaa
ctagtaagaa
cgtgagttag
daggaacttt
Cctagataaac
actgtcaaac
tttaaggaag
gctatcagtg
ctcctattcg
aatgccaacc
tggggtaadg
gcgtatacta
agtgcaaaga
agacagtttc
attggaacaa
gtagaaactc
atgcttagga
tcacacegtt
tgtgacgget
tatgctaata

13200
13260
13320
13380
13440
13500
13560
13620
13680
13740
13800
13360
13920
13980
14040
14100
14160
14220
14280
14340
14400
14460
14520
14580
14640
14700
14760
14820
14830
14940
15000
15060
15120
15180



gtgtctttaa
gtaataagat
atagaaatag
atttctccat
ctcaaggttt
tgttcatgtc
tttgctcaca
cagatccatc
gtacacttat
atcctaatca
atgatgagct
cctcacggta
aggctgtagg
ttaggagacc
aattagtgtt
tgacacaact
gttttccatrt
gtgacaatgt
acatacttgc
ccactgagga
acagagaatt
atgtctttac
ttgaaaaagg
atgttggtga
tagtgccaca
atgagttttc
tccaaggacc
catcrgctcyg
aggcattaaa
tagagtgttit
taaatgcatt
ctaattatga
gcgatcctgce

aatattttaa

catttgtcaa
agctgacaag
ggatgttgat
gatgattctt
agtagctagc
tgaggcaaaa
gcatacaatg
aagaatatta
gattgaaagg
ggagtatgct
tactggccac
ctgggaacct
tgcrtgtgta
attcctatgt
gtctgttaat
gtatctagga
atgtgctaat
cactgacttc
caacacttgt
aacatttaag
gcatctttca
tggttaccgt
tgactatggtr
ttactttgty
agagcactat
tagcaatgtt
acctggtact
catagtgtat
atatttgcec
tgataaattc
gccagaaaca
crtgagtgtt
tcaattacca

ttcagtgtgc

ES 2396 127 T3

gctgttacag
tatgtccgea
catgaattcg
tctgatgatg
attaagaact
tgttggactg
ctagttaaac
ggcgcagget
ttcgtgtcac
gatgtctttc
atgttggaca
gagttttatg
ttgtgcaatt
tgcaagtgct
ccctatgttt
ggtatgagct
ggtcaggttt
aatgcgatag
actgagagac
ctgtcatatg
tgggaggttg
gtaactaaaa
gatgctgttg
ttgacatctc
gtgagaatta
gcaaattatc
ggtraagagtc
acggcatgct
atagataaat
aaagtgaatt
actgctgaca
gtcaatgcta
gccececcgea

agacttatga

ccaatgtaaa
atctacaaca
tggatgagtt
ccgttgtgty
ttaaggcagt
agactgacct
aaggagatoga
gttttgtcga
tggctattga
acttgtattt
tgtattccgt
aggctratgta
cacagacttc
gctatgacca
gcaatgcecec
attattgcaa
ttggtttata
caacatgtga
tcaagcetttt
gtattgccac
gaaaacctag
atagtaaagt
tgtacagagg
acactgtaat
ctggcitgta
daaaggtcgg
attttgccat
ctcatgcagc
gtagtagaat
caacactaga
ttgtagtctt
gacttcgtge
cattgctgac

aaacaatagg

124

tgcacttctt
caggctctat
ttacgcttac
ctataacagt
tctttattat
tactaaagga
ttacgtgtac
tgatattgtc
tgcttaccca
acaatacatt
aatgctaact
cacaccacat
acttcgttgc
tgtcatttca
aggttgtgat
gtcacataag
caaaaacaca
ttggactaat
cgcagcagaa
tgtacgegaa
accaccattg
acagattgga
tactacgaca
gccacttagt
cccaacactc
catgcaaaag
cggacttgct
tgttgatgcc
catacctgcg
acagtatgtt
tgatgaaatc
aaaacactac
taaaggcaca

tccagacatg

tcaactgatg
gagtgtctct
ctgcgtaaac
aactatgcgg
caaaataatg
cctcacgaat
ctgecttace
aaaacagatg
cttacaaaac
agaaagttac
aatgataaca
acagtcttgce
ggtgcctgta
acatcacaca
gtcactgatg
cctcccatta
tgtgtaggca
gctggegatt
acgctcaaag
gtactctctg
aacagaaact
gagtacacct
tacaagttga
gcacctactc
aacatctcag
tactctacac
ctctattacc
ctatgtgaaa
cgtgcgeacy
ttctgcactg
tctatggeta
gtctatattg
ctagaaccag

ttccttggaa

15240
15300
15360
15420
15480
15540
15600
15660
15720
15780
15840
15200
15960
16020
16080
16140
16200
16260
16320
16380
16440
16500
16560
16620
16680
16740
16800
16860
16920
16980
17040
17100
17160
17220



cttgtegecg
agctaaaagc
ttacacatga
ttacacgcaa
ctgtagcttc
aatatgacta
gcttcaatgt
atctttatga
tacaagcaga
atcctacaca
gtgttgacat
gtttcaaaat
ctattcgtca
atgctgtgyag
ctgtaccgac
aacctccacc
ggaatgtagt
acagagtcgt
tcaagattag
cttcatcaga
catttatgat
aacattgcca
gtttagcagt
taggagatga
ctgcattgct
agtgtgtgce
aagcttacaa
atggtgttig
gtaggtttga
tgtatgtgaa
taaagcaatt
tagtgtcgga
taggtogtgc
atatgatgat

ttgtectget
acacaaggat
tgtttcatct
tccrgettyg
aaaaatctta
tgtcatattc
ggctatcaca
caaactgcaa
aaatgtaact
ggcacctaca
accaggcata
gaattaccaa
cgttcgtgcg
tactaaccta
tggttatgtt
aggtgaccag
gcgtattaag
gttcgtcctt
acctgaaaga
Tacttatgcc
tgatgttcag
ggtacatgga
ccatgagtgc
actgagggtt
tactgataag
tcaggctgaa
aatagaggaa
tttgttttgg
cacaagagtc
taagcatgea
gcctttcttt
tattgattat
tgtttgcaga
ttctgctgga
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gaaattgttg
aagtcagctc
gcaatcaaca
agaaaagctg
ggattgccta
acacaaacta
agggcaaaaa
tttacaagtc
ggacttttta
cacctcagceg
ccaaaggaca
gtcaatggtt
tggattggct
cctctecage
gacactgaaa
tttaaacatc
atagtacaaa
tgggcgcatyg
acgtgrtgtc
tgctggaatc
cagtggggct
aatgcacatg
tttgttaagc
aattctgctt
tttccagttc
gtagaatgga
ctcttctatt
aattgtaacg
ttgtcaaact
ttccacactc
tactattctg
gttccactca
caccatgcaa

tttagcctat

acactgtgag
aatgcttcaa
gacctcaaat
tttttatctc
cgcagactgt
ctgaaacagc
ttggcatttt
tagaaatacc
aggactgtag
ttgatataaa
tgacctaccg
accctaatat
ttgatgtaga
taggatttitc
ataacacaga
ttataccact
tgctcagtga
gcrttgagct
tgtgtgacaa
attctgtggg
ttacgggtaa
tggctagttyg
gcgttgattg
gcagaaaagt
ttcatgacat
agttctacga
cttatgctac
ttgatcgtta
tgaacttacc
cagctttcga
atagtccttg
aatctgctac
atgagtaccg

ggatttacaa

125

tgctttagtt
aatgttctac
aggcgttgta
accttataat
tgattcatca
acactcttgt
gtgcataatg
acgtcgcaat
taagatcatt
gttcaagact
tagactcatc
gtttatcacc
gggctgtcat
tacaggtgtt
attcaccaga
catgtataaa
tacactgaaa
tacatcaatg
acgtgcaact
ttrtgactat
ccttcagagt
tgatgctatc
gtctgttgaa
acaacacatg
tggaaatcca
tgctcagcea
acatcacgat
cccagccaat
aggcrgtygat
taaaagtgca
tgagtctcat
gtgtattaca
acagtacttg

acaatttgat

tatgacaata
aaaggtgtta
agagaatttc
tcacagaacg
cagagttctg
aatgtcaacc
tctgatagag
gtggctacat
actggtcttc
gaaggattat
tctatgatgg
cgcgaagaag
gcaactagag
aacttagtag
gtrtaatgcaa
ggcttgcect
ggattgtcag
aagtactttg
tgcttticta
gtctataacc
aaccatgacc
atgactagat
taccctatta
gttgtgaagt
aaggctatca
tgtagtgaca
aaattcactg
gcaattgtgt
ggtggtagtt
tttactaatt
ggcaaacaag
cgatgcaatt
gatgcatata

acttataacc

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
18340
18900
18960
19020
19080
19140
19200
19260



tgtggaatac
aaggacactt
acacaaaggt
artgttgcaty
tcaataattt
ccccagceaca
ctgagagtgc
acctttttag
caccttcaaa
taaaaacaca
cctactttac
actttctcga
tcgaacacat
taggcttagce
acagcacagt
gttctgtgat
cagtgatttc
ggtgtaagga
aaccaggtgt
accttcagaa
agtatactca
gagttattca
gacaatggtt
acgcagattc
ttattattag
aagaagggtt
Cctatagctgt
atttctcatg
taattggggc
Ctaactacat
acatgagcaa
aaatcaatga

acagagttgt

<210> 32

atttaccagg
tgatggacac
agatggtatt
tgagctttgy
gggtgtrtgat
tgtatctaca
ttgttcttca
aaacgcccgt
gggaccagca
gtttaactac
tcagagcaga
gctcgctatg
cgtttatgga
caagcgctca
gaaaaattac
tgatctttta
aaaagtggtc
tggacatgtt
tgcgatgect
ttatggtgaa
actgtgtcaa
ctttggtgct
gccaactgge
tactttaatrt
cgatatgtat
tttcacttat
aaagataaca
gtggacagct
taactatctt
tttctggagy
atttcctett
tatgatttat

ggtttcaagt
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ttacagagtt
gccggogaag
gatgtggaga
gctaagcgta
atcgctgcta
ataggtgtct
cttactgtct
aatggtgttt
caagctageg
tttaagaaag
gacttagagg
gatgaattca
gatttcagtc
caagattcac
ttcataacag
cttgatgact
aaggttacaa
gaaaccttct
aacttgtaca
aatgctgtta
tacttaaata
ggctctgata
acactacttg
ggagactgtg
gaccctagga
ctgtgtggat
gagcattctt
tttgttacaa
ggcaagccoa
aacacaaatc
aaattaagag
tctcttctgg

gatattcttg

tagaaaatgt
cacctgtttc
tecttrgaaaa
acattaaacc
atactgtaat
gcacaatgac
tgtttgatgg
taataacaga
tcaatggagt
tagacggcat
attttaagcc
tacagcgata
atggacaact
cacttaaatt
atgcgcaaac
ttgtcgagat
ttgactatgc
acccaaaact
agatgcaaag
taccaaaagg
cacttacttt
aaggagtrtgc
tcgattcaga
caacagtaca
ccaaacatgt
ttataaagca
ggaatgctga
atgtaaatgc
aggaacaaat
ctatccagtt
gaactgctgt
aaaaaggtag

ttaacaacta

126

ggcttataat
catcattaat
taagacaaca
agtgccagag
ctgggactac
tgacattgcec
tagagtggaa
aggttcagtc
cacattaatt
tattcaacag
cagatcacaa
taagctcgag
tgacggtctt
agaggatttt
aggttrcatca
aataaagtca
tgaaatttca
dacaagcaagt
aatgcttctt
aataatgatg
agctgtaccc
accaggtaca
tcttaatgac
tacggctaat
gacaaaagag
aaaactragcc
cctttacaag
atcatcatcg
tgatggctat
gtcttcctat
aatgtctett
gcttatcatt

a

gttgttaata
aatgcrgttt
cttcctgtta
attaagatac
aaaagagaag
aagaaaccta
ggacaggtag
aaaggtctaa
ggagaatcag
ttgcctgaaa
atggaaactg
ggctatgect
catttaatga
atccctatgg
aaatgtgtagt
caagatttgt
ttcatgcttt
caagcgtoge
gaaaagtgtg
aatgtcgcaa
tacaacatga
gctgtgctca
ttcgtctecg
aaatgggacc
aatgactcta
ctgggtggtt
cttatgggcc
gaagcatttt
accatgcatg
tcactcttty
aaggagaatc

agagaaaaca

19320
19380
19440
19500
19560
19620
19680
19740
19800
193860
19920
19980
20040
20100
20160
20220
20280
20340
20400
20460
20520
20580
20640
20700
20760
20820
20880
20940
21000
21060
21120
21180
21221



<211> 297
<212> ADN

<213> CORONAVIRUS

<400> 32

atggacccca

caactgacaa

aaggtttacc

aacttagatt

daaattggcta

<210> 33
<211>98
<212> PRT

atcaaaccaa

taaccagaat ggaggacgca
caataatact gcgtcttggt
ccctcgagge cagggegttc

ctaccgaaga gctaccegac

<213> CORONAVIRUS

<400> 33

Met Asp Pro Asn Gln
i

AsSp

Gln

Leu

Leu
65

Lys

Ala

<210> 34
<211> 213
<212> ADN

Pro

Gly

Gly

50

Glu

Leu

LysS

GIn Ile GIn
20

GIn Asn Ser
35

Ser GIn Leu

Ala Arg Ala

Ala Thr Thr
85

<213> CORONAVIRUS

<400> 34

atgctgccac cgtgctacaa cttcecctcaag
agggaagcag aggcggcagt caagcoctctt
caagaaattc aactcctgge agcagtaggg

gtggtgaaac tgccectcgeg ctattgetge

<210> 35
<211>70
<212> PRT

Thr

Leu

Ala

Ser

Phe

70

Glu
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cgtagtgcecc

Asnh
Thr
Asp
Leu
55

GIn

Glu

cccgcattac

atggggcaag

tcacagctct

val val

Ile Thr
25

Pro Lys

40

Ser Met

ser Thr

Leu Pro

caatcaacac

gagttcgtgg

Pro

10

Arg

val

Ala

Pro

Asp
90

atttggtgga

gccaaaacag

cactcagcat

caatagtggt

tggtgacggc

Pro

Met

Tyr

Arg

Ile
75

Ala

Glu

Pro

Arg

60

val

Leu

ASD

Ile

45

Asn

val

val

cccacagatt

cgccgaccec

ggcaaggagy

ccagatgacc

daaatga

His Leu
15

Ala Met

30

Ile Leu

Leu Asp

GIn Met

val val
95

val

Gly

Arg

ser

Thr

80

Thr

gaacaacatt gccaaaaggc ttctacgcag

ctcgctccte atcacgtagt cgcggtaatt

gaaattctcc tgctcgaatg gctagcggag

tag

127

60
120
180
240
297

60
120
1380
213
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<213> CORONAVIRUS

<400> 35

Met Leu Pro Pro Cys Tyr Asn Phe Leu Lys Glu Gln His Cys GIn Lys
1 5 10 15

Ala Ser Thr ng Arg Glu Ala Glu Ala Ala val Lys Pro ggu Leu Ala
2

Pro His His val val ala val Ile GIn Glu ITe Gin Leu Leu Ala Ala
35 40 45

val géy Glu Ile Leu Leu %gu Glu Trp Leu Ala EAu val val Lys Leu

Pro Ser Arg Tyr Cys Cys
65 70

<210> 36

<211> 1377

<212> ADN

<213> CORONAVIRUS

<220>
<221> CDS

<222> (67)..(1335)
<223>

<400> 36

atgaaggtca ccaaactgct gcatttagag acgtacttgt tgttttaaat aaacgaacaa 60

128
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attaaa atg tct gat aat ¢gga ccc caa tca aac caa cgt agt gcc ccc

cgc
Arg
15

&ty

Cccc
Pro

gag
Glu

agt
Ser

gtt
val
95

ttc
Phe

aac
Asn

cccC
Pro

val

gag
Glu
175

agt
ser

tct
ser

ttg
Leu

gca
Ala
255

att
Ile

Sty

aat
Asn

gaa
Glu

&y
80

cgt
Arg

tat
Tyr

aaa
Lys

dda
Lys

cta
Leu
160

dga
Gly

cgc
Arg

cct
Pro

ctg
Leu

caa
Gln
240

tct
ser

aca
Thr

cgc
Arg

aat
Asn

ctt
Leu
65

cca
Pro

tac
Tyr

gaa
Glu

gac
Asp
145

caa
GIn

agc
Ser

&ty

gct
Ala

cta
Leu
225

caa
GIn

aaa
LysS

ttt
Phe

aat
Asn

act
Thr
50

aga
Arg

gat
ASp

cta
Leu

ggc
Sty
130
cac
His

Cctt
Leu

aga
Arg

aat
Asn
cga
Ar

210
gac
Asp

caa
Gln

aag
Lys

&y

a1y
35

gcg
Ala

ttcC
Phe

gac
Asp

gac
Asp

&y
115

atc
Ile

att
Ile

cct
Pro

&ty

tca
Ser
195

atg

g Met

aga
Arg

caa
Gin

CCt
Pro

gga
&y
20

gca
Ala

tct
Ser

cCct
Pro

caa
Gln

ggc
Gly
100

act
Thr

gta
val

&ty

caa
GIn

Q?C
Gly
180
aga

Arg

gct
Ala

ttg
Leu

&ty

cgc
Arg
260

cCccC
Pro

agg
Arg

g9
Trp

cga
Arg

att
Ile
85

dad
Lys

ggc
Gly

tgg
Trp

acce
Thr

a1y
165

agt
Ser

aat
Asn

agc
Ser

aac
Asn

caa
Gn
245

caa
Gln

aca
Thr

cca
Pro

ttc
Phe

&ly
70

&ty

atg
Met

cca
Pro

gtt
va'l

cgce
Arg
150

aca
Thr

caa
Gln

Tca
Ser

gga
Gly

cag
Gln
230

act
Thr

aaa
Lys

gat
Asp

adda
Lys

aca
Thr
55

cag
GIn

tac
Tyr

ada
Lys

gaa
Glu

gca
Ala
135

aat
Asn

aca
Thr

gcce
Ala

act
Thr

ggt
Giy
215

ctt
Leu

gtc
val

cgt
Arg

tca
Ser

cag
Gln
40

gct
Ala

ety

tac
Tyr

gag
Glu

gct
Ala
120

act
Thr

cct
Pro

tty
Leu

tct
ser

cct
Pro
200

&

gag
Glu

act
Thr

act
Thr

129

act
Thr
25

cgc
Arg

Cctc
Leu

gtt
val

cga
Arg

ctc
Leu
105

tca
Ser

gag
Glu

aat
Asn

cca
Pro

tct
Ser
185

Sty

gaa
Glu

agc
ser

aag
Lys

gcc
Ala
265

gac
Asp

cga
Arg

act
Thr

cca
Pro

aga
Arg
90

agc
ser

ctt
Leu

sty

aac
Asn

aaa
LYS
170

cgc
Arg

agc
ser

act
Thr

aaa
Lys

dda
Lys
250

aca
Thr

aat
Asn

cco
Pro

cag
GIn

ate
Ile
75

gct
Ala

cccC
Pro

cco
Pro

aat
Asn
155

Sy

tcc
ser

agt
ser

gee
Ala

gtt
val
235

tct
Ser

dad
Lys

dac
Ash

cada
Gln

cat
His
60

aac
AsSnh

acc
Thr

aga
Ar‘g

tac
Tyr

ttg
Leu
140

gct
Ala

ttc
Phe

tca
Ser

agg
Arg

ctc
Leu
220

tct
Sar

gct
Ala

cag
GIn

cag
Gin

A
45

&ty

acc
Thr

cga
Arg

tag
Trp

a1y
125

dat
Asn

gce
Ala

tac
TYr

tca
ser

&y
205

gcg
Ala

&y

gct
Ala

tac
TYT

I\lflet ser Asp Asnh g y Pro Gln ser Asn GIn Arg Ser Ala Pro
- 10

aat
Asn
30

tta
Leu

aag
LYS

aat
Asn

cga
Arg

tac
Tyr
110

gct
Ala

aca
Thr

acc
Thr

gca
Ala

cgt
Arg
190
aat

Asn

cta
Leu

aaa
Lys

gag
Glu

aac
Asn
270

108

156

204

252

300

348

396

444

492

540

588

636

684

732

780

828

876



gtc
val

ttc
Phe

ccg
Pro

tca
ser

cat
His
335

gtc
val

aca
Thr

ttg
Leu

gct
Ala

gct
Ala
415

aggcagatgg gctatgtaaa cg

act
Thr

Sty

caa
GlIn

cgce
Arg
320

Sty

ata
Ile

gag
Glu

ccg
Pro

gac
ASp
400

tct
Ser

<210> 37

<211> 422
<212> PRT
<213> CORONAVIRUS

<400> 37
Met Ser Asp Asn Gly Pro
1 5

caa
Gln

gac
ASp

att
Tle
305

att
Ile

gcc
Ala

ctg
Leu

cct
Pro

cag
GIn
385

atg
Met

gct
Ala

gca
Ala

caa
Glin
290

gca
Ala

Ty

att
Ile

ctg
Leu

aad
LysS
370

aga
Arg

gat
Asp

gat
ASp

Tttt
rhe
275

gac
Asp

caa
Gin

atg
Met

aaa
Lys

aac
Asn
355

aag
LYsS

caa
Gln

gat
Asp

tca
ser

&ty

cta
Leu

trt
Phe

gaa
Glu

ttg
Leu
340

aag
Lys

gac
Asp

aag
Lys

tte
Phe

act
Thr
420

aga
Arg

atc
Ile

gct
Ala

gtc
val
325

gat
ASp

cac
H3s

add
Lys

aag
LysS

tce
ser
405

cag
Gin

Thr phe Gly ggy Pro Thr

Arg Asn Gly Ala Arg Pro
35

Asn Thr Ala Ser Trp Phe
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cgt
Arg

aga
Arg

cca
Pro
310

aca
Thr

gac
Asp

att
Ite

aag
Lys

cag
GIn
390

aga
Arg

gca
Ala

Gln

Asp

LyS

Thr

&

caa
Gln
295
agt
ser

cct
Pro

aaa
Lys

gac
AsSp

aaa
Lys
375

ccc
Pro

caa
Gln

taa

sar
Ser
Gln
40

Ala

cca
Pro
280

cly

gce
Ala

tcg
ser

gat
Asp

gca
Ala
360

aag
Lys

act
Thr

Cctt
L.eu

gaa
Glu

act
Thr

tCct
ser

&ty

cca
Pro
345

tac
Tyr

act
Thr

gt
va

caa
Gln

caa
Gln

gat
Asp

gca
Ala

aca
Thr
330

caa
GIn

aaa
Lys

gat
Asp

act
Thr

aat
Asn
410

acc
Thr

tac
Tyr

tte
Phe
315

tgg
Trp

tte
Phe

aca
Thr

gaa
Glu

ctt
Leu
395

tCC
ser

caa
Gln

aaa
Lys
300

ttt
Phe

ctg
Leu

aaa
LysS

ttc
Phe

gct
Ala
380

Cctt
Leu

atg
Met

gga
Gly
285

cat
His

&ty

act
Thr

gac
AsSp

cca
Pro
365

cag
G1n

cct
Pro

agt
ser

acactcatga tgaccacaca

Asn GIn Arg Ser Ala Pro
10

Thr Asp Asn Asn GIn Asn
25

30

Arg Arg Pro Gln 21y Leu
5

Leu Thr GIn His Gly Lys

130

aat
Asn

tag
Trp

atg
Met

tat
TYr

aac
ASn
350

cca
Pro

cct
Pro

gcyg
Ala

oty

Arg
15
Gly

Pro

Glu

Ile

Gly

Asn

Glu

924

972

1020

1068

1116

1164

1212

1260

1308

1355

1377



Leu

65

Pro

Gly

Tyr

Glu

Asp

Gln

Ser

Gly

Ala

Leu

225

Gln

LyS

Gln

ASp

Ile

305

ITe

50

Arg
ASp
Gly

Leu

Leu
Arg
AsSh
Arg
AsSp
Gln
LysS
Ala
Gln
290

Ala

Gly

Phe

ASp

ASp

Ile

Pro

Gly

Ser

195

Met

Arg

Gin

Pro

Phe

275

ASp

Gln

Met

Pro

Gln

Gly

Thr

val

Gly

Gln

Gly

Arg

Ala

Leu

Gly

APrg

260

Gly

Leu

Phe

Glu

Arg

Ile

85

Lys

Gly

Trp

Thr

Asn

Ser

Asn

Gln

245

Gln

Arg

Ile

Ala

val

Gly

70

Gly

Met

Pro

val

150

Thr

Gln

sSer

Gly

Lys

Arg

Arg

Pro

310

Thr

ES 2396 127 T3

55

GIn

Tyr

Lys

Glu

Ala

135

Asn

Thr

Ala

Thr

Leu

val

Arg

Gly

Glin

295

ser

Pro

Gly val

Tyr Arg

Glu Leu
105

Ala ser
120

Thr Glu

Pro Asn

Leu Pro

Ser Ser

185

Pro Gly
200

Gly Glu
Glu Ser
Thr Lys
Thr Ala

265
Pro Glu
280
Gly Thr
Ala ser

ser Gly

131

Pro
Arg
920

Ser
Leu

Gly

Asn

Arg

ser

Thr

LyS

Lys

Thr

G1n

Asp

Ala

Thr

Ile

75

Ala

Pro

Pro

Ala

Asn

155

Gly

Ser

ser

Ala

val

235

Ser

Lys

Thr

Tyr

Phe

315

Trp

60

AsSn

Thr

Arg

Tyr

Leu

140

Ala

Phe

ser

Arg

Leu

220

Sser

Ala

GIn

Gln

Lys

Phe

Leu

Thr

Arg

Trp

Gly

Asn

Ala

TYr

Ser

Gly

Ala

TYr

Gly

His

Gly

Thr

Asn

Arg

TV

110

Ala

Thr

Thr

Ala

Leu

LyS

Glu

AsSn

270

AsSn

Trp

Met

Tyr

Ser

val

95

Phe

AsSnh

Pro

val

Glu

175

Ser

Ser

Leu

Gly

Ala

val

Phe

Pro

Ser

His

Gly

80

Arg

TYr

Lys

Lys

Leu

160

Gly

Arg

Pro

Leu

GlIn

240

Ser

Thr

Gly

Gln



Ala

Leu

Pro

Ile

Leu

Lys

Leu
340

Lys

Ash
355

Lys

Lys Asp

370

Gln
385

Met

Ala

<210> 38
<211> 1377
<212> ADN

Arg

Asp

Asp

Gin Lys

Asp Phe

Thr
420

Ser

<213> CORONAVIRUS

<400> 38
atgaaggtca

attaaaatgt
ggtggaccca
aaacagcgee
cagcatggca
agtggtccag
gacggcaaaa
gaagcttcac
gccttgaata
gtgctacaac
ggcggcagtce
actcctggea
gcecctecacge
ggccaacaac

cctcgccaaa

ccaaactgct
ctgataatgg
cagattcaac
gaccccaagg
aggaggaact
atgaccaaat
tgaaagagct
ttcectacgg
cacccaaaga
ttcctcaagy
aagcctcttc
gcagtagggg
tattgctgct
aacaaggcca

aacgtactgc

ES 2396 127 T3

325

AsSp Asp Lys

His Ile Asp

Lys Lys Lys

375

Gln
390

Lys Pro

ser GlIn

405

Arg

Gin Ala

gcatttagag
accccaatca
tgacaataac
tttacccaat
tagattccct
tggctactac
cagcceccaga
cgctaacaaa
ccacattggc
aacaacattg
tcgctectea
aaattctcct
agacagattg
aactgtcact

cacaaaacag

330

ASp Pro G1n
345

Ala Tyr
360

Lys

Lys Thr Asp

Thr val Thr

Leu GIn Asnh

410

acgtactigt
aaccaacgta
cagaatggag
aatactgcgt
cgaggccagg
cgaagagcta
tggtacttct
gaaggcatcyg
acccgcaatc
Ccaaaaggct
tcacgtagtc
gctcgaatgg
aaccagcttg
aagaaatctg

tacaacgtca

132

Fhe

Thr

Lys Asp

Phe Pro

335

Asn val

350

Pro Thr

365

Glu
380

Leu
395

ser

tgttttaaat
gtgccceccy
gacgcaatgg
cttggttcac
gcgttccaat
cccgacgagt
attacctagg
tatgggttgc
ctaataacaa
tctacgcaga
gcggtaattc
ctagcgoagg
agagcaaagt
ctgctgaggc

ctcaagcatt

Ala Gln

Leu Pro

Mat Ser

Pro Leu

Ala

Ala

Ala
415

Gly

aaacgaacaa
cattacattt
ggcaaggcca
agctctcact
caacaccaat
tcgtgotggt
aactggccca
aactgaggga
tgctgccace
gggaagcaga
aagaaattca
tggtgaaact
ttctggtaaa

atctaaaaag

tgggagacgt

ITle

Glu

Pro

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
800



ggtccagaac
tacaaacatt
tcacgecattg
aaattggatyg
gacgcataca
gaagctcagce
gctgacatgg
tcaactcagg
<210> 39

<211> 204
<212> ADN

aaacccaagg
ggccgcaaat
gcatggaagt
acaaagatcc
aaacattccc
ctttgccgea
atgatttctc

cataaacact

<213> CORONAVIRUS

<400> 39
atattaggtt

ctctaaacga

gcagtataaa

tctgcagact
<210> 40

<211> 809
<212> ADN

tttacctacc
actttaaaat
caataataaa

gctracggtt

<213> CORONAVIRUS

<400> 40
actcaagcat

ctaatcagac
gcectctgeat
ctgacttatc
atactgctga
gacaaaaaga
actgtgactc
atgagtggag
agatgggeta
gaatgaattc

aatctytaat

ggccacgegg
aagagcccta

tcttaggaga

<210> 41

ttgggagacg
aaggaactga
tctttggaat
atggagccat
acaagcacat
adaagactga
ttettectge
cttctgetga
tgtaaacgtt

tcgtaactaa

caatgtgtaa
agtacgatcg
atgtgtaaaa

atgacaaaaa
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aaatttcggg
tgcacaattt
cacacctteg
acaattcaaa
accaacagag
gagacaaaag
cagacaactt

catgatgacc

caggaaaagc
ctgtgtagct
ttttactgtc

tcogt

tggtccagaa
ttacaaacat
gtcacgcatt
taaattggat
tgacgcatac
tgaagctcag
ggctgacaty
ttcaacteag
ttcgcaattc
acagcacaag
cattagggag
agggtacagt
ttaattttag

dddddadaa

gaccaagacc
gctccaagtg
ggaacatggc
gacaacgtca
cctaaaaagg
aagcagccca
caaaattcca

acacaaggca

caaccaacct
gtcgctcggc
gttgacaaga

caaacccaag
tggccgcaaa
ggcatggaag
gacaaagatc
aaaacattcc
cctttgeege
gatgatttct
gcataaacac
cgtttacgat

taggtttagt

gacttgaaag
gaataatgct

tagtgctatc

133

taatcagaca
cctecrgeatt
tgacttatca
tactgctrgaa
acaaaaagaa
ctgtgactct
tgagtggagc
gatgggctat

cgatctcttg
tgcatgccta

aacgagtaac

gaaatttcgg
ttgcacaatt
tcacaccttc
cacaattcaa
caccaacaga
agagacaaaa
ccagacaact
tcatgatgac
acatagtcta

taactttaat
agccaccaca
agggagagct
cccatgtgat

aggaactgat
ctttggaatg
tggagccatt
caagcacatt
aaagactgat
tcttocectgcg
ttctgetgat

gtaaacyg

tagatctgtt
gtgcacctac

tcgtcectcet

ggaccaagac
tgctccaagt
gggaacatgg
agacaacgtc
gcctaaaaag
gaagcagccc
tcaaaattcc
cacacaaggce
ctcttgtgea

ctcacatagc
ttttcatcga

gcctatatgg
tttaatagct

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1377

60
120
180
204

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
809
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<211> 448
<212> ADN
<213> CORONAVIRUS

<400> 41

aatgaacaca
acaagtgcca
gaagccacgc
tttetegttyg
acctaggrat
gggacgagtt
ggtgcactag

agatctacaa

tagggctgtt
tttttgaggt

actagcacgt

acaccaagaa

gctgatgatc

actcgtttet

gcatgcagec

gagatcgagg

caagcrgggyg
gttcacgtgc
ctctaacctg
caaggctctc
gactgcaaca
tgtcaacgac
gagcgacagce

ttggttgg

cagtacgcct
ctccgatagg
aaggacaggc
catcttacct
cggacgaaac
agtaaaattt

tacacagatt

<210> 42

<211> 2033

<212> ADN

<213> CORONAVIRUS

<400> 42

atacctaggt
caacgagaaa
gcgtggctte
tggcactigt
tgtgttcatt
ggttgcagaa
gccacatgtg
taagggagec
gcttggcact

tgcactccgt

ttcgtccggg
acacacgtcc
ggggdactctg
ggtctagtag
aaacgttctg
atggacggca
ggcgaaaccc
ggtggtcata
gatcccattg

gaactcactc

tgtgaccgaa
aactcagttt
tggaagaggc
agctggaaaa
atgccttaag
ttcagtacgg
caattgcata
gctatggcat
aagattatga

gtgagctcaa

aggtaagatg
gcctgtectt
cctatcggag
aggcgtactg
caccaatcac
tcgtageggt
ccgcaatgtt
cgatctaaag

acaaaactgg

tggaggtgca

134

ttttccaget
gectetteca
aaactgagtt
ttcggtcaca
cgtaagcagt
attattgttt
ttaaagttcg

gagagccttg
caggttagag
gcacgtgaac
ccccagettg
gyccacaagg
ataacactagd
cttcticgta
tcttatgact
aacactaagc

gtcactcgct

ctactagacc
cagagtcccce
ggacgtgtgt
cccggacgaa
ctgcagaaga
atactgcgta

tttagagaac

ttcttggtgt
acgtgctagt
acctcaaaaa
aacagcccta
tcgttgaget
gagtactcgt
agaacggtaa
taggtgacga
atggcagtgg
atgtcgacaa

60
120
180
240
300
360
420
448

60
120
130
240
300
360
420
480
540
600



caatttctgt
gggcaagtca
ctactgctgc
ctacgagcac
ggaatgceca
tgaaaagaaa
tccacaggag
agtttcatgg
tttagttatt
gccatgtect
caaccactca
ctgtgtgttt
tgctgatatt
ggatctcctt
tttgaatgaa
tgacactata
Cctataaagtt
agttttaaca
tgcgegeaca
catacttgat
agacctgctc
gacttctcag
tgaatggatt
tctcaaattt
<210> 43

<211> 2018
<212> ADN

ggcccagatg
atgtgcactc
cgtgaccatg
cagacaccct
aagtttgtot
aagactgagg
tgtaacaata
cagacgtgcg
gaaggaccta
gcctgtcaag
aacattgaaa
gcctatgttg
ggctcaggcec
gagatactga
gaggttgcca
aagagtcttg
accaagggaa
ccactgtgtg
cttgatgcag
ggtatttctg
accaacagtg
tggttgtcta
gaggcgaaac

ctcattacag

<213> CORONAVIRUS

<400> 43
ggattgaggc
aatttctcat
acatcaagga

ttgatcaagt

gaaacttagt
tacaggtgtt
ttgtgtaaaa

cactatcgct
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ggtaccctct
ittccgaaca
agcatgaaat
tcgaaattaa
ttcctcttaa
gtttcatgygy
tgcacttgte
actrtctgaa
ctacatgtyg
acccagagat
ctcgactccg
gctgetataa
atactggcat
gtcgtgaacy
tcattttgac
attacaagtc
agcccgtaaa
grttteecte
caaaccactc
aacagtcatt
tcattattat
atcttttggg
ttagtgcagq
gtgtttttga

gcaggagttg
tttgacatcg
tgcttcattyg

ggcgcaaagt

tgattgcatc
acttgattac
tgcctggttc
gagtgccaag
ctcaaaagtc
gcgtatacgce
taccttgatg
agccacttgt
gtacctacct
tggacctgag
Ccaagggaggt
taagcgtgee
tactggtgac
tgttaacatt
atctttctct
tttcaaaacc
aggrgcttgg
acaggctgct
aattcctgat
acgtcttgtce
ggcatatata
cactactgtt
agttgaattt

catcgtcaag

aatttctcaa
tcaagggtca
atgttgttaa

tgcgatcact

135

aaagattttc
atcgagtcga
actgagcgct
aaatttgaca
aaagtcattc
tctgtgtace
aaatgtaatc
gaacattgtyg
actaatgctyg
catagtgttyg
aggactagat
tactgggttc
aatgtggaga
aacattgttyg
gctictacaa
attgttgagt
aacattggac
ggtgttatca
ttgcaaagag
gacgccatgg
actggtggte
gaaaaactca
ctcaaggatg

ggtcaaatac

ggatgcttgg
aatacaggtt
caaggcactc

caacttaggt

tcgcacgegce
agagaggtgt
ctgataagag
ctttcaaagqg
aaccacgtgt
ctgttgcatc
attgcgatga
gcactgaaaa
tagtgaaaat
cagattatca
gttttggagg
ctcgtgctag
ccttgaatga
gcgattttca
gtgcctttat
cctgeagtaa
aacagagatc
gatcaatttt
cagctgtcac
Tttatacttc
ttgtacaaca
ggcctatctt
cttgggagat
agg

gagattctca
gcttcagata
gaaatgtgca

gaagtcttca

660

720

780

840

900

260
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2033

60
120
180
240
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tcgetcaaag caagggactt taccgtcagt gtatacgtgyg caaggagcag ctgcaactac 300
tcatgcctct taaggcacca aaagaagtaa cctttcttga aggtgattca catgacacag 360
tacttacctc tgaggaggtt gttctcaaga acggtgaact cgaagcactc gagacgoccyg 420
ttgatagctt cacaaatgga gctatcgttg gcacaccagt ctgtgtaaat ggectcatgc 480
tcttagagat taaggacaaa gaacaatact gcgcattgtc tcctggttta ctggctacaa 540
acaatgtctt tcgcttaaaa gggggtgcac caattaaagg tgtaaccttt ggagaagata 600
ctgtttggga agttcaaggt tacaagaatg tgagaatcac atttgagctt gatgaacgtyg 660
ttgacaaagt gcttaatgaa aagtgctctg tctacactgt tgaatccggt accgaagtta 720
ctgagtitge atgigttgta gcagaggctg ttgtgaagac tttacaacca gtttctgatc 780
tccttaccaa catgggtatt gatcttgatg agtggagtgt agctacattce tacttatttg 840
atgatgctgg tgaagaaaac ttttcatcac gtatgtattg ttccttttac cctccagatg 200
aggaagaaga ggacgatgca gagtgtgagg aagaagaaat tgatgaaacc tgtgaacatg 960
agtacggtac agaggatgat tatcaaggtc tccctctgga atttggtgec tcagctgaaa 1020
cagttcgagt tgaggaagaa gaagaggaag actggctgga tgatactact gagcaatcag 1080
agattgagcc agaaccagaa cctacacctg aagaaccagt taatcagttt actggttatt 1140
taaaacttac tgacaatgtt gccattaaat gtgttgacat cgttaaggag gcacaaagtg 1200
ctaatecctat ggtgattgta aatgctgcta acatacacct gaaacatggt ggtggtgtag 1260
caggtgcact caacaaggca accaatggtg ccatgcaaaa ggagagtgat gattacatta 1320
agctaaatgg cccicttaca gtaggagggt cttgtttgct ttctggacat aatcttgcta 1380
agaagtgtct gcatgttgtt ggacctaacc taaatgcagg tgaggacatc cagcttctta 1440
aggcagcata tgaaaatttc aattcacagg acatcttact tgcaccattg ttgtcagcag 1500
gcatatttgg tgctaaacca cttcagtctt tacaagtgtg cgtgcagacg gttcgtacac 1560
aggtttatat tgcagtcaat gacaaagctc tttatgagca ggttgtcatg gattatcttg 1620
ataacctgaa gcctagagtg gaagcaccta aacaagagga gccaccaaac acagaagatt 1680
cCaaadctga ggagaaatct gtcgtacaga agcctgtcga tgtgaagcca aaaattaagg 1740
cctgcattga tgaggrtacc acaacactgg aagaaactaa gtttcttacc aataagttac 1800
tcttgtttgc tgatatcaat ggtaagettt accatgattc tcagaacatg cttagaggtg 1860
aagatatgtc tttcettgag aaggatgcac cttacatggt aggtgatgtt atcactagtg 1920
gtgatatcac ttgtgttgta ataccctcca aaaaggetgg tggcactact gagatgctct 1980
caagagcttt gaagaaagtg ccagttgatg agtatata 2018

<210> 44

<211> 1442

<212> ADN

<213> CORONAVIRUS

<400> 44

136



ttgatgaggt
ttgctgatat
tgtctttect
tcacttgtgt
ctttgaagaa
gttatacact
taccttcaga
gagaaatgct
gagccataat
ttgactatgg
cgaagctgaa
gttttaatct
cagtatcatc
catctgagga
attcaggaca
accacactcet
aactaaagag
acaacactaa
gtccaacata
gtaagacttt
accatactct
aatggaaatt
atttgtctag
ttcaagaggc

tc

<210> 45

<211> 1050
<212> ADN
<213> CORONAVIRUS

<400> 45

taccacaaca
caatggtaag
tgagaaggat
tgtaataccc
agtgccagrt
tgaggaaqgct
agcacctaat
tgctcatgct
ggcaaccatc
tgtccgattc
ctctctaaat
tgaagaggct
accagatgct
gcactttgta
gcgtacagag
ggagagccce
tctcttatec
tctccacaca
cttggatggt
ctttgtacta
tgatgagagt
tcctcaagtt
tgttttatta

ttattataga

ES 2396 127 T3

ctggaagaaa
ctttaccatg
graccttaca
tccaaaaagdg
gatgagtata
aagactgctc
gctaaggaag
gaagagacaa
caacgtaagt
ttcttttata
gagccgettyg
gcgcgetgta
gttactacat
gaaacagttt
ttaggtgttg
gtcgagtttc
ctgcgggagg
cagcttgtgg
gctgatgtta
cctagtgatg
tttcttggta
ggtggtttaa
gcacttcaac

gcccgtgctg

ctaagtttet
attctcagaa
tggtaggtaa
ctggtggcac
taaccacgta
ttaagaaatg
agattctagg
gaaaattaat
ataaaggaat
ctagtaaaga
tcacaatgcc
tgcgttctet
ataatggata
ctttggctag
aatttcttaa
atcttgacgg
ttaagactat
atatgtctat
caaaaattaa
acacactacy
ggtacatgtc
cttcaattaa
agctrtgaagt

gtgatgctgc

taccaataag
catgcttaoga
tgttatcact
tactgagatg
ccctggacaa
caaatctgca
aactgtatcc
gectatatac
taaaattcaa
gectgtaget
aattggttat
taaagctcct
cctcacttcg
ctcttacaga
gcgtggtgac
tgaggttett
aaaagtgttc
gacatatgga
acctcatgta
tagtgaagct
tgctttaaac
atgggctgat
caaattcaat

taacttttogt

ttactcttgt
ggtgaagata
agtggtgata
ctctcaagag
ggatgtgctg
ttttatgtac
tggaatttga
atggatgtta
gagggcatcg
tctattatta
gtgacacatg
gccgtagtgt
tcatcaaaga
gattggtcct
aaaattgtgt
tcacttgaca
acaactgtgg
cagcagtttg
aatcatgagg
ttcgagtact
cacacaaaga
dacaattgtt
gcaccagcac

gcactcatac

atatgtctat gacatatgga cagcagtttg gtccaacata cttggatggt gctgatgtta
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60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
500
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1442

60



caaaaattaa
acacactacg
ggtacatgtc
cttcaattaa
agcttgaagt
gtgatgctgce
ttggtgatgt
agcgagttct
tagaagctgt
ttccatgtgt
ttatgatgtc
atgagtacac
tctatcgtat
atgttttcta
atggagttac
cttactatac
ttgataattt
<210> 46

<211> 1995
<212> ADN

acctcatgta
tagtgaagct
tgctttaaac
atgggctgat
caaattcaat
taacttttgt
cagagaaact
taatgtggtg
gatgtatatg
gtgtggtcgt
tgcaccacct
tggtaactat
tgacggagcet
caaggaaaca
ttacacagag
agagcagcct

caaactcaca

<213> CORONAVIRUS

<400> 46
tttgtgecact
aaactatgac
tggtatgtaa
atatgagtac
gtcgtgatgc
cacctgctga
actatcagtg
gagctcacct
aaacatctta
cagagattga

agcctataga

catactcget
ccatcttcta
acattgtggt
tctatcttat
tacacaatat
gtataaatta
tggtcattac
tacaaagatg
cactacaacc
accaaaattyg

ccttgtacca

ES 2396 127 T3

aatcatgagg
ttcgagtact
cacacaaaga
aacaattgtt
gcaccagcac
gcactcatac
atgacccatc
tgtaaacatt
ggtactctat
gatgctacac
gctgagtata
cagtgtggtc
caccttacaa
tcttacacta
attgaaccaa
atagaccttg

tgttctaaca

tacagtaata
cagcatgcta
cagaaaacta
gataatctta
ctagtacaac
cagcaaggta
actcatataa
tcagagtaca
atcaagcctg
gatgggtatt

actcaaccat

gtaagacttt
accatactct
aatggaaatt
atttgtctag
ttcaagaggc
tcgcttacag
ttctacagcea
gtggtcagaa
cttatgataa
aatatctagt
aattacagca
attacactca
agatgtcaga
caaccatcaa
aattggatgg

taccaactca

aaactgttgg
atttggaatc
ctaccttaac
agacaggtgt
aagagtctte
cattcttatg
ctgctaagga
aaggaccagt
tgtcgtataa
ataaaaagga

taccaaatgc
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ctttgtacta
tgatgagagt
tcctcaagtt
tgttttatta
ttattataga
taataaaact
tgctaatttg
aactactacc
tcttaagaca
acaacaagag
aggtacattc
tataactgct
gtacaaagga
gcctgtgteg
gtattataaa

accattacca

cgagcttggt
tgcaaagcga
aggtgtagaa
ttccattcca
ttttgttatg
tgcgaatgag
gaccctctat
gactgatgtt
actcgatgga
taatgcttac

gagttttgat

cctagtgatyg
tttcttggta
ggtggtttaa
gcacttcaac
gccecgtgetg
gttggcgage
gaatctgcaa
ttaacgagtg
ggtgtttcca
tcttettttg
ttatgtygcga
aaggagacce
ccagtgactg
tataaactcg
aaggataatg
aatgcgagtt

gatgtcagag
gttcttaatg
gctgtgatgt
tgtgtgtgtyg
atgtctgcac
tacactggta
cgtattgacg
ttctacaagg
gttacttaca
tatacagagc

aatttcaaac

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1050

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660



tcacatgttc
cagcttcacg
ttgactatag
ttgtttggeca
tacgttgtct
tagaagacac
aagtagtgga
aagttgtagg
taggtcatga
ctaatgagct
ttaatagtgt
caattacaac
cttatgtott
ttagagcttc
gtttggatgc
ctatgtgget
ttggtgtact
atcttaattc
tttgtttaag
cgatttcatc
catatatgtt
tctttggcta
gtattgtaca
<210> 47

<211> 1884
<212> ADN

taacacaaaa
agagctatct
acactattca
cattaaccag
ttggagtaca
acaaggaatg
aaatcctacc
caatgtcata
ggatcttatg
ttcactagce
tccttggagt
atcaaattgc
tacattattg
actacctaca
cggcattaat
attgttgtta
Cttatctaat
gtctaacgtt
tggattagac
gtacaagcta
gttcacaaaa
ttttgctagt

aatgg

<213> CORONAVIRUS

<400> 47
aattcttggce

gttaggatgt
arggatggtt
gttgagtgta

tcatgtggtt
acatctictt
gcacctcttce

caactattgt

ggccgtggct tctgcaagac

ES 2396 127 T3

tttgctgatg
gtcacattct
gcgagttteca
gctacaacca
aagccagtag
gacaatcttg
atacagaagg
cttaaaccat
gctgcttatg
ttaggtttaa
aaaattttgy
gctaagagat
ttccaattgt
actattgcta
tatgtgaagt
agtatttgct
tttggtgctc
actactatgg
tccettgatt
gacttgacaa
Trcttttatt

catttcatca

tatcattagt
tgcttetttc
gacttgcatg
taatggcatg
tcacaattgg

atttaaatca
tcccagactt
agaaaggtgc
agacaacgtt
atacttcaaa
cttgtgaaag
aagtcataga
cagatgaagg
tggaaaacac
aaacaattgc
cttatgtcaa
tagcacaacg
gtacttttac
aaaatagtgt
cacccaaatt
taggrictct
cttcttattg
atttctgtga
cttatccagc
ttttaggtct
tattaggtct
gcaattcttg

attgtacaaa
tactacatat
atgtgctata
aagagatctt

aattgtctca
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aatgacagyc
gaatggcgat
taaattactg
caaaccaaac
ttcatttgaa
tcaacaaccc
gtgtgacgtg
tgttaaagta
aagcattacc
cactcatggt
accattctta
tgtgtttaac
tadaagtacc
taagagtgtt
ttctaaattg
aatctgtgta
taatggcgtt
aggttetttt
tcttgaaacc
ggccgctgag
ttcagctata
gctcatgtag

tggcacccgt
ggaagagcta
agcgcaatcg
tctatgtcta

attgtgacac

ttcacaaagc
gtagtggcta
cataagccaa
acttggtgtt
gttctggcag
acctctgaag
aaaactaccg
acacaagagt
attaagaaac
attgctgcaa
ggacaagcag
aattatatgc
aattctagaa
gctaaattat
ttcacaatcg
actgctgett
agagaattgt
ccttgcagea
attcaggtga
tgggttttgg
atgcagatgt

tttatcatta

ttctgcaatg
tgttcatatc
tgccacacgce
tgcaaatgga
attttgcact

720

780

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
1995

60
120
180
240
300



ggtagtacat
atcaacccta
cttcacctct
tttgtcaatt
atagtttttg
tacagtcagc
ggagatagta
acttttagtg
gcaaagggtg
gttgttgata
tctgacttag
gaaaacatga
gcccaagtag
ttatctgaac
agactaactt
aagggtggta
gttcttgctg
ggttacacaa
atttctactg
cgtggtggtt
gagattyggtt
ttcttgeatt
aaactcatty
atttttaagg
ggttctattt
atcatacagt

gctgagtact

<210> 48

<211> 2020
<212> ADN
<213> CORONAVIRUS

<400> 48

tcattagtga
ctgaccagtc
actttgacaa
tagacaattt
atggcaagtc
tgatgtgcca
ctgaagtttc
ttcctatgga
tagctttaga
ccgatgrtaa
aagtgacagg
cgcccagaga
caaaaagtca
agctgcgtaa
gtgctacaac
agattgttag
cattggtttg
atgaaatcat
atgattgttt
catacaaaaa
tcatagtgcc
ttctaccteg
agtatagtga
atgctatggg
cttatagtga
ttcctaacac

gtagacatgyg

ES 2396 127 T3

tgaagttgct
atcgtatatt
gactggtcaa
gagagctaac
caaatgcgac
acctattctg
cgttaagatg
aaaacttaag
tggtgtcctt
cacaaaggat
tgacagttgt
tcttagcgca
caatgtttca
acaaattcgt
tagacaggtt
tacttgtttt
ttatatcgtt
tggttacaaa
tgcaaataaa
tgacaaaagc
tggcttaccg
tgtrtttagt
ttttgctacc
caaacctgtg
gcttcgtceeca
ttacctggag

taca

cgtgatttgt
gttgatagtg
aagacctatg
aacactaaag
gagtctgctt
ttgcttgacc
tttgatgett
gcacttattyg
tctacattcg
gttattgaat
aacaatttca
tgtattgact
ctcatctgga
agtgctgcca
gtcaatgtca
aaacttatgc
atgccagtac
gccartcagyg
catgctggrt
tgccctgtag
ggtactgtgc
gctgttggca
tctgecttgcg
ccatattgtt
gacactcgtt

ggttctgtta

cactccagtt
ttgctgtgaa
agagacatcc
gttcactgec
ctaagtctgc
aagctcttgt
atgtcgacac
ctacagctca
tgtcagctgc
gtctcaaact
tgctcaccta
gtaatgcaag
atgtaaaaga
agaagaacaa
taactactaa
ttaaggccac
atacattgtc
atggtgtcac
ttgacgeatg
tagctgctat
tgagagcaat
acatttgcta
trtcttgctgc
atgacactaa
atgtgcttat

gagtagtaac

taaaagacca
aaatggcgcg
gctctcccat
tattaatgtc
ttctgtgtac
atcagacgtt
cttttcagca
cagcgagtta
ccgacaaggt
ttcacatcac
taataaggtt
gcatatcaat
ctacatgtct
catacctttt
aatctcactc
attattgtgc
aatccatgat
tcgtgacatc
gtttagccag
cattacaaga
caatggtgac
cacaccttcc
tgagtgtaca
tttgctagag
ggatggttcc

aacttttgat

cactcgttat gtgcttatgg atggttccat catacagttt cctaacactt acctggagag

140

360
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
1834

60



rtctgttaga
gtcagaagta
cagagctcta
tactcctrctt
tattattgcc
tggtgagtac
actctgtctg
cttgacattc
grttrtctcct
gcactgccat
atttagtacc
aaaattgegt
taacaagtac
ctgccactta
accaccacag
cccgtcaggce
tggattgtgg
catgcttaat
tcaggctggc
gcttaaagtt
tggtcaaaca
tgccatgaga
tggttttaac
aacaggagta
acaaactgca
gtatgctget
tgactttaac
catattggga
gaaagagctg
agatgagttt
gttcaagaaa
attgattctt

cttgccattt

<210> 49

gtagtaacaa
ggtatttgcc
tcaggagttt
gtgcaacctg
atattggtga
aaccatgttg
gtaccagctt
tatttcacca
attgtgcctt
tggttcttta
ttcgaggagg
agcgagacac
aagtatttca
gcaaaggctc
acatcaatca
aaagttgaag
ttggatgaca
cctaactatg
aatgttcaac
gatacttcta
ttttcagttc
cctaatcata
attgattatg
cacgctggta
caggctgcag
gttatcaatg
cttgtggcaa
cctctttetg
ctgcagaatg
acaccatttg
attgttaagg
gttcaaagta

actcttggta

ES 2396 127 T3

ctrttgatge
tatctaccag
tctgtggtgt
tgggtgettt
cttgtgctygc
ttgctgctaa
acagctitct
atgatgtttc
tttggataac
acaactatct
ctagctttygty
tgttgccact
gtggagccett
taaatgactt
cttetgetgt
ggtgcatggt
cagratactg
aagatctget
ttcgrgttat
accctaagac
tagcatgcta
ccattaaagg
attgcgtgtce
crgacttaga
gtacagacac
gtgataggtg
tgaagtacaa
ctcaaacagy
gtatgaatgg
atgtrgttag
gcactcatca
cacagtggtc

ttatggcaat

tgagtactgt
tggtagatgg
tgatgcgatg
agatgtgtct
ctactacttt
tgcacttttg
gccgggagtce
attcttggct
agcaatctat
taggaaaaga
tacctttttg
tacacagtat
agatactacc
tagcaactca
tctgcagagt
acaagtaacc
tccaagacat
cattcgcaaa
tggccattet
acccaagtat
caatggttca
trtctttcctt
tttctgetat
aggtaaattc
aaccataaca
gtttcttaat
ctatgaacct
aattgccgtc
tcgtactate
acaatgctct
ttggatgctt
actgtrtttc

tgctgcatgt

141

agacatggta
gttcttaata
aatctcatag
gcttcagtag
atgaaattca
tttttgatgt
tactcagtct
caccttcaat
gtattctgta
gtcatgttta
ctcaacaagg
aacaggtatc
agctatcgtg
ggtgctgatg
ggttttagga
tgtggaacta
gtcatttygca
tccaaccata
atgcaaaatt
adatttatcc
ccatctggtg
aatggatcat
atgcatcata
tatggtccat
ttaaatgttt
agattcacca
ttgacacaag
ttagatatgt
cttggtagca
ggtgttacct
ttaactttct
tttgtttacg

catgcgaaag
atgagcatta
ctaacatett
tggctggtgg
gacgtgtttt
ctttcactat
tttacttgta
ggtttgcecat
tttctctgaa
atggagttac
aaatgtacct
ttgctctata
aagcagctty
ttctctacca
aaatggcatt
caactcttaa
cagcagaaga
gctttctigt
gtctgcettag
gtatccaacc
tttatcagtg
gtggtagtgt
tggagcttcc
ttgttgacag
tggcatgget
ctactitgaa
atcatgttga
gtgctgcttt
ctattttaga
tccaaggtaa
tgacatcact

agaatgcttt

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
340
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2020



<211> 2040
<212> ADN

<213> CORONAVIRUS

<400> 49
agcatttcca

taggttgttt
tgtaacaaac
agggaatcta
tcccttegaa
accagcecgea
aacagctgag
gtccatgtta
ttcccagage
ataatcaggg
aacacaacca
aagcatagtg
tcttgectgt
catggcagca
gagaacgact
ataagcggca
gttatcgagc
aacagacaaa
atcattgtgg
ttgaagaacc
agtagcaacc
agcatcaata
tgtagagacc
gaaaaggcca
ctgtaaggtg
agctctaact
aactaaggcc
aagtgtaatg
agctgtcatg

gcctgaagac
aagcctttga
ctacaaggtg
gcccatttga
ttgttatagt
caggacatct
ttggctetta
atttcactaa
gcagatgcat
acaacaacca
tcacgcgeat
aagagcattg
ttgtacattt
tcacggtcaa
tcagaatcac
tatgatggta
atttecctcgc
agagaaacca
agttgtacac
gagagcagta
ttgatacatg
ctactcttag
aagtagtcat
aagtagcagc
ttgccagtaa
aaaaacatga
cacatggaaa
acattcatca

agaataagca
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gtactgtagc
tgaagtacaa
gttccagttc
gatcttagtg
aggcaagtgc
gtcgtagtge
gagctgtaac
gttgaacaat
atgtaaaggt
tgagtttggc
tgttgataat
tttgcatage
gggtcatagc
actcagattt
cattagctac
aagaactaaa
acaacctatt
tcttctcgaa
attgtgccca
ccacagatgt
gtttacctcc
gaggcaaaag
aaacaccaag
agcaacaata
taaataacaa
tagtcgtaac
tagcttgatc
gtgtccaaac

aaactaaagc

agctaaactg
gtatttcact
tgtgtaaatt
gtctgatagt
attgtcatca
tactggactc
aataagaggc
ctrgctatcec
gttaccatca
tgctgragtce
gttgttaagt
actagttact
ctgatctgce
agccacattc
agcctgetca
ttctgaageca
aatgtctaca
agcttcagtt
caatttagaa
gcactttacg
aatacccaac
ccecctgggag
agtaagcectg
gcctaagaaa
tgggtaatac
gacaccagaa
taaagcatta
acgtctagea

tgaagcatac
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cccagcacca
ttaggccctt
gtacctgtac
aatgccagca
gtacaagctg
agttcattat
caagccaaat
gcatcaacaa
caagtgttct
aatggtatga
gcatcattat
tttgececctet
atcttttcca
aaagatttct
faggcctcect
atagcctgaa
gcaccctgca
gtgtcttttg
gatgactcta
tcagacattt
aacttaatgt
ttcatatacc
aagtaacggt
caataaacaa
tcaacacaca
tagttagagg
ccatagtaga
gcatcatcat

ataacacaat

tacctctatt
ttggtgtgtc
catcactctt
caaacctacc
tttgtgtggt
tctgtagttt
ttggtgaatt
cttgctggat
tgtaggtace
tgttgagtgg
caagcttcct
tgtcctcaga
acttgcgtty
ttaacttttt
gggcagtggc
gagtagcacg
tggatagcaa
caagaagaat
ctctaagtty
tagactgtac
taagcttgaa
taaattcttg
tgagtaaaca
gcatgataca
caaacactat
ttacagaaat
ctttgtaaac
aaacagtgcg

ccttaagcct

60
120
180
240
300
360
420
480
340
600
660
720
780
840
900
9260

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740



ataaccagac aagctagtgt

agcaggcatg tagaccatat

gcacaagaat gcgtgcttat

accaagagta aatggcaaga

actttgaaca agaatcaata

<210> 50

<211> 2012

<212> ADN

<213> CORONAVIRUS

<400> 50

cttgtaggtt
aaggcttaaa
ttcaggctay
ttgcagtaga
ccaactgtgt
cagaagctaa
gccacattga
tacctaccac
tctgeggaat
agtctgcgga
accgtgcgge
aaaagttgct
tgaggaaggc
ccaacatgaa
ctttttcaag
taaatacaca
tacattaaaa
ggattggtat
gcgtgtacgce
cattgtaggc
tgatttcgta
gctgatgcec

tctcgcaaaa

tgttacagac
caacctaaat
aaatgctaca
ccctgctaaa
gaagatgttg
catggaccaa
ccatccaaat
ttgtgctaat
gtggaaaggt
tgcatcaacyg
acaggcacta
ggttttgcaa
aatttattag
gagactattt
tttagagtag
atggctgatt
gaaatactcg
gacttcgtag
caatcattat
gtactgacat
caagtagcac
atcctcactt

ccacttatta
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cagccaattc
taaagtaagc
gcttaacaag
aagcattctc

gtgatgtcaa

acaccaaaag
agaggtatgg
gaagracctag
gcatataagg
tgtacacaca
gagtcctttg
cctaaaggat
gacccagtgg
tatggctagta
tttttaaacg
gtactgatgt
agttcctaaa
actcttactt
ataacttggt
atggtgacat
tagtctatgce
tcacatacaa
agaatcctga
taaagactgt
tagataatca
caggctgegg
tgactagggc
agtrgagattt

aagccatgtc
aactgttgca
cagcatagcea
gtaaacaaag

gaaagttaaa

ggcctaaagt
tgctgggcag
ccaattcaac
attacctagc
ctggtacagg
gtggtgcttc
tctgtgactt
grtttacact
gttygtgacca
ggtttgcggt
cgtctacagg
aactaattgc
tgtagttaag
taaagattgt
ggtaccacat
tctacgtcat
ttgctgtgat
catcttacgc
acaattctge
ggatcttaat
agttcctatt
attggctgcet

gctgaaatat
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atgatacgca
agagaaggta
catgcagcaa
aaaaacagtg

agcatccaat

gaaatactig
tttagctgcet
tgtgetttec
aagtggagga
acaggcaatt
atgttgtctg
gaaaggtaag
tagaaacaca
actccgcgaa
gtaagtgcag
gcrtttgata
tgtcgettec
aggcatacta
ccagcggttyg
atatcacgtc
tttgatgagg
gatgattatt
gtatatgcta
gatgctatgc
gggaactggt
gtggattcat
gagtcccata

gattttacgg

tcacccaget
acagaaacaa
ttgccataat
accactgtgt

gatgagtgca

tacttcatca
acagtacgtc
ttetgtgctt
caaccaatca
actgtaacac
tattgtagat
tacgtccaaa
gtctgtaccg
cccrtgatgce
cccgtcttac
tttacaacga
aggagaagga
tgtctaacta
ctgtccatga
agcgtctaac
gtaattgtga
tcaataagaa
acttagygtga
gtgatgcagg
acgatttcgg
attactcatt
tggatgctga

aagagagact

1800
1860
1920
1980
2040

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380



ttgtctcttc
ctgtttggat
gtttccacct
tgttgtttca
cttacatagc
gcatgcagcet
actaacaaac
tgactttgct
cttctttget
gccaacaatg

tgattgttac

gaccgttatt
gétaggtgta
acaagttttg
actggatacc
tcgegtctea
tctggcaatt
aatgttgett
gtgtctaaag
caggatggca

tgtgatatca

gatggtggct

<210> 51

<211> 1877

<212> ADN

<213> CORONAVIRUS

<400> 51

gracttcgeg
gcgtttctge
cagcattagt
cacatgtgtt
gaggcttatg
tgacatcaca
atgttgaaat
caccgcaacg
ctgtatgtgg
cattagttag
ttctaatgta
taagtgggta
ttttgacaat
gcaggtacac
gaggtccttt
tttgataata
agttactgtt

tacagtggca
tgcgaaaagc
ccaatcacat
tttgtataaa
tgacttgcaa
acctggggcea
gacatggtca
aagtgaagtc
tgtgtacata
cattacggaa
ttgtaaatac
agcatcaata
atcatcgaca
gtaatcatct
agtaaggtca
aagaactgcc

atagcacaca
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ttaaatattg
tccttecattg
gaccactagt
attttcgtga
gtttcaagga
tattgctaga
ttcaaactgt
gtttctttaa
acgctgetat
gacaactcct

gtattaatgc

ataccatatg
ttgagtctet
gttgctatcg
ccaaaaacct
taatagctca
ttgcaaacat
tagcagcact
tgtgaattgc
gcctcataaa
tacatgtcca
aagtgaaaga
gccagtgaca
aaacagcctg
ccttgtttaa
gtctcagrcc
ttaaagttct

acggcatcat

ggaccagaca
tgcaaacttt
aagaaaaata
gttaggagtc
acttttagtg
taaacgcact
caaacccggt
ggaaggaagt
cagtgattat
attcgtagtt

ca

acagcttaaa
cagtacaagt
cattgaagtc
gaccattagc
tacctcectag
agggattaac
tgcaacatag
acaatacaca
actcaggttc
acatgtggcc
catcagcata
cgaacctttc
cgcctaatat
ctagcattgt
aacattttgc
taatgctage

cagaaagaat
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taccatccca
aatgtgttat
tttgtagaty
gtacataatc
tatgctgctg
acatgctttt
aattttaata
tctgttgaac
gactattatc

gaagttgttg

tgtttcctea
gttggcaagt
agtgacattg
acataatgga
atacagttgt
agacaacact
gaatggtcte
agcacctaca
ccagtaccgt
agtaagctca
ctcctgatta
aatcataagt
tcttgatgga
atgctgtgag
ctcagacatg
tactaaacct

catcatggag

attgtattaa
tttctactgt
gtgttccttt
aggatgtaaa
atccagctat
cagtagctgce
aagactttta
taaaacactt
gttataatct

ataaatactt

gtggctttga
atgtaatcgc
tcactgcecta
aaactaatgg
gtcacatcag
aatttgtgtg
ctaatacagg
gcctgcaaga
gaggtgttat
tcatgtaact
ggatgttttg
gtaccatctg
tctgggtaag
caaaattcgt
aacacattat
tgagccgeat

aaatgtttac

1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2012

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
800
960

1020



gcaggtaagc
actcatagad
ttgaaagaag
cataagcagt
cacacatgac
gtgataagtt
gcatgttagd
ctacatcact
caattaccac
gtctatttgt
cactaatggc
acgcgaaaag
cccatttatt
cattaataca

ggagttgtct

gtaaaactca
cctgtgrtgt
tgcatttaca
tgtagcatca
catctcactt
acagcaaatg
catggctctg
gtaaacagtt
agtagctcct
catagtacta
atacttaaga
tgcatcttoa
aaatgggaaa
gccaccatcg

gatatca

<210> 52

<211> 2051

<212> ADN

<213> CORONAVIRUS

<400> 52

tcaggtccaa
acgaacacga
atacgcacta
tcacctggtg
taaccagtcg
ttagtaccca
cgaacgtoac
taattcattt
cctggtatgt
ggtgcctgtg
acattttctg
agtrtgtcat

atagccacat

tcttgacaaa
ctctgtetga
cattccaggg
gaggttttgc
gtacagctac
cagcatctct
gaatagcttc
tgaaacccat
caacacataa
taggatgaag
cttgtaatgt
aaagatctct

tgaagcggtt
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tccacgaatt
agattgcgoga
ttggetgtaa
ccggatgatyg
datacttgcg
ttatgtttge
tcacattttyg
tttaacatat
étagtggcgg
cagatagaga
ttcatttgag
tcctcataac
ccagctgatt

taacaatcaa

gtacttecatt
caatcctttc
caagccttta
attaactctg
taagttaaca
agttagcatga
ttcgcgggatyg
catagagatg
tccttcagte
accagtaatg
agccacattg
atcagacatt

gacattacaa

catgatcaac
catacttgtc
cagcttgaca
ttccacctygg
cacactcgtt
gagcaagaac
gataatccca
tatgccagec
ctattgactt
caccagctac
ttatagtagg
tcattgagtc
tatccagatt

agtatttatce

gatgtaagcet
agtgtatcac
tacatgagtg
gtgaattcty
cctgtagaaa
cagcccteta
ataaacatat
agtctacggt
ttgaacttta
atcttactac
cgacgtggta
atgcacaaaa

gagtgtgctg
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atccctattt
agctatctta
aatgttaaag
tttaacatat
agctaacctg
aagagaggcc
acccataagg
accgtaaaac
Caataatttc
ggtgcgaget
gatgacatta
ataataaagt
gttaacgatt

aacaacttca

caaagccatg
tgagcatttg
gtataagatg
tgttattttc
atcctagctg
catcaaagcc
tagggtaacc
aggtcatgtc
tatcaacgct
agtccttaaa
tttctagact
tgccaatttt

tttcagtagt

ctatagagac
ttaccatcag
acactattag
agtgagccgce
tagaaacggt
attatcctaa
tgtggagttt
ttgcttgttc
tgatgaaact
ctattctttg
ﬁgcttagtat
ctagccttac
acttgattgg

actacgaata

cgcccaaagg
tactatctta
tttaaactgg
agtgtcaaca
gagaggtagg
aatccacgca
attgacttgg
ctttggtatg
gaggtgtgta
aagtccagtt
tgtaaattgc
Tgcccttgty
ttgtgtgaat

1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1877

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780



atgacatagt
atttttgaag
gcaggattgc
gaaacatcat
ttgtgtgctt
ggacaacggc
actgaattaa
aattgagcag
ctcaagtcat
tctggcaaty
ttatcaaaac
aaatatttta
actatgcgag
ccaggtggtc
ttgctagaaa
tgctcttgtg
aagtaatcac
tagtcacctt
taaccagtaa
agatgcaatt
aatgtttcct

gtgttggcaa

catattcaga
ctacagcgtt
gtgtaagaaa
gtgtaataac
ttagcttatt
gacaagttcc
aatattctgg
gatcgccaat
aattagtagc
catttacagt
actctacgeyg
atgcctttte
cagatgggta
cttggagtgt
actcatctga
gcactagagt
caacattcaa
tttcaaaggt
agacatagtt
ctctgtcaga

cagtggcttt

g

<210> 53

<211> 2075

<212> ADN

<213> CORONAVIRUS

<400> 53
tgctigtagt tttgggtaga
aatttcagca tagtcaatto
ctttattatc tcgacaaagt
tgaacctgtt tgcgcatctg
atcctctaat ttaagtggtg

accgccaagt tgtccatgac
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accctgtgat
ctgtgaatta
ttctcttaca
acctttgtag
gtcataaact
aaggaacatg
ttctagtgtg
atagacgtag
catagagatt
gcagaaaaca
cgcacgcgea
dacatagggca
atagagagca
dgagtacttt
gatgttgagt
aggtgcacta
cttgtatgtc
gtactctcca
tctgttcaat
gagtacttcg

gagcgtttct

aggtttcaac
taaccttgac
catcaagtaa
ttatgaagta
aatcttgtga

tgaaatctcc

gaatcaacag
taaggtgaga
acgcctattt
aacattttga
aaagcactca
tctggaccta
cctttagtca
tgttttgcac
tcatcaaaga
tactgttcta
ggtatgattc
tcaacagctg
agtccgatgg
tgcatgecga
gttgggtaca
agtggcatta
gtagtacctc
atrctgtactt
ggtggtctag
cgtacagtgg

gctgcgaaaa

atgteccatee
cacttttgaa
aagatcaatc
atttttcact
gcgettgget

ataaacgatg
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tctgegtagg
taaaaacagc
gaggtctgtt
agcattgagc
cagtgtcaac
ttgttttcat
gcaatgtgco
gaagtctagc
ctacaatgtc
gtgttgaatt
tactacattt
catgagagca
caaaatgact
ccttttgata
agccagtaat
cagtgtgaga
tgtacacaac
Ttactattttt
grttttccaac
caataccata

gcttgagtct

ttacaccaaa
atcactgaca
acagaacaca
gtgctgtcca
aagcctatca

tgttcgaagg

caatcctaag
ttttctccaa
gattgcagat
tgacttatcc
aattrcagca
aagtctgcac
9999gctggt
attgacaaca
agcagttgtt
cactttgaat
atctatgggc
tgccgtatac
cttaccagta
atttgcaaca
tctcacatad
tgtcaacaca
agcatcacca
agttacacgg
ctcccatgaa
tgacagctta

ctcagtacaa

gcatgaatga
aatcttgtga
cacattttga
tagggataaa
ttaaatgaag

catagcectc

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2051

60
120
180
240
300
360
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gagcttatat cgctgtatga attcatccat agcgagctcg agaaagtcag tttccatttg 420
tgatctggge ttaaaatcct ctaagtctct gctctgagta aagtaggttt caggcaactg 480
ttgaataatg ccgtctactt tcttaaagta gttaaactgt gtttttactg attctccaat 540
taatgtgact ccattgacgc tagcttgtgc tggtcccttt gaaggtgtta gacctttgac 600
tgaaccttct gttattaaaa caccattacg ggcgtrticta aaaaggtcta cctgtcecttc 660
cactctacca tcaaacaaga cagtaagtga agaacaagca ctctcagtag gtttettggce 720
aatgtcagic attgtgcaga cacctattgt agatacatgt gctggggctt ctctrttgta 780
gtcccagatt acagtattag cagcgatatc aacacccaaa ttattgagta tcottaatctce 840
tggcactggt ttaatgttac gcttagecca aagctcaaat gcaacattaa caggaagtgt 900
tgtcttattt tcaaagatct ccacatcaat accatctacc tttgtgtaaa cagcattatt 960
aatgatggaa acaggtgctt cgccggegtg tccatcaaag tgtcctttat taacaacatt 1020
ataagccaca tttictaaac tcigtaacct ggtaaatgta ttccacaggt tataagtatc 1080
aaattgtttg taaatccata ggctaaatcc agcagaaatc atcatattat atgcatccaa 1140
gtactgtcgg tactcatttg catggtgtct gcaaacagca ccacctaaat tgcatcgtgt 1200
aatacacgta gcagatttga gtggaacata atcaatatcc gacactactt gtitgecaty 1260
agactcacaa ggactatcag aatagtaaaa gaaaggcaat tgctttaaat tagtaaatgc 1320
acttttatcg aaagctggag tgtggaatgc atgcttattc acatacaaac taccaccatc 1380
acagcctggt aagricaagt tigacaagac tcttgtgtca aacctacaca caattgcatt 1440
ggctgggtaa cgatcaacgt tacaattcca aaacaaacaa acaccatcag tgaatttatc 1500
gtgatgtgta gcataagaat agaagagttc ctctattttg taagctttgt cactacatgg 1560
ctgagcatcg tagaacttcc attctacttc agcctgaggce acacacttga tagectttgg 1620
atttccaatg tcatgaagaa ctggaaactt atcagcaagc aatgcagact tcacaaccat 1680
gtgttgtact tttctgcaag cagaattaac cctcagttca tctcctataa tagggtatic 1740
aacagaccaa tcaacgcgct taacaaagca ctcatggact gctaaacatc tagtcatgat 1800
agcatcacaa ctagccacat gtgcatttcc atgtacctgg caatgttagt catgogttact 1860
ctgaaggtta cccgtaaagc cccactgctg aacatcaatc ataaatgggt tatagacata 1920
gtcaaaaccc acagaatgat tccagcaggc ataagtatct gatgaagtag aaaagcaagt 1980
tgcacgtttg tcacacagac aacacgttct ttcaggtcca atcttgacaa agtacttcat 2040
tgatgtaagc tcaaagccat gcgcccaaag gacga 2075

<210> 54

<211> 1891

<212> ADN

<213> CORONAVIRUS

<400> 54

147



aagattcacc
tcataacaga
ttgatgactt
aggttacaat
aaacctrtcta
acttgtacaa
atgcrgttat
acttaaatac
gctctgataa

cactacttgt

accctaggac
tgtgtggatt
agcattcttyg
ttgttacaaa
gcaagccgaa
acacaaatcc
aattaagagg
ctctictgga
atattcttot
gtggtagtga
aacatacttc
tttatttaac
ttaatcatac
cagagaaatc
agtcggtgat
tgtgtgacaa
tattcgataa
tttcagaaaa
ggtttctcta
gttttaacac

gagccattct

‘acttaaatta

tgcgcaaaca
tgtcgagata
tgactatgct
cccaaaacta
gatgcaaaga
accaaaagga
acttacttta
aggagttgca
cgattcagat
aacagtacat
caaacatatg
tataaagcaa
gaatgctgac
tgtaaatgca
ggadacaaatt
tatccagttg
aactgctgta
aaaaggtagg
taacaactaa
ccttgaccgg
atctatgagg
tcaggattta
gtttggcaac
aaatgttygtc
tattattaac
cccttrettt
tgcatttaat
gtcaggtaat
tgtttataag
tttgaaacct

tacagccttt
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dgaggatttta
ggttcatcaa
ataaagtcac
gaaatttcat
caagcaagtc
atgcttcrtg
ataatgatga
gctgtaccct
ccaggtacag

cttaatgact
acggctaata
acaaaagaga
aaactagccce
ctttacaagc
tcatcatrcgy
gatggctata
tcttectatt
atgtctctta
cttatcatta
acgaacatgt
tgcaccactt
ggggtttact
tttCttccat
cctgtcatac
cgtggttggg
aattctacta
gctgtricta
tgcactttcg
tttaaacact
ggctatcaac
attttrtaagt

tcacctgctc

tccctatgga
aatgtgtgty
aagatrtgtc
tcatgctttg
aagcgtggea
aaaagtgtga
atgtcgcaaa
acaacatgay
ctgtgctcag
tcgtctecaga
aatgggacct
atgactctaa
tgggtggtic
ttatgggcca
aagcatttrt
ccatgcatge
cactctttga
aggagaatca
gagaaaacaa
ttattttctt
ttgatgatgt
atcctgatga
tttattctaa
cttttaagga
tttttggtic
atgttgttat
aacccatggg
agtacatatc
tacgagagtt
ctatagatgt
tgcctettgg

a

cagcacagtg
ttctgtgatt
agtgatttca
gtgtaaggat
accaggtgtt
ccttcagaat
gtatactcaa
agttattcac
acaatggtrg

cgcagattct

agaagagttt
tatagctgta
tttctcatyg
aattggggct
taactacatt
catgagcaaa
aatcaatgat
cagagttgtg
attatttctt
tcaagctect
aattrttaga
tgttacaggg
tggtatttat
taccatgaac
acgagcatgt
tacacagaca
tgatgecttt
tgtgtttaaa
agttcgtgat

tattaacatt

aaaaattact
gatcttttac
aaagtggtca
ggacatgttg
gcgatgccta
tatggtgaaa
ctgtgtcaat
tttggtgcty
ccaactggca

actttaattg

ttcacttatc
aagataacag
tggacagcft
aactatctig
ttctggagga
tttcctcrta
atgatttatt
gtttcaagtg
actctcacta
aattacactc
tcagacactc
tttcatacta
tttgctgcca
aacaagtcac
aactttgaat
catactatga
tcgcttgatg
aataaagatg
ctaccttctyg

acaaatttta

<210> 55
<211> 32
<212> ADN
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<213> SECUENCIA ARTIFICIAL

<220>
<223> cebador N sentido

<400> 55
cccatatgtc tgataatgga ccccaatcaa ac

<210> 56

<211> 32

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador N antisentido

<400> 56

ccceegggtg cetgagttga atcagcagaa ge

<210> 57

<211> 31

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador Sc sentido

<400> 57
cccatatgag tgaccttgac cggtgcacca ¢

<210> 58

<211> 30

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador SL sentido

<400> 58
cccatatgaa accttgcacc ccacctgctc

<210> 59

<211> 33

<212> ADN

<213> cebador Sc et SL antisentido

<400> 59
cccecgggtt taatatattg ctcatatttt ccc

<210> 60

<211> 16

<212> ADN

<213> cebador sentido serie 1

<400> 60
ggcatcgtat gggttg

<210> 61
<211> 16
<212> ADN
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32

32

31

30

33

16

<213> cebador antisentido serie 2 (28774-28759)

<400>61
cagtttcacc acctcc

<210> 62

16
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<211> 16
<212> ADN
<213> cebador sentido serie 2 (28375-28390)

<400> 62
ggctactacc gaagag 16

<210> 63

<211>16

<212> ADN

<213> cebador antisentido serie 2 (28702-28687)

<400> 63
aattaccgcg actacg 16

<210> 64

<211> 26

<212> ADN

<213> sonda 1/serie 1 (28561-28586)

<400> 64
ggcacccgca atcctaataa caatgc 26

<210> 65

<211> 21

<212> ADN

<213> sonda 2/serie 1 (28588-28608)

<400> 65
gccaccgtgc tacaacttcc t 21

<210> 66

<211> 23

<212> ADN

<213> sonda 1/serie 2 /sonda N/FL (28541-28563)

<400> 66
atacacccaa agaccacatt ggc 23

<210> 67

<211> 25

<212> ADN

<213> sonda 2/serie 2/sonda SRAS/N/LC705 (28565-28589)

<400> 67
cccgcaatcc taataacaat getge 25

<210> 68

<211> 30

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador anclaje 14T

<400> 68
agatgaattc ggtacctttt tttttttttt 30

<210> 69

<211>13

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<223> péptido M2-14
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<400> 69
Ala Asp Asn Gly Thr Ile Thr val Glu Glu Leu Lys GlIn
1 5 10

<210>70

<211> 12

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<223> péptido E1-12

<400> 70

get Tyr ser Phe ga] Ser Glu Glu Thr ggy Thr Leu

<210> 71

<211> 24

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<223> péptido E53-72

<400> 71
Lys Pro Thr val Tyr val Tyr Ser Arg val Lys Asn Leu Asn Ser Ser

1 5 10 15

Glu Gly val ggo ASp Leu teu val

<210>72

<211> 153

<212> ADN

<213> CORONAVIRUS

<400> 72

gatéttaggt ttttacctac ccaggaaaag ccaaccaacc tcgatctctt gtagatctgt 60
tctctaaacg aactttaaaa tctgtgtagc tgtcgctcgg ctgecatgect agtgcaccta 120

cgcagtataa acaataataa attttactgt cgt 153

<210>73

<211>410

<212> ADN

<213> CORONAVIRUS

<400> 73

151
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ttctccagac aacttcaaaa ttccatgagt ggagettctg ctgattcaac tcaggcataa 60
acactcatga tgaccacaca aggcagatgg gctatgtaaa cgttttcgca attccgttta 120
cgatacatag tctactcttg tgcagaatga attctcgtaa ctaaacagca caagtaggtt 180
tagttaactt taatctcaca tagcaatctt taatcaatgt gtaacattag ggaggacttg 240
aaagagccac cacattttea tcgaggccac gceggagtacg atcgagggta cagtgaataa 300
tgctaggyag agctgectat atggaagagce cctaatgtgt aaaattaatt ttagtagtgc 360
tatccccatg tgattttaat agcttcttag gagaatgaca aaaaaaaaaa 410

<210> 74

<211> 4382

<212> PRT

<213> CORONAVIRUS
<400> 74

Met Glu Ser Leu val Leu Gly val Asn Glu Lys Thr His val Gin Leu
1 5 10 15

Ser Leu Pro val Leu Gln val arg Asp val Leu val Arg Gly Phe Gly
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ASp

Gly

Glu

65

His

Tyr

Glu

Lys

Leu

145

Trp

Leu

Pro

Gly

Ile

Phe

Glu

ser

Thr

50

Gln

Gly

Gly

Thr

Gly

Gly

ASn

Asn

Asp

Lys

210

Arg

Thr

Lys

val

LyS

val

Cys

Pro

His

Arg

Pro

115

Ala

Asp

Thr

Gly

Gly

ser

Gly

Glu

Ser

Phe

275

Lys

20

Glu

Gly

Tyr

Lys

Ser

100

Ile

Gly

Glu

Lys

Gly

Tyr

Met

val

Arg

Ala

260

Pro

LysS

Glu

Leu

val

val

85

Gly

Ala

Gly

Leu

His

165

Ala

Pro

Cys

Tyr

Ser

245

Lys

L.eu

Thr
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Ala

val

Phe

70

val

Ile

Tyr

His

Gly

val

Leuy

Thr

Cys

ASD

Lys

Asn

Glu

Leu

Glu

55

Ile

Glu

Thr

Arg

Ser

135

Thr

Ser

Thr

AsSp

Leu

215

Cys

Lys

Phe

Ser

Gly

Ser

40

l.eu

Lys

Leu

Leu

Asn

120

Tyr

Asp

Gly

Arg

Cys

200

ser

Arg

Ser

Asp

LyS

280

Phe

25

Glu

Glu

Arg

val

Gly

val

Gly

Pro

Ala

TYr

185

Ile

Glu

Asp

Tyr

Thr

265

val

Met

153

Ala

LysS

Ser

ala

90

val

Leu

Ile

Ile

Leu

170

val

Lys

Gin

His

Glu

250

Phe

Lys

Gly

Arg

Gly

Asp

75

Glu

Leu

Leu

AsSp

Glu

155

Arg

Asp

Asp

Leu

Glu

235

His

Lys

val

Arg

Glu

val

60

ala

Met

val

Arg

Leu

140

Asp

Glu

Asn

Phe

Asp

220

His

Gln

Gly

Ile

Ile

His

45

Leu

Leu

Asp

Pro

Lys

125

Lys

Tyr

Leu

Asn

Leu

205

Tyr

Glu

Thr

Glu

Gln

285

Arg

30

Leu

Pro

Ser

Gly

His

110

Asn

ser

Glu

Thr

Phe

190

Ala

Ile

Ile

Pro

Cys

270

Pro

Ser

LyS

Gln

Thr

Ile

95

val

Gly

Tyr

GlIn

ATQ

Cys

Arg

Glu

Ala

Phe

255

Pro

Arg

val

Asn

Leu

Asn

80

Gin

Gly

Asn

ASp

ASn

160

Glu

Gly

Ala

ser

Trp

Glu

LysS

val

Tyr



Pro
305

Met

Leu

Pro

Ala

385

Gly

Tyr

ser

ASp

Gly

Ser

Lys

Lys

val

290

val

Lys

LyS

Pro

Cys

370

Asp

ATg

Asn

Gly

Leu

450

ASp

Ala

ser

Gly

Leu

530

ser

Leu

Ala

cys

Ala

Thr

355

Pro

Tyr

Thr

Lys

His

435

Leu

Phe

ser

Phe

Ile

Gln

Ser

Asn

Thr

340

Thr

Ala

His

Arg

Arg

Thr

Glu

His

Thr

Lys

500

Pro

Pro

Phe

Arg

Pro

His

325

cys

Cys

Cys

Asn

Cys

405

Ala

Gly

Ile

Leu

Ser

485

Thr

val

Leu

Ala

Ala

Gin

310

Cys

Glu

Gly

Gln

His

390

Phe

Tyr

Ile

Leu

Asn

470

Ala

Ile

Lys

cys

550

Ala
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295

Glu

ASp

His

Tyr

Asp

Ser

Gly

Trp

Thr

ser

455

Glu

Phe

val

Gly

G

(9]
wy —S
LAt

Thr

val

Cys

Glu

Cys

Leu

360

Pro

Asn

Gly

val

Gly

Arg

Glu

Ile

Glu

Ala

520

Phe

Leu

Thr

Asn

val

Gly

Pro

Glu

Ile

Cys

Pyro

425

Asp

Glu

val

Asp

ser

505

Trp

Pro

Asp

Ile.

154

Asn
Ser
330

Thr

Thr

Glu

val

410

Arg

Asn

Arg

Ala

Thr

490

Cys

Asn

Ser

Ala

Leu

Met

315

Trp

Glu

Asn

Gly

Thr

395

Phe

Ala

val

val

Ile

Ile

Gly

Ile

Gln

Ala

555

ASp

300
His

Gln

Asn

Ala

Pro

380

Arg

Ala

Ser

Glu

Asn

460

Ile

Lys

Asnh

Gly

Ala

540

Asn

Gly

Leu

Thr

Ley

val

365

Glu

Leu

TYr

Ala

Thr

445

Ile

Leu

Ser

Tyr

Gin

Ala

His

Ile

ser

Cys

val

350

val

His

Arg

val

Asn

Ala

Leu

Lys

510

Gln

Gly

Ser

ser

Thr

ASD

Ile

Lys

Ser

Lys

Gly

Ile

Asn

Ile

ser

Arg

val

Ile

Glu

Leu
320
Phe
Glu

Met

val

Cys

Gly

Glu

val

Phe

480

Tyr

Thr

ser

Ile

Pro

260

Gln



Ser

Asn

Thr

Phe

ASD

Cys

Leu

705

Ile

Lys

Ser

Pro

val

785

ala

Gly

Glu

Leu

Ser

Ser

610

Pro

Leu

Asp

Cys

Ile

690

Gly

Arg

Glu

Glu

val

770

ASn

Leu

Gly

val

Arg

val

595

Gln

Ile

Lys

Ile

val

675

AsSp

Glu

Gly

val

ASp

Gly

Ser

Ala

Gln

Leu

580

Ile

Trp

Phe

ASp

va'l

660

Lys

Gln

val

Lys

Thr

740

val

Ser

Leu

Pro

Pro

820

Gly

565

val

Ile

Leu

Glu

Ala

645

Lys

Cys

val

Phe

Glu

725

Phe

val

Phe

Met

Gly

Ile

Tyr
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Asp

Met

Ser

Trp

Gly

Phe

Thr

Ile

710

Gln

Leu

Leu

Thr

t.eu

790

Leu

Lys

Lys

Ala

Ala

Asn

615

Ile

Glu

Gln

Ile

Ile

695

Ala

Leu

Glu

Lys

Asn

775

Leu

l.eu

Gly

Asn

Met

TYr

600

Leu

Glu

Ile

Ile

Gin

Gln

Gly

Asn

760

Gly

Glu

Ala

val

val

val

585

val

Leu

Ala

Leu

Gln

665

val

Gly

Ser

Leu

745

Gly

Ala

Ile

Thr

Thr

825

Arg

155

570

Tyr

Thr

Gly

Lys

val

Ala

Lys

Leu

730

Ser

Glu

Ile

Lys

Asn

810

Phe

Ile

Thr

Gly

Thr

Leu

635

Phe

Ala

Asn

Lys

Gly

Met

His

Leu

val

Gly

Thr

Ser

Gly

Thr

620

Ser

Leu

Ser

Lys

Leu

700

Leu

Pro

Asp

Glu

Gly

Lys

val

Glu

Phe

Asp

Leu

605

val

Ala

Ile

Asp

Ala

685

Arg

TYr

Leu

Thr

Ala

765

Thr

Glu

Phe

Asp

Glu

Leu

590

val

Glu

Gly

Thr

Asn

670

Leu

ser

Arg

Lys

val

750

Leu

Pro

Gln

Arg

Thr

830

Leu

375

Leu

Gln

Lys

val

Gly

Ile

Glu

Leu

GIn

Ala

Leu

Glu

val

TYr

Leu

815

val

Asp

Thr

Gln

Leu

Glu

640

val

Lys

Met

Asn

Cys

Pro

Thr

Thr

Cys

Cys

LysS

Trp

Glu
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835 840 845

Arg val Asp Lys val Leu Asn Glu Lys Cys ser val Tyr Thr val Glu
850 855 860

ser Gly Thr Glu val Thr 6¢lu Phe Ala Cys val val Ala Glu Ala val
865 870 875 880

val Lys Thr Leu Gln Pro val Ser Asp Leu Leu Thr Asn Met Gly Ile
885 890 895

Asp Leu Asp Glu Trp Ser val Ala Thr pPhe Tyr Leu Phe Asp Asp Ala
900 905 910

Gly Glu Glu Asn Phe Ser Ser Arg Met Tyr Cys Ser Phe Tyr Pro Pro
915 920 925

Asp Glu Glu Glu Glu asp Asp Ala Glu Cys Glu Glu Glu Glu ITe Asp
930 935 940

Glu Thr Cys Glu His Glu Tyr Gly Thr Glu Asp Asp Tyr Gin Gly Leu
945 950 955 960

Pro Leu Glu Phe Gly Ala Ser Ala Glu Thr val Arg val Glu Glu Glu
965 970 975

Glu Glu Glu Asp Trp Leu Asp Asp Thr Thr 61lu Gln Ser Glu Ile Glu
980 a85 990

Pro GIu Pro Glu Pro Thr Pro Glu Glu Pro val Asn GIn Phe Thr Gly
995 1000 1005

Tyr Leu Lys Leu Thr Asp Asn val Ala Ile Lys Cys Vval Asp Ile
1010 1013 1020

val Lys Glu Ala GIn Ser Ala Asn Pro Met val Ile val Asn ala
1025 1030 1035

Ala Asn Ile His Leu Lys His Gly Gly Gly val Ala Gly Ala Leu
1040 1045 1050

asn Lys Ala Thr Asn Gly aAla Met Gln Lys Glu Ser Asp Asp Tyr
1055 1060 1065

Ile Lys Leu Asn Gly Pro Leu Thr val Gly Gly Ser Cys Leu Leu
1070 1075 1080

Ser Gly His Asn Leu Ala Lys Lys Cys teu His val val Gly Pro
1085 1090 1095

Asn Leu Asn Ala Gly Glu Asp Ile Gin Leu Leu Lys Ala Ala Tyr

156



ES 2396 127 T3

1100 1105 1110

Glu Asn Phe Asn Ser GIn Asp Ile Leu Leu Ala Pro  Leu Leu Ser
1115 1120 1125

Ala Gly Ile Phe Gly Ala Lys Pro Leu GIn Ser Leu GIn val Cys
1130 1135 1140

val GIn Thr val Arg Thr GIn val Tyr Ile Ala val Asn Asp Lys
1145 1150 1155

Ala Leu Tyr Glu GIn val val Met Asp Tyr Leu Asp Ash Leu Lys

1160 1165 1170
Pro Arg Vval Glu Ala Pro Lys &GIn Glu Glu Pro Pro  Asn Thr Glu
1175 1130 1185

Asp Ser Lys Thr Glu Glu Lys Ser val val Gln Lys Pro val Asp
1190 1195 1200

val tys Pro Lys Ile Lys Ala Cys Ile Asp Glu val Thr Thr Thr
1205 1210 1215

teu Glu Glu Thr Lys Phe Leu Thr Asn Lys Leu Leu Leu Phe Ala
1220 1225 1230

Asp Ile Asn Gly Lys Leu Tyr His Asp Ser Gln Asn Met Leu Arg
1235 1240 1245

Gly Glu Asp Met Ser Phe Leu Glu Lys Asp Ala Pro Tyr Met val
1250 1255 1260

Gly Asp val Ile Thr ser Gly Asp Ile Thr Cys val val Ile Pro
1265 1270 1275

Ser Lys Lys Ala Gly Gly Thr Thr Glu Met Leu Ser Arg Ala Leu
1280 1285 1290

Lys Lys val Pro val Asp Glu Tyr Ile Thr Thr Tyr Pro Gly GIn
1295 1300 1305

Gly Cys Ala Gly Tyr Thr Leu Glu Glu Ala Lys Thr Ala Leu Lys
1310 1315 1320

Lys Cys Lys Ser Ala Phe Tyr Val Leu Pro Ser Glu Ala Pro Asn
1325 1330 1335

Ala Lys Glu Glu Ile Leu Gly Thr val Ser Trp Asn Leu Arg Glu
1340 1345 1350

Met Leu Ala His Ala Glu Glu Thr Arg Lys Leu Met Pro Ile Cys
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Met

Gly

Phe

Leu

val

Ser

val

Glu

Asp

Leu

vai

Lys

Thr

ser

Thr

Phe

1355

Asp
1370

Ile
1385

Phe
1400

Asn
1415

Thr
1430

Leu
1445

Thr
1460

Glu
1475

Trp
1490

Lys
1505

Glu
1520

Ser
1535

Thr
1550

Met
1565

ASp
1580

Phe
1595

Glu

val

Lys

TYr

Ser

His

Lys

Thr

His

Ser

Arg

Phe

Leu

val

Thr

val

Phe

Tyr

Arg

Ile

Thy

Leu

Gly

Ala

Tyr

Phe

Tyr

Gly

His

Leu

Asp

Tyr

Thr

val

Tyr

Ala

Gin

Ser

Asnh

Phe

Pro

Asn

val

ser

ASp

Leu

ser

Asn

Gly

Lys

Leu

His
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Ile

Glu

Lys

Glu

Asn

Ala

Gly

Glu

Gly

Lys

ASD

Leu

Thr

GIn

Ite

Pro

Thr

1360

Met
1375

Glu
1405

Pro
1420

Leu
1435

val
1450

TYr
1465

Thr
1480

Gln
1495

Ile
1510

Asn
1555

Gln
1570

Lys
1585

ser
1600

Leu

Ala

Ile

Pro

Leu

Glu

val

Leu

val

Arg

val

Glu

Glu

Ley

Phe

Pro

Asp

Asp

158

Thr

val

val

val

Glu

Ser

Thr

ser

Thr

Tyr

val

val

His

Gly

His

Asp

Glu

Ile

ASp

Ala

Thr

Ala

val

ser

L.eu

Glu

His

Leu

Lys

Thr

Pro

val

Thr

ser

Gln

Tyr

Ser

Met

Ala

ser

ser

Ala

Leu

Thr

Ser

Thr

GIn

Thr

Asn

Leu

Phe

1365

ATQ
1380

Ile
1410

Pro
1425

Arg
1440

ser
1455

ser
1470

Gly
1485

Gly
1500

Leu
1515

Leu
1530

Ile
1545

Leu
1560

TYr
1575

His
1590

Arg
1605

Leu

Lys

val

Ile

Ile

Cys

Pro

Lys

ser

val

Glu

Asp

Lys

val

Leu

Glu

Ser

Gly

Tyr

Arg

Thr

Gly

Met

ASD

Thr

Tyr

Glu

Ser

Lys

val

ASp

Asp

Gly

Glu

Arg

Lys

Phe

LyS

Tyr

Arg

Ala

Ser

Arg

Phe

Pro

Leu

Phe

Met

Gly

Lys

Ala

Tyr



Met

Gly

Ser

Ala

Ala

val

G1in

Cys

Ala

Gly

L.eu

Ala

Tvyr

Lys

Ser

Ser

val

1610

ser
1625

Ser
1655

Pro
1670

Ala
1685

Gly
1700

His
1715

Lys
1730

val
1745

val
1760

val
1775

Glu
1790

Thr
1805

Glu
1820

Glu
1835

TY"r
1850

Thr

Ala

Leu

val

ala

Asn

Glu

Ala

Met

Ser

GIn

Tyr

Gly

Thr

Tyr

Thr

TyYr

Leu

Thr

Leu

Leu

Phe

Leu

Asn

Cys

TYr

Ile

Gln

Lys

Asn

Leu

Lys

Thr

Thr

Asn

Ser

Leu

Gln

Cys

Gly

Leu

Gly

Met

Pro

Glu

Leu

Tyr

Tyr

Gly

Thr

Glu
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His

Ile

Ala

Glu

Ala

ASp

Glu

Gln

Gly

Cys

Ser

Gin

Gin

Arg

Pro

Ile

Ile

1615

Thr
1630

Lys
1645

Leu
1660

Ala
1675

Leu
1690

val
1705

Ser
1720

Thr
1750

val
1765

ser
1780

GIn
1795

Cys
1810

Ile
1825

val
1840

Lys
1855

Glu

Lys

Trp

Gin

Tyr

Ile

Arg

Ala

Thr

Leu

Cys

rhe

Gly

Gly

Asp

Thr

Pro

Pro

159

Lys

Ala

GIn

Tyr

teu

Glu

Lys

Thr

ser

Gly

val

Thr

His

Gly

Asp

val

Lys

Trp

ASp

Leu

Arg

Ala

Thr

Arg

Thr

Tyr

Arg

Met

Phe

TYr

Ala

val

Ser

Leu

Lys

Asn

Glu

Ala

TYr

Met

val

Leu

ASp

Asp

Met

Leu

Thr

His

Phe

Tyr

Asp

1620

Phe
1635

Asn
1650

val
1665

Arg
1680

Ser
1695

Thr
1710

Leu
1725

Thr
1740

Asn
1755

Ala
1770

ser
1785

Cys
1800

His
1815

Leu
1830

Tyr
1845

LysS
1860

Gly

Pro Gln

Cys Tyr

Lys Phe

Ala Gly

Asn Lys

His Leu

Asn val

Gly val

Leu Lys

Thr Gln

Ala Pro

Ala Asn

Ile Thr

Thr Lys

Lys Glu

Leu Asp

Tyr Tyr

val
Leu
Asn
Asp
Thr
Leu
val
Glu
Thr
Tyr
Pro
Glu
Ala
Met
Thr
Gly

Lys



Lys

Thr

Cys

Phe-

Asp

Ala

Trp

Thr

ser

Asp

val

Lys

Glu

Ala

Glu

Ile

val

1865

Asp
1880

Gin
1895

Ser
1910

Thr
1925

Leu
1940

Ser
1955

His
1970

Trp
1985

Asn
2000

Asn
2015

Glu
2030

Thr
2045

Ala
2075

Leu
2090

Ala
2105

Lys

Asn

Pro

Asn

Lys

Asn

Phe

Cys

Ser

Leu

Asn

Thr

val

Tyr

ser

Ala

Pro

Ala

Leu

Thr

Pro

Gly

LyS

Asn

Leu

Phe

Ala

Pro

Glu

LysS

val

Leu

Ile

Phe

Tyr

Pro

Lys

Ala

Asp

LYyS

Gln

Arg

Glu

cys

Thr

val

val

Glu

Ala

Asn

Leu
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Tyr

Asn

Phe

Ser

val

Gly

Ala

Cys

val

Glu

Ile

val

Thr

AsSn

Leu

Ser

Gly

1870

Thr
1885

Ala
1200

Ala
1915

Arg
1930

val
1945

Ala
1960

Thr
1975

Leu
1990

Leu
2005

ser
2020

Gln
2035

GIn
2065

Thr
2080

val
2110

Gln

Glu

Ser

Asp

Glu

Ala

Lys

Thr

Trp

Ala

GIn

Lys

Asn

Glu

ser

Leu

Pro

Ala

160

Gln

Phe

Asp

Leu

TIle

Leu

Lys

Ser

val

Gln

Glu

val

Leu

Ile

Lys

Tre

Ala

Pro

ASD

Leu

Ser

Asp

Leu

Thr

Thr

Glu

Pro

val

Ile

Gly

Thr

Thr

Ser

Ile

Ile

Asn

Asn

val

Tyr

His

Thr

Lys

Asp

Thr

Ile

Leu

His

Ile

Ile

Lys

Thr

1875

Asp
1890

Phe
1905

GIn
1820

Thr
1935

Arg
1950

Lys
1965

Phe
1980

Pro
1995

Thr
2010

ser
2025

GHu
2040

Ala
2100

Ite
2115

Thr

Leu

Lys

Met

Pha

His

Pro

Lys

val

G1n

Glu

Cys

Pro

Asp

Lys

Thr

Leu

ser

val

Leu

Thr

Phe

Tyr

Ile

Pro

Asp

Gly

Glu

Asp

Ser

Leu

Pro

His

Ala

AsSn

Pro

Thr

Gly

Pro

Ser

val

Asn

Thr

Met

val

val

Asp

Met

Asn

Gly

Tyr

Cys



ala

val

Asn

ser

TYF

Trp

Thr

Tyr

Thr

Leu

Ile

Gly

Phe

Gly

Phe

Arg

Tyr

2120

Phe
2150

Ser
2165

val
2180

val
2195

Leu
2210

Ala
2225

Cys
2240

Thr
2255

ser
2270

GIn
2285

Leu
2300

phe
2315

TYyr
2330

Ile
2345

Met
2360

val

Arg

Thr

Arg

LYS

Lys

Leu

Ala

Asn

Met

Gly

val

Ala

Tyr

Phe

Ile

Tyr

His

Leu

Leu

Ile

Ser

ser

Leu

Phe

Gly

Asp

Leu

Thr

Ala

Leu

Ala

Ser

Ile

Tle

Ala

Leu

Arg

val

Pro

Leu

Gly

val

Phe

Asp

Ile

Glu

Leu

Ser

Ile

Phe

Met
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Gln

Phe

Ala

Ala

LysS

Ser

val

Arg

Cys

Ser

Ser

Trp

Gly

His

val

Phe

Asp

2125

Arg
2140

Gln
2155

ser
2170

Lys
2185

Phe
2200

Ile
2215

Leu
2230

Glu
2245

Glu
2260

Leu
2275

Ser
2290

val
2305

Leu
2320

rPhe
2335

Gln
2350

Ala
2365

Gly

val

Leu

Leu

Leu

Ser

Cys

Leu

Leu

Gly

Asp

TYr

l.eu

ser

MetT

Ser

cys
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Phe

Cys

Pro

Cys

Lys

Leu

ser

TYTIr

Ser

Ser

Lys

Ala

Ala

Ser

Ala

Phe

Thr

Asn

Thr

Thr

Leu

Leu

Gly

Asn

Leu

Phe

TYr

Leu

Tyr

Ile

Asn

Pro

Tyr

ser

Asn
Phe
Thr
ASp
Phe
ser
Phe
Asn
Pro
Pro
Asp
Met
Met
Ser
val
Tyr

ser

2130

Tyr
2145

Thr
2160

Ile
2175

Ala
2190

Thr
2205

Leu
2220

ser
2250

Cys
2265

Ala
2280

Leu
2295

Leu
2310

GIn
2325

Trp
2340

ser
2355

Ile
2370

Thr

Met

Lys

Ala

Gly

Ile

Ala

Ser

ser

Leu

Thr

Phe

val

Leu

Ala

Trp

Cys

Pro

Ser

Lys

Ile

Ala

Cys

Pro

AsSn

Ile

Glu

Ile

Thr

Phe

Met

Met

Lys

Met

Tyr

Thr

Asn

Asn

Met

val

Ser

val

Cys

Thr

Leu

Lys

Phe

Trp

val

ser

Met
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2375 2380 2385

Cys Tyr LYS Arg Asn Arg Ala Thr Arg val Glu Cys Thr Thr Ile
2390 2395 2400

val Asn Gly Met Lys Arg Ser Phe Tyr val Tyr Ala Asn Gly Gly
2405 2410 2415

Arg Gly Phe Cys Lys Thr His Asn Trp Asn Cys Leu Asn Cys Asp
2420 2425 2430

Thr Phe Cys Thr Gly Ser Thr pPhe Ile Ser Asp Glu val Ala Arg
2435 2440 2445

Asp Leu Ser Leu Gln Phe Lys Arg Pro Ile Asn Pro Thr Asp GIn
2450 2455 2460

Ser ser Tyr Ile val Asp Ser val Ala val Lys Asn Gly Ala Leu
2465 2470 2475

His teu Tyr Phe Asp Lys Ala Gly GIn Lys Thr Tyr Glu Arg His
2480 2485 2490

Pro Leu Ser His Phe val Asn Leu Asp Asn Leu Arg Ala Asn Ash
2495 2500 2505

Thr Lys Gly Ser Leu Pro Ile Asn val Ile val Phe Asp Gly Lys
2510 2515 2520

Ser Lys Cys Asp Glu Ser Ala Ser Lys Ser Ala Ser val Tyr Tyr
2525 2530 2535

Ser GIn Leu Met Cys GIn Pro Ile Leu Leu Leu Asp GIn Ala Leu
2540 2545 2550

val Ser asp val Gly Asp ser Thr Glu val Ser val Lys Met Phe
2555 2560 2565

Asp Ala Tyr val Asp Thr phe Ser Ala Thr Phe Ser val Pro Met
2570 2575 2580

Glu Lys Leu Lys Ala teu val Ala Thr Ala His Ser Glu Leu Ala
2585 2590 2595

Lys Gly wval Ala Leu asp Gly Vval Leu Ser Thr Phe val Ser Ala

2600 2605 2610
Ala Arg GIn Gly val val Asp Thr Asp val Asp Thr Lys Asp val
2615 2620 2625

Ile Glu Cys Leu Lys Leu Ser His His Ser Asp Leu Glu val Thr
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Gly

ASn

Arg

Ile

Lys

Leu

Lys

Leu

Cys

TYr

Thr

Ala

AsSn

Ile

Ile

val

Asp

2630
Asp
2645
Met

2660

His
2675

Trp
2690

Gln
2705

Thr
2720

Ile
2735

Met
2750

TYyr
2765

AsnN
2855

ser

Thr

Ile

Asn

Ile

Cys

Ser

Leu

Ile

Asn

ASp

Phe

Lys

Phe

Gly

Asn

Ala

Cys

Pro

Asn

val

Arg

Ala

Leu

Lys

val

Glu

Ile

ASD

Ser

ITe

ASP

Ile

Thr

Asn

Arg

Ala

LyS

ser

Thr

Lys

Ala

Met

Atla

Cys

val

Phe

Cys

ser
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Asn

ASp

Glin

Asp

Ala

Thr

Gly

Thr

Pro

Ile

Ser

Trp

Pro

Pro

Leu

Tyr

Ala

2635

Phe
2650

Leu
2665

val
2680

TYr
2695

Ala
2710

Arg
2725

Gly
2740

Leu
2755

val
2770

Gly
2785

Thr
2800

Phe
2815

val
2830

His
2860

Thr
2875

Cys

Met

Gly

Ala

Met

Lys

GIn

Lys

" Leu

His

Tyr

ASp

ser

val

Leu

Phe

Pro

val
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Leu

Ala

Lys

sSar

LysS

val

TIle

Cys

Thr

Lys

Asp

Gln

Ala

Pro

Leu

Ser

Leu

Thr

cys

Ser

Leu

Asn

val

val

val

Leu

Ala

Cys

Arg

Ala

Gly

Pro

Lys

Ala

Tyr

Ile

His

Ser

Asn

Asn

Ser

Leu

sSer

Ile

Phe

Gly

Ile

Thr

Arg

Leu

Ala

2640

Ash
2655

ASp
2670

Asn
2685

Glu
2700

Ile
2715

val
2730

Thr
2745

Ala
2760

Ile
2775

GIn
2790

Ala
2805

Gly
2820

Ite
2835

val
2850

val
2865

Ile
2880

Glu

Lys

cys

val

Gln

Pro

Ile

Cys

Ala

His

Asp

Asn

Ser

Thr

Leu

Phe

Glu

Cys

val

Asn

Ser

Leu

Phe

Thr

Phe

Leu

ASp

Gly

Lys

Tyr

Arg

Arg

Ser

TYr

Thr

Glu

aAla

Leu

Arg

Arg

Thr

Lys

val

Gly

val

His

Lys

Glu

Ala

ser

TIle



Phe

Asn

Thr

Thr

Glu

Cys

Arg

Ile

Asp

val

Gly

Met

pro

Thr

Fhe

Cys

Arg

2885

Lys
2900

Leu
2915

Arg
2930

Tyr
2945

Tyr
2960

Leu
2975

Ala
2990

Ala
3005

‘val

3020

Thr
3035

Glu
3050

ser
3065

Asn
3095

ser
3110

Ile
3125

Lys

ASp

Leu

Tyr

Leu

Cys

Ser

Leu

Asn

Ser

Cys

Tyr

Phe

val

Asp

Pro

Ser

ATg

Ala

Glu

val

Glu

Arg

Thr

Ser

Ile

Ala

Ala

Asn

Thr

TYr

val

Ile

Leu

val

Met

Gly

L.eu

Gly

His

ser

Gly

Phe

ser

Ala

His

Ile

ser

ser

val

Lys

Mmet
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Gly

Ser

Met

Ser

Gly

Gly

val

Thr

val

Tyr

val

Leu

val

Phe

Pro

His

Phe

2890

LYS
2905

Ile
2920

Asp
2935

val
2950

Thr
2965

Arg
2980

Phe
2995

Pro
3010

val
3025

TYr
3040

val
3055

Cys
3070

Phe
3085

Leu
3100

Phe
3115

Cys
3130

AsSn

Pro

ser

Gly

Arg

cys

Trp

Cys

Leu

Ala

rhe

Ala

Leu

Tyr

Ala

Trp

His

Gly
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val

Tyr

sSer

val

Glu

val

Gly

val

Gly

Met

Ala

val

Leu

His

Ile

Trp

val

Pro

ser

Ile

val

Arg

Leu

val

Gln

Gly

Lys

Asn

Pro

Tyr

L.eu

Thr

Phe

Thr

Tyr

Glu

Ile

Thr

sSer

Asn

Asp

Pro

Ile

Phe

Ala

Ala

Leu

Gln

Ala

Phe

Phe

2895

Cys
2910

Leu
2925

Gln
2940

Thr
2955

Glu
2970

Asn
2985

Ala
3000

val
3015

Ile
3030

Arg
3045

Leu
3060

Tyr
3075

Thr
3090

Trp
3105

Ile
3120

Asn
3135

Ser

Tyr

Arg

Phe

Phe

val

Glu

Met

Gly

Ala

Arg

Leu

Ser

Phe

Phe

Tyr

Asn

Thr

ASD

Pro

Pro

Asp

Gly

His

AsSn

Ala

Ile

val

Phe

Phe

Tyr

Ala

val

TYr

FPhe

Thr

ASp

Asn

Ala

Ile

Tyr

Leu

Leu

Leu

Phe

Leu

Leu

rphe

Met

Phe

Leu

Glu



Glu

Lys

Tyt

ASp

Ala

Pro

Arg

Gln

ASp

Met

His

Gly

ser

Gly

Gly

ser

TYr

3140

Ala
3155

Ley
3170

Leu
3185

Thr
3200

Leu
3215

Pro
3230

LysS
3245

val
3260

Thr
3275

Leu
3290

Ser
3305

His
3320

Asn
3335

Glin
3350

val
3365

Phe
3380

ASp

Ala

Arg

Ala

Thr

Asn

Glin

Met

Thr

val

Asn

Phe

Ser

Pro

Thr

Tyr

Leu

Cys

Leu

Ser

Leu

Ser

Asp

Thr

Ala

cys

Tyr

Pro

Leu

Met

Lys

Phe

Gln

Asn

val

cys

Glu

TYr

TYT

Phe

Ser

Phe

Gly

Cys

Asn

val

Gln

Thr

ser

Cys

Gly

Ser
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Thr

Thr

Asn

Arg

ser

Ile

Pro

Thr

Pro

TYr

Gln

AsSn

Pro

val

Ala

Ser

Phe

3145

Phe
3160

Leu
3175

Lys
3190

Glu
3205

Asn
3220

Thy
3235

Ser
3250

Thr
3265

Arg
3280

Glu
3295

Ala
3310

cys
3325

Lys
3340

Leu
3355

Met
3370

Leu

Leu

Tyr

Ala

ser

Ser

Gly

Thr

His

ASp

Gly

Leu

Tyr

Ala

Arg

Gly

TYr
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Leu

Pro

Lys

Ala

Gly

Ala

Lys

Leu

val

Leu

Asn

Leu

Lys

Cys

Pro

Ser

Met

Asn

Leu

Tyr

Cys

Ala

val

val

Asn

Ile

Leu

val

Arg

Phe

TYFR

Asn

val

His

Lys

Thr

Phe

Cys

Asp

Leu

Glu

Gly

cys

Ile

GIn

Leu

val

Asn

His

Gly

His

3150

Glu
3165

Gln
3180

Ser
3195

His
3210

val
3225

Glin
3240

Leu
3270

Thr
3285

Arg
3300

Leu
3315

LysS
3330

Thr
3375

rPhe
3390

Met

Met

Tyr

Gly

Leu

Leu

ser

Cys

Trp

Ala

Lys

Arg

vail

Ile

Ser

Ile

Asn

Glu

Tyr

Asn

Ala

Ala

Tyr

Gly

Met

Leu

Glu

Ser

val

Asp

Gln

Pro

Lys

Ile

Leu

Leu

Arg

Leu

Lys

Gln

Phe

val

AsSp

ASp

Asn

Ile

Thy

Pro

Ser

Gly

ASp

Pro



Thr

Pro

Thr

Asn

Asp

Gln

Ile

AsSn

Asp

Thr

Trp

ser

Leu

Leuy

Pro

Ala

Thr

3395

Gly
3410

Phe
3425

Ile
3440

Phe
3470

AsSp
3485

Ala
3500

Glu
3530

Phe
3545

Met
3560

Thr
3575

Pro
3590

Leu
3605

ser
3620

ser
3635

ser

val

val

Thr

Asp

Asn

His

val

Met

Phe

Glin

Leu

Gln

Phe

val

Leu

Trp

Leu

His

Asp

Leu

Arg

Leu

val

Leu

Asn

Thr

Gly

Leu

Trp

Thr

Lys

Ala

val

ser
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Ala Gly

Arg Gln

Asn val

Trp Phe

val Ala

Asp Ile

ASp Met

Gly Arg

Pro Phe

Lys Phe

Thr pPhe

Ser Leu

Leu Gly

His Lys

Thr val

Met Arg

Gly Tyr

3400

Thr
3415

Thr
3430

Leu
3445

Ley
3460

Met
3475

Leu
3490

Lys
3550

Leu
3565

Phe
3580

Ile
3595

His
3610

Ala
3625

Ie
3640

Arg

Asp

Ala

Ala

Asn

Lys

Gly

Ala

Ile

val

Lys

Thr

Phe

Met

Ala

Tyr

Met

Leu
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Leu

GIn

Trp

Arg

TYr

Pro

Ala

Leu

val

Ile

Ser

Phe

Ala

Phe

Phe

Thr

Lys

Glu

Ala

Leu

Phe

Asn

Leu

Leu

Gly

Arg

val

Leu

val

Ile

Leu

Asn

Trp

Asp

Gly

Ala

Tyr

Thr

TYr

Ser

Lys

ser

GIn

Lys

Leu

TYr

Ala

cys

Met

Leu

Cys

3405
Lys
3420
Gly

3435

Ala
3450

Thr
3465

Glu
3480

Ala
3495

Glu
3510

Thr
3525

cys
3540

Gly
3555

Ile
3570

Phe

Thr

Ala

Thr

Pro

Gln

Leu

Ile

Ser

Thr

Leu

Asn

Cys

Phe

Tyr

Leu

Met

Tyr

Asp

val

Leu

Leu

Thr

Leu

Leu

Gly

His

val

Ala

Ala

Leu

Met

aAla

TYr

Gly

Thr

Ile

Asn

Thr

Gly

Gln

Glu

val

His

Gln

Phe

Met

Leu

Pro

Asp

Ala



ser

Asp

Leu

Ser

val

Cys

Gln

Cys

Thr

Tyr

Ala

Cys

Cys

Glu

Asp

val

Ile

3650

Ala
3665

ASp
3680

val
3695

Met
3710

val
3725

val
3740

Tyr
3770

Leu
3785

Met
3800

Phe
3815

Ile
3830

Thr
3845

ser
3860

Ile
3875

ser
3890

Asn

Leu

Ala

TYr

Trp

Thr

Glu

Ile

Phe

Gly

Asn

Lys

Lys

sSer

Ser

Leu

Leu

Arg

val

Ala

Lys

Ala

Thr

Tyr

Met

Gly

va'l

Ser

Leu

val

val

Ser

Leu

Leu

Leu

Leu

Arg

val

Leu

Ile

Tyr

Leu

Leu

Tyr

Gin

Asn

Ala

val

Lys

Ala

Ser

Cys
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Leu

Arg

Ty r

val

Met

Pro

val

Phe

ASp

Gly

ITe

Thr

Leu

Leu

Lys

val

Glu

3655

Ile
3670

val
3685

Tyr
3700

Ile
3715

Phe
3730

Leu
3745

TYyr
3760

cys
3775

Tyr
3790

Leu
3805

LyS
3820

val
3835

Leu
3850

Trp
3865

ASp
3880

Leu
3895

Glu

Leu

Trp

Gly

Ser

Leu

Leu

cys

Leu

Leu

Leu

Leu

Gln

Ser

Ala

Thr

Leu

Met
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Met

Thr

Asn

val

Ala

Phe

Phe

Leu

val

Pro

Leu

Ser

val

GIn

Thr

Ser

Leu

Thr

Leu

Ala

Thr

Arg

Ile

Leu

Asn

Ser

Pro

Gly

LYS

Leu

Cys

Glu

Met

Asp

Ala

Met

Leu

Ser

Ala

Thr

Gly

Arg

Thr

Lys

Met

Glin

val

Ala

Gln

Asn

3660

Arg
3675

Asn
3690

Asp
3705

Asn
3720

Ile
3735

Tyr
3765

Tyr
3780

Gln
3795

ser
3810

Ser
3840

Gln
3855

GIn
3870

Phe
3885

Thr

val

Gln

Tyr

val

Asn

Cys

Phe

Glu

Ser

Gly

Asp

Leu

Leu

Glu

Ala

Ala

val

ITe

Ala

Ser

Phe

Thr

Cys

Arg

Phe

Ile

LYS

val

Arg

His

Lys

val

Thr

Tyr

Thr

Ile

Gly

val

Leu

Cys

Leu

Arg

ASp

Pro

LYS

val

AsSn

Met

Asp

Leu
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3905 3910 3915

Gln Ala Ile Ala ser Glu Phe Ser Ser Leu Pro Ser Tyr Ala Ala
3920 3925 3930

Tyr Ala Thr Ala 61n Glu Ala Tyr Glu GIn Ala val Ala Asn Gly
3935 3940 3945

Asp Ser Glu val val Leu Lys Lys Leu Lys Lys Ser Leu Asn val
3950 3955 3960

Ala Lys Ser Glu Phe Asp Arg Asp Ala Ala Met GIn Arg Lys Leu
3965 3970 3975

Glu Lys Met ATa Asp GIn Ala Met Thr Gln Met Tyr Lys GIn Ala
3980 3985 3990

Arg Ser Glu Asp Lys Arg Ala Lys val Thr Ser Ala M™et GIn Thr
3995 4000 4005

Met Leu Phe Thr Met Leu Arg Lys Leu Asp Asn Asp Ala Leu Asn
4010 4015 4020

Asn Ile 1ITe Asn Asn Ala Arg Asp Gly Cys Val Pro Leu Asn Ile
4025 4030 4035

Ile Pro Leu Thr Thr Ala Ala Lys Leu Met val val val Pro Asp
4040 4045 4050

Tyr Gly Thr Tyr Lys Asn Thr Cys Asp Gly Asn Thr Phe Thr Tyr
4055 4060 4065

Ala Sser Ala Leu Trp Glu ITe GIn GIn val val Asp Ala Asp Ser
4070 4075 4080

Ltys Ile wval GIn Leu Ser Glu Ile Asn Met Asp Asn Ser Pro Asn
4085 4090 4095

Leu Ala Trp Pro Leu Ile val Thr Ala Leu Arg Ala Asn Ser Ala
4100 43105 4110

val Lys Leu GIn Asn Asn Glu Leu Ser Pro val Ala Leu Arg GIn
4115 4120 4125

Met Ser Cys Ala Ala Gly Thr Thr GIn Thr Ala Cys Thr Asp Asp
4130 4135 4140

Asn Ala Leu Ala Tyr Tyr Asn Asn Ser Lys Gly Gly Arg phe val
4145 4150 4155

Leu Ala Leu Leu Ser Asp His Gln Asp Leu Lys Trp Ala Arg Phe
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4160 4165 4170
Pro Lys Ser Asp Gly Thr Gly Thr Ile Tyr Thr Glu Leu Glu Pro
4175 4180 4185

Pro Cys Arg Phe val Thr Asp Thr Pro Lys Gly Pro Lys val Lys
4190 4195 4200

Tyr Leu Tyr Phe Ile Lys Gly Leu Asn Asn Leu Asn  Arg Gly Met
4205 4210 4215

val Leu Gly Ser teu Ala Ala Thr val Arg Leu GIn Ala Gly Asn
4220 4225 4230

Ala Thr Glu val Pro Ala Asn Ser Thr val Leu Ser Phe Cys Ala
4235 4240 4245

Phe Ala val Asp Pro Ala Lys Ala Tyr Lys Asp Tyr Leu Ala Ser
4250 4255 4260

Gly Gly GIn Pro Ile Thr Asn Cys Val Lys Met Leu Cys Thr His
4265 4270 4275

Thr Gly Thr Gly GIn Ala Ile Thr val Thr Pro Glu Ala Asn Met
4280 4285 4290

Asp GIn Glu Ser Phe Gly Gly Ala Ser Cys Cys Leu Tyr Cys Arg
4295 4300 4305

Cys His Tle Asp His Pro Asn Pro Lys Gly Phe Cys Asp Leu Lys
4310 4315 4320

Gly Lys Tyr val Gln 1le Pro Thr Thr Cys Ala Asn Asp pPro val
4325 4330 4335

Gly Phe Thr Leu Arg Asn Thr val Cys Thr val Cys Gly Met Trp
4340 4345 4350

Lys Gly Tyr Gly Cys Ser Cys Asp Gin Leu Arg Glu Pro Leu Met
4355 4360 4365

GIn Ser Ala Asp Ala Ser Thr Phe Leu Asn Gly Phe Ala val
4370 4375 4380

<210>75

<211> 2695

<212> PRT

<213> CORONAVIRUS

<400> 75
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Arg
1
Thr
val
Glu
Arg
65
val
val

TYr

Asn

ASp
Leu
val
Asp
val
225

Ala

Ile

val

Ser

Ala

Lys

AsSp

Thr

Cys

Asp

Ile

Leu

Gly

Phe

210

Asp

Leu

Lys

Cys

Thr

Gly

35

Asp

Thr

ASp

Gly

Met

115

Asp

Tyr

Leu

Lys

val

195

Gly

ser

Ala

Trp

Gly

Asp

20

Phe

Glu

Met

Cys

Thr

Phe

Arg

Thr

180

Leu

Asp

TYr

Ala

Asp

val

val

Ala

Glu

Sar

Pro

85

Met

Asp

Leu

Asn

val

165

val

Thr

Phe

TYFr

Glu

245

Leu

ser

val

Lys

Gly

AsSn

70

Ala

val

Leu

Lys

Tyr

Gln

leu

val

Ser

230

Ser

Leu
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Ala

TVYr

Phe

Asn

55

Tyr

val

Pro

val

Glu

Lys

Ala

Phe

Asp

GIn

215

Leu

His

LyS

Ala

Arg

Leu

40

Leu

GIn

Ala

His

TYr

120

Ile

Asp

Asn

Cys

Asn

200

val

Leu

Met

TYr

Arg

Ala

25

Lys

Leu

His

val

Ile

105

ala

Leu

Trp

Leu

Asp

Gin

Ala

Met

ASpP

Asp

170

Leu

10

Phe

Thr

Asp

Glu

His

20

ser

Leu

val

Tyr

Asp

Pro

Pro

Ala

Phe

Thr

ASD

Asn

Ser

Glu

75

Asp

Arg

Arg

Thr

Met

Leu

Gly

Ile

235

Asp

Thr

Pro
Ile
Cys
Tyr
60

Thr
Phe
Gln
His
Tyr
140
Phe
Arg
Arg
Asn
Cys
220
Leu

Leu

Glu

cys

Tyr

Cys

45

Phe

Ile

Phe

Arg

Phe

125

Asn

val

val

Asp

Gly

Thr

Ala

Glu

Gly

Asn

30

Arg

val

Tyr

Lys

Leu

110

Asp

Cys

Glu

Arg

Ala

150

Asn

val

Leu

Lys

Arg

Thr

15

Glu

Phe

va'l

Asn

Phe

95

Thr

Glu

Cys

Asn

Gln

175

Gly

Trp

Pro

Thr

Pro

255

Leu

Gly

Lys

Gin

Lys

Leu

80

Arg

Lys

Gly

Asp

Pro

160

ser

Ile

Tyr

Ile

Cys



Leu

Cys

Asn

305

val

Tyr

His

Pro

Thr

385

val

Lys

Phe

Tyr

Glu

465

Ala

Phe

Gly

Thr

Phe

Ile

290

val

Arg

His

ser

Ala

370

Cys

Lys

Gly

Ala

Asn

450

val

Asn

AsSnh

ASp

Ile

Asp

AsNn

Leu

Lys

Phe

Ser

355

Met

Phe

Pro

Phe

GlIn

Leu

val

Gin

Lys

GIn

515

Thr

260

Arg
Cys
Phe

Ile

Arg
His
Ser
Gly
Phe
420
Asp
Pro

Asp

val

ASp

Gln

Tyr

Leu

Ser

Phe

325

Glu

Leu

Ala

val

ASN

405

Lys

Gly

Thr

LYS

Ile

485

Gly

Ala

Met

Phe

Asp

Thr

310

val

Leu

Ser

Ala

Ala

390

Phe

ASn

Met

Tyr

470

val

Lys

Leu

AsSn
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Lys

ASp

val

Asp

Gly

Phe

ser

375

Ala

AsSn

Gly

Ala

Cys

455

Phe

Asn

Ala

rhe

Leu

TYr

280

Arg

Phe

Gly

val

Lys

360

Gly

Leu

Lys

ser

Ala

440

Asp

Asp

Asn

Arg

Ala

520

Lys

265

arp

Cys

Pro

val

va'l

345

‘Glu

AsSn

Thr

Asp

ser

425

Ile

Ile

Cys

Ley

iLeu

505

Tyr

Tyr

171

Asp

Ile

Pro

Pro

330

His

Leu

Leu

Asn

Phe

410

val

ser

Arg

Tyr

Asp

Tyr

Thr

Ala

Gln

Leu

Thr

315

Phe

Asn

Leu

Leu

Asn

395

Tyr

Glu

Asp

Gln

ASD

LYyS

Tyr

Lys

Ile

Thr

His

300

Ser

val

Gln

val

Leu

380

val

Asp

Leu

Tyr

Leu

460

Gly

Ser

Asp

Arg

ser

Tyr

285

Cys

Phe

val

ASp

Tyr

365

AsSp

Ala

Phe

Lys

AsSp

Leu

Gly

Ala

ser

AsSn

525

Ala

270
His

Ala

Gly

Ser

val

350

Ala

Lys

Phe

Ala

His

430

Tyr

Phe

Cys

Gly

Met

510

val

LysS

Pro

Asn

Pro

The

335

Asn

Ala

Arg

Gin

val

415

Phe

Tyr

val

Phe

495

Ser

Ile

Asn

Asn

Phe

Leu

320

Gly

Leu

Asp

Thr

Thr

400

Ser

Phe

Arg

val

AsSn

480

Pro

Tyr

Pro

Arg



Ala

545

Gln

Thr

Leu

Asp

Ala

625

His

Met

Ser

Gln

Lys

Cys

Tyr

Ala

Ser

Met

785

His

530
Arg
Phe
val
Lys
TYr
610
Ser
Arg
val
Gly
Ala
690
Ite
Leuy
Ala
val
Ile
770

ser

Glu

Thr

His

val

Thr

595

Pro

Leu

Phe

Met

Asp

875

val

ala

TYr

Tyr

val

755

Lys

Glu

Phe

val

Gin

Ile

580

val

Lys

val

TYF

Cys

Ala

Thr

Asp

Arg

Leu

740

cys

Asn

Ala

Cys

Ala

LYyS

565

Gly

TYr

Cys

Leu

Arg

645

Gly

Thr

Ala

Lys

Asn

725

Arg

Tyr

Phe

LyS

ser

Thr

Ser

Asp

Ala

630

Leu

Gly

Thr

Asn

TYr

710

Arg

Lys

Asn

Lys

cys

790

Gln
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535

val

Leu

Ser

AsSp

Arg

615

Arg

Ala

Ser

Ala

val

695

val

Asp

His

Ser

Ala

775

Trp

His

ser Ile
Lys Ser
Lys Phe

585
val Glu

600

Ala Mmet

Lys His

Asn Glu

Leu Tyr

Tyr Ala

680

Asn Ala

Arg Asn

val Asp

Phe Ser

745

Asn Tyr
760

val Leu

Thr Glu

Thr Met

172

Cys

Ile

370

Tyr

Thr

Pro

Asn

Asn

Leu

Leu

His

730

Met

Ala

Tyr

Thr

Leu

ser

555

Ala

Gly

Pro

Asn

Thr

635

Ala

Lys

ser

Leu

Gin

715

Glu

Met

Ala

Tyr

ASp

795

val

540

Thr

Ala

Gly

His

Met

620

Cys

Gln

Pro

val

Ser

700

His

Phe

Ile

GIn

Gln

780

Leu

Lys

Met

Thr

Trp

Leu

605

Leu

Cys

val

Gly

Phe

685

Thr

Arg

val

Leu

Gly

Asn

Thr

Gln

Thr

Arg

His

590

Met

ATg

Asn

Leu

AsSp

Leu

Asp

ser

750

Leu

Asnh

Lys

Gly

Asn

Gly

Ile

Leu

sSer

655

Thr

Ile

Gly

Tyr

Glu

735

Asp

val

val

Gly

ASp

Arg

560

Ala

Met

Trp

Met

Ser

640

Glu

ser

Cys

Asn

Glu

720

Phe

AsSp

Ala

Phe

Pro

800

Asp
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805 810 815

Tyr val Tyr Leu Pro Tyr Pro Asp Pro Ser Arg Ile Leu Gly Ala Gly
820 825 830

Cys Phe val Asp Asp Ile val Lys Thr Asp Gly Thr Leu Met Ile Glu
B35 840 845

Arg Phe val Ser Leu Ala Ile Asp Ala Tyr Pro Leu Thr Lys His Pro
850 855 860

Asn Gln Glu Tyr Ala Asp val Phe His Leu Tyr Leu GIn Tyr Ile Arg
865 870 875 8§80

Lys Leu His Asp Glu Leu Thr Gly His Met Leu Asp Met Tyr Ser val
885 890 895

Met Leu Thr Asn Asp Asn Thr Ser Arg Tyr Trp Glu Pro Glu Phe Tyr
900 905 910

Glu Ala Met Tyr Thr Pro His Thr val Leu GlIn Ala val Gly Ala Cys
915 920 925

val Leu Cys Asn Ser GIn Thr Ser Leu Arg Cys Gly Ala Cys Ile Arg
930 935 940

Arg Pro Phe Leu Cys Cys Lys Cys Cys Tyr Asp His val Ile Ser Thr
945 950 955 960

Ser His Lys Leu val Leu Ser val Asn Pro Tyr val Cys Asn Ala Pro
965 970 975

Gly Cys Asp val Thr Asp val Thr GIn Leu Tyr Leu Gly Gly Met Ser
980 985 290

Tyr Tyr Cys Lys Ser His Lys Pro Pro Ile Ser Phe Pro Leu Cys Ala
995 1000 1005

asn Gly GlIn val Phe Gly Leu Tyr Lys Asn Thr Cys val Gly Ser
1010 1015 1020

Asp Asn  val Thr Asp Phe asn aAla Ile Ala Thr Cys Asp Trp Thr
1025 1030 1035

Asn Ala Gly asp Tyr Ile Leu Ala Asn Thr Cys Thr Glu Arg Leu
1040 1045 1050

Lys Leu Phe Ala Ala Glu Thr Leu Lys Ala Thr Glu Glu Thr pPhe
1055 _ 1060 1065

Lys Leu Ser Tyr Gly Ile Ala Thr val Arg Glu val Leu Ser Asp
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Arg

Leu

ser

Gly

val

ser

Gly

val

G1n

Ala

His

Pro

Glu

val

val

val

Asp

10790

Glu
1085

Asn
1100

Lys
1115

Asp
1130

Gly
1145

Ala
1160

Leu
1175

Ile
1250

Cys
1265

Phe
1280

val
1295

val
1310

Pro

Leu

Arg

val

Ala

ASD

Pro

TYr

Asn

Pro

Tyr

Ala

Asp

FPhe

Cys

Phe

Asn

Ala

His

Asn

GIn

val

Tyr

Thr

Pro

Tyr

Pro

Tyr

val

Lys

Asp

Thr

ASp

Ala

GlIn

Leu

Tyr

Ile

val

Phe

Leu

Thr

Glin

Gly

Pro

Asp

cys

Lys

val

Glu

Arg

Leu
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Ser

val

Gly

Tyr

val

val

Leu

LYS

Thr

ser

Ala

ser

Phe

Asn

Ile

Leu

Pro

1075

Trp
1090

Phe
1105

Glu
1120

Arg
1135

Leu
1150

Pro
1165

Asn
1180

val
1195

Gly
1210

Ala
1225

Leu
1240

Arg
1255

Lys
1270

Ala
1285

ser
1300

Arg
1315

Ala

Glu

Thr

TYr

Gly

Thr

Gin

Ile

Gly

Lys

Arg

Cys

Ile

val

Leu

Met

Ala

Pro
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val

Gly

Thr

Thr

Ser

Glu

ser

Met

Ser

Ile

Glu

Tle

Asn

Pro

Ala

Lys

Arg

Gly

Tyr

Phe

Thr

His

His

Asp

Gln

His

val

Lys

Pro

Ser

Glu

Thr

His

Thr

Lys

Arg

GTu

Thr

Thr

TYr

G1lu

Lys

Phe

Tvyr

Ala

Ala

The

Thr

Asn

Tyr

Leu

1080

Pro
1095

val
1110

Lys
1125

Tyr
1140

val
1155

val
1170

Phe
1185

Tyr
1200

Ala
1215

Thr
1230

Leu
1245

Arg
1260

Leu
1275

Thr
1290

TYr
1305

val
1320

Leu

Arg

Thr

Gly

Lys

Mel

Arg

Ser

ser

Ile

Ala

Lys

Ala

Glu

Ala

Asp

Tyr

Thr

Pro

Lys

AsSp

Leu

Pro

Ile

ser

Thr

Gly

Cys

Tyr

Arg

Gln

Asp

Leu

Ile

Lys

Pro

Asn

Tyr

Asn

Leu

Thr

Asn

Leu

Leu

Ser

Leu

val

Tyr

Ile

ser

Gly

Gly



Thr

Thr

Ala

Leu

Tyr

Pro

Trp

val

ser

Glu

Thr

Leu

Asn

Asp

Thr

val

Ile

1325

Leu
1340

Ile
1355

Glu
1370

Lys
1385

LYS
1400

GIn
1415

Arg
1430

Ala
1445

Gln
1460

Thr
1475

Arg
1490

Tyr
1505

val
1520

Cys
1535

His
1550

Asp
1565

Ser

Glu

Gly

Ile

Ala

Gly

Ile

Lys

Ser

Gly

Ala

Ala

ASD

Ala

Ser

Leu

Ile

Met

Pro

Pro

val

His

val

Gly

Ala

Lys

ser

His

Lys

LysS

Thr

Lys

Ser

Pro

Met

Glu

Asp

ASp

Lys

Ile

val

val

Ile

Glu

Ser

Ile

Leu

Ley

Ile

val

Gly

Gly
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Tyr

Met

Thr

Asp

Thr

val

Phe

Leu

Tyr

cys

Gly

GIn

Gin

Ile

Asp

Ile

Phe

1330

Phe
1345

Phe
1360

val
1375

Lys
1390

His
1405

Arg
1420

Ile
1435

Gly
1450

Asp
1465

Asn
1480

Ile
1495

Phe
1510

Ala
1525

Thr
1540

Ile
1555

Pro
1570

LyS

Asn

Leu

Ser

Ser

Asp

Glu

Ser

Leu

Tyr

val

Leu

Thr

Giu

Gly

Lys

Lys

Met

175

Ser

Gly

Ala

Ala

val

Phe

Pro

Pro

val

Asn

Cys

ser

Asn

Leu

Phe

Asp

Asn

val

Thr

Leu

Gln

Ser

Leu

Tyr

Thr

Ile

Arg

Ile

Leu

val

His

Lys

Met

Tyr

Cys

Cys

val

Cys

ser

Thr

Asn

Gln

Phe

Phe

Met

Glu

Thr

Pro

Thr

Thr

Gln

Phe
1395

Ala
1410

Arg
1425

ser
1440

Thr
1455

Thr
1470

Asn
1485

ser
1500

Ile
1515

Gly
1530

Thr
1545

Glu
1560

TYr
1575

val

Leu

Arg

Asp

Lys

Ile

Asn

Gln

val

Gln

val

Asp

Pro

Leu

Gln

Gly

Arg

Asn

Met

Cys

Asn

Met

Asn

Pro

Asn

ASp

Thr

Ala

Arg

Arg

Phe

Ala

Leu

Arg

Gly

Lys

Pro

Lys

Phe

Arg

Ala

Ala

Ser

Thr

Ile

Asp

Arg

Lys

Pro

Cys

Leu

TYr



Pro

Ala

Ala

val

Asn

Gln

Asnh

Lys

Phe

Arg

ser

Tyr

Thr

Gly

Leu

Glu

Arg

1580

Asn
1595

Trp
1610

val
1625

Asn
1640

Thr
1655

Phe
1670

val
1685

Gly
1700

Glu
1715

Thr
1730

Ser
1745

val
1760

Gly
1775

Asn
1790

Ala
1805

Tyr
1820

Lys

Met

Ile

Gly

Leu

Glu

Lys

val

Leu

Leu

Cys

Asp

Tyr

Asn

Ala

val

Pro

val

Phe

Gly

Thr

val

Phe

Arg

Ser

Thr

Cys

Thr

AsSn

Leu

His

His

Ile

GIn

Ile

Phe

Asn

Ala

Thr

Leu

Ile

Asp

ser

Leu

TYr

Pro

Gln

val

Glu

Ile

His
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1585

Thr Arg

1600

Asp val
1615

Leu Pro
1630

val Pro
1645

Arg val
1660

Ile Pro
1675

Lys Ile
1690

Arg val
1705

Met Lys
1720

Cys Asp
1735

Ala Cys

Phe Met
1765

ser Asn
1780

Ala ser
1795

Cys Phe
1810

Gly Asp
1825

Met Val

Glu

Glu

L.eu

Thr

Asn

Leu

val

val

Tyr

Lys

Trp

Ile

His

Cys

val

Glu

val
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Glu

Gly

Gin

Gly

aAla

Met

Gln

Phe

Phe

Arg

AsSn

ASp

Asp

AsSp

LYS

Leu

Lys

Ala

Cys

Leu

Tyr

Lys

Tyr

Met

val

val

Ala

His

val

Gln

Ala

Arg

Arg

ser

Ile

His

Gly

val

Pro

Lys

Leu

Leu

Lys

Thr

Ser

GIn

His

Ile

val

val

Ala

1590

Arg
1605

Ala
1620

Phe
1635

Asp
1650

Pro
1665

Ile
1725

Cys
1740

val
1755

Gln
1770

Cys
1785

Met
1300

AsSp
1815

ASN
1830

Leu

His

Thr

Ser

Thr

Pro

Leu

Asp

Ala

Gly

Phe

Gly

Trp

GIn

Thr

Trp

ser

Leu

val

Arg

Thr

Glu

Gly

Pro

Thr

His

Pro

ser

Phe

Gly

val

Arg

ser

Ala

Ala

Arg

Asp

Gly

Asn

ASp

Trp

Leu

Gly

Glu

Thr

Asp

Phe

His

Cys

val

Cys

Asp
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1835 1840 iB45

Lys Phe éro val Leu His Asp Ile Gly Asn Pro Lys Ala Ile Lys
13850 1855 1860

cys val Pro GIn Ala Glu val Glu Trp Lys Phe Tyr Asp Ala Gln
1865 1870 1875

Pro Cys Ser Asp Lys Ala Tyr Lys Ile Glu Giu Leu Phe Tyr Ser
1880 1885 1890

Tyr Ala Thr His His Asp Lys Phe Thr Asp Gly val Cys Leu Phe
1895 1900 1905

Trp Asn Cys Asn val Asp Arg Tyr Pro Ala Asn Ala Ile val Cys
1910 1915 1920

Arg Phe Asp Thr Arg val Leu Ser Asn Leu Asn Leu Pro Gly Cys
1925 1930 1935

Asp Gly Gly Ser Leu Tyr val Asn Lys His Ala phe His Thr Pro
1940 1945 1950

Ala Phe Asp Lys Ser Ala pPhe Thr Asn Leu Lys Gln Leu Pro Phe
1955 1960 1965

Phe Tyr Tyr Ser Asp Ser Pro Cys Glu Ser His Gly Lys Gln val
1970 1975 1980

val Ser Asp Ile Asp Tyr val Pro Leu Lys Ser Ala Thr Cys Ile
1985 1990 1995

Thr Arg Cys Asn Leu Gly Gly Ala val Cys Arg His His Ala Asn
2000 2005 2010

Glu Tyr Arg GIn Tyr Leu Asp Ala Tyr Asn Met Met Ile Ser Ala
2015 2020 2025

Gly Phe Ser Leu Trp Ile Tyr Lys Gln Phe Asp Thr Tyr Asn Leu
2030 2035 2040

Trp Asn Thr Phe Thr Arg Leu GIn Ser Leu Glu Asn  Vval Ala Tyr
2045 2050 2055

Asn val val Asn Lys Gly His Phe Asp Gly His Ala Gly Glu Ala
2060 2065 2070

Pro val ser Ile Ile Asn Asn Ala val Tyr Thr Lys Vval Asp Gly
2075 2080 2085

Ile Asp val Glu Ile Phe Giu Asn Lys Thr Thr Leu Pro val Asn
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val

Glu

Thr

Thr

Glu

Glu

Ile

Ala

LYS

Gln

Phe

Met

Glu

Leu

Leu

TYr

Ser

2090

ala
2105

Ile
2120

val
2135

Ile
2150

Ser
2165

Thr
2195

Gln
2210

Thr
2225

Leu
2240

LyS
2255

AsSp
2270
His
2285

His
2300

Lys
2315

phe
2330

val

Phe

Lys

Ile

Gly

Ala

Gln

Glu

Ala

Gln

Pro

Pro

Glu

Ile

Leu

Leu

Ile

Ile

Glu

Ile

Trp

val

Cys

val

Gly

Ser

Phe

Glu

Arg

Phe

val

Met

Glu

Thr

Asp

Leu

Leu

ASD

Cys

Ser

Asp

ser

val

AsSn

Thr

Ser

Ile

Tyr

Ile

Asp

Asp

Leu
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Tryp

Asn

Tyr

Thr

Ser

Leu

val

Asn

Tyr

Tyr

Gin

Gln

Gly

Gly

Phe

Ala

Leu

2095

Ala
2110

Asn
2125

Lys
2140

Met
2155

Leu
2170

Phe
2185

LysS
2200

Gly
2215

Phe
2230

Phe
2245

Met
2260

Arg
2275

Leu
2305

Ile
2320

Glin
2335

Leu

Lys

Leu

Arg

Thr

Thr

Arg

Gly

val

Lys

Thr

Glu

TYr

Phe

Ala

Pro

Thr

Asp

178

Arg

Gly

Glu

Asp

val

ASn

Leu

Thr

Lys

G1In

Thr

Lys

ser

Lys

Met

Gly

Asp

Asn

val

Ala

Ile

Leu

Ala

Thr

Leu

val

Ser

ASp

Leu

His

Arg

Asp

ser

Phe

Ile

Asp

Pro

Ala

Phe

Arg

Pro

ITe

Asp

Arg

Phe

Glu

Gly

Ser

Ser

Ser

val

2100

Lys
2115

Ile
2130

Ala
2145

Lys
2160

Asp
2175

Asn
2190

ser
2205

Asp
2250

Leu
2265

Gln
2295

Gln
2310

Thr
2325

LYyS
2340

Glu

Pro

Ala

His

Lys

Gly

Gly

LysS

Glu

Ile

Leu

Glu

Tyr

Leu

AsSp

val

Cys

Ile

val

Ala

val

Pro

Arg

val

Gly

ser

Ile

Glu

Leu

Ala

Gly

Ser

Lys

val

Ile

Pro

Asn

ser

Thr

val

Leu

Pro

val

GIn

ASp

Ala

Phe

Gly

Pro

Asn

Cys

Lys



Ser

Asp

val

Pro

Leu

Pro

Gln

val

Thr

Asp

Ile

Ile

Glu

Ile

Thr

Phe

ser

2345

Gln
2360

Tyr
2375

Glu
2390

Ile
2465

Ala
2480

ser
2495

Gly
2510

Asn
2540

LYs
2555

Glu
2570

ser
2585

Glu

ASp

Ala

Thr

val

LyS

Gly

Leu

His

val

Asp

AsSp

Ser

ASp

GIn

His

Trp

Ala

Leu

Glu

Phe

Ala

Cys

Ile

Asn

Phe

Leu

Leu

Cys

ASp

Ser

LysS

ser

Trp

Phe

ser

Ile

Tyr

Met

Asp

Met

Thr

Gly

Arg

AsSn

Ala

Met

Lys

Leu

Trp

Thr

Leu
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val

ser

Pro

Pro

Leu

Met

Leu

Ala

Gln

Asp

Thr

Tyr

Glu

Ala

ASD

Ala

Ile

2350

Ile
2365

Phe
2380

Lys
2395

Asn
2410

Gln
2425

Asn
2440

Thr
2455

Trp
2485

Phe
2500

val
2515

Asp
2530

Gly
2545

Leu
2560

Ala
2575

Phe
2590

Gly

sSer

Met

Leu

Leu

Asn

val

Leu

ser

Leu

val

His

Pro

Phe

Gly

Asp

val

Ala
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Lys

Leu

Gln

Tyr

TYnr

Ala

Ala

Asp

Pro

ser

Thr

Arg

Phe

Gly

Leu

Thr

Asn

val

Trp

Ala

Lys

Gly

Lys

val

Lys

Thr

Asp

Ala

Thr

Thr

ser

Tyr

Asn

Tyr

val

Cys

ser

Met

Glu

Tyr

Pro

Gly

Gly

Ala

Asn

Lys

Tyr

Ile

Lys

val

Leu

2355

Lys
2370

LyS
2385

Gln
2400

Gln
2415

Asn
2430

Thr
2445

TY I
2460
val

2475

Thr
2490

val

Asp

Ala

Arg

Ala

Gin

Asn

Ala

Leu

Ser

Trp

val

Cys

val

Met

Ala

Lys

Thr

Gly

Trp

Met

val

Leu

Met

Pro

Leu

Thr

Asp

Thr

Gly

Lys

Gly

Ser

Pro

Ile

His

Gin

Leu

Ile

Cys

Arg

Gly

val

Leu

Leu

Lys

Phe

Ile

Ser

Lys
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2600 2605
Glu GIn Ile Asp Gly Tyr Thr Met
2615 2620
Arg Asn Thr Asn Pro Ile Gln Leu
2630 2635
Met Ser Lys Phe Pro Leu Lys Leu
2645 2650
Leu Lys Glu Asn Gln Ile Asn Asp
2660 2665
Lys Gly Arg Leu Ile Ile Arg Glu
2675 2630
Ser Asp Ile Leu val Asn Asn
2690 2695
<210>76
<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> cebador S/L3/+/4932
<400> 76
ccacacacag cttgtggata 20
<210> 77
<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> cebador S/L4/+/6401
<400> 77
ccgaagttgt aggcaatgtc 20
<210>78
<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> cebador S/L4/+/6964
<400> 78 20
tttggtgctc cticttattg 20
<210>79
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
180

2610

His Ala Asn Tyr Ile

2625

ser
2640

ser Ser Tyr Leu

Arg Gly Thr ala val
2655

Met Ile Tyr Ser

2670

Leu

Asn Asn Arg val val

2685

Phe Trp

Phe Asp

Met Ser

Leu Glu

val Ser
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<223> cebador S/L4/-/6817

<400> 79 20
ccggcatcca aacataattt 20

<210> 80

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador S/L5/-/7633

<400> 80
tggtcagtag ggttgattgg 20

<210>81

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> S/L5/-18127

<400> 81
catcctttgt gtcaacatcg 20

<210> 82

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador S/L5/-/8633

<400> 82
gtcacgagtg acaccatcct 20

<210> 83

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador S/L5/+/7839

<400> 83
atgcgacgag tctgcttcta 20

<210> 84

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador S/L5/+/8785

<400> 84
ttcatagtgc ctggcttacc 20

<210> 85

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
181
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<223> cebador S/L5/+/8255

<400> 85
atcttggcgc atgtattgac 20

<210> 86

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador S/L6/-/9422

<400> 86
tgcattagca gcaacaacat 20

<210> 87

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador 5/L6/-/9966

<400> 87
tctgcagaac agcagaagtg 20

<210> 88

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador S/L6/-/10542

<400> 88
cctgtgcagt ttgtctgtca 20

<210> 89

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador S/L6/+/10677

<400> 89
ccttgtggca atgaagtaca 20

<210> 90

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador S/L6/+/10106

<400> 90
atgtcatttg cacagcagaa 20

<210>91

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
182
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<223> cebador S/L6/+/9571

<400> 91
cttcaatggt ttgccatgtt 20

<210> 92

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador S/L7/-/11271

<400> 92
tgcgagctgt catgagaata 20

<210> 93

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador S/L7/-/11801

<400> 93
aaccgagagc agtaccacag 20

<210> 94

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador S/L7/-/12383

<400> 94
tttggctgct gtagtcaatg 20

<210> 95

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador S/L7/+/12640

<400> 95
ctacgacaga tgtcctgtge 20

<210> 96

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador S/L7/+/12088

<400> 96
gagcaggctg tagctaatgg 20

<210> 97
<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
183
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<223> cebador S/L7/+/11551

<400> 97
ttaggctatt gttgctgctg 20

<210> 98

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador S/L8/-/13160

<400> 98
cagacaacat gaagcaccac 20

<210> 99

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador S/L8/-/13704

<400> 99
cgctgacgtg atatatgtgg 20

<210> 100

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador S/L8/-/14284

<400> 100
tgcacaatga aggatacacc 20

<210> 101

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador S/L8/+/14453

<400> 101
acatagctcg cgtctcagtt 20

<210> 102

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador S/L8/+/13968

<400> 102
ggcattgtag gcgtactgac 20

<210> 103

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
184
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<223> cebador S/L8/+/13401

<400> 103
gtttgcggtg taagtgcag 19

<210> 104

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador S/L9/-/15098

<400> 104
tagtggcggc tattgacttc 20

<210> 105

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador S/L9/-/15677

<400> 105
ctaaaccttg agccgcatag 20

<210> 106

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador S/L9/-/16247

<400> 106
catggtcata gcagcacttg 20

<210> 107

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador S/L9/+/16323

<400> 107
ccaggttgtg atgtcactga t 21

<210> 108

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador S/L9/+/15858

<400> 108
ccttacccag atccatcaag 20

<210> 109

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

185
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<223> cebador S/L9/+/15288

<400> 109
cgcaaacata acacttgctg 20

<210> 110

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador S/L10/-/16914

<400> 110
agtgttgggt acaagccagt 20

<210> 111

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador S/L10/-/17466

<400> 111
gttccaagga acatgtctgg 20

<210> 112

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador S/L10/-/18022

<400> 112
aggtgcctgt gtaggatgaa 20

<210> 113

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador S/L10/+/18245

<400> 113
gggctgtcat gcaactagag 20

<210> 114

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador S/L10/+/17663

<400> 114
tcttacacgc aatcctgcett 20

<210> 115

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
186
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<223> cebador S/L10/+/17061

<400> 115
tacccatctg ctcgcatagt 20

<210> 116

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador S/L11/-/18877

<400> 116
gcaagcagaa ttaaccctca 20

<210> 117

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador S/L11/-/19396

<400> 117
agcaccacct aaattgcatc 20

<210> 118

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador S/L11/-/20002

<400> 118
tggtcccttt gaaggtgtta 20

<210> 119

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador S/L11/+/20245

<400> 119
tcgaacacat cgtttatgga 20

<210> 120

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador S/L11/+/19611

<400> 120
gaagcacctg tttccatcat 20

<210> 121

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

187
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<223> cebador S/L11/+/19021

<400> 121
acgatgctca gccatgtagt 20

<210> 122

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador SRAS/L1/F3/+/800

<400> 122
gaggtgcagt cactcgctat 20

<210> 123

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador SRAS/L1/F4/+/1391

<400> 123
cagagattgg acctgagcat 20

<210> 124

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador SRAS/L1/F5/+/1925

<400> 124
cagcaaacca ctcaattcct 20

<210> 125

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador SRAS/L1/R3/-/1674

<400> 125
aaatgatggc aacctcttca 20

<210> 126

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador SRAS/L1/R4/-/1107

<400> 126
cacgtggttg aatgactttg 20

<210> 127
<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
188
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<223> cebador SRAS/L1/R5/-/520

<400> 127
atttctgcaa ccagctcaac 20

<210> 128

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador SRAS/L2/F3/+/2664

<400> 128
cgcattgtct cctggtttac 20

<210> 129

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador SRAS/L2/F4/+/3232

<400> 129
gagattgagc cagaaccaga 20

<210> 130

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador SRAS/L2/F5/+/3746

<400> 130
atgagcaggt tgtcatggat 20

<210> 131

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador SRAS/L2/R3/-/3579

<400> 131
ctgccttaag aagctggatg 20

<210> 132

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador SRAS/L2/R4/-/2991

<400> 132
tttcttcacc agcatcatca 20

<210> 133

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
189
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<223> cebador SRAS/L2/R5/-12529

<400> 133
caccgttctt gagaacaacc 20

<210> 134

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador SRAS/L3/F3/+/4708

<400> 134
tetttggcetg getcttacag 20

<210> 135

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador SRAS/L3/F4/+/5305

<400> 135
gctggtgatg ctgctaactt 20

<210> 136

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador SRAS/L3/F5/+/5822

<400> 136
ccatcaagcc tgtgtcgtat 20

<210> 137

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador SRAS/L3/R3/-/5610

<400> 137
caggtggtgc agacatcata 20

<210> 138

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador SRAS/L3/R4/-/4988

<400> 138
aacatcagca ccatccaagt 20

<210> 139

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
190



<223> cebador SRAS/L3/R5/-/4437

<400> 139

atcggacacc atagtcaacg

<210> 140
<211> 7788
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> gen S sintético

<400> 140
tcaatattgg
ttggccattg
aatatgaccg
gtcattagtt
gcectggetga
‘agtaacgcca
ccacttggca
cggtaaatgg
gcagtacatc
caatgggcgt
caatgggagt
cgccecgttg
tcgtttagtg
tgctaacgca

grgaggcact

ccattagcca
catacgttgt
ccatgttggc
catagcccat
ccgeccaacy
atagggactt
gtacatcaag
cccgeectgge
tacgtattag
ggatagcggt
ttgttttggc
acgcaaatgg
aaccgtcaga
gtcagtgcett
gggcaggtaa
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tattattcat
atctatatca
attgattatt
atatggagtt
accccecgeec
tccattgacg
tgtatcatat
attatgccca
tcatcgctat
ttgactcacg
accaaaatca
gcggtaggceg
tcactagaag
ctgacacaac

gtatcaaggt

20

tggttatata
taatatgtac
gactagttat
ccgcgttaca
attgacgtca
tcaatgggtg
gccaagtccg
gtacatgacc
taccatggtg
gggatttcca
acgggacttt
tgtacggtgg
ctttattgcg
agtctcgaac

tacaagacag

191

gcataaatca
atttatattg
taatagtaat
taacttacgg
ataatgacgt
gagtatttac
ccccctattg
ttacaggact
atgcggtttt
agtctccacc
ccaaaatgtc
gaggtctata
gtagtttatc
ttaagctgca

gtttaaggag

atattggcta
gctcatgtcc
caattacggg
taaatggccce
atgttcccat
ggtaaactgc
acgtcaatga
ttcctactty
ggcagtacac
ccattgacgt
gtaataaccc
taagCagagc
acagttaaat
gaagttggtc

accaatagaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900



actgggcttyg
tgacatccac
aggctagagt
gctgttectg
gcaggeeecc
gatctttegg
cgtgaccggc
cggcatctac
caccatgaac
ccgggectgce
cacccagacc
cgacgccttc
cgtgttcaag
ggrgagagac
catcaacatc
gggcaccagc
gtacgacgag
gctgaagtge
cagagtggtg
cggcgaagtg
cagcaactgc
gtgctacggc
cagcttegtg
cgccgactac
ccggaacate
cggcaagctg
gccctgeace
caccaccgge
cgcccctgece
gaacttcaac
ccageccttc
caagaccagc
cceeggeace

cgtgagcacc

tcgagacaga
Tttgectttc
dcttaatacg
accctgacca
aactacaccc
agcgacaccc
ttccacacca
Ttcgecgeca
aacaagagcc
aacttcgagc
cacaccatga
agcctggacg
aacaaggacg
ctgcccageg
accaacttcc
gccgecgeet
aacggcacca
agcgtgaaga
cctageggcg
ttcaacgcca
gtggccgact
gtgagcgcca
gtgaagggcy
aactacaagc
gacgccacaa
cggeceetteg
ccecctgecec
atcggctatc
accgtatgceg
ttcaacggcec
cagcagttcg
gagatcctag
aacgccagca

gccatccacg
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gaagactctt
tctccacagg
actcactata
gcggcagcga
agcacaccag
tgtacctgac
tcaaccacac
ccgagaagag
agagcgtgat
tgtgcgacaa
tcticgacaa
tgagcgagaa
gcrrcctgta
gcttcaacac
gggccatect
acttcatggyg
tcaccgacgc
gcttcgagat
atgtggtgcg
ccaagttccc
acagcgtgct
ccaagctgaa
acgacgtgag
tgcccgacga
gcaccggcaa
agcgggacat
tgaactgcta
agccctacag
gccccaaget
tgaccggcac
gccgggatgt
acatcagccc
gcgaagtgoc

ccgaccagct

gcgtttectga
tgtccactcc
ggctagcgga
cctggaccgg
cagcatgcgyg
ccaggacctg
cttcggcaac
caacgtggtg
catcatcaac
cceccttcttce
cgccttcaac
gagcggcaac
cgtgtacaag
cctgaagcecce
gaccgccttt
ctacctgaag
cgtggactgc
cgacaagggc
gttccccaat
cagcgtgtac
gtacaactcc
cgacctgtgc
acagatcgcc
cttcatgggc
ctacaattac
ctccaacgtg
ctggccectyg
agtggtggtg
gagcaccgac
cggegtgctg
gagcgacttc
ctgcagcttc
cgtgctgtac

gacccecegec

192

taggcaccta
cagttcaatt
tccaccatgt
tgcaccacct
ggcgtgtact
ttectgeect
cccgtgatcc
cggggctgag
aacagcacca
gcecgtgteca
tgcaccttcyg
ttcaagcacc
ggctaccagc
atcttcaagc
agccetgecc
cctaccacct
agccagaacc
atctaccaga
atcaccaacc
gcctgggage
accttcttca
ttcagcaacyg
cctggecaga
tgcgtgetgg
aagtaccgct
cccttcagec
aacgactacg
ctgagctteg
ctgatcaaga
acccccageca
accgacagcyg
ggcggegtgt
caggacgtga
tggcggatct

ttggtcttac
acagctctta
tcatcttcect
tcgacgacgt
accccgacga
tctacagcaa
ccttcaagga
tgttcggcag
acgtggtgat
aacccatggg
agtacatcag
tgcgggagtt
ccatcgacat
tgcccctggy
aggacatctg
tcatgctgaa
ccctggecga
ccagcaactt
tgtgcccct
ggaagaagat
gcaccttcaa
tgtacgccga
ccggegtgat
cctggaacac
acctgcggca
ccgacggcaa
gcttctacac
agctgetgaa
accagtgcgt
gcaagcgcett
tgcgggaccce
ccgtgatcac
actgcaccga

acagcaccgg

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



gaacaacygtg
cfacgagtgc
gctgcggage
cagcatcgcec
caccgaagtg
cggcgacagc
gaaccgggec
ccaagtgaag
tcagatccty
caacaaagty
catcaacgcece
cctgctgacce
cgccggetgg
ctaccggttce
cgccaaccag
cgeceetgggce
gaagcagctg
gctggacaaa
cctgcagacc
tctggeegcec
cggcaagggc
gcacgtgacc
cyagggcaag
catcacccag
cggcaactgt
cgagctaggac
cgtggacctyg
cgacagactg
gggcaagtac
cctgatcgec
cctgaaaggce
cgtgctgaag
tctagagtcy

gacaaaccac

ttccagaccc
gécatcccca
accagccaga
tacagcaaca
atgcccgtga
accgagtgcy
ctgagcggca
cagatgtata
CCcgaccctc
accctggecy
cgggacctga
gacgacatga
accttcggag
aacggcatcg
ttcaacaagg
aagctgeagg
agcagcaact
gtggaggccg
Tacgtgaccc
accaagatga
tatcacctga
tacgtgecta
gcctacttce
cgcaacttct
gatgtggtga
agcttcaagg
ggcgatatca
dacgaagtygg
gagcagtaca
atcgtgatgg
gcctgecaget
ggcgtgaagc
acccgggegy

aactagaatg
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aggccggctyg
ttggcgecgg
agtccatcgt
acaccatcgc
gcatggecaa
ccaacctgct
tcgeccgecga
agacceccac
tgaagcccac
acgecggett
tctgcgecca
tcgcecgecta
ccggagcege
gcgtgaccca
ccatcagcca
acgtggtgaa
tcggecgccat
aagtgcagat
agcagctgat
acgagtgegt
tgagcttecc
gccaggageg
€ccgggaggg
tcagcecececa
tcggecateat
aggagctgga
gcggcatcaa
ccaagaacct
tcaagtygcc
tgaccatcct
gtggcagctg
tgcactacac
ccgcttcegag

cagtgaaaaa

cctgatcggc
aatctgcgeo
ggcctacacc
catcecccace
gacaagegty
gctgeagtac
gcaggaccgg
cctgaagtac
caagcgctcc
tatgaagcag
gaagtttaac
tacagccgcec
cctgecagate
gaacgtgctg
gatccaggag
ccagaacgec
cagctctgtg
cgaccggctg
cagagccgcc
gctgggecag
ccaggccgcec
gaacttcacc
cgtgttcgtag
gatcatcacc
caataacacc
caaatacttc
cgcetecgto
gaacgagagc
ctggtacgtg
gctgtgetgce
ctgcaagttc
ctgataactc
cagacatgat

aatgctttat

193

gccgagcacg
agctaccaca
atgagcctag
aacttcagca
gattgcaaca
ggcagcttct
aacaccagag
ttcgggggct
ttcatcgaqg
tacggcgagt
gggctgaceg
ctgatgageg
ccettegeca
tacgagaacc
agcctgacca
caggeccctga
ctgaacgaca
atcaccggac
gagatccggg
agcaagagag
cceccacggeg
accgeccecag
tttaacggca
acagacaaca
gtgtacgacc
aagaaccaca
gtgaacatce
ctgatcgacc
tggctggget
atgaccagct
gacgaggacg
gagaattcac
aagatacatt

ttgtgaaatt

tggacaccagd
ccgtgagect
gcgccgacag
tctccatcac
tgtacatctg
gcacccagct
aagtgttcgc
tcaacttctc
acctgctgtt
gcctgggega
tgctgececce
gcaccgccac
tgcagatggc
agaagcagat
caaccagcac
acaccctggt
tcctgageag
gcectgcagtce
ccagcgecaa
tggacttctg
tgatgttcct
ccatctgecea
ccagctggtt
ccttegtgtc
ccetgeagece
cctceccccga
agaaggagat
tgcaggagct
tcatcgeegg
gctgtagctg
acagcgagcece
gcgtagtacc
gatgagtttog
tgtgatgcta

3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980



ttgctttatt
attttatgtt
acaaatgtgg
atcgcectte
attaagcgcg
agcgcccegcet
tcaagctcta
ccgcaaaaaa
ttttegeect
aacaacactc
ggcctattog
attaacgttit
cacaccgcat
cccgacacce
cttacagaca
caccgaaacg
tgataataat
ctatttgttt
gataaatgct
ccettattec
tgaaagtaaa
tcaacagcgg
ctittaaagt
tcggtcgecg
agcatcttac
ataacactgc
tttrgcacaa
aagccatacc
gcaaactatt
tggaggcgga
ttgctgataa
cagatggtaa
atgaacgaaa

cagaccaagt

tgtaaccatt
tcaggttcag
taaaatcgat
ccaacagttg
gcgggtgtygg
ccrrtcgott
aatcgggggce
cttgatttgyg
ttgacgttgyg
aaccctatct
ttaaaaaatg
acaatttcge
atggtgcact
gccaacaccc
agctgtgacc
cgcgagacga
ggtttcttag
atttttctaa
tcaataatat
cttrtttgcg
agatgctgaa
taagatcctt
tctgctatgt
catacactat
ggatggcatg
ggccaactta
catgégggat
aaacgacgag
aactggcgaa
taaagttgca
atctggagcc
gcectecegt
tagacagatc

ttactcatat
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ataagctgca
ggggagatgt
aaggatccgg
cgcagcctga
tgattacgcg
tcrtececttce
tecectitagg
gtgatggttc
agtccacgtt
cggtctattc
agctgattta
ctgatgeggt
ctcagtacaa
gctgacgege
gtctccggga
aagggcctcg
acgtcaggtg
atacattcaa
tgaaaaagga
gcattttgece
gatcagttgg
gagagttttc
ggcgcggtat
tctcagaatyg
acagtaagag
cttctgacaa
catgtaactc
cgtgacacca
ctacttactc
ggaccacttc
ggtgagcgty
atcgtagtta
gctgagatag

atactttaga

ataaacaagt
gggaggrrtt
gctggecataa
atggcgaatg
cagcgtgacc
ctttctecgec
gttccgattt
acgtagtggg
ctttaatagt
ttttgattta
acaaatattt
attttctect
tctgctctga
cctgacgggc
gctgcatgtg
tgatacgect
gcacttttcg
atatgtatcc
agagtatgag
ttectgtttt
gtgcacgagt
gccccgaaga
tatcccgtat
acttggttga
aattatgcag
cgatcggagg
gccttgateg
cgatgcctgt
tagctteccg
tgegetegge
ggtctcgegg
tctacacgac
gtgcctcact
ttgatttaaa
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taacaacaac
ttaaagcaag
tagcgaagag
gacgcgeect
gctacacttg
acgttcgeceg
agagctttac
ccatcgeccct
ggactcttot
taagggattt
aacgcgaatt
tacgcatcty
tgccgcatag
ttgtctgctc
tcagaggttt
atttttatag
gggaaatgtg
gctcatgaga
tattcaacat
tgctcaccca
gggttacatc
acgttttcca
tgacgcegag
gtactcacca
tgctgccata
accgaaggagd
ttgggaaccg
agcaatggca
gcaacaatta
ccttcecggct
tatcattgca
ggggagtcag
gattaagcat
acttcatitt

aattgcattc
taaaacctct
gceegeacey
gtagcagcgc
ccagcgcect
gctttccceg
ggcacctcga
gatagacggt
tccaaactgg
tgccgatttc
ttaacaaaat
tgcggtattt
ttaagccage
ccggeatceceg
tcaccgtcat
gttaatgtca
cgcggaaccc
caataaccct
ttccgtgteg
gaaacgctgg
gaactggatc
atgatgagca
caagagcaac
gtcacagaaa
accatgagtg
ctaaccgctt
gagctgaaty
acaacgttgc
atagactgga
gagctggttta
gcactggggc
gcaactatgg
tggtaactat

taatttaaaa

5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
5240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020



ggatctaggt
cgttceacty
ttctgegegt
tgccggatca
taccaaatac
caccgectac
agtcgtgict
gctgaacggg
gatacctaca
ggtatccggt
acgcctggta
tgtgatgcetc

ggttcctgge

gaagatcctt
agcgtcagac
aatctgctgc
agagctacca
tgrccttceta
atacctcget
taccgggttg
gggrtcgtgc
gcgtgagcta
aagcggcagg
Tctttatagt
gtcagggggg
cttttactgg

<210> 141

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador SNE-S1

<400> 141
ggttgggatt atccaaaatg tga

<210> 142

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador SNE-AS1

<400> 142
gcatcatcag aaagaatcat catg

<210> 143

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador SAR1-s

<400> 143
cctctettgt tettgetege a

<210> 144

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
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tttgataatc
cccgtagaaa
ttygcaaacaa
actcrtittc
gitgtagccgt
ctgctaatece
gactcaagac
acacagcccea
tgagaaagcg
gtcggaacag
cctgtegggt
cggagcctat

ccttttgctc

tcatgaccaa
agatcaaagg
aaaaaccacc
cgaaggtaac
agttaggcca
tgttaccagt
gatagttacc
gcttggagcg
ccacgetice
gagagcgcac
ttcgccacct
ggaaaaacgc

acatggctcg

23

24

21
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aatcccttaa
atcttcttga
gctaccagcg
tggcttcage
ccacttcaag
ggctgetgec
ggataaggcg
aacgacctac
cgaagggaga
gagggagctt
ctgacttgag
cagcaacgcg

acagatct

cgtgagtttt
gatccttttrt
gtggtttgtt
agagcgcaga
aactctygtag
agtggcgata
cagcggtcgg
accgaactga
aaggcggaca
ccagggggaa
cgtcgatttt

gecctttttac

7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7738
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<223> cebador SAR1-AS

<400> 144
tatagtgagc cgccacacat g 21

<210> 145

<211> 45

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador PCR

<400> 145
ataggatcca ccatgtttat tttcttatta tttcttactc tcact 45

<210> 146

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador PCR

<400> 146
atactcgagt tatgtgtaat gtaatttgac acccttg 37

<210> 147

<211> 45

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador PCR

<400> 147
ataggatcca ccatgtttat tttcttatta tttcttactc tcact 45

<210> 148

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador PCR

<400> 148
acctccggat ttaatatatt gctcatattt tcccaa 36

<210> 149

<211>13

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> extremo N-terminal de la proteina S del SRAS-CoV (aminoacidos 1 a 13)

<400> 149

t\lflet Phe Tle Phe Leu Leu Phe Leu Thr LSU Thr Ser Gly
5 1

<210> 150

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> oligopéptido

<400> 150
Sier Gly Asp Tyr lgys Asp Asp AsSp Asp Ii(%s

<210> 151

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador PCR

<400> 151
actagctagc ggatccacca tgttcatctt cctg 34

<210> 152

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador PCR

<400> 152
agtatccgga cttgatgtac tgctcgtact tgc 33

<210> 153

<211> 59

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucléotide

<400> 153
tatgagcttt tttttttttt tttttttggce atataaatag actcggcgceg ccatctgeca 59

<210> 154

<211> 53

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucléotide

<400> 154
gatggcgcgce cgagtctatt tatatgccaa aaaaaaaaaa aaaaaaaagc tca 53

<210> 155

<211> 45

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador PCR

<400> 155
atacgtacga ccatgtttat tttcttatta tttcttactc tcact 45

<210> 156
<211>40
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<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador PCR

<400> 156
atagcgcgct cattatgtgt aatgtaattt gacacccttg 40

<210> 157

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador PCR

<400> 157
ccatttcaac aatttggccg 20

<210> 158

<211> 45

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador PCR

<400> 158
ataggatccg cgcegctcatt atttatcgtc gtcatcttta taatc 45
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REIVINDICACIONES

1. Polipéptido aislado y purificado, caracterizado porque se trata del ectodominio de la proteina S de secuencia SEC
ID n°® 3, y porque esta constituido por los aminoacidos que corresponden a las posiciones 1 a 1193 de la secuencia
de aminoacidos de dicha proteina S o de los aminoacidos que corresponden a las posiciones 14 a 1193 de la
secuencia de aminoacidos de dicha proteina S.
2. Acido nucleico que codifica un polipéptido, segun la reivindicacion 1.
3. Vector de expresion recombinante, caracterizado porque comprende un acido nucleico, segun la reivindicacion 2.
4. Vector de expresién recombinante, segun la reivindicacion 3, que codifica el ectodominio de la proteina S de
secuencia SEC ID n° 3, caracterizado porque se selecciona entre los vectores contenidos en las capas bacterianas
siguientes, depositadas en la Collection Nationale de Cultures de Microorganismes (CNCM), 25 rue du Docteur
Roux, 75724 Paris Cedex 15

a) cepan’1-3324, depositada el 22 de noviembre de 2004,

b) cepa n® 1-3327, depositada el 1 de diciembre de 2004,

c) cepan® 1-3332, depositada el 1 de diciembre de 2004,

d) cepa n°®-3335, depositada el 1 de diciembre de 2004,

e) cepan’1-3337, depositada el 1 de diciembre de 2004,

f) cepan® 1-3339, depositada el 2 de diciembre de 2004, y

g) cepan°®I-3341, depositada el 2 de diciembre de 2004

5. Vector de expresién, segun la reivindicacion 3, caracterizado porque se trata de un vector viral, en forma de
particula viral o en forma de genoma recombinante.

6. Vector viral, en forma de particula viral o en forma de genoma recombinante, segun la reivindicaciéon 5,
caracterizado porque se trata de una particula viral recombinante o de un genoma viral recombinante susceptible de
ser obtenido por transfeccion de un plasmido segun los apartados b) o d) a g) de la reivindicacién 4, en un sistema
celular apropiado.

7. Vector de expresiéon recombinante, segun la reivindicacién 3, caracterizado porque se trata de un vector lentiviral.

8. Vector de expresion recombinante, segun la reivindicacion 3, caracterizado porque se trata de un virus de la
rubeola.

9. Vector de expresion recombinante, segun la reivindicacion 3, caracterizado porque se trata de un virus de la
vacuna antivaridlica.

10. Uso de un vector contenido en una cepa bacteriana, segun la reivindicacion 4, para la produccion in vitro, en un
sistema eucariota, del ectodominio de la proteina S del coronavirus asociado al SRAS, segun la reivindicacién 1.

11. Método de produccion del ectodominio de la proteina S, segun la reivindicacion 1, en un sistema eucariota, que
comprende una etapa de transfeccion de células eucariotas en cultivo por un vector seleccionado entre los vectores
contenidos en las cepas bacterianas mencionadas en la reivindicacion 5.

12. Célula eucariota aislada, genéticamente modificada, que expresa un polipéptido, segun la reivindicacion 1.

13. Célula, segun la reivindicacién 12, susceptible de ser obtenida mediante transfecciéon por cualquiera de los
vectores mencionados en los apartados d) o e) de la reivindicacion 4.

14. Célula, segun la reivindicacion 13, caracterizada porque se trata de la célula FRhK4-Ssol-30, depositada en la
CNCM el 22 de noviembre de 2004, bajo el n° I-3325.

15. Uso de un polipéptido, segun la reivindicaciéon 1, para detectar una infeccién por un coronavirus asociado al
SRAS, a partir de una muestra bioldgica.

16. Método de deteccion de una infeccion por un coronavirus asociado al SRAS o de anticuerpos dirigidos contra un
coronavirus asociado al SRAS, a partir de una muestra bioldgica, caracterizado porque la deteccion se efectua por
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ELISA utilizando un polipéptido, segun la reivindicacion 1, expresado en un sistema eucariota.

17. Método de deteccidn, segun la reivindicacion 16, que comprende ademas una etapa de deteccién por ELISA que
utiliza la proteina N recombinante.

18. Método, segun la reivindicacion 16 6 17, caracterizado porque se trata de un método por ELISA doble epitopo, y
porque el suero a ensayar se mezcla con el antigeno de revelado, siendo puesta después dicha mezcla en contacto
con el antigeno fijado sobre un soporte sdlido.

19. Complejo inmune aislado formado por un polipéptido, segun la reivindicaciéon 1, y un anticuerpo dirigido
especificamente contra un epitopo del coronavirus asociado al SRAS.

20. Kit o estuche de deteccion de un coronarivus asociado al SRAS, caracterizado porque comprende el menos un
agente reactivo seleccionado del grupo constituido por: un polipéptido, segun la reivindicacion 1, un acido nucleico,
segun la reivindicacién 2, una célula, segun cualquiera de las reivindicaciones 12 a 14.

21. Composicién inmunogena y/o de vacuna, caracterizada porque comprende un polipéptido recombinante, segun
la reivindicacion 1, obtenido en un sistema de expresion eucariota.

22. Composicién inmundgena y/o de vacuna, caracterizada porque comprende un vector o un virus recombinante,
segun cualquiera de las reivindicaciones 3, 4,y 5 a 9.
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SRAS-CoV SRAS-CoV SRAS-CoV
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FIGURA7
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A. B.
SRAS-Cov M 10°1 m 107! SRAS-CoV M 1001 M 1071
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30 -
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. 1.8, p.i.
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anti-N anti-S
FIGURA 8
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] >< XhoIl
»< Scrfl >< Saul3Al
>< Mval > < TthHBBI >< Ndell
>< BcoRIT > < Tagl >< MELT
»>< Ecll361 »>< SaulAl »>< Mbol
>< DsaVv >< NdeIl >< DpnlIl
>< BstoOl >< MboI>< MnlI>< Dpnl
»< BstNI >< DpnIl >< BstYI
>< BsiLI >< Dpnl >< BspAl
>< BsaJl >< BspAIL >< Bspl43L
>< Apyl >< Bspld3I>< BglIT
ATATTAGGTT TTTACCTACC CAGGAAAAGC CAACCAACCT CGATCTCTTG TAGATCTGTT CTCTAARCGA
10 20 30 10 50 60 10
>< Vnel
»>< Sphl
>< Snol
>< Rmal

>< Pael >< Sdul

>< Nspl < NspII

>< NspHI >< HgiAT

>< NlalIIl >< Bspl286I
»>< Mael >< Bmyl

>< Tru8l >< Apall
»>< Msel >< Bbvi >< Alwd4lI
>< Dral >< Alul > < FnudHT >< Alw21ll
ACTTTAAMART CTGTCTAGCT GTCGCTCGGC TGCATGCCTA GTGCACCTAC GCAGTATAAA CAATAATALR
80 90 100 110 120 130 140
>< SfEcl
>< Pstl
>< Mnll
>< Kspol2l
>< HindII > < Mboll >< EBarl
>< HincII »>< Maelll >< EBaml11041
TTTTACTGTC GTTGACAAGA BACGAGTAAC TCGTCCCTCT TCTGCAGACT GCTTACGGTT TCGTCCGTGT
150 160 170 180 190 200 210
>< TthHBSI >< Styl
>< Tagl >< Rmal >< Scrfl
>< Sau3Al »>< Mael >< Neil
>< Ndell »>< EcoTl41 >< Mspl
>< Mbol >< Ecol30I >< MaelIl
>< DpnlIl >< BssTllI >< Hpall
>< Dpnl >< BsalJl >< Hapll
>< BsphAl »>< BlnI >< DsaV
>< Bspl43l >< Avrll >< Benl
TGCAGTCGAT CATCAGCATA CCTAGGTTTC GTCCGGGTGT GACCGAAAGG TRAGATGGAG AGCCTTGTTC
220 230 240 250 260 270 280
>< Rmal
>< Esp3l  >< Maell
>< HindII »>< MaeIl> < EcoS71 >< BsmAl >< Mael
>< HincIl > < AfLILIL > < Ddel >< Alw261 >< BsmBI
TTGGTGTCAA CGAGAAAACA CACGTCCAAC TCAGTTTGLCC TGTCCTTCAG GTTAGAGACG TGCTAGTGCG
290 300 310 320 330 340 350
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>< Sau96i
>< Pssl
>< Pall
>< NspIV
>< Mnll
>< Haelll
>< Eco0l091

»><¢ Drall>< MooIl >< PmlI
>< Mnll »>< CErl3l »>< PmaCI
>< Ksp6321 >»< BsuRI > < Maell
>< Hinfl >< BsiZI>»< EcoNI »>< Eco721
>< Earl >< Bshl »< Bsll »>< BsaAl
>< Plel >< Eamll04I>< Asul »>< BsiYI>< BbrPI >< MnlT
TGGCTTCGGG GACTCTGTGG ARGAGGCCCT ATCGGAGGCA CGTGAACACC TCAARAATGG CACTTGTGGT
360 370 380 390 400 410 420
>< TruSl
>< Rsal >< SfaNI
»>< Rmal >< Cspé6l >< BspWI >< Msel
>< Mael >< Alul >< Afal >< Alul > < Maell
CTAGTAGAGC TGGARAAARAGG CGTACTGCCC CAGCTTGAAC AGCCCTATGT GTTCATTAAA CGTTCTGATG
430 440 450 460 470 480 450
>< Pall
>< Haelll >< Rsal
>< Tru9l >< Gdill McrI ><
»>< Msel »< Eael >< Csp6l
»>< Espdl »< BsuRI >< BsmI Bsif&l »<
>< AfLIT >< BshI >< Alul »>< BsceCI >< Afal
CCTTAAGCAC CAATCACGGC CACAAGGTCG TTGAGCTGGT TGCAGRAATG GACGGCATTC AGTACGGTCG
500 221G 520 530 540 550 560
>< Nspl
»>< Scal >< NspHI
>< Rsal »>< NlaIll
> < Cspbl >< Bslk >< Mboll
>< Bsrl >< BsiYl >< MboIl
>< Acil >< Afal »< Af1IIL >< Munl >< Acil
TAGCGGTATE ACACTGGGAG TACTCGTGCC ACATGTGGGC GAAACCCCAA TTGCATACCG CAATGTTCTT
570 580 590 600 610 620 630
>< TLhHBBI
>< Taql
>< Sau3hl
>< Ndell
>< Mbol
>< Dpnll
> < Dpnl
>< Clal
>< BsulSI
>< BspDI
>< NLaTVv >< BsphAl
»< Mspl > < Bspla3l
>< Hpall >< BsplO6I
»>< HapIl >< BsiXI tael Il >
»>< Cfri0l >< BsclI>< S§faNl Ddel »<
>< BscBI >< Alul >< BanlII BErI »<
CTTCGTAAGA ACGGTAATAA GGGAGCCGGT GGTCATAGCT ATGGCATCGA TCTAAAGTCT TATGACTTAG
640 650 660 G70 680 690 700
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>< S5au3Al
>< Ndell
>< Mbol
>< HphI Vnel »><
»>< DpnIl Snol »><
>< BspAl > < NlLaITll
>< Alwl>< Dpnl >< Ddel ApaLl ><
>< Alul >< Bspld43rl »>< MbolIl »>< Bsrl Alwddl »><
GTGACGAGCT TGGCACTGAT CCCATTGAAG ATTATGAACA AAACTGGAAC ACTAAGCATG GCAGTGGTGC
710 720 730 740 150 760 770
>< Sstl
>< S5dul
>< Sacl
>< NspIl
>< Mnll Sau%6l ><
>< HgilAT >< TthHBBI Pall ><
>< Sdul »>< Eco241 >< Taql NsplV ><
>< NspIlX >< Ecll36II > < Sall HaellI ><
>< HgiAI >< Bspl2861 > < Rtrl Cfrl3di ><
>< DralIil >< Bmyl >< HindIX BSuRL ><
>< Bsplagel >< BanIl >< HincII BsiZI »><
>< Bmyl >< Alw2lI >< Bsgl Bshl ><
>< Alw21l >< Alul >< MaelIll >< Accl Asul ><
ACTCCGTGAA CTCACTCGTG AGCTCAATGG AGGTGCAGTC ACTCGCTATG TCGACAACAA TTTCTGTGGC
780 790 800 810 820 830 840
>< Thal
»>< Thal
> Mvnl
>< Mvnl
> < Rsal >< HinPlI
> < dlalv >< Hinbl > < Vnel
>< Kpnl >< Hhal > < Snol
>< Ecobdl >< Cfol >< Sdul
>< Csp6l >< BstUI NspIl ><
> < BscBI >< BstUI HgiAT ><
>< Banl »< BspSO0I Bspl2Bs6l ><
>< Asp718 >< Bsp50I~ >< Bmyl
> < Afal >< Acil > < ApaLI
>< AccBll >< AcclI > < Alwé4dl
>< Acc651 >< Mnll >< S5faNl >< Accll Alw2ll ><
CCAGATGGGT ACCLCTCTTGA TTGCATCABRA GATTTTCTCG CACGCGCGGG CAAGTCAATG TGCACTCTTT
850 860 870 860 850 900 910
>< TthHB8I
>< TthHBBI
»>< Tagl
>< Tagql
>< Mnll
>< Ksp632I NlaIIi ><
>< HinfI>< Plel >< Wlalll
>< Eaml1041 »< MboId »>< MaeIII EcoRII ><
>< Earl > < BbvIr< Accl >< FnudRI DsaV »><
CCGARACAACT TGATTACATC GAGTCGAAGR GAGGTGTCTA CTGCTGCCGT GACCATGAGC ATGRAATTGC
220 930 940 950 960 870 980
>< TLhHBST
»< Tagl
»< Sful
>< NspV>< Trudil
>< ScrFl >< HinPBlI >< Lspl>< Msel
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>< Mval >< Hin6I >< Sdul >< CspdST
>< Ecll36l >< Hhal >< NspIlL >< BstBI
>< BstOI >< Haell >< HglAL >< Bspll9l
>< BsENI >< Ecod7III >< Bspl2B6I >< BsiCI
>< BsilLI >< Cfol >< BmyT >< Bpuldrx
>< Apyl »>< Ddel »< Bspld3II >< Alul >< Alw2lI >< Asull
CTGGTTCACT GAGCGCTCTG ATAAGAGCTA CGAGCACCAG ACACCCTTCG AAATTAAGAG TGCCAAGAAA
a8¢ 1000 1010 1020 1030 1040 1050
>< Tru9l
>< Bsml >< Msel
>< BscCI > < Mnll
TTTGACACTT TCAAAGGGGA ATGCCCAAAG TTTGTGTTTC CTCTTAACTC AAAAGTCAAA GTCATTCAAC
1060 1070 1080 1050 1100 1110 1120
>< Pmll
>< PmacCl
>< Maall
>< EcoT721
>< BsaAl >< NlaIll >< Rsal
»< BbrPI >< BstllQ7I »>< Cspé6l
>< AFLTIIEX >< Mnli>< Ddel >< Accl >< Afal
CACGTGTTGA AAAGAAAAAG ACTGAGGGTT TCATGGGGCG TATACGCTCT GTGTACCCTG TTGCATCTCC
1130 1140 1150 1160 1170 1180 1150
»>< SfaNI
»>< MaeIll »>< AccI N1aIIl ><
ACAGGAGTGT AACRAATATGC ACTTGTCTAC CTTGATGAAA TGTAATCATT GCGATGAAGT TTCATGGCAG
1200 1210 1220 1230 1240 1250 1260
»>< SinT
»>< Sauf6l
Pssl »<
>< Psp5II
>< PpuML
> NspIv
>< NspHII
>< Ecod?I
>< Drall
>< Cfrl31
>< BsiZI
»>< Bmel8T
>< Avall
>< Asul
>< Maell EcoQl09I ><AflIII >
ACGTGCGACT TTCTGAARAGC CACTTGTGAR CATTGTGGCA CTGARAATTT AGTTATTGAA GGACCTACTA
1270 1280 1280 1300 1310 1320 1330
vVangll ><
Sinl ><
>< Rsal Saufd6l ><
>< Nspl PELMI ><
>< NlalVv NspIV >«
»>< NlaIIll NspHII >
>< NspHI>< Kpnl Ecod?I >«
>< Ecob4l CErl13Il »><
>< Cspbl BslI ><
>< BscBI BsiZI ><
>< Banl BsiYl >«
>< Aspl18 Bmell8T >«
>< Afal Avall ><
>< AccBlI Asul ><
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>< Acc6S51 >< §fel >< Nlalll AccBll >«
CATGTGGGTA CCTACCTACT AATGCTGTAG TGAAAATGCC ATGTCCTGCC TGTCAAGAUC CAGAGATTGG
1340 1350 1360 1370 1380 13990 1400
>< TLhHBBI
>< TagI>< Mnll
»>< HiAnfl
>< Ddel >< Plel >< Acil
ACCTGAGCAT AGTGTTGCAG ATTATCACAA CCACTCAAAC ATTGARACTC GACTCCGCAA GGGAGGTAGG
1419 1420 1430 1440 1450 1460 1470
»>< Rmal Nlalv »<
>< Mnll »>< Bsrl
>< Mael »< Bbvl >< FnudH BscBI ><
ACTAGATGTT TTGGAGGCTG TGTGTTTGCC TATGTTGGCT GCTATAATAA GCGTGCCTAC TGGGTTCCTC
1480 1490 1500 1510 1520 1530 1540
XholI ><
S5aulAl ><
HNdelIl ><
MEI1T ><
>< MaelTl MboI ><
>< Pall >< BEco3ll Dpnll ><
>< Haelll >< Bsrl ><¢ Mnll Dpnl >
>< Rmal >< BsuRI »< Bsrl >< BsmAT Bst¥YL »><
>< MnlI > < Ddel >< BspWL >< Bsal>»< Hphl BspALl »><
>« Mael >< BshI>< Bgll >¢ AlwZel Bspl431 >
GTGCTAGTGC TGATATTGGC TCASGCCATE CTGGCATTAC TGGTGACAAT GTGGAGACCT TGAATGAGGA
1550 1560 1570 1580 1590 1600 1610
> < TruBI
> < Msel
>< MaeTll >< Tru9l
>< Hpal > < Mnll
>< HindIT > < Ksp632T
>< Hinfl »< Plel >< Hincll > < Earl
>¢ Blwl >< Ddel >< AF1IIT >< Msel > < Eamll04I
TCTCCTTGAG ATACTGAGTC GTGAACGTGT TAARCATTAAC ATTGTTGGCG ATTTTCATTT GAATGAAGAG
1620 1630 1640 1650 1660 1670 1680
>< MbolIl Plel ><
>< BstXIL »>< SEaiLl > < Hinfl
GTTGCCATCA TTTTGGCATC TTTCTCTGCT TCTACRAGTG CCTTTATTGARA CACTATAMAG RGTCTTGATT
1690 L7060 1710 1720 1730 1740 1750
>< Styl
»< Maelll
»< BEcoTl4al
>< Plel >< Bcol30l
>< MaellIl >< BssTII Bsll ><
>¢ Hinfiz»< Acil >< BsaJl Bsi¥YI »<
ACAAGTCTTT CAAAACCATT GTTGAGTCCT GCGGTAACTA TAAAGTTACC AAGGGARAGC CCGTAAARGS
1760 1770 1780 1790 1800 1810 1820
»< Sau3AIl »>< Van9ll
>< NdaIT > PELMIL
>< Mbol >< DralIll
>< Dpnll > Bsll
>< Dpnl >< Trufl >< BsiYI
>< BspAl >< Msel »>< Bbvl >< Mnll
»< Bspl43l >< hccB7I FnudHI ><
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TGCTTGGAAC ATTGGACAAC

1830 1840
><
><

>< Sau3il

>< Ndell

>< Mbol

>< Dpnll

»>< Dpnl ><
>< RspAI
>< Bspl43X
GTTATCAGAT CARATTTTTGC
1900 1910
>< MaelIll
»< BbvI
CTGTCACCAT ACTTGATGGT
1970 1980
>< BspMI
CCTGCTCACC AACAGTGTCA

2040 2050
>
><
><
>

TTGTCTAATC TTTTGGGCAC

2110 2120

>< SfaN] »< Bsqgl

GTGCAGGAGT TGARATTTCTC
2180 2150
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AGAGATCAGT TTTAACACCA CTGTGTGGTT TTCCTCTCACA GGCTGCTGGT

1850 1860 1870 1880 1890
»>< Thal
>< SfaNT
>< Myvnl
>< HinPll
HinPLlI
>< Hin6dI
Hin6I
»>< Hhal
>< HhaTl
>< Cfol PvulIl >
>< Cfol Pspb5i >
>< BstUI NspBIL >
BssHII Hphl ><
>< Bsp501I Fnu4HI »><
>< Beell >< Fnud4HI >< Bbvi Alul >
GCGCACACTT GATGCAGCAA ACCACTCAAT TCCTGATTTG CAAAGAGCAG
1920 1830 13240 1850 1960
>< TLhHBBL
>< Styl
»< Ncol
> HindIlI
>< HincII
>< HinlI
>< EcoTldI
>< Eco571
>« Tagi>»< Ecol30I
»>< Sall »>< Dsal
»< RErl »< BssT1I
><£ BsaHl
>< BbiIT>»>< Nlalil
>< acyl >< Hgal
>< MaeIl >< Accl>< BsaJdl HphL ><
ATTTCTGARAC AGTCATTACG TCTTGTCGAC GCCATGGTTT ATACTTCAGA
1990 2000 2010 2020 2030
>< Rsal
>< Hdel > < Csp6I
>< MaellIl >< Bsrl >< Afal »< Ddel

TTATTATGGC ATATGTAACT GGTGGTCTTG TACRACAGAC TTCTCAGTGG
2060 2070 2080 2090 2100
»< Stul
>< Pall
»>< Haelll
>¢ Ecql47I
Sdul >< Ddel
Nspll >< BsuRI
8spl2861L >< Bshl Ddel ><
Bmy T >< Aatl > < Mnll Bfrl »<
TACTGTTCGAR AAACTCAGGC CTATCTTTGA ATGGATICGAG GCGALKACTTA
2130 2140 2150 2160 2170
>< TELT
>< Hinfl Tthlll[ ><
>< Fokl Aspl »<
AAGGATGCTT GGGAGATTCT CAAATTTCTC ATTACAGCCTG TTTTTGACAT
2200 2210 2220 2230 2244
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Tru9l ><
Msel ><
Hpal >
HindIi >
>< Ecob571 HincII >
CGTCAAGGGT CABATACAGG TTGCTTCAGA TAACATCAAG GATTGTGTAR AATGCTTCAT TGATGTTGTT
2250 2260 2210 2280 2290 2300 2310
>< Sau3ATl
>< Ndell
>< Mbol
> < MaelIll >< Sau3Al
>< Fbal >< NdeII
>< DpnlI >< Dpnll
>< Dpnl >< DpnlIMboll ><
>< BspAl >< HinP1lI Ddel ><
>< Bspl431 >< HingI >< Bspld3I
>< TthHBEI >< BsiQT >< HhaT »>< MboIBfrl ><
>< Taql >< Bell >< Cfol >< BspATI BbsI ><
BACAAGGCAC TCGAAATGTG CATTGATCAA GTCACTATCG CTGGCGCAAA GTTGCGATCA CTCAACTTAG
2320 2330 2340 2350 2360 2370 2380
>< PvulL
>< Maell »>< Psp5T
>< Bstll071 >< NspBII
>< BsaAl  FnudHI ><
>< Bbvl > < FnudHI
>< Hphl >< Drdl >< Accl >< Alul
GTGAAGTCTT CATCGCTCAA AGCAAGGGAC TTTACCGTCA GTGTATACGT GGCAAGGAGC AGCTGCAACT
2380 2400 2410 2420 2430 2440 2450
>< Tru9l
>< MNiaIv
>< Msel
>< MnlI
>< EspdI >< Secal
>< Ecobdl >< Rsal
>< BscBI > NLaIlIMnlI ><
>< NlalIl >< Banl Mnll ><
>< AfLITI »< TFilX »>< Cspbl
»>< Bbvi >< AcgBil >< Maelll >< Hinfl >< HphI »>< Afal
ACTCATGCCT CTTAAGGCAC CAAMAGAAGT AACCTTTCTT GAAGGTGATT CACATGACAC AGTACTTACC
2460 24710 2480 2490 2500 2510 2520
> < ¥Xhol
>< TthHBBI
>< TthHB8I>< Tagl
> < Slarl
> < PaeR7TI
> < NspllIl
»< RphlI >< Hinll
> < EcoBBI
> < Cerl
>< Espldl  >< BsaHI
> < Bcol
>< BsmAI »< BbiIl
> < Aval >< Hgal
>< Taql > < Ama87I>< BsmBIL
>< Ddel>< MnlI >< Alw26I >< Ahcyl >< Alurl
TCTGAGGAGG TTGTTCTCAAR GAACGGTGAA CTCGAAGCAC TCGAGACGCC CGTTGATAGC TTCACARATG
2530 2540 2550 2560 2570 2580 2590
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>¢ Pall >< NlaTIl
»< HaelIll >< MnlI
>< BsuRI >< Ddel >< Truli

>< Alul >< Bsrl >< Bshl >< BfrI >< Msel
GAGCTATCGT TGGCACACCA GTCTGTGTAR ATGGCCTCAT GCTCTTAGAG ATTAAGGACA AAGRACAATA
2600 2610 2620 2630 2640 2650 2660
>< Vnel
Tru9l ><
>< Serll >< 3nol
>< Mval >< Sdul
>< EcoRII =< NspIl
>< Mstl >< Bell361 Msel »<
>< HinPlI >< DsaV >< HgihAl
>< Hin6l >< BstOI Bspl2861 ><BslI ><
»< HhaT »>< BstNI BsiYI »<
>< Fspl >< BsmAl >< BmyI
>< FdiIl »< BsiLT >< Apall
»>< Cfol >< Apyl >< Trufl >< Alwddl
>< AviTI >< Alw2al >< Bsrl »>< Msel »< Alw2lI
CTGCGCATTG TCTCCTGGTT TACTGGCTAC AAACBATGTC TTTCGCTTAA AAGGGGGTGC ACCAATTARA
26740 2680 26990 270D 2710 2720 2730
>< TEil
>< MaeIlII >< Mool > < MaellI >< Hinfl Alul »<
GGTGTAACCT TTGGAGAMGA TACTGTTTGG GAAGTTCAAG GTTACAAGAA TGTGAGAATC ACATTTGAGT
27410 2750 2760 2770 2780 2790 2800
>< Rsal
=< MlalV
MaelIIl ><
>< Mspl>< Kpnk
>< Hpall
>< HapIT
> < Ecob4l
>< Sdul »< Cspbl
>< HNspIl > T£il >< BscBI
>< Hginl > < Banl
>< Maell »>< Bspl2861 > < Asp7l8
>< HindIE >< BmyIL >< HinfI >< Afal
>< HincII >< Tru9gl >< Alw2ll > < AccBllI
>< AFITIX >< Msel »< Accl > < AcchH51
TTGATGAACG TGTTGACARRA GTGCTTAATG AARAGTGCTC TGTCUTACACT GTTGAATUCG GTACCGAAGT
2810 2820 2830 2840 2850 2860 2870
»>< S5auldAl
>< Ndell
»< Mbol
»>< DpnIli
>< Nspl > < DpnI
>< NspHI >< Mpoll >< BspAl
>< Nlafll » < Bsrl > < Bspld3rl
>< Ddel >< MnlI >< AlwNI >< Bbsl >< AlwNI
TACTGAGTTT GCATGTGTTG TAGCAGAGGC TGTTGTCAAG ACTTTACAAC CAGTTTCTGA TCTCCTTACC
2880 2850 2900 2910 2920 2930 2940
>< SaulAl
>< Ndell
»< Mbol
»< Dpnlil
>< Dpnl
>< BspAI
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>< N1aIII>< Bspld3l >< Alul >< SEaNI

AACATGGGTA TTGATCTTGA TGAGTGGAGT GTAGCTACAT TCTACTTATT TGATGATGCT GGTGAAGRAA
2950 2%60 2970 2980 2990 3000 3010
>< SfaNI
>< MnlI
»>< Mboll >< Gsul >< Ksp6321 >< Mnll
>< BsaAl »>< Earl > < Mboll
>< Hphl >< Maell>< Bpml >< Mnll >< Eamll04I >< Mboll
ACTTTTCATC ACGTATGTAT TGTTCCTTTT ACCCTCCAGA TGAGGAAGAR GAGGACGATG CAGAGTGTGA
3020 3030 3040 3050 3060 3070 3080
> < Rsal
»>< Rsal
>< NlaIIlTX
>< Mnlil >< Fokl
>< Cspél Eco3ll ><
>< Csp6l >< MamI BsmAI ><
>< MbolIT > < Afal >< BsiBI Bsal ><
>< Mboll »< Afal >< BsaBIAlwZ261 ><
GGAAGAAGAA ATTGATGAAA CCTGTGRACA TGAGTACGGT ACAGAGGATG ATTATCAAGG TCTCCCTCTG
3090 3100 3110 3120 3130 3140 3150
>< Nlalv>< Pvull>< Xmnl
»>< Ecobdl >< Psp5I >< TthHBSI
>< Mnll >< Ddel »< Tagl >< Mnll >< MboIl
>< BscBI>< NspBII »>< MnlI >< Ksp6321 >< Mboll »>< Mboll
>< BanI >< Mnll >< Earl >< Bsrl
»>< AccBLI >< Alul >< Aspl00I >< Eaml104I >< MbolIl>< BbsI
GAATTTGGTG CCTCAGCTGA AACAGTTCGA GTTGAGGAAG AAGAAGAGGA AGACTGGCTG GATGATACTA
3160 3170 3180 3150 32060 3210 3220
>< Tru9l
>< FokI >< Msel >< Eco57I
>< Ddel >< Bsrl»< Mboll Bsri ><
CTGAGCAATC AGAGATTGAG CCAGARCCAG AACCTACACC TGAAGAACCA GTTAATCAGT TTACTGGTTA
3230 3240 3250 3260 3270 3280 3290
>< Tru9l >< Mnll
>< Msel »>< Tru9r >»< HindII>< TrulI >< Dralll
»< Dral >< Msel >< HinclI>< Msel >< BspWI
TTTAAAACTT ACTGACAATG TTGCCATTAA ATGTGTTGAC ATCGTTAAGG AGGCACAMAG TGCTAATCCT
3300 3310 3320 3330 3340 3350 3360
>< Vnel
>« Snol
> < Sdul
> < NspIl
> < HgiAl
> < BsplZBeIl
> < BmylI
>< ApaLl
>< HphI > < Nlalll »>< Blwddi
>< BbvI >< FnudHI »< BspMI > < Alw2ll
ATGGTGATTG TAAATGCTGC TAACATACAC CTGRAACATG GTGGTGGTGT AGCAGGTGCA CTCAACAAGG
3370 3380 3390 3400 3410 3420 3430
>< 5au961
>< Pall
>< NsplV
>< HaelIll
>< Nlalv >< CErl3I
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>< Ecobdl >< BsuRT
>< BscBI > < TrulSl >< BsiZl
>< Banl ' > < Msel >< Bshl >< Mnll
>< AccBlI>< NMNPaIIT >< Alul >< Asul >< Mnll
CAACCAATGG TGCCATGCAA BAAGGAGAGTG ATGATTACAT TAAGCTARAT GGCCCTCTTA CAGTAGGAGG
3440 3450 3460 3470 3480 3490 3500
>< S8inl
>< Sau’el
>< NspIV
>< NspHI>< NspHII
>< Ecodl1
>< Cfrl13I
>< Wlallx >< BspMI
>< BsiZX
>< BmelBI
>< AvalT Mnll ><
> < Ddel >< HNspl>< Asul Fokl ><
GTCTTGTTTG CTTTCTGGAC ATAATCTTGC TAAGAAGTGT CTGCATGTTG TTGGACCTAA CCTARATGCA
3510 3520 3530 3540 3550 3560 3570
> < TruSl
>< Hphl> < Msel
>< Esp4l
>< Alul > < Ndel
>< AfLII>< FnudHT >< Bbvl
GGTGAGGACA TCCAGCTTCT TAAGGCAGCA TATGAAAATT TCAATTCACA GGACATCTTA CTTGCACCAT
35840 3590 3600 3610 3620 3630 3640
Rsal >«
CspbI »><
>< EcoblI >< Begl Afal >«
TGTTGTCAGC AGGCATATTT GGTGCTRBAAC CACTTCAGTC TTTACAAGTG TGCGTGCAGA CGGTTCGTAC
3650 3660 3670 3680 3690 3700 3710
>< Bsgl >< BspMI
>< Begl/a >< Alul >< NlaliT
ACAGGTTTAT ATTGCAGTCA ATGACADAGC TCTTTATGAG CAGGTTGTCA TGGATTATCT TGATAACCTG
3720 3730 37406 3750 3760 3770 3780
>< Mnli
>< Rmal > < MnlI >< Nlalv >< TLLL >< Mbaoll
»>< Mael >< BEcoSTI >< BscBI >< Hinfl >< Ddei
AAGCCTAGAG TGCGAAGCACC TAAACAAGAG GAGCCACCAA ACACAGAAGA TTCCAAAARCT GAGGAGAAAT
3790 3800 3510 3820 3830 3840 3850
>< TruSl
>< Stufl
>< Pall
>< Msel >< MnlI >< MaeIIl
>< HaeIlI >< Eco0651
»>< Ecold7l >< Eco917]
>< Rsal >< BsuRI BstXl »<
>< Cspé6l >< TthHBSIL >< BshT »>< BstPI
»>< Afal >< TaqlI >< Aatl >< BstEIL
CTGTCGTACA GAAGCCTGTC GATGTGAAGC CAARAAAATTAA GGCCTGCATT GATGAGGTTA CCACABACACT
3860 3870 3880 3890 3900 3910 3920
TEil ><
NlalIl »<
Hinfl >«
>< Ddel >< EcoRV »< HindIII
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»< Bsrl >< Mboll >< Maelll >< Eco32I >< Alul
GGBAGARAACT AAGTTTCTTA CCAATAAGTT ACTCTTGTTT GCTGATATCA ATGGTAAGCT TTACCATGAT
3530 3940 3950 3960 3970 3980 3990
>< Nspl
»>< NspHI
>< Nlalll >< SfaNT
>< Mnll > < EcoNI
>< Ddel >< MboIl »>< BslI > < Nialll
>< Ddel >< BfrI >< HphI »< BsiYI >< FokI
TCTCAGAACA TGCTTAGAGG TGAAGATATG TCTTTCCTTG AGRAGGATGC ACCTTACATG GTAGGTGATG
4000 4010 4020 4030 4040 4050 40860
>< Spel
>< Rmal
>< Mael >< EeoRV>< Hphl >< 5SfaNi
>< Hphl >< Ecold2l >< MnlI »>< Ddel
TTATCACTAG TGGTGATATC ACTTGTGTTG TAATACCCTC CAARAAGGCT GGTGGCACTAE CTGAGATGCT
4070 4080 40890 4100 4110 4120 4130
>< Scrfl
»>< Rsal
>< Mvalk
>< EcoRII
>< Ecll3el
>< DsaV
>< Cspél >< EcoNL
>< BstQL
>< BstNI
><¢ BsilLI
>< Bsadl
»>< BsaAl >< BslI
>< MboIl »< Maell>< Apvyl
>< Alul >< Bsrl >< Afal >< BsiYI
CTCAAGAGCT TTGAAGAAAG TGCCAGTTGA TGAGTATATA ACCACGTACC CTGGACAAGG ATGTGCTGCGT
4140 4150 4160 4170 4180 4190 4200
»>< Tru9l
>< Msel
>< Ddel >< Espdl >< Rsal
>< MnllI >< BspWI >< Cspbl
>< FokL >< Alul >< Af1TI >< EcoSTI »< Afal
TATACACTTG AGGRAGCTAA GACTGCTCTT AAGAAATGCA AATCTGCATT TTATGTACTA CCTTCAGAAG
4210 4220 4230 4240 4250 4260 4270
>< ScrFlL
»>< Mval
>< EcoRIIL
»< Xmnl >< Ecll3er NLaIIl ><
> < Ksp6l2l >< Rmal >< DsaV Ksp632T ><
> < Earl > < TELiI>< MboIl >< BstOI >< EBarl
> < Eamll04r »>< Mael >< BstNI EamllQ®41T ><
> < Ddel > < Hinfl >< BsiLT BsmAl ><
>< BspWI »>< Asp700I >< ApylIl Alw261 ><
CACCTAATGC TAAGGAAGAG ATTCTAGGAA CTGTATCCTG GAATTTGAGA GAAATGCTTG CTCATGCTGA
4280 4250 43100 4310 4320 4330 4340
»< Vspl >< Zsp2l
»< Tru9l »>< PpullI
>< Msel »>< NsLI
»< Mboll >< NLalIIXl >& Fokl
>< Eco571 >< Mphll03I >< Fokil
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>< Asni >< EcoT221 >< BspWI
»>< Asel >< AvaIll >< Bgll »< Maell
AGAGACAAGA ARATTAATGC CTATATGCAT GGATGTTAGA GCCATAATGG CAACCATCCA ACGTAAGTAT
4350 4360 4370 4380 4390 4400 4410
>< SfaNl
>< Tru9l > < HindII >< TEiL >< Spel
>< Msel > < HincII>< MbolIl >< Rmal
>< Mnll >< Drdl >< Hinfl >< Mael
AMAGGAATTA AMATTCAAGA GGGCATCGTT GACTATGGETG TCCGATTCTT CTTTTATACT AGTAAAGAGC
4420 4430 4440 4450 4460 4470 4480
>< Maelll
>< Sfcl >< FnudHI >< Muni
»>< Alul »>< Alul »>< Acil MaeTII »><
CTGTAGCTTC TATTATTACG AAGCUCTGAACT CTCTAAATGA GCCGCTTGTC ACAATGCCAR TTGGTTATGT
4490 4500 4510 4520 4530 4540 4550
>< Thal
»>< Mvnl
>< Mboll
>< HinPlI
>< HinPlI
>< HinsI
>< Hin6l
>< Hhal
>< Trufl >< Hhal
>< NlaIlIl >< FnudHlI
> Msel >< Cfol
>< MnlI »>< Cfol
>< Kspé&32l >< BstUI
>< EBarl »>< BssHII»>< BspWI >< Tru%l
>< EamliO4I »>< Bsp50I >< Msel
' >< BbvI >< RAccli >< Alul Hphl »<
GACACATGGT TTTAATCITG AAGAGGCTGC GCGCTGTATG CGTTCTCTTA AAGCTCCTGC CGTAGTGTCA
4560 4579 41580 41590 4600 1610 4620
>< MaeIIl
>< SfaNl >< AlwNI >< Mnll >< MnlI>< Ddel
GTATCATCAC CAGATGCTGT TACTACATAT AATGGATACC TCACTTCGTC ATCAAAGACA TCTGAGGAGC
4630 4640 4650 1660 4670 4680 4690
>< Sinik
>< Saudel
>< NsplIV
>< NspHII
>< S5dul >< Ecodll
>< NspIl »< Cfrl3x
>< HgiAl >< BsiZl
>< Bspl2861 >< BmelBI >< Rsal
>< BmyT >< Avall > Cspébl
>< Alw2lI >< Asul >< Afal
ACTTTGTAGA AACAGTTTCT TTGGCTGGCT CTTACAGAGA TTGGTCCTAT TCAGGACAGC GTACAGAGTT
4700 4710 4720 4730 4740 4750 4760
> < TEhHBBI
> < Tagl
>< Sdul
>< Van9ll >< Nspll
>< Trugl >< Rsal >< PEIMI >< EcozZdl
>< Msel >< Hphl »< BslI >< Bspl2B6I
>< Espdl >< Cspbl »< BsiYI >< Bmyl Gsul >«
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>< BREITI >< Maelll >< Afal >< AccBU7I  »< BanllBpmI ><
AGGTGTTGAR TTTCTTAAGC GTGGTGACAA AATTGTGTAC CACACTCTGG AGAGCCCCGT CGAGTTTCAT
4770 4780 4790 4800 4810 4820 4830
>< Trull
>< Plel >< EcoNI
>< Mnll >< BslI
>< BsmAT >< BsiYI
>< Mall >< Hphl >< HinfI>< Alw26I>< Acil >< Msel
CTTGACGGTG AGGTTCTTTC ACTTGACAAR CTAMBGAGTC TCTTATCCCT GCGGGAGGTT AAGACTATAR
4840 4850 48690 4870 4880 4890 4900
>< Alul >< Ndel
AAGTGTTCAC AACTGTGGAC AACACTAATC TCCACACACA GCTTGTGGAT ATGTCTATGA CATATGGACA
4910 4920 4930 4940 4950 1960 4970
»>< Sinl
>< Sau96T
>< NsplIV
>< NspHII
>< Ecod?l
> Cfrl3l NlaIIl ><
>< BsiZI >< NlaIIT
>< BmelBI > < MnlI
>< Bvall >< MaeTllIl >< Tru9T >< MnlT
>< Asul >< FokI >< Msel >< BspHI
GCAGTTTGGT CCAACATACT TGGATGGTGC TGATGTTACA AAAATTAAAC CTCATGTARA TCATGAGGGT
49840 4990 5000 5010 5020 5030 5040
> < TthHBBI
>< Rsal > < Taql
> < Rmal >< SnaBI >< Scal
> < Mael >< MaelII >< HindIII >< Rsal
>< Csp6l >< Ecol0S5I >< Csp6Il
>< Afal >< BsalAl >< Alul >< Atfal
BAGACTTTCT TTGTACTACC TAGTGATGAC ACACTACGTA GTGAAGCTTT CGAGTACTAC CATACTCTTG
5050 5060 507G 5080 5090 51060 5110
>< Rsal
>< NspI
>< NspHI
>< NlalIl
> < Csp6l >< Tru9l MAll >
>< AFLITI >< Msel BslI ><
>< Afal >< Dral BsiYI ><
ATGAGAGTTT TCTTGGTAGG TACATGTCTG CTTTARACCA CACAAAGAAR TGGAAATTTC CTCAAGTTGG
5120 5130 5140 5150 5160 517¢C 5180
»>< Tru9l >< TruSl >< Rmal
>< Msel >< Msel >< Munl >< Mael Alul >
TGGTTTRAACT TCAATTAAAT GGGCTGATAA CAATTGTTAT TTGTCTAGTG TTTTATTAGC ACTTCAACAG
5190 5200 5210 5220 5230 5240 5250
>< SfaNI
>< Sdul
>< Nspll
>< Eco?4I
>< Bspl28e6l
>< BmyI HphI >
>< BbvI FnudHI ><
>< Mnll >< Banll >< BspWI
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CTTGRAGTCA RAATTCARATGC ACCAGCACTT CAAGAGGCTT ATTATAGAGC CCGTGCTGGT GATGCTGCTA

5260

><

> 5

><
=<

. 5270

Vnel

nelL
>
»<
=<
el
>

Sdul
NsplIl
HgiAT

Bmy I

Apal.l
Alwddl

>< Alw2lI

ACTTTTGTGC ACTCATACTC

3330

GACCCATCTT
5400

5340

VoV VOV

> Sfel >
CTACAGCATG
5410

>
>

GGTCAGAAAA CTACTACCTT

5470

>< Trufl

>< Msel

TTAAGACAGG
5540

»>< Plel

»>< Bsgl
TTCTTTTGTT
5610

>< Rsal

>

>< Csp6l
»< Afal
GAGTACACTG
5680

><
><
><
>
»<
T
»< EC
><
>

5480

TGTTTCCATT
5550

ATGATGTCTG
5620

< MaeTlIl

>< Bsrl
GTAACTATCA
5690

Sstl
Sdul
Sacl
NsplII
HgiAT
Ecoldl
L1361
Bspl2861
Bmy I

Bspl2B861

5280 5290 5300 5310 5320
MboIl ><
>< Alul >< HphI
GCTTACAGTA ATRAAACTET TGGCGAGCTT GGTGATGTCA GAGAAACTAT
5350 51360 5370 5380 5380
< S5phI
< Pael
< Nspl
< MspHI »>< TEil >< Tru9l
< NlallIx»< Hinifl >< Msel
CTAATTTGGA ATCTGCAAAG CGAGTTCTTA ATGTGGTGTG TAAACATTGT
5420 5436 5440 5450 5460
»< Rsal
Tru9l > < Cspél Espdl >
Msel >< Alul >< Afal AfITL >
AACGGGTGTA GAAGCTGTGA TGTATATGGG TACTCTATCT TATGATAATC
5490 5500 5510 5520 5530
>< Rsal
»< MbolIl
»< RmalHinfl ><
>< Cspbl
>< SfaNI >< Mael >< Bbsl
>< NlaIll »>< Afal
CCATGTGTGT GTGGTCGTGA TGCTACACAA TATCTAGTAC AACAAGAGTC
5560 5570 5580 5590 5600
»>< Rsal
> < Ddel >< Cspoél
>< BspWI >< BspMl >< Afal

CACCACCTGC TGAGTATAAMR TTACAGCAAG GTACATTCTT ATGTGCGAAT

5630 5640 5650 5660 5670
>< Eco31l
>< Ddel
>< BsmAT
>< Bsal MnlI ><
>< Alw261 Hphl >
GTGTGGTCAT TACACTCATA TAACTGCTAA GGAGACCCTC TATCGTATTG
5700 5710 5720 5730 5740
>< 51nT
>< 5au%61
>< NsplV
>< NspHII
> < Rsal >< Maelll
>< BEco4lI
>< Cfrl3l
>< BsgiZl
>< BmelBIL
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><
>

ACGGAGCTCA CCTTACAAAG ATGTCAGAGT

5750 5760

5770

>< Avall
Csp6I>< Asul
< Afal »>< BsrI»< AlwNT
ACAANGGACC AGTGACTGAT GTTTTCTACA AGGAAACATC
5780 5790 5800 5810
>< TLhHBBI

»< Taql »>< Maelil

TTACACTACA ACCATCAAGC CTGTGTCGTA TAAACTCGAT GGAGTTACTT ACACAGAGAT TGAACCAAAA

5820 5830 58420 5850 5860 5870 5880
»>< Rsal
>< Csp6l
>< Sfcl »< Bbvl
>< FokI >< FnudHT »>< Afal
TTGGATGGGT ATTATAAAAA GGATAATGCT TACTATACAG AGCAGCCTAT AGACCTTGTA CCAACTCAAC
5890 5900 5910 5920 5930 5940 5850
Trufl ><
Suwal »<
Msel »><
> < NspI MamI ><
> < NspHI Dral ><
> < WNlaiil BsiBI ><
>< AfFLIIT BsaBl ><
CATTACCAAA TGCGAGTTTT GATAATTTCA AACTCACATG TTCTAACACA ARAATTTGCTG ATGATTTAAAR
5960 5970 5280 5990 6000 6010 6020
»>< MbolIT
>< Alul >< Alul>< Maelll
TCAAATGACA GGCTTCACAA AGCCAGCTTC ACGAGAGCTA TCTGTCACAT TCTTCCCAGA CTTGAATGGC
6030 6040 6050 6060 6070 6080 6090
>< Sfcl
GATGTAGTGG CTATTGACTA TAGACACTAT TCAGCGAGTT TCAAGAAARAGG TGCTAAATTA CTGCATAAGC
6100 6110 6120 6130 6140 6150 6160
>< Tru9l
>< S¢rf'I
>< Mval
>< Msel
»>< EcoRII
>< Bell3eT
>< DsaV
>< BstQI
>< BstNI Maell ><
>< Muni >< BsiLI »>< DralIll
>< BstXI >< Apyl >< Maell >< BstXI
CAATTGTTTG GCACATTAAC CAGGCTACAA CCAAGACAAC GTTCAAACCA AACACTTGGT GTTTACGTTG
6170 €180 6150 6200 0210 6220 6230
> < Rsal
>< Csp6l MboIl ><
> < Afal»< Bsrl >< Bbsi
TCTTTGGAGT ACAMAGCCAG TAGATACTTC AAATTCATTT GAAGTTCTCOG CAGTAGAAGA CACACAAGGA
6240 6250 G260 6270 0280 629¢ 6300
>< HindIlX >< MbolIl
> HinclII »>< Mnll >< EcoS71
ATGGACRATC TTGCTTGTGA AAGTCAACAA CCCACCTCTG AAGAAGTAGT GGAAAATCCT ACCATACAGA
6310 6320 6330 6340 6330 6360 6370
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>< Maelll >< Tru9I
>< Maell >< Msel
AGGAAGTCAT AGAGTGTGAC GTGAAAACTA CCGARAGTTGT AGGCAATGTC ATACTTARAAC CATCAGATGA
6380 6390 6400 6410 6420 6430 6440
>< Xholl
>< Sau3Al
>< NlaIllX
>< Ndell
>< MELI
>< Mbol
>< Dpnlil
>< Dpnl
>< BstYI
>< Tru9l »< BspAl
>< Msel >< BspHI >< Bspl43I>< FnudHI
> < MaellX >< MnlI >< BbvI >< Alwl
AGGTGTTARA GTAACACAAG AGTTAGGTCA TGAGGATCTT ATGGCTGCTT ATGTGGAAAA CACAAGCATT
6450 6460 §470 65480 6490 6500 6510
>< Saul
> Rmal
>< MstIT
>< Mael
>< EcoBlI
>< Ddel
>< Cvnl
>< Bsul6Tl
>< Bse2ll
>< BfrlI> < Tru9l
>< Tru®I >< Axyl> < Msel>»< Munl >< N1aITl
>< Msel >< Alul >< Aocl  »>< Dral >< BbvI FnudHI ><
ACCATTAAGA AARCCTAATGA GCTTTCACTA GCCTTAGGTT TAAAARCAAT TGCCACTCAT GGTATTGCTG
6520 6530 6540 6550 6560 6570 6580
>< Vspl >< Styl
>< Tru9l »>< EcoTl4l > < Ddel
>< Msel >< Ecol30l >< Bsll
>< Asnk >< BssTIlI >< BsiYI
>< Asel >< BsaJdl > < Bfrl >< FnudHI
CAATTAATAG TGTTCCTTGG AGTAARAATTT TGGCTTATGT CAAACCATTC TTAGGACAAG CAGCAATTAC
6590 6600 6610 6620 6630 6640 6650
>< HinPlI
>< Hinbl >< Tru9l
><. Hhal >< MaelI>»< Msel
>< Ddel »>< Dralll
>< BbvI »>< Cfol »>< Af1TII
AACATCAAMAT TGCGCTAAGA GATTAGCACA ACGTGTGTTT ARCAATTATA TGCCTTATGT GTTTACATTA
6660 6670 8680 2690 67C0 6710 6720
>< Rsal > < Rsal>< ¥Xbal
>< Cspel >< Csp6l >< Rmal
>< Munl >< Afal > < Afal >< Mael >< Alul
TTGTTCCAAT TGTGTACTTT TACTAAAAGT ACCAATTCTA GAATTAGAGC TTCACTACCT ACAACTATTG
6730 6740 6750 6760 6770 6780 6790
>< Vspl
>< Tru9l
>< Nael
»>< Mspl
>< Msel
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>< Hpall
>< HapII
»< CErl10I »>< FokI
>< Trubl >< Asnl
>< Msel >< SfanI >< Asel>< HphI>< Maelll
CTAAAARTAG TGTTAAGAGT GTTGCTAAAT TATGTTTGGA TGCCGGCATT AATTATGTGA AGTCACCCAA
6800 6810 6820 6830 6840 6850 6860
> Tru9l >< Ddel MaeIll >
>< Msel >< Bfrl >< BbvlI
ATTTTCTAAA TTGTTCACAA TCGCTATGTG GCTATTGTTG TTRAGTATTT GCTTAGGTTC TCTAATCTGT
6870 6880 6890 6900 6910 6920 6930
»>< Sdul
>< MspII
>< HgiAL
> < Rsal >< BsplZ8¢1
»>< Csp6l >< BmyI
>< PnudHI > < Afal >< Alw2lI
GTAACTGCTG CTTTTGGTGT ACTCTTATCT AATITTTGGTG CTCCTTCTTA TTGTAATGGC GTTAGAGAAT
694¢ 6950 6960 €970 6980 6980 7000
Tru9l =><
Msel ><
>< TrublI > < MaeIIl >< FnudHT
»>< Msel >< MaelIl Bbvl >
TGTATCTTAA TTCGTCTAAC GTTACTACTA TGGATTTCTG TGAAGGTTCT TTTCCTTGCA GCATTTGTTT
7010 7020 7030 7040 7050 7060 7070
> < TELL Rsal »<
»>< MamI >< HphI
> < HinfI Cspbl ><
>< BsiBI > ¥xmnl>< Maelll Alul >
>< Plef>< Hinfl >< BsaBI >< Alul >< Asp700I Afal ><
AAGTGGATTA GACTCCCTTG ATTCTTATCC AGCTCTTGRAA ACCATTCAGG TGACGATTTC ATCGTACAAG
1080 7090 7100 7110 7120 7130 7140
>< Pall
>< NspBII
>< HaeIll
>< Gdill
>< FnudHI
>< Eael
>< bDdel
. >< BsuRI
>< Bmal >< Bshi >< Bsll
>< Mael »< ACil>< BsiYI
CTAGACTTGA CAATTTTAGG TCTGGCCGCT GAGTGGGTTT TGGCATATAT GTTGTTCACA AAATTCTTTT
7150 7160 7170 7180 7150 7200 7210
>< BspMI >< Rmal
>< Alul >< Mael
ATTTATTAGG TCTTTCAGCT ATAATGCAGS TGTTCTTTGG CTATTTTGCT AGTCATTTCA TCAGCAATTC
7220 7230 7240 7250 7260 7270 7280
Rsal »<
>< MbolII
»>< Nlalv Manl ><
>< Ecoéql Cspbl »<
> < Rsal >« BscBI BsiBI >«
»>< Csp€l »< BanIl BsaBI =<
> < N1lalIrll > <« Afal>< AccBlI Afal >«
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TTGGCTCATG TGGTTTATCA TTAGTATTGT ACAAATGGCA CCCGTTTCTG CAATGGTTAG GATGTACATC

7290 7300 7310 1320 7330 7340 7350
TethHBBI ><
>< Taql
Mn)ll ><
>< Ndel Kspb632I »<
>< Kspb321 >< Fokl
>< Earl >< MboII Earl »><
>< FokI >< Eamll04I>< Alul>< MbolIl »>< NlalIIl EamllO4I ><
TTCTTTGCTT CTTTCTACTA CATATGGAAG AGCTATGTTC ATATCATGGA TGGTTGCAZC TCTTCGACTT
7360 7370 7380 7380 7400 7410 1420
Xholl »><
SaulpAl ><
N1aIIl ><
NdeII ><
MELT ><
Mbol »><
»>< Thal > < Ksp632I
>< Mvnl > < Earfl
>< HinP1I >< Mlul > < Eamll041l
>< Hin6I >< BstUI Denll ><
>< Hhal »>< Bsp501 >< Rsal BstYI ><
>< NlaIIT »>< Cfol >< AFITIT >< Cspél >< Tru9l BspATl ><
>< BspWI >< BspWI >< AcelT Afal »< Msel BglII ><
GCATGATGTG CTATAAGCGC AATCGTGCCA CACGCGTTGA GTGTACAACT ATTGTTAATG GCATGAAGAG
7430 7440 7450 714560 7470 7480 7490
>< Pall
>»< Haelll
>< Dsal >< Muni
< MboIl >< BsuRI Maelll »<
>< Dpnl »>< Bshl >< Munl BsmAI ><

>< Bspl431 >< Mnll

»< BsaJl >< PleI»< HinfI

AlwZel ><

ATCTTTCTAT GTCTATGCAA ATGGAGGCCG TGGCTTCTGC AAGACTCACA ATTGGAATTG TCTCAATTGT

7500 1510 7520 7530

>< Rsal

> < Cspé6l
>< Bsrl

»< Afal

>< Gsul
>< BpmI

7540 7550 7560

Tru9l >«

Msel »<
>< MaellIIDral ><

> < Bsrl

GACACATTTT GCACTGGTAG TACATTCATT AGTGATGAAG TTGCTCGTGA TTTGTCACTC CAGTTTAAMAR

1570 7580 7590 T600

> <« Bsrl

7610 7620 7530

»< Thal
>< Mvnl
> < HphI
HinPlI ><
>< HinPlI
>¢ Hiné6l
>< Hin6l
Hhal »><
>< Hhal
Cfol ><
< Cfol
>< BstUI
»>< BssHIIL
Bsp50I ><
»< Accll

GACCAATCAA CCCTACTGAC CAGTCATCGT ATATTGTTGA TAGTGTTGCT GTGAARAATG GCGCGCTTCA

7640 7650 7660 1670
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»< Fokl
>< BsmAT
>< MnlI >< Alw261 >< Acil
CCTCTACTTT GACRAGGCTG GTCAAAAGAC CTATGAGAGA CATCCGCTCT CCCATTTTIGT CAATTTAGAC
7710 7720 7730 7740 7150 7760 7770
»>< Vspl
>< FTru9l
>< Msel
»>< Asnl
> < Alut >< Asel »>< Begl/a
AATTTGAGAG CTAACAACAC TAAMAGGTTCA CTGCCTATTA ATGTCATAGT TTTTGATGGC AAGTCCAAAT
7780 7790 7800 7810 7820 7830 T840
>< S5fcl >< Pvull
>< Rsal >< PspSl
>< Plel >< Cspbl >< NspBIT
>< HinfI >< Ddel >< Becgl »>< Afal >< Alul’
GCGACGAGTC TGCTTCTAAG TCTGCTTCTG TGTACTACAG TCAGCTGATG TGCCAACCTA TTCTGTTGCT
7850 7860 7870 7880 7890 7900 7910
TEhHBBL ><
Tagl ><
Sall »<
Rtrl >«
>< Scal HindIL >
>< Rsal >< Tru9l HincII >
>< Cspbl >< SfaNI »>< Eco571
>< Alul >< MaelIl >< Afal >< Msel Acel >«
TGACCAAGCT CTTGTATCAG ACGTTGGAGA TAGTACTGAA GTTTCCGTTA AGATGTTTGA TGCTTATGTC
7920 7930 7940 7950 7940 7970 7980
>< Tru9l
>< Msel
> < Espdl >< Sfcl
> < AflII >< BspWI >< Alul
GACACCTTTT CAGCAACTTT TAGTGTTCCT ATGGAAAAAC TTAAGGCACT TGTTGCTACA GCTCACAGCG
7990 8000 8010 8020 8030 8040 B0OSG
>< Pvull
>< Psp5I
>< NspBIL
>< FnudHI
>< Ajul >< BbvlI >< Blul
AGTTAGCAAR GGGTGTAGCT TTAGATGGTG TCCTTTCTAC ATTCGTGTCA GCTGCCCGAC AAGGTGTTGT
8060 8070 8080 8090 8100 8110 8120
Maelll »><
>< HindII >< BsmAl >< DdelX
>< HincII >< FokI»< Alw261 >< BfrI
TGATACCGAT GTTGACACAA AGGATGTTAT TGAATGTCTC AAACTTTCAC ATCACTCTGA CTTAGAAGTG
8130 8140 8150 8160 8170 8180 8190
>< Xholk
Sau3Al ><
>< Ndell
>< MELI
>< Mbol
>< NlaIII >< Hgal
>< HinlI >< DpnIl
Dpnl ><
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Bspld3I »><
>< Bsall >< BstYI
>< MaelIl>< HphI »>< Bbill >< Bspail
»>< MaelIl >< HphI >< NlaIIT >< peyl  »< BglIl
ACAGGTGACA GTTGTARACAA TTTCATGCTC ACCTATAATA AGGTTGAARA CATGACGCCC AGAGATCTTG
8200 8210 8220 8230 B240 B250 8260
>< Nspl
>< NspHI
>< NiaIIl
>< HinPlT
>< Hin6I
>< Hhal
»>< Cfol »< BspWI >< MaelIl
GCGCATGTAT TGACTGTAAT GCAAGGCATA TCAATGCCCA AGTAGCAAAA AGTCACAATG TTTCACTCAT
8270 8280 8290 8300 8310 8320 8330
>< Nspl
»< HspHI »>< Pvull
>< NlallT >< Pspal
>< Eamll051I >< NspBIL
>< BbvI >< Fnu4HI
>< Af1IYI >< AluTl >« BbvI > < FnudHI
CTGGAATGTA ADAGACTACA TGTCTTTATC TGARCAGCTG CGTAAACAAA TTCGTAGTGC TGCCAAGAAG
8340 8350 8360 8370 2380 8380 84G0
>< Rmal
>< MbolI - >< Mael »>< EamllQ5%
ALCARCATAC CTTTTAGACT AACTTGTGCT ACRACTAGAC AGGTTGTCAA TGTCATEACT ACTAAAATCT
8410 B420 8430 8440 8450 8460 8470
»< Tru9l
>< pPall
=< Msel
> HaelITl
»>< Scal >< Espdl
»< Rsal »< TruSI >< BsuRT
»>< Csp6I >< Msel >< BshI
»< Afal »< Dral >< Af1I1 »>< BbvT
CACTCAAGGG TGGTAAGATT CGTTAGTACTT GTTTTAAACT TATGCTTAAG GCCACATTAT TGTGCGTTCT
8480 8490 8500 8510 8520 8530 8540
»< Rsal
>< Csp6I
»>< Bsrl »>< Nlalll
>< Fnu4HT >< Afal >< MaeIlT
TGCTGCATTG GTTTGTTATA TCGTTATGCC AGTACATACA TTGTCAATCC ATGATGGTTA CACAAATGAA
8550 B560 8570 8580 BS90 §6C0 8510
>« MaeIll
> < MaeIll
»>< MaelTI »>< FokI
ATCATTGGTT ACAAAGCCAT TCAGGATGGT GTCACTCGTG ACATCATTTC TACTGATGAT TGTTTTGCAA
8620 8630 8640 8650 B6al 8670 BGBO
5fcl >
>< Nspl FrnudHI »<
>< NspHT >< NLaIIT Bbvl ><
>< NlalIlI »>< Hgal >< BstXI >< BbvI >< Alul
ATAARCATGC TGGTT TTGAC GCATGGTTTA GUCCAGCGTGG TGGTTCATAC AAARAATGACA AAAGCTGCCC
§690 8700 8710 B720 8730 8740 8750
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>< FrnudHI
> Alul
TGTAGTAGCT GCTATCATTA CARGAGAGAT TGGTTTCATR
8760 8770 8780 8790

> < MaelIll >< HphI
GCRATCAATG GTGACTTCTT GCATTETCTA
8830 8840 B85S0

CCTCGTGTTT
8860

>< BspWl
>< BbvI>< MnlI
CTACCTCTGC TTGCGTTCTT

CTTCCAAACT CATTGAGTAT AGTGATTTTG

>< SecrEl
>< S5¢crFI >« Rsal
>< Mval >< Mspl
>< BcoRII >< Hpall
>< Ecll361>< Neil
>< DsaVv >< Rapll
>< BstQIl»>< DsaV
>< BstNI >< Cspbdl
>< BsiLlI >< BenlIDdel
>< Apyl >< Afal
GTGCCTGGCT TACCGGGTAC
8800 8810

>< MnlT
TTAGTGCTGT
B8T0

>
TGGCAACATT
8880

SfaNl

><

TGTGCTGAGA

8820

BspWI
TGCTACACAC

8880

TrubT
><

>

»< Rsal

Msel

>< FnudHI >< Cspél
>< Ddel »< Afal
GCTGCTGAGT GTACAATTTT

8y00 8910 8920 8930 8940 8950 8960
> < RmaTl
>< Mnll
»< FokIl > < Mael
TALGGATGCT ATGGGCABMAC CTGTGCCATA TTGTTATGAL ACTAATTTGC TAGAGGGTTC TATTTCTTAT
B970 8980 8990 9000 9010 8020 9030
Scriel >
Mval >
Mnll ><
EcoRII ><
Eclli6l >
N DsaV ><
BstCGI >
»>< Nlalv BSENT >
>< FoklI BsiLI >
>< Alul >< BscBE Anyl >
AGTGAGCTTC GTCCAGACAC TCGTTATGTG CTTATGGATG GTTCCATCAT ACAGTTTCCT AACACTTRCC
9040 8050 9060 a070 9080 9080 9100
>< Rsal
»< Sfel >< Nspl
»< Scal >< NspHI
>< Sfail »>< Rsal >¢ Nlaril
» < MaeIll >< Cspbl »>< NlaTIl
>< Gsul >< Afarl >< Cspbl
>< Bpml >< Ddel >< AccI >< Afal
TGGAGGGTTC TGTTAGAGTA GTRACAACTT TTGATGCTGA GTACTGTAGA CATGGTACAT GCGARAGGTC
9110 9120 9130 9140 9150 5160 9170
>< Sstl
>< Sdul
»< Sacl
NspIl ><
HgiRI »<
Eco24I ><
Bspl2B86L ><
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Ecll361IT ><>< Bmyl

BanII ><
>< Tru9l Rlw2ll ><
>< Bsrl >< Msel >< Alul
AGAAGTAGGT ATTTGCCTAT CTACCAGTGG TAGATGGGTT CTTABATAATG AGCATTACAG AGCTCTATCA
9180 9190 Q200 9210 8220 3230 5240
>< TELiL
>< SfaNI >< Hinfl >< Alul >< Mnll
GGRGTITTTCT GTGGTGTTGA TGCGATGAAT CTCATAGCTA ACATCTTTAC TCCTCTTGTG CARCCTGTGG
9250 9260 5270 9280 5290 9300 9310
>< MaeIll
HphI ><
>< EcoS7I > < BbvI Fnu4HI ><
GTGCTTTAGA TGTGTCTGCT TCAGTAGTGG CTGGTGGTAT TATTGCCATA TTGGTGACTT GTGCTGCCTA
9320 2330 G340 9350 9360 9370 9380
>< Rsal
>< Cspé6l >< NlalITIl
>< Maell >< Bbvl >< FnudHI
>< ARF1TTY >< Afal>< Hphl »>< BspWI
CTACTTTATG ARATTCAGAC GTGTTTTTGG TGAGTACAAC CATGTTGTTG CTGCTAATGC ACTTTTGTTT
$390 9400 5410 9420 8430 9440 9450
>< Rsal
>< NialV
>< KpnlI
>< Eco6dl > < ScrfT
>< Cspbl > < Neil
>< BscBI >< Mspl
>< Asp718 >< Hpall
>< Banl >< AluI >< HinfT
>< Afal >< HapIl >< Plel
>< AccBlI > < Bcnl > < Ddel
>< Accehl >< Alul>»< DsaV  »< Accl
TTGATGTCTT TCACTATACT CTGTCTGGTA CCAGCTTACA GCTTTCTGCC GGGAGTCTAC TCAGTCTTTET
9460 9470 $480 9490 9500 9510 9520
>< Rsal
>< Csp6l
>< Afal >< HphI >< Hphl NlalII ><
ACTTGTACTT GACATTCTAT TTCACCAATC ATGTTTCATT CTTGGCTCAC CTTCAATGGT TTGCCATGTT
9530 9540 2550 9560 9570 9580 8590

TTCTCCTATT GTGCCTTTTT

GGATAACAGC AATCTATGTA

TTCTGTATTT CTCTGAAGCA CTGCCATTGG

9600 9618 9620 29630 3640 9650 9660
>< TthHBBI
>< Rsal
>< MnlLl
>< Mnll
>< Trudl >< Cspé6l
»>< Tru9l >< Plel >< Begl/a  »< Tagl
>< Msel >< Ddel >< Nlalil >< Bbv]
>< EcobSTI >< BFfrI >< Hinfl »>< Msel »>< Maelll »< Afal FoudHI ><
TTCTTTAACA ACTATCTTAG GAAAAGAGTC ATGTTTAATG GAGTTACATT TAGTACCTTC GAGGAGGCTG
9670 9680 9690 2700 9710 8720 9730
>< Rsal
»>< Cspol >< Rsal
>< Begl >< Cspb6l >< BsmAl
FIGURA 13. 22
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»< Afal >< Afal >< Alw261
CTTTGTGTAC CTTTTTGCTC ARCAAGGAAA TGTACCTARA ATTGCGTAGC GAGACACTGT TGCCACTTAC
9740 9750 9760 9770 9780 9790 9800
>< NlalV
>< Rsal >< Ddel
>< Cspél >< BscBI
>< Afal >< Bfrt Alul =<
ACAGTATAAC AGGTATCTTG CTCTATATAA CAAGTACAAG TATTTCAGTG GAGCCTTAGA TACTACCAGC
9810 9820 9830 9840 3850 98690 9870
>< FaudHI
>< Ddel
>< Fnu4HI >< BfrI
»>< BbvI >< Alul >< BbvI >< Ddel >< AlwNI
TATCGTGAAG CAGCTTGCTG CCACTTAGCA AAGGCTCTAA ATGACTTTAG CAACTCAGGT GCTGATGTTC
3880 98350 89300 9910 9520 9930 9940
>< Sfcl >< Bsml
>< PstI »< BscCIL
TCTACCAACC ACCACAGACA TCARTCACTT CTGCTGTTCT GUAGAGTGGT TTTACGAAAN TGGCATTCCC
9950 9960 5970 9980 9950 10000 10010
>< Rsal
>< NLlalIl
>< MaeTlIl
>< CspbI >< Tru9l
>< Afal >< Msel
GTCAGGCAAA GTTGAAGGGT GCATGGTACA AGTAACCTGT GCAACTACAA CTCTTAATGG ATTGTGGTTG
10020 10030 100490 10050 10060 10070 10080
XhoTI ><
Sau3hAl ><
>< Trudl NdeIl »><
>< Nspl MEIT ><
»>< NspHi Mbol ><
>< Nspl »< NlaIiX DpnII ><
>< FokI >< NspHI >< Msel BSEYT ><
>< Bstll071 >< NlaITl >< MboITI BspAIl ><
>< Accl »>< AFLEIL > < Bbs1I BglII ><
GATGACACAG TATACTGTCC RAAGACATGTC ATTTGCACAG CAGAAGACAT GCTTAATCCT AACTATGALG
i0030 10100 10110 10120 10130 10140 10150
Pall >
MscI >
HaeIII >
Eael ><
BsuRI >
>< DpnI »< Mboll BshI >
>< Bspld43l >< Alul Ball >
ATCTGCTCAT TCGCAAATCC AACCATAGCT TTCTTGTTCA GGCTGGCAAT GTTCAACTTC GTGTTATTGG
10160 10170 10180 10190 10200 10210 10220
>< Ddel> < Tru9l
>< BfrI> < Msel »>< Ddel
CCATTCTATG CAAADMTTGTC TGCTTAGGLCT TAAAGTTGAT ACTTCTAACC CTAAGACACC CAAGTATARA
10230 10240 - 10250 10260 10270 10280 10290
»>< S5crEl
>< Mval
»< EcoRIX
>< Ecll36I >< Sphl
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>< DsaV »>< Pael
>< BstOl >< Nspl
>< BstNI >< NspHI
>< BsiLI >< Rmal >< N1alIlIX
»>< Apvyl >< Mael >< Hphl
TTTGTCCGTA TCCRACCTGG TCAAACATTT TCAGTTCTAG CATGCTACAA TGGTTCACCA TCTGGTGTTT
10300 10310 1032¢ 10330 10340 10350 10360
>< Sau3al
>< Ndell
>< MbolI>»< NlaIlIl
»>< Eco3ll >< Dpnll
>< BsmAT > Trugl>< Dpnl
>< BsalI>< NlaIIl >< Trudl >< Msel >< Bspld3I
>< Alw246] >< Msel >< BspAI»< Alwl
ATCAGTGTGC CATGAGACCT AATCATACCA TTAAAGGTTC TTTCCTTAAT GGATCATGTG GTAGTGTTGG
10370 10380 10390 10400 10410 10420 10430
»< Zsp2I
>< Ppul0X
>< NsiI>< SfaNI
>< Ndel
»>< Mphll0371 Rsal ><
>< Tru9T »>< EcoT22ZX Cspél ><
< Msel > < Avalll >< Alul Afal »<
TTTTRACATT GATTATGATT GCGTGTCTTT CTGCTATATG CATCATATGG AGCTTCCAAC AGGAGTACAC
10440 10450 10460 10470 10480 10490 105060
>< Sinl
>< S5aude6l
>< NspIV
>< NspHIT >¢ Sfcl
>< Ecod7I Rsal »<
>< CErl3T Pstl >»<
>< BsiZI >< FnudHI
>< Rsal >< BmelB8I >< HindII Cspol ><
>< Cspbl>< Ddel >< Avall >< HincII >< BspWI
>< AfaT>< Bfrl >< Asul>< Bsqgl >< BbvI >< BspMI Afal ><
GCTGGTACTG ACTTAGAAGG TARATTCTAT GGTCCATTTG TTGACAGACA AACTGCACAG GCTGCAGGTA
10510 10520 10530 10540 10550 10560 10570
>< Tru9I >< NlaIll
>< Msel >< BbvI >< FnudHI HphI ><
CAGACACAAC CATAACATTA AATGTTTTGG CATGGCTGTA TGCTGCTGTT ATCAATGGTG ATAGGTGGTT
10580 10550 10600 10610 10620 10630 10640
»< Tru9l
>< TELL
>< Msel >< Rsal
>< Hphl >< Tru9l >< Csp6l
»>< Hinfl >< Msel >< Afal
TCTTAATAGA TTCACCACTA CTTTGAATGA CTTTAACCTT GTGGCAATGA AGTACAACTA TGAACCTTTG
10650 10660 10670 10680 10690 10700 10710
>< Sinl
»>< Saudél
>< Pssy
>< PspSITI
>< PpuMI
>< NspIV
>< NspHII
>< NLalv
FIGURA 13. 24
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>< Eco01091
>< Eco47T
>< Sau3Al >< Drall
>< Ndell >< Cfrl3r
>< Mbol >< BsiZT
>< DpnlI>< NlaIll >< BscBIX
>< Dpnl »>< HindII >< BmelBT >< Ddel
>< BspAl >< Hincll >< Avall >< BfrI
>< Bspl43rt >< Asul >< MnllI >< BbvI
ACACAAGATC ATGTTGACAT ATTGGGACCT CTTTCTGCTC AAACAGGAAT TGCCGTCTTA GATATGTGTG
10720 1073¢ 18740 107506 10760 10770 10780
>< Styl
>< Rsal
>< BECcoTL4l
»>< Ecol30T
>< Sfcl > < Csp6l
>< FnudHI >< Fnu4HI >< BssTllI
>< BbvI >< FnudHIL >< BsaJl
>< Bbvl >< Alul >< PstI >< Afal -
CTGCTTTGAA AGAGCTGCTG CAGAATGGTA TGRATGGTCG TACTATCCTT GGTAGCACTA TTTTAGAAGA
1070 10800 10810 10820 10830 10840 10850
>< Styl
>< EcoTl4l
>< Ecol301
»>< BssT1lI
>< MholIl > < Maelll>< Bsadl
TGAGTTTACA CCATTTGATG TTGTTAGACA ATGCTCTGGT GTTACCTTCC AAGGTAAGTT CAAGAAAATT
10860 10870 108806 10 840 10900 10810 10920
>< S5fabNI
> < Sdul
> < NspII >< Tru9l Rsal »<
>< Tru9l> < BsplZ2861 >< Msel »>< TELI Csp6l ><
>< Msel » < BmyT >< FoklI >< Hinfl Afal ><
GTTAAGGGCA CTCATCATTG GATGCTTTTA ACTTTCT TGA CATCACTATT GATTCTTGTT CAAAGTACAC
10930 10940 10550 10 960 10970 104980 10990
>< ¥Xmnl >< Munlk
>< BsmI FnudHI >
>< BscCX BspWI ><
>< Maelll >< Aspl001 >< Bbvi BbvI >
AGTGGTCACT GTTTTTCTTT GTTTACGAGA ATGCTTTCTT GCCATTTACT CTTGGTATTA TCGCAATTGC
11600 11010 11020 11030 11040 11050 11060
>< Nspl
>< NspHI >< Tru9rl
>< NlalIlIl >< Msel >< Bsml
>< BSpWI  >< Fnud4HI>< BspWI >< BseClI >< MaelIIl
TGCATGTGCT ATGCTGCTTG TTAAGCATAA GCACGCATTC TTGTGCTTGT TTCTGTTACC TTCTCTTGCA
11070 11080 11090 11100 11110 11120 11130
>< Sfaii
>< Rmal
> < Nspl >< Maml
> < NlaITTI >< HphI
>< Nhel >< BspHI
>< Tru9l »>< Mael >< BsiBI >< Nlalll
>< BspWIL >< Msel >< AccIl>» < NspHI >< Alul >< BsaBI >< Hlalll
ACAGTTGCTT ACTTTAATAT GGTCTACATG CCTGCTAGLT GGGTGATGCG TATCATGACA TGGCTTGAAT
11140 11150 11160 11170 11180 11190 11200
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>< Trul
>< Msel
> < Rmal > < Espiél
> < Mael >< Ecob57I
>< Abul > < Af1II
TGGCTGACAC TAGCTTGTCT GGTTATAGGC TTAAGGATTG TGTTATGTAT
11210 11220 11230 11240 11250
>< Rmal
»< MaelIl
>< Mael
> < NlalIl >¢ SfaNI >< FnudHI
>< BspHI »>< Alul >< BbvI >< AFIIIT
TATTCTCATG ACAGCTCGCA CTGTTTATGA TGATGCTGCT AGACGTGTTT
11280 11250 11300 11310 11320
>< SaulAl
>< Ndell
>< Mbol
>< DpnII
>< DpnlI
>< Bspld3I
>< Accl »>< BspAI>< Alul
ACACTTGTTT ACAAAGTCTA CTATGGTARAT GCTTTAGATC AAGCTATTTC
1135¢ 11360 11370 11380 11390
»<
>< NlalITIT
><
>< MaelIl >< MnlI ><¢ Maelll
CTGTAACCTC TAACTATTCT GGTGTCGTTA CGACTATCAT GTTTTTAGCT
11420 11430 11440 11450 11460
>< Bsrl
TGETGAGTAT TACCCATTGT TATTTATTAC TGGCAACACC TTACAGTGTA
11490 11500 11510 11520 11530
>< Pall
>< Haelil
»< FrhudHI >< BsuRIT
>< BbvI >< FnudHI >< BspWI
>< BbvlI >< BspWI >< Bshl >< EcoS7I >«
TTAGGCTATT GTTGCTGCTG CTACTTTGGC CTTTTCTGTT TACTCRACCG
11560 11570 11580 11590 11600
><
><
>< Eco3ll
>< BsmAl E
>< Bsal »<
FIGURA 13. 26
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>< Alul
GCTTCAGCTT TAGTTTTGCT
11260 11270

GGACACTGAT GAATGTCATT
11330 11340

>< Sau%sI
>< Pall
>< NsplV
>< NlalIl
>< Haelll
> < Ddel
>< CErl3I
>< BsuRT
»>< BsiZI
>< Bshi
> < BfrI
>< Asul
CATGTGGGCC TTAGTTATTT
114090 11410

RmaTI

Mael>< Sfcl

>< Alul>< Alul

AGAGCTATAG TGTTTGTGTG
11470 11480
DdeI >
>< NlaIIl BfrI >
TCATGCTTGT TTATTGTTTC
11540 11550
MaelIIl
TTACTTCAGG CTTACTCTTG
11610 11620
>< ScrfFl
>< Mval
EcoRII
>< BEcll36r
DsaVv
>< BstOIl
>< BstNI
>< BsiLI
< BsaJl
Bsadl
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>< Drdl >< AlwZ6l >< ApyI Ddel ><
GTGTTTATGA CTACTTGGTC TCTACACAAG AATTTAGGTA TATGAACTCC CAGGGGCTTT TGCCTCCTAA
11630 11640 11650 11660 11670 11680 11690
>< Tra8l
>< Msel
»< SfaNI > < HindIII> < Tru9l
>< MnlI >< Alul > < Msel > < Mol > < NlaTiT
GAGTAGTATT GATGCTTTCA AGCTTAACAT TAAGTTGTTG GGTATTGGAG STARACCATG TATCAAGGTT
11700 i1710 11720 11730 11740 11750 11760
>< Vnel
>< Snol
>< Sdul
>< NspIl
>< HgiAl
>< BsplZB861
>< Bmyl >< Rsal
>< Rsal >< ApaLl >< MboIl
>< Csp6l >< Alwi4l >< Cspbl DdeI >
>< Afal >< Maell >< Alw2lY >< Afal BErI >
GCTACTGTAC AGTCTAAAAT GTCTGACGTA ARGTGCACAT CTGTGGTACT GCTCTCGGTT CTTCAACAMAC
11770 11780 11790 11800 11810 11820 11830
>< NspII> < Rsal
>< Dralll
>< Sdul>< Cspbl
>< Mboll >< Bspl2B6I
>< Hinfl >< Plel >< Bmyl » < AfaX >< MboII
TTAGAGTAGA GTCATCTTCT AAATTGTGGG CACAATGTGT ACAACTCCAC AATGATATTC TTCTTGCAAA
11840 118350 11860 11870 11880 11890 11900
>< TthHBBI
»>< Tagl Stcl ><
»>< HindIIT »>< MboIl »>< NlaIIl
>< Alul > < Ecob571 >< BspWI Accl ><
AGACACAACT GAAGCTTTCG AGAAGATGGT TTCTCTTTTG TCTGTTTTGC TATCCATGCA GGGTGCTGTA
11910 11920 11230 11940 11950 11960 11970
>< Vspl
>< Trudl > < Ksp6321
>< Msel >< TthHBR8I > < Earl
»>< AsnI »< Tagl >< MboIl > < Eamll04I
>< Asel>»< Mnll »>< Begl/a >< EcoblI >< Eco571 >< Begl
GACATTAATA GGTTGTGCGA GGAAATGCTC GATAACCGTG CTACTCTTCE GGCTATTGCT TCAGAATTTA
11980 11990 12000 12010 12020 12030 12040
»>< Stzul
>< Scrfl
>¢ Pall
>< Mval>< Haelll
>< BEcoRII>< Ecold7]
»>< Ecll36L
»< DsaV  >< BsuRI
>< BstOI
>< BstNI
>< BspWI
>< BsiLI
>< FnudHI >< BsaJl »< Bshl Tfil ><
>< Ndel >< BspWI>< Mnll >< BglI >< Sfcl HinfI »<
»< AclI >< ApyI»< Ratl > < Alul

FIGURA 13. 27
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GTTCTTTACC ATCATATGCC GCTTATGCCAE CTGCCCAGGA GGCCTATGAG CAGGCTGTAG CTAATGGTGA

12050 12060 12070 12080 12090 12100 12110
»>< ¥mnI >< Trudl >< SfalNI
>< Hphl »>< Msel >< Ddel
>< Asp700I >< Eco571 >< BbvI Fnud4HI ><
TTCTGAAGTC GTTCTCAAAA AGTTAAAGAA ATCTTTGAAT GTGGCTTAARAT CTGAGTTTGA CCGTGATGCT
1212¢ 12130 12140 12150 12160 12170 12180
XhoIT ><
Sau3Al »><
NdeIl ><
Mnll >
>< MnlI
>< MELT
> < Sau3Al >< Mbol
> < Ndell DpniIl ><
> < Mbol DpnI ><
> < DpnII DdeI ><
>< Dpnl BstYI ><
>< BspWLE >< RsalBspAl ><
> < BspAI >< CspGIBspld3I ><
>< NlaIll »< Bspld43l >< AfalBglIl >«
GCCATGCAAC GCAAGTTGGA AAAGATGGCA GATCAGGCTA TGACCCAAAT GTACAAACAG GCAAGATCTG
12180 12200 12210 12220 12230 12240 12250
>< Spel >< Ksp6321 > < HindIIT
>< BRmal >< Ddel >< S5EaNI
>< Maelll >< Mboll >< Eaml104I >< BspWI
>< Mael >< BspWI >< Barl>< Bfrl >< Alul
AGGACAAGAG GGCAABAGTA ACTAGTGCTA TGCAAACAAT GCTCTTCACT ATGCTTAGGA AGCTTGATAA
12260 12270 12280 12230 12300 12310 12320
>< Thal
»>< Mvnl
>< HinP1llI
>< Hinol
>< Hhal
>< Cfol
>< BstOf
>< Tru9l >< Bsp50I
>< Msel >< Accll Sfel >«
TGATGCACTT AACAACATTA TCAARCAATGC GCGTGATGGT TGTGTTCCAC TCAACATCAT ACCATTGACT
12330 12340 12350 12360 12370 12380 12330
>< Rsal
>< HNlalV
>< Eco6g4qlI
>< Cspbl
>< BslI
>< BsiYI>»< Epnl
>< BscBI
>< BanI
»< Aspll8
>< Nlaiil »>< Afal
>< BstXT >< AccBlI >< MaeIll
>< Fnud4HI >< Bbvi >< AcgeSI Bsgl »<
ACAGCAGCCA AACTCATGGT TGTTGTCCCT GATTATGGTA CCTRCAAGAA CACTTGTGAT GGTAARCACCT
12400 12410 12420 12430 12440 12450 12460
>< Zsp2l
>< PpulOI
FIGURA 13.28
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>< Nsil
>< Mphl103I
>¢ NdeI»< EcoT22I Ddel ><
>< AvalIl »< SfaNT >< Sfadl >< AcAl Bfrl ><
TTACATATGC ATCTGCACTC TGGGAAATCC AGCAAGTTGT TGATGCGGAT AGCAAGATTG TTCAACTTAG
12470 12480 12490 12500 12510 1252¢C 12530
>< Pall
>< Haelll >< MnlIl >< DdelDdel =><
>< Tru9I>< Nialll >< BsuRI >< Maelll >< BspWI
>< MselI>< HphI > < ¥emI>< Bshl >< Alul BspWI ><
TGAAATTAAC ATGGACAATT CACCAAATTT GGCTTGGCCT CTTATTGTTA CAGCTCTAAG AGCCAACTCA
12540 12550 12560 12570 12580 12590 12600
Bsal ><
Nlaliv ><
Kpnl ><
>< FnudHI
Eco6d4l ><
CspbI ><
>< Trugl BscBI ><
>< Pwvull Asp718 ><
>< PspST Afal ><
>< NspBIX >< Acil>< Bant
>< Msel >< HInfl >< Plel AccBll =<
>< Alufl > < Sfecl >< Ddel>< Bsrk >< PshAl Acc651 »<
GCTGTTAAAC TACAGAATAA TGAACTGAGT CCAGTAGCAC TACGACAGAT GTCCTGTGCG GCTGGTACCA
12610 12620 12630 12640 1265C 12660 12670
>< TthEBSI
>< Tagl
>< S5ful
>< NspV
>< MnlI
>< Lspl
»>< Csp4dS5l
>< BstBI
>< Rsal >< Bspll9l
»>< Cspé6l >< BsiCI
>< Alul >< Bpuldl
»>< Afal >< Asull
CACAAACAGC TTGTACTGAT GACAATGCAC TTGCCTACTA TAACAATTCG AAGGGAGGTA GGTTTGTGCT
12680 12690 12700 12710 12720 12730 12740
>< Xholl
>< Saulal
>< Ndell
»>< MELIL
>< Mbol
>< Dpnlkl
>< Dpnl
>< BstYI >< Tfil >< Rsal
>< BspAT >< Rmal >< Cspé6l
>< Bspl43I >< HinfT¥ >< Csp6I>< Rsal
>< BglII >< Mael >< Ddel >< Afal>< aAfal
GGCATTACTA TCAGACCACC AAGATCTCAA ATGGGCTAGA TTCCCTAAGA GTGATGGTAC AGGTACAATT
12750 12760 12770 12780 12790 12800 12810
><< Saulegl
»>< Pssi
>< Pall
>< NsplV
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TACACAGAAC
12820

ACTTCATCAA
128590

TCAGGCTGGA
12960

CCTGCTAAAG
13630

>< Rsal
>< Mboll
>< Csp6l
>< Afal
GTACACACAC
13100

FGGTGCTTCA
13170

>

><

>
AAAGGTARGT
13240
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>< Haelll
>< EcoQ)l 09I

>¢ Drall
»>< Cfrl3I
>< BsuRI
>< Nlalv >< BslzL Rsal >
>< Bsrl >< Bshl Csp6l ><
>< BscBI > < MaelIll >< Asul Afal >
TGGAARCCACC TTGTAGGTTT GTTACAGACA CACCAAANGG GCCTARAGTG AAATACTTGT
12830 12840 12850 12860 1z870 12880
>< Sfcl
> < Mboll
Maell »><
>< Fnu4HI >< Rsal
>< Eco57I »< Csp6I
> Trudl > < BbsI
»>< Mgsel >< Mnll >< BbvlI ><< Alul¥ >< Afal
AGGCTTAAAC DACCTARATA GAGGTATGGT GCTGGGCAGT TTAGCTGCTA CAGTACGTCT
12800 1291¢ 12920 12930 12540 12950
>< Rsal
>< Sfcl >< Cspbl
>< BspWI >< Afal >< BspMI Accl ><
AATGCTACAG BAGTACCTGC CAATTCAACT GTGCTTTCCT TCTGTGCTTT TGUCAGTAGAC
12870 12980 12390 13000 13010 13020
>< Bmal
>< MnlI
>< Mael >< HphI
CATATARGGA TTACCTAGCA AGTGGAGGAC AACCAATCAC CAACTGTGTG AAGATGTTGT
13540 13G50 13060 13070 13080 13090
>< Sinl
>< Bau%el
>< NsplVv
>< NspHII
»>< NLaIIl
> Ecod4ll
>< EamllQSE
>< Cfri3l
>< Rgal >< BsiZI
>< Csp6l >< BmelB8I >< Xecml
>< Bsrl »< Avall Plel ><
>< Afal >< Maelll >< Alul  >< Asul> < Hinfl
TGGTACAGGA CAGGCAATTA CTGTAACACC AGAAGCTAAC ATGGACCAAG AGTCCTTTGG
13110 13120 13130 13140 1315¢ 13160
>< TELL
>< SfaNE >< MaeIlIl
»>< NlaITlI >< FokI >< HinflX
TGTTGTCTGT ATTGTAGATG CCACATTGAC CATCCBAATC CTAAAGGATT CTGTGACTTG
13180 13180 13200 13210 13220 13230
< Rsal
>< Maell
Cspbl >< Ddel
< Afal >< Bsrl »< BErl
ACGTCCAARAT ACCTACCACT TGTGCTAATG ACCCAGTGGG TTTTACTACTT AGAAACACAG
13250 13260 13270 13280 13290 13300
»>< Thal
FIGURA 13. 30
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>< SfabNIl
>< Mvnl
>< BstUIL
>< Rsal >< Bsp50I
>< Csp6I >< Acil
>< Afal >< Acil >¢ §fcl >< Maelll >< AccIISfaNI »><
TCTGTACCGT CTGCGGAAMTG TGGAAAGGTT ATGGUTGTAG TTGTGACCAA CTCUGCGARAC CCTTGATGCA
13310 13320 13330 13340 13350 13360 13370
>< Zsp2t
> < SfaNI
>< Mph1i03I>< TrudI
>< PpulOI>< Maell FnudHI ><
>< NsiI>» < FokI BsgI ><
>< BEcoT221 >< Msel >< Bbvl
>< Acil>< Avalll >< Dral >< Acil >< FnudHT AciI ><
GTCTGCGGAT GCATCAACLGT TTTTRAACGG GTTTGCGGTG TAAGTGCAGC CCGTCTTACA CCGTGCGGCA
13380 133%0 13400 13410 13420 13430 13440
>< Spel
»>< Scal
>< Rsal
>< Rmal
>< Mael
> < Cspé6l >< SfEeT >< BspWI
>< BSpWI >< Afal >< Acel >< Begl/a Begl >
CAGGCACTAG TACTGATGTC GTCTACAGGG CTTTTGATAT TTACRACGAA AAAGTTGCTG GTTTTGCAAR
13450 13460 13470 13480 13490 13500 13510
>< Scril
>< Mval
>< MnlI
>< BEcoRII
»< Ecill3sl
>< BstOl
>< BsENI
>< BslI
»>< DsaV »< Bsi¥YI
>< BsiLI >< Plel
>< Apyl > < FokI >< Hinfl
GTTCCTAAAA ACTAATTGCT GTCGCTTCCA GGAGARGGAT GAGGAAGGCA ATTTATTAGA CTCTTACTTT
13520 13530 13540 13550 13560 13570 13580
>< NlalIXf
>< Ksp6321
>< Barl
>< Tru9l >< EamllO4l
>< Msel >< BsmAl >< Tru9l
>< Mnll >< Alw26l >< MpoIl >< Msel
GTAGTTAAGA GGCATACTAT GTCTAACTAC CAACATGAAG AGACTATTTA TAACTTGGTT AAAGATTGTC
13590 13600 13610 13620 13630 13640 13650
>< Rsal
>< NialVv
> < NlaIll
>< Kpnl
>< Hphl
> < Ecob4l
> Cspbl
>< BscBI
> < Banl
> < Asp71i8
FIGURA 13. 31
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>< MaeIIl >< AfaT
>< NspBIT > < AccBlI MaelIl ><
>< Acilk >< NlallT > < Bccb5I > < Hgal
CAGCGGTTGC TGTCCATGAC TTTTTCAAGT TTAGAGTAGA TGGTGACATG GTACCACATA TATCACGTCA
13660 13670 13680 13690 13700 13710 13720
>< MnlT
>< Maell
GCGTCTAACT ARATACACAA TGGCTGATTT AGTCTATGCT CTACGTCATT TTGATGAGGG TAATTGTGAT
13730 13740 13750 13760 13770 13780 13790
>< Tru9l
>< Msel >< MaelIIl >< Munl
ACATTAARAG AAATACTCGT CACATACAAT TGCTGTGATG ATGATTATTT CAATAAGAAG GATTGGTATG
13850 13810 13820 13830 13840 13850 13860
>< Thal
>< Mvnl
>< Miul
>< BstUIL >< Rsal
>< BspS50I >< Hphl
>< TELT >< AFITIT >< DdeT >< Csp6l Trull ><
>< Hinfl >< AcclI >< BErl >< Afal Msel ><
ACTTCGTAGA GAATCCTGAC ATCTTACGCG TATATGCTAA CTTAGGTGAG CGTGTACGCC AATCATTATT
13870 13880 13890 13900 13910 13920 13930
XheIl >
Sau3Al >
NdeII >
MELT >
> < SfaNI >< Rsal MboI >
>< Rsal > < Csp6L DpnIi >
>< Csp6l >< BspWI BstYI >
>< Afal >< Sfabl >< Afal BspAl >
ABRAGACTGTA CAATTCTGCG ATGCTATGCG TGATGCAGGC ATTGTAGGCG TACTGACATT AGATAATCAG
13240 13950 13960 13970 13980 13990 14000
> < ScrFI
> < Mval
>< FnudHI
>< EcoRII
> < Ecll36X
> < BstOIX
> < BstNI
>« Tru9l >< Rsal >< Bsll
>< Mseal >< Rsal > < Hphl >< BsiYT
>< Dpnl >< Csp6l >< Cspél > < BsilI
>< Bspl431 >< Bsrl > < BbvlI > < Apyl
>< Alwl »>< Afal »>< Afal >< DsaV  »>< Acil
GATCTTAATG GGAACTGGTA CGATTTCGGET GATTTCGYAC AAGTAGCACC AGGCTGCGGA GTTCCTATTG
14010 14020 1403C 14040 14050 14060 14070
»< SfaNI
>< Rmal > < Hinfl
>< Maml >< MnlT >< FraudHIPlel ><
>< Tfil >< SfaNl >< BsiBI >< Mael ><C Ddel
>< HinfI »< Fokl >< BsaBI >< BbvI >< BspWI Ndel ><
TGGATTCATA TTACTCATTG CTGATGCCCA TCCTCACTTT GACTAGGGCA TTGGCTGCTG AGTCCCATAT
14080 14080 14108 14110 14120 14130 14140
>< SaulAl
>< Ndell
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>< MbolI
>< MamI
>< Dpnll Tthllll »><
>< Dpnl MboIl »><
>< BspWI >< Kspb3Zl
>< BspAl >< EamllQ4l
>< Bspld3Il >< Xeml >< BsmAT
>< BsiBI >< Trull >< BarI Aspl ><
>< BsaBI >< FokI >< Msel >< Alw261
GGATGCTGAT CTCGCARAAC CACTTATTAA GTGGGATTTG CTGAAATATG ATTTTACGGA AGAGAGACTT
14150 14160 14170 14180 14180 14200 14210
> < Sinl
> < Sau96l
> < NsplV
>< NspHII
>< TLhHBBE >< NlaIv
>< Tagl >< FokI
>< Mcerl > < Ecod71
> < Ksp632rI > < Cfrl3i
> < Earl > < BsilZI
> < Eamll104I »>< Sspilr»< BscBI
>< BsmAl > < TruBI > < Bmel8I
>< MboIl >< BsiEI> < Msel > < Avall >< Tru9i
>< Alw261 >< pral > < Asul >< MunI >< Msel
TGTCTCTTCG ACCGTTATTT TAAATATTGG GACCAGACAT ACCATCCCAA TTGTATTAAC TGTTTGGATG
14220 14230 14240 14250 14260 14270 14280
5inl ><
Sau9%6l ><
NsplIV ><
NspHIL >
Eco471I =><
CErl3I »><
Bslal »><
Bmel8I ><
>< Tru9l Avall ><
>< FokT >< Msel Asul ><
ATAGGTGTAT CCTTCATTGT GCAAACTTTA ATGTGTTATT TTCTACTGTG TTTCCACCTA CAAGTTTTGG
14290 14360 14310 14320 14330 14340 14350
>< Spel
»>< Rmal
>< Mael »< Sspl >< Bsrl
ACCACTAGTA AGAARBATAT TTGTAGATGG TGTTCCTTTT GTTGTTTCAA CTGGATACCA TTTTCGTGAG
14360 14370 14380 14390 14400 14410 14420
>< Thal»>< Esp3L
>< Ddel
>< BstUIL
>< Rsal >< Bsp501 >< BsmBIL
>< HinfIl >< Plel >< MvnI>< BsmAI
> < Cspé6l >< Hgalr< Alul >< Alw26Il
>< Afal »>< FokI >< AccII > < BbvI
TTAGGAGTCG TACATAATCA GGATGTAAAC TTACATAGCT CGCGTCTCAG TTTCAAGGAA CTTTTAGTGT
14430 14440 14450 14460 14470 14480 14490
>< Zsp21
>< Sphl
»>< PpulDI
>< Pael
>< NspT
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»< Sau3Al »< NspHI
>< NdeIX >< Nsil
>< Mbol >< NiaIlI
>< DpnIl >< MphllQ03I »>< Nspl
> < Dpnl >< Fnu4HI NspHI ><
>< FnuddHI>< BspWI >< EcoT22I NlaIlIl ><
»>< BspAl >< BspWIL >< BspWL
> € Bspl43I> < AvalIlIl » < AlwNI >< Rmal >< Bsgl
»>< Alwl >< Alui >< Alul >< BhvI >< Mael »>< Bbvl
ATGCTGCTGA TCCAGCTATG CATGCAGCTT CTGGCAATTT ATTGCTAGAT AAACGCACTA CATGCTTTTC
14500 14510 14520 14530 14540 14550 14560
»< ScrFI
>< Neil
»>< MspI
>< HRpaIl
>< FnudHI >< HapII
>< AlwWNI >< DsaV >< Tru9l
>< Alul >< Benl >< Msel
AGTAGCTGCA CTAACABACA ATGTTGCTTT TCAAACTGTC AARCCCGGTA ATTTTARATAA AGACTTTTAT
14570 14580 14590 14600 14610 14620 14630
>< TrudIl Ddel ><
»< Msel >< Mboll Bhvl >«
GACTTTGCTG TGTCTAARAGG TTTCTTTAAG GAAGGARAGTT CTGTTGAACT AAAACACUTTC TTCTTTGCTC
14640 14650 14660 14670 14680 14690 147 Q0
>< FokI ’ EcoRV ><
>< FnudHT Ecol2I ><
AGGATGGCAA CGCTGCTATC AGTGATTATG ACTATTATCG TTATAATCTG CCRACAATGT GTGATATCAG
14710 14720 14730 14740 14750 14760 14770
>< Vsp'l
>< Tru 9l
>< Mse I
>¢ Asnl
>< MaeIll >< Asel
BCAACTCCTA TTCGTAGTTG AAGTTGTTGA TAAATACTTT GATTGTTACG ATGGTGGCTG TATTAATGCC
14780 14790 14800 14810 14820 14830 148 40
>< Tru9l
»>< Msel >< Pvull
>< Hpal >< Psp51 > < Xcml
>< HindIT - >< NspBII >< Trudl Rmal ><
>< HincII >< Alul >< Msel Mael ><
AACCAAGTAA TCGTTAARCAA TCTGGATAAA TCAGCTGGTT TCCCATTTAR TAAATGGGGT AAGGCTAGAC
14850 14860 14870 14880 14890 14900 14910
>< S5faNI >»>< Thal
>< SaulAl >< Mvnl
>< Ndell >< BstUI
>< Mbol >< BstllO7X
>< DpnIl >< BspWI >< FokI
>< Dpnl >< Bsp50I
>< Plel >< Bspld3l >< AcclI>< Ddel
>< HinfI>»< MnlI >< BspAl >< Alwl >< Accl
TTTATTATGA CTCAATGAGT TATGAGGATC AAGATGCACT TTTCGCGTAT ACTAAGCGTA ATGTCATCCC
14920 14930 14940 14950 14960 14970 14980
>< Sstl
>< Sdul
»>< Sacl
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>< Nspll
>< HgiAl
>< Eco241
>< Tru9i > < Ecll136II
>< TFil >< Bspl286I
>< Msel >< Byl
>< Hinfl >< BanlIl
> < Esp4l >< Alw2lI
> < AfIIT >< BspWI > < Alul »< Alul
TACTATAACT CABATGAATC TTAAGTATGC CATTAGTGCA AAGAATAGAG CTCGCACCGT AGCTGGTGTC
14990 15000 15010 15020 1503¢ 15040 15050
Rmal »><
>< Scal > < MnlE
>< Sfcl>< Rsal Mael >«
>< BsmAI >< Csp6l >< FnudHI
>< Alw2Gl >< Afal »>< Acil
TCTATCTGTA GTACTATGAC AAATAGACAG TTTCATCAGA BAATTATTGAA GTCAATAGCC GCCACTAGAG
15060 15070 15080 15090 15100 15110 15120
>< TruSIL
»>< Alul >< Msel
GAGCTACTGT GGTAATTGGA BCAAGCAAGT TTTACGGTGG CTGGCATAAT ATGTTAAAAR CTGTTTACAG
1513C 15140 15150 15160 15170 15180 15190
NspI ><
NspHI ><
Nlalll »><
>< NlalIll
Ddei ><
BspWI ><
>< MaelIlII Bfri ><
TGATGTAGAA ACTCCACACC TTATGGGTTG GGATTATCCA AAATGTGACA GAGCCATGCC TAACATGCTT
15200 15210 15220 15230 15240 15250 15260
> < Pall
> < HaellIl
> < BsuRI
> < Bshl >< MnlI >< MaeIIl SEcI ><
AGGATAATGG CCTCTCTTGT TCTTGCTCGC AAACATAACA CTTGCTGTAA CTTATCACAC CGTTTCTACA
15270 15280 15290 15300 15310 15320 15330
Trul9l ><
Scrfl >
Mval »
>< Msel
>< Msti FokI ><
>< HinPll EcoRII ><
»>< HinéI Ecll13el >
> < Hhal DsaV ><
>< Fspl BstQI >
>< Fdifl >< NlafiIl BstNI >
> < Cfol>< Tru9l > < FnudHI BsiLIl >
>< Alul >< AViII >< Msel >< Acil ApyI >
GCGTTAGCTAA CGAGTGTGCG CAAGTATTAA GTGAGATGGET CATGTGTGGC GGCTCACTAT ATGTTAAACC
15340 15350 15360 15370 15380 15390 15400
> < SfaNIi
" >¢ Mspl
>< Hpall >< HphI >< Tru9I Maelll »<
»< HapIl >< BspWI >< Msel Alul ><
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AGGTGGAACA
15410

>< BspWI
ACAGCCAATG
15480

ARCACAGGCT
15550

TTACCTGCGT
15620

>< FnudBI1
>< Acil

GCGGCTCAAG

15690

>< NlalTll
>< Ddel
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TCATCCGGTG ATGCTACAAC TGCTTATGCT
15420 15430 15440

TCTTTCAACT GATGGTAATA
15500 15510

TAAATGCACT
15490

»>< Sfcl >
>< BsmAT >
>< Alw261

CTCTATAGAA ATAGGGATGT
15570 15580

CTATGAGTGT
15560

»>< Tfi1l
>< S5faNI
»>< N1aTlIl
>< Hinfl
CCATGATGAT TCTTTCTGAT
15640 15650

>< BspM1
AAACATTTCT
15630

> < Rmal
>< Nhel »< Tru9rl

> < Mael
>< ALul »>< Msel
GTTTAGTAGC TAGCATTAAG AACTTTAAGG
15700 15710 15720

>< Ddel
>< BsmAl
>< Alw261

AATAGTGTCT TTAACATTTG TCAAGCTGTT
15450 15460 15470

>< Drdl
>< Alul > < Bcil
AGATAGCTGA CAAGTATGTC CGCAATCTAC
15520 15530 15540

>< Sau3Al
>< NdeIl
>< Mbolk
< MamI
>< Fbal
>< DpnlII
>< Dpnl
»< BspHI
>< BspAT
>< Bspl43l
>< BsiQI
< BsiBI>< NlaIlI
< BsaBI>< FokI
>< BelI>< EcoRI FokI ><
TCGATCATGAA TTCGTGGATG AGTTTTACGC
15590 15600 15610

>< MaeIIl
GATGCCGTTG TGTGCTATAA CAGTAACTAT
15660 15670 15680

>< TruSl
>< Msel

Mnll ><
CAGTTCTTTA TTATCAAAAT AATGTGTTCA
15730 15740 15750

>< 8inl

>< Sau9e6i
>< Pssl

>< Pspbll

>< PpuMI

>< Nsplv

>< NspHII

>< EcoCl091

>< Ecod71l

>< Drall

>< CEfrl3rl

>< BsiZI

>< BmelB8I

>< Avall

>< Asul >< Mnll

TGTCTGAGGC AAAATGTTGG ACTGAGACTG ACCTTACTAA AGGACCTCAC GAATTTTGCT CACAGCATAC

15760

15770 15780 15790
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>< Rsal >< DpnIY
>< Maell >< DpnL > < Sspl
>< Trudl >< Cspbl >< BseYI HinP1I ><
>< Rmal >< BsSaAl >< BspMI HinéI ><
>< Mael >< AFITII >< BspAl Hhal ><
>< BspWLl>< Msel >< Afal >< AlwI>< Bsplq3L Cfol ><
AATGCTAGTT ARACAAGGAG ATGATTACGT GTACCTGCCT TACCCAGATC CATCAAGAAT ATTAGGCGCA
15830 15840 15850 15860 15870 15880 15890
>< Rsal >< SfaNI
>< TthHBSI >< Cspébl >< MaeIll
>< Tagl >< Afal BsrI ><
GGCTGTTTTG TCGATGATAT TGTCAAAACA GATGGTACAC TTATGATTGA AAGGTTCGTG TCACTGGCTA
15900 15910 15920 15930 15940 15950 15960
> < FokI
>< BspWI
TTGATGCTTA CCCACTTACA ARACATCCTA ATCAGGAGTA TGCTGATGTC TTTCACTTGT ATTTACAATA
1597¢ 15980 15990 16000 16010 16020 16030
>< Van9ll
>< PEIMI
>< Nspl
> < PalIr»< NspHI
> < MscI>»>< Nlalll
> < HaeIll
> < BsuRI
»< Bsrl
>< Eael >< BslI >< Nspl
> < BshI>< BsiYI >< NspHI
>< NlaIrll >< AfITII >< AfITII
>< MaelIl >< Alul > < Bali>< AccB7I »>< NlaIll
CATTAGARAG TTACATGATG AGCTTACTGG CCACATGTTG GACATGTATT CCGTAATGCT AACTAATGAT
16040 16C50 16060 16070 16080 16090 16100
»>< Rsal>» < Nlaiv
>< MnlI
>< Cspé6l >< Ddel >< Rsal
>< Bsri >< Mnll >< Cspbl
»>< Afai> < BscBI >< Afal SfcI »<
AACACCTCAC GGTACTGGGA ACCTGAGTTT TATGAGGCTA TGTACACACC ACATACAGTC TTGCAGGCTG
16110 16120 16130 16140 16154 16160 16170
>< NlalVv
»>< EcoNI
>< Eco3ll
»>< Eco641>< BsmAl
»>< BscBI >< BslI
>< Banl >< BsiYI
>< AciI >< Bsal
>< BspWI >< AccBlI>< Alw2el BbvI »<
TAGGTGCTTG TGTATTGTGC AATTCACAGA CTTCACTTCG TTGCGGTGCC TGTATTAGGA GACCATTCCT
16180 16150 16200 16210 16220 16230 16240
>< TthlllI
>< FnudHI >< N1alIIl > & Tru9r
>< BspWI >< Aspl > < Msel
ATCTTGCARG TGCTGCTATG ACCATGTCAT TTCAACATCA CACARATTAG TGTTGTCTGT TAATCCCTAT
16250 16260 L6270 16280 16290 16300 16310
>< Scrfl
>< Mval
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>< EcoRIIL
>< Ecll3erl
>< DsaV ‘
>< BstOL
>< BstNI
»>< BsiLIT >< Rmal
>< Bsadl >< Mnll BspWT ><
>< Apyl >< MaellIl >< MaeIII >< Mael >< Alul
GTTTGCAATG CCCCAGGTTG TGATGTCACT GATGTGACAC AACTGTATCT AGGAGGTATG AGCTATTATT
16320 16330 163490 16350 16360 16370 16380
>< MaelIIl >< Mnll
GCAAGTCACA TAAGCCTCCC ATTAGTTTTC CATTATGTGC TAATGGTCAG GTTTTTGGTT TATACAAAAR
16390 16400 16410 16420 16430 16440 16450
>< Nspl >< Nspl
>< NspHI > < Tthllll >< NspHI
>< Mlalll>»< MaelIll>< MaellX >< NlalIlI
>< AELITI >< Aspl >< AFITIT
CACATGTGTA GGCAGTGACA ATGTCACTGA CTTCAATGCG ATAGCAACAT GTGATTGGAC TAATGCTGGC
16460 16470 16480 16490 16500 16510 16520
»< Rsal
>< Plel
>< Ddel
>< Csp6lL
»>< BsmAI >< Hinfl >< MnlI
>< Alw261 >< HindIII Ddel ><
>< Afal >< Alul  >< Fnu4HI >< Bbvl
GATTACATAC TTGCCAACAC TTGTACTGAG AGACTCAAGC TTTTCGCAGC AGAARACGCTC AAAGCCACTG
16530 16540 16550 16560 16570 16580 16590
> < Thal
>< Scal
>< Rsal >< Rsal
> < MvnI
>< Csp&l  >< Cspé6l
> < BstOUI
> < Tru9rl > < Bsp50I
> < Msel > < Ndel >< Afal >< Afal
>< Alul > < Accll Mnll >
AGGAAACATT TAAGCTGTCA TATGGTATTG CCACTGTACG CGAAGTACTC TCTGACAGAG AATTGCATCT
16600 16610 16620 16630 16640 16650 16660
MaeIIl »><
>< Maelll
>< EcoD651
>< Eco9lI
>< BstPI
>< SfaNr >< Rmal >< BstELL
>< NLalll > Mael >< Bsrl
TTCATGGGAG GTTGGAAAAC CTAGACCACC ATTGAACAGA AACTATGTCT TTACTGGTTA CCGTGTAACT
16670 16680 16690 16700 16710 16720 16730
Rsal »<
>< MnlI
>< Rsal >< Rsal >< Hphl
>¢ Cspéhl »>< Cspbl >< SfalNI CspbI ><
>< Afal >< Afal >< MaelIll >< HphI Afal ><
ARAABATAGTA AAGTACAGAT TGGAGAGTAC ACCTTTGARA ADGGTGACTA TGGTGATGCT GTTGTGTACA
16740 16750 16760 16770 16780 16750 16800
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>< Rsal >< HphT
>< Cspel >< HindII bdel ><
>< Afal >< HincII Bfri ><
GAGGTACTAC GACATACAAG TTGAATGTTG GTGATTACTT TGTGTTGACA TCTCACACTG TAATGCCACT
1681¢ 16820 16830 16840 16850 16860 16870
>< Vnel
>< Snol
>< Sdul
>< NsplIl
>< HgiATI > < Sdul
>< Dralll > < Nspll
>< Bspl2B861 > < HgiBl
>< BmylL >< BspWI >< DralIl >< Rsarl
>< ApallI >< Rmal > < Bspl2861I >< Cspé6l
>< Alwd4l >< Mael > < BmylL >< Bsrl
>< Rlw2lI > < Alw2ll >< Afal DdelI >
TAGTGCACCT ACTCTAGTGC CACAAGAGCA CTATGTGAGA ATTACTGGCT TGTACCCAAC ACTCAACATC
16880 16890 16900 16910 16820 16930 16940
Styl ><
Sinl >
5aud%6r
NspIv >
"EcoTl1l4l ><
Ecod?l >
Ecol30I ><
>< Scal Cfrl3I >
BssT1I >«
»>< SphI »>< Rsal BsiZL >
>< Pael BsaJl »><
>< WlalIll Bmel8I =
>< Rmal >< Nspl»< Csp6I Avall »
>< Mael »< NspHI>< Afal Asul >
TCAGATGAGT TTTCTAGCAA TGTTGCAAAT TATCAAAAGG TCGGCATGCA AAAGTACTCT ACACTCCAAG
16950 16960 16970 16880 16990 17000 17010
>< Scrfl
>< Rsal
>< Mval
>< EcoRII
>< Ecll361
> < CspbI
>< BstOI
»>< BsENI

>< ¥cmY >< BslI
>< NspHII >< BsiYI
>< BsiLT
>< Apyl >< Bsrl
»< Dsav>< Afal > < HinfiI>< Plel
GACCACCTGG TACTGGTARG AGTCATTTTG CCATCGGACT TGCTCTCTAT TACCCATCTG CTCGCATAGT

17020 17030 17040 17050 17060 17070 17080
>< SfaNI
>< S5phl >< Pvull
>< Pael >< PspSL
>< Nspl »< NspBII
>< NspHI >< FnuqHI > < Tru9l
>< Bstli07I > < NlaIII»< BspWI >< Sspl
»>< Accl >< Nlalll >< Alul >< Bbvl > < Msel
GTATACGGCA TGCTCTCATG CAGCTGTTGA TGCCCTATGT GAARAAGGCAT TAARATATTT GCCCATAGAT
17090 17100 17110 17120 17130 17140 17150
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> < Thal
»>< Thal
> < Mvnl
>< Mvnl >< Thal
> < HinPlI
>< HinPlI
»>< HinPlI »>< Mvnl
> < Hin6I
»>< Hin6l
> < Hhal
>< Hhal >< Hhal
> < Cfel
»>< Cfol >»< Cfol
> < BstUIL
>< BstUL >< BstUIL
>< BssHII
>< BspMIL
> < BspS501
>< Bsp50I>< BspS0I Rmal >
»< TELT >< Hin6I>» < Accll Mael >
>< HinfI >< AccIl »>< Accll > < EcoRT
ARATGTAGTA GAATCATACC TGCGCGTGCG CGCGTAGAGT GTTTTGATAA ATTCARAGTG AATTCAACAC
17160 17170 17180 17190 17200 17210 17220

>< Zsp2l
>< PpullI
»< NsilI
>< Mphll03I
>< EcoT22I

>< Bsgl > < Avalll »>< DrdIX
TAGAACAGTA TSTTTTCTGC ACTGTABRATG CATTGCCAGA AACAACTGCT GACATTGTAG TCTTTGATGA
17230 17240 17250 17260 17270 17280 17290
>< Rmal
>< Mael >< Maell
AATCTCTATG GCTACTAATT ATGACTTGAG TGTTGTCAAT GCTAGACTTC GTGCAARACA CTACGTCTAT
17300 17310 17320 17330 17340 17350 17360
>< Sau3Al
»>< Ndell
>< Mbol
>< OpnIi
>< DpnI
>< Bsphl >< Rmal
>< Alwi>»< Bspl43l > < Acil >< Mael Sspl ><
ATTGGCGATC CTGCTCAATT ACCAGCCCCC CGCACATTGC TGACTAAAGG CACACTAGAA CCAGARATATT
17370 17380 17320 17400 17410 17420 17430
>< Sinl
>< Sau%6l
>< NspIV >< Styl

»>< NspHII >< NspI
>< Ecod471I >< NgpHI
>< Cfri3l >< NlalIIl

>< Bsizl >< EcoTl4I
»>< Bsgl >< Ecol30I
>< Bmel8I >< BssTlI
> Tru9l >< Avall >< BsaJdl
>< Msel >< Asul> < AfLIIL
TTAATTCAGT GTGCAGACTT ATGAAAACAA TAGGTCCAGA CATGTTCCTT GGAACTTGTC GCCGTTGTCC
17440 17450 17460 17470 17480 17480 17500
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»>< HindIl
. »>< Hincll >< Alul
TGCTGAAATT GTTGACACTG "TGAGTGCTTT AGTTTATGAC AATAAGCTAA AAGCACACAA GGATAAGTCA
17510 17520 17530 17540 17550 17560 17570
>< Alul >< NlaIlf
GCTCAATGCT TCAAAATGTT CTACAAAGGT GTTATTACAC ATGATGTTTC ATCTGCAATC AACAGACCTC
17580 17590 17600 17610 17620 17630 17640
>< MnllI
>< EcoNI
>< BslI >< HphI
>< BsiYI > Alul
AAATAGGCGT TGTAAGAGAA TTTCTTACAC GCAATCCTGC TTGGAGAARAA GCTGTTTTTA TCTCACCTTA
17650 17660 17670 17680 17690 17700 17710
>< Sfel >< Ddel >< TEil
> < Alul >< Bfrl >< Hinfl
TAATTCACAG AACGCTGTAG CTTCAAAARAT CTTAGGATTG CCTACGCAGA CTGTTGATTC ATCACAGGGT
17720 17730 17740 17750 17760 17770 17780
> < HindII
>< Tthilll > < HincII
>< Aspl >< AciI
TCTGAATATG ACTATGTCAT ATTCACACAA ACTACTGAAA CAGCACACTC TTGTAATGTC AACCGCTTCA
17790 17800 17810 17820 17830 17840 17850
>< Xholl
>< Sau3Al
> Ndell
>< MELIL
>< Mbol
>< Maml
>< Dpnil
>< Bpnl
>< Bst¥I
>< BspAl
>< Bspl43T
>< BsiBI
>< BsaBI
»>< BspWI >< BgliIT
ATGTGGCTAT CACAAGGGCA AAAATTGGCA TTTTGTGCAT AATGTCTGAT AGAGATCTTT ATGACARACT
17860 17870 17880 17890 17900 1791¢ 17920
»>< Xbal
>< Rmal >< Maelll
»>< Mael >< Maell : Bsrl ><
GCRATTTACA AGTCTAGAAR TACCACGTCG CAATGTGGCT ACATTACAAG CAGAARATGT AACTGGACTT
17930 17940 17950 17960 17970 17980 17550
>< SaulAl
>< Ndell
»>< Mboll
>< Mbol
> < Fokl
>< DpnIl >< Nlalv
>< Dpnl >< Eco6dl
S BSPAI >< BscBI
>< Tru9l >< Bspld3I »< Banl Mnll ><
>< Mselx< Sfel >< BbsI > < Bsrl >< AccBlI >< Ddel
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TTTAAGGACT GTAGTAAGAT CATTACTGGT

18000 18010 18020
>«
><

TAMRAGTTCAA GACTGRAGGA TTATGTGTTG

1B070 18080 18090

CATCTCTATG ATGGGTTTCA AARATGAATTA
18140 18150 18160
>< Xmnl
> < MboII
> < MaeIll
>< Aspl00IL
>< BAlul >< MaeIl
GAAGCTATTC GTCACGTTCG TGCGTGGATT
18210 18220 18230
>< Rsal
>< Gsul >< Bmal
>< Cspbl >< Mnll
>< Bpml >< pMael
>< Afal >< Alul
TGGGTACTAA CTCTACCTCTC CAGCTAGGAT
18280 18290 18300
>< HindIT >< Hphl
»>< HincII >< EcoRI
Fl

CTTCATCCTA CACAGGCACC TACACACCTC AGCGTTGATA
18030 18040 18050 18060

>< ScrfFl
>< Mval
>< EcoRII
>< EcoblI
>< Ecll3i6l
>< Dsav
>< BstOI
>< BstNI

>< Plel
>< NlaIll
HindII>< BsiLI Hinfl »><
HincII>< Apyl Accl >«
ACATACCAGG CATACCAAAG GACATGACCT ACCGTAGACT

18100 18110 18120 18130
»>< Maelll Thal »<
>< Eco0651 MvnI ><
>< Eco9l1 BstUT »><
>< BstXI BspS0I ><
»>< BstPI »>< Acil
>< BstEII >< RphI  AcclIl ><
CCAAGTCAAT GGTTACCCTA ATATGTTTAT CACCCGCGAA
18170 18180 L8130 1820¢C
>< SfaNI
>< Rmal
>< Nlalll
>< MnlT >< Mael
GGCTTTGATG TAGAGGGCTG TCATGCAACT AGAGATGCTG
18240 18250 18260 168270
> Tru9l
>< Msel
»>< Hpal
»>< HindIIL >< Rsal
>< HinclkI >< Cspél
>< Ddel »>< Alul BsrI »><
>< Sfel >< Bfrl »>< Afal
TTTCTACAGG TGTTAACTTA GTAGCTGTAC CGACTGGTTA
18310 18320 18330 18340
>< ScrFl
»>< Mval
>< MnlI
»>< MaelIll
>< EcoRIT
>< Lcoo0651
>< EcoWNl
>< Eco91X
>< Ecll3erl
>< DzaV  Tru9l =<
>< Dralll
>< BstPI
>< BstQI
>< BstNI Pmel ><
>< BstEIT
>< Bsll Msel »<
>< BsiYI HphI ><
>< Tru%l >< BsikI Dral »><
»>< Msel >< Apyl »>< Bsrl
GURA 13. 42

255



ES 2396 127 T3

TGTTGACACT GRBAAATRACA CAGAATTCAC CAGAGTTAAT GCARAACCTC CACCAGGTGA CCAGTTTAAA

18350 " 18360 18370 18380 18390 18400 18410
>< ScrfFl
>< Mval
>< EcoRII
>< Ecll36I
»>< DsaV
>< BstOl
>< BstNI >< Rsal
>< BsiLI Ddel »><
>< BsaJIl > < Tru9l>< Cspél
>< NlaiIl >< Apyl > < Msel »< Afal
CATCTTATAC CACTCATGTA TAAAGGCTTG CCCTGGAATG TAGTGCGTAT TAAGATAGTA CARATGCTCA
18420 184340 18440 18450 18460 18470 18480
>< NlaIll
>< HinPlI
>< Tthilll >< HinoI
>< HinEl > < Hhal
>< Aspl >< Plel > < Cfol >< Alul
GTGATACACT GAAAGGATTG TCAGACAGAG TCGTGTTCGT CCTTTGGGCG CATGGCTTTG AGCTTACATC
18490 18500 18510 18520 18530 18540 18550
»< Sinl
>< Sauf8e6r
>< Nsplv
>< NspHIT
>< Eco47I
>< Cfrl13I
>< Scal >< Bsizl
>< Rsal >< BmelBI
>< Cspbl »>< Avall >< Maell
>< Afal >< Asul >< AfLITI >< MaelllI>< Maell
AATGAAGTAC TTTGTCAAGA TTGGACCTGA AAGAACGTGT TGTCTGTGTG ACAAACGTGC MACTTIGCTTT
18580 185740 "18580 18590 18600 18610 18620
> < TfiLI >< TthlliT
> < Hinfl > < Aspl
TCTACTTCAT CAGATACTTA TGCCTGCTGG AATCATTCTG TGGGTTTTGA CTATGTCTAT AACCCATTTA
18630 1864¢Q 18650 18660 18670 18680 18690
>< Scrkl
Rsal »><
>< Mval
»>< EcoRII
Ecll136T >«
>< DsaV
CspéI »<
BstXI ><
> < MaelII >< BstOL
> < Eco0651 >< BstNL
> < Brco9ll >< BsiLI
> < BstPI >< Apyl
>< BEco37I> < BstEILT »< MaelIl >< NlaIll Afal ><
TGATTGATGT TCAGCAGTGG GGCTTTACGG GTAACCTTCA GAGTAACCAT GACCAACATT GCCAGGTACA
18700 1871¢ 18720 18730 18740 168750 18760
>< SfaNf
>< Rmal
>< MWspl
>< NspHI
FIGURA 13.43
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>< NMlalll >< Rmal
>< Mael >< Mlalll Trudl »><
>< NlaIIIl >< BspWI : >< Mael >< NlaIIl
> < AfIITI >< BspHI Msel ><
TGGARATGCA CATGTGGCTA GTTGTGATGC TATCATGACT AGATGTTTAG CAGTCCATGA GTGCTTTGTT
18770 18780 18790 18800 18810 18820 18830
>< Thal
>< Mvnl
>< HinPlI
>< Hin6I
>< Hhal
>< Cfol
>< BstUl >< EcoNI>» < MnllL
>< Bsp5h01I »>< Bsll >< Tru9l
>< Bccll >< BsiYI >< bdel »>< Msel
BAGCGCGTTG ATTGGTCTGT TGAATACCCT ATTATAGGAG ATGAACTGAG GGTTAATTCT GCTTGCAGAR
18840 18850 18860 18870 18880 18890 18500
>< Rsal
>< Csp6l >< MboTl > < Nlalll
>< Afal >< NLalIll >< BspWI >< Bsrl >< BspHI
AAGTACADCA CATGGTTGTG AAGTCTGCAT TGCTTGLCTGA TAAGTTTCCA GTTCTTCATG ACATTGGAAA
18310 18920 18930 18940 18950 18960 18970
>< Saul
>< MstIll
>< Eco811 .
>< Ddel Nlafill ><
>< Cwnl >< Espl
>< Bsu36l >< BEcoS57I MaelIll ><
>< BselZll >< Ddel
>< Axyl >< CelIl
>< Accl >< Mnll >< SfaNT >»< Bpulld2I
TCCARAGGCT ATCAAGTGTG TGCCTCAGGC TGAAGTAGAA TGGRAGTTCT ACGATGCTCA GCCATGTAGT
18980 18990 19000 19010 19020 19030 19040
>< Mnll >< Ksp6321
>< HindIIT »>< Earl
>< Alul >< MboIl »< Eamll04I
GACARAAGCTT ACAAAATAGA GGAACTCTTC TATTCTTATG CTACACATCA CGATAAATTC ACTGATGGTG
19050 18060 15070 15080 19090 19100 19110
>< SaulAl
>< HNdell
>< Mbol
>< Maell> < MaellI
>< DpnkEl
>< Dpnl
>< BspAl Hinfl >
>< MaelIIl »< Bspl43I >< Munl Drdl ><
TTTGTTTGTT TTGGAATTGT AACGTTGATC GTTACCCAGC CAATGCAATT GTGTGTAGGT TTGACACAARG
19120 19130 19140 1915¢ 19160 19170 15180
Zsp2I ><
>< Sphl
> < Ppulll
>»< Pael
>< Nspl
>< Scrrl >< NspHI
>< Mval >< Nlallt
»< EcoRIIL Mphl1ll03I »><
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>< Ecll36l >< Gsul
>< DsgaV EcoT221 ><
>< BstOI >< BsmI
>< BstNI >< BscCl
>< BsilLi >< Bpml >< Nsil
>< Plel >< Apyl >< Avalll
AGTCTTGTCA AACTTGAACT TACCAGGCTG TGATGGTGGT AGTTTGTATG TGAATAARGCA TGCATTCCAC
19190 19200 19210 19220 16230 19240 19250
>< TruSI
> < Munl
. >< TthHBSI >< Msel
>< Begl/a  »< Taql >< Dral
>< Alul >< Begl
ACTCCAGCTT TCGATAAMAAAG TGCATTTACT AATTTARAGC AATTGCCTTT CTTTTACTAT TCTGATAGTC
19260 19270 19280 192580 19300 19310 19320
>< Plel Sfall ><
>< NlalIll >< Maell
>< BsmAl BsaAl ><
»>< HinfI>< Alw26l BE1IIL ><
CTTGTGAGTC TCATGGCARA CAAGTAGTGT CGGATATTGA TTATGTTCCA CTCAARATCTG CTACGTGTAT
19330 19340 19350 18360 19370 19380 19390
Zsp2l >
>< Scal
PpullI »><
>< RsalINsil >
Mphl1031 >

>< SfaNIEcoT22I
> < Rsal >< Cspé6l
>< Cspél Avalll ><
>< NlallII> < Afal >< Afafl
TACACGATGC AATTTAGGTG GTGCTGTFTG CAGACACCAT GCAARATGAGT ACCGACAGTA CTTGGATGCA

W

19400 19410 19420 19430 15440 19450 19460
»< FokI
TATAATATGA TGATTTCTGC TGGATTTAGC CTATGGATTT ACAARACAATT TCGATACTTAT AACCTGTGGA
19470 19480 19490 18500 19510 19520 1.9530
>< ScrfI
>< Mval
>< MaelIl
>< EcoRII
>< Eclldel
>< DsaV
>< BstOI
>< BstNI
>< BsillI >< TruSI
>< Apyl »< Msel
ATACATTTAC CAGGTTACAG AGTTTAGAAA ATGTGGCTTA TAATGTTGTT AATAAAGGAC ACTTTGATGG
19540 19550 19560 18870 13580 19590 19600
>< Sgrial
»>< Nael
>< Mspl > < Vspl
>< Hpall > < Truf:
>< HapIl > < Msel
>< CEfrlQlI > < Asnl
>< BspWI > < Asel
ACACGCCGGC GABAGCACCTG TTTCCATCAT TAATAATGCT GTTTACACAA AGGTAGATGG TATTGATGTG
19610 19620 19630 19540 19650 19660 19670
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>< XhollI
>< Sau3al
>< Ndell
>< MELI
>< Mbol
>< Dpnll
>< Dpnl >< Maelll
>< BstYI >< Espl
>< BspAl >< DdelTru9l ><
>< Bspld3l >< Trudl >< CellIMsel ><
>< BglIX >< Msel >< Alul >< BpullQ2I
GAGATCTTTG AARAATAAGAC BAACACTTCCT GTTAATGTTG CATTTGAGCT TTGGGCTRAAG CGTAACATTA
19680 19690 19700 19710 186720 19730 19740
»>< FnudHI
>< Tru9rl >< EcoRV
>< BsrT >< Msel >< Bbvl >< Eco32T
AACCAGTGCC AGAGATTAAG ATACTCAATA ATTTGGGTGT TGATATCGCT GCTAATACTG TAATCTGGGA
19750 19760 19770 19780 19780 19800 19310
>< Nspl
»>< NspHI
>< NlalIl
>< Bsgl
>< AfITTIL
CTACAAAAGR GAAGCCCCAG CACATGTATC TACAATAGGT GTCTGCACARA TGACTGACAT TGCCAAGAAA
19820 19830 19840 19850 19860 19870 19880
>< Ddel>»< MbolIl >< Accl
CCTACTGAGA GTGCTTGTTC TTCACTTACT GTCTTGTTTG ATGGTAGAGT GGAAGGACAG GTAGACCTTT
19850 19900 159810 19620 19630 19940 19950
sinl ><
Sau’%6l ><
NspIV ><
MNspHII ><
NLaiVv ><
Ecodll ><
Cfrl31 »><
>< BsllI
BsiZl ><
>< BsiYI
BseBI »><
BmelBI ><
>< TruSI Avall ><
>< Msel Asul ><
TTAGAAACGC CCGTAATGGT GTTTTAATAA CAGAAGGTTC AGTCAAAGGT CTAACACCTT CAAAGGGACC
19960 19570 19980 19990 20000 20010 20020
>< VspI
>< Tru9l
>< Plel
>< Rmal >< Msel TrudI ><
>< Nhel »< MaeIll >< Trull
>< Mael >< Asnlk >< TEil Msel ><
>< Hgal>< Alul >< HinfI>< Asel >< Hinfl >< Msel
AGCACAAGCT AGCGTCAATG GAGTCACATT AATTGGAGAA TCAGTAAAAR CACAGTTTAA CTACTTTAAG
20030 20040 20050 20060 20070 20080 20090
>< Ddel >< MnlI Trud9l ><
>< BsmAl »< Ddel
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>< Acel >< Alw26l >< BfriMsel ><
AAAGTAGACG GCATTATTCA ACAGTTGCCT GAMRACCTACT TTACTCAGAG CAGAGACTTA GAGGATTTTA
20100 20110 20120 20130 20140 20150 20160
>< TthHBSI
>< Taql
>< Sst}
>< Sdul Xhol ><
>< Sacl TthHBBIL >
> < PaeR7I Taql >
> < NspIII Slal ><
>< NspIl PaeR7I ><
>< Hgihl NsplII ><
> < Eco88I >< MnlI
>< Xeml > < Xhol>< Eco241 EcoB8BI >«
>< Sau3Al >< Ecll36II Ccrl ><
>< Ndell > < Slal>< BsplZ286L BspWI ><
>< Mbol > < Cerl>< BmyI Becol »><
>< Dpnll > < Beol>< BanIl > < Begl/a
>< Dpnl > < bma871 aval ><
>< BsphAl > < Aval>»< AlwZlI BmaBiI »><
»>< Bspld3I »>< Alul >< EcoRI  >»< FokIAlul ><
AGCCCAGATC ACAAATGGAA ACTGACTTTC TCGAGCTCGC TATGGATGAA TTCATACAGC GATATAAGCT
20170 20180 20190 20200 20210 20220 20230
»>< TthHBBI
>< Tagl
>< Sful
>< NspV
>< Lspl
>< Cspd5I
>< BstBl
>< Bspll9rl
>< BsiCI >< Mool
>< Bpul4l >< BbsI Tru9l ><
>< Asull »< Begl >< NlalIIl »>< AcilMsel »><
CGAGGGCTAT GCCTTCGAAC ACATCGTTTA TGGAGATTTC AGTCATGGAC AACTTGGCGG TCTTCATTTA
20240 20250 20260 20270 20280 20290 20300
>< Hphl
>< HinPlL
>< Hinél
>< Espl > < Hhal >< TfiIl
>< Ddel >< Haell
>< Celll >< Ecod7IIL >< Tru9l
>< BpullO02I > < Cfol »>< Hinfl >< Msel
>< Bfrl >< Bspl43I1 >< Mnll
ATGATAGGCT TAGCCAAGCG CTCACAAGAT TCACCACTTA BATTAGAGGA TTTTATCCCT ATGGACAGCA
20310 20320 20330 20340 20350 20360 20370
>< Mstl
>< HinPlI SaulAl ><
>< HinéI NdeIl ><
>< Hhal Mbol »><
>< Fspl DpnII ><
>< Fdill Dpnl »><
>< Cfol ‘ BspAlI ><
»>< SfaNnNI >< AviTl Bspld43l ><
CAGTGARLAR TTACTTCATA ACAGATGCGC AAACAGGTTC ATCAAAATGT GTGTGTTCTG TGATTGATCT
20380 20390 20400 20410 204z2¢ 20430 20440
>< TthHBSIL
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>< Tghl1l1lX
>< Taql
>< Aspl > < Maelll MaelIIl »><
TTTACTTGAT GACTTTGTCG AGATAATARA GTCACAAGAT TTGTCAGTGA TTTCAAAAGT GGTCAAGGTT
20450 20460 20470 20480 20490 20500 20510
>< Nspl
>< NspHI
>< NlaIll
>< FokI
>< Munl > < NlaTIl >< AfITIT
ACAATTGACT ATGCTGAAAT TTCATTCATG CTTTGGTGTA AGGATGGACA TGTTGAAACC TTCTACCCARA
20520 20530 20540 20550 20560 20570 20580
>< SfaNI
>< ScrFl
>< Mval
>< EcoRIT
>< Ecll3eX
>< DsaV
>< BstOI >< SfaNI
>< BsbkNI >< Rsal BspWI ><
>< BsiLI > < Csp6l BsmI >
>< BspWI >< Apyl >< Afal 8scCI ><
AACTACAAGC AAGTCAAGCG TGGCAACCAG GTGTTGCGAT GCCTAACTTG TACAAGATGC AAAGAATGCT
20590 20600 20610 20620 20630 20640 20650
>< BEcod7Il »< Maelll ) >< Hphl
TCTTGAAAAG TGTGACCTTC AGAATTATGG TGAARATGCT GTTATACCAA AAGGAATAAT GATGAATGTC
20660 20670 20680 20690 20700 20710 20720
> < Rsal
>< Cspbol
>< Bstll071 >< Tru9l >< Alul
>< Accl >< Msel > < AfaINlalIl »><
GCAAAGTATA CTCAACTGTG TCAATACTTA AATACACTTA CTTTAGCTGT ACCCTACAAC ATGAGAGTTA
20730 20740 20750 20760 20770 20780 20790
»>< Scrfil
>< Rsal
>< Mval
>< EcoRIT >< NspBIL
>< Ecll36I >< Sdul
> < Cspél >< NspIT
>< BstOI »< Pvull»< HgiAl
>< BstNI »>< Ddel
>< BsiLI >< PspSI>< Bspi286T

>< Apyl
»< DsaV>< Afal

>< Alul >< BmyI
>< Alw2lI

TTCACTTTGG TGCTGGCTCT GATAARAGGAG TTGCACCAGG TACAGCTGTG CTCAGACAAT GGTTGCCAAC

20800 20810

><

><
><
>< TthHBBI
>
><

20820 20830 20840 20850
XholI
>< Tru9l
Sau3AT
NdeIl
>< Msel
ME1I

Mbol

>< MamT

>

DpnlL

»>< TEil >< Dpni
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> < TFiT

>< BstYI
>< BspAl > < Hinfl
>< HinfI>< Bspl43I >< Espll >< Trudl
>< BsiBI »>< TEhillI >< BsmBI »>< Msel
>< BsaBI >< BsmAl > < BsmAI
>< Bsrl >< Tagl >< BglII »< Aspl >< Alw26l >< Hgal> < Alw26I
TGGCACACTA CTTGTCGATT CAGATCTTAR TGRCTTCGTC TCCGACGCAG ATTCTACTTT AATTGGAGAC
20870 20880 208%0 209040 20910 20920 20930
>< Styl
>< SinI
>< 5au96I
> < SinT >»>< RmaTl
> < Sau9ar >< NspIV
>< Pss] NspHII >«
>< PspiIl >< Mael
> < PpuMI >< EcoTl4I
> < NsplV »>< Ecoqd7I
>< MsplII >< Ecol3dl
>< NlalIv »>< Cfr13fL
> < EcoQl091I >< BssT1L
> < Ecod?1 >< BsiZI
> < Drall >< BsaJl
» < Cfrl3i >< BmelBI
> < BsiZdl >< Blnl
>< BscBI >< AvrIl
>< Rsal > < Bmel8I >< Avall
> < Cspé6l > < Avall >< Asul
»< Afal > < Asul AfITII »<
TGTGCAACAG TACATACGGC TAATAMLATGG GACCTTATTA TTAGCGATAT GTATGACCCT AGGACCAAAC
20940 20850 20960 20970 20580 20880 21000
>< Nspl
>< NspHI
>< NlaIIIl >< Plel Rmal ><
>< MaelIll >< Hinfl Mael ><
ATGTGACAAA AGAGAATGAC TCTAAAGAAG GGTTTTTCAC TTATCTGTGT GGATTTATAA AGCARARACT
21010 21020 21030 21040 21050 21060 21070
>« ScrfPI
>< Mval
>< EcoRII
>< Bcll3el
>< DsaVv
>< BstOI Sau96r >
>< BstMI NspIV >
»>< BsiLlI CEfri3I >
>< BsaJdl BsiZI >
>< Bsadl >< Sfcl >< Bsml >< Bsml Asul >
>< Apyl > < Alul >< BscCI »< BseCIHindIII ><>< Ajul
AGCCCTGGGT GGTTCTATAG CTGTAAAGAT AACAGAGCAT TCTTGGAATG CTGACCTTTA CAAGCTTATG
21080 210890 21100 21110 21120 21130 21140
>< Zsp2l
>< Ppulll
>< Pall >< Nsil
>< Haelll >< Mphll03I Truf9l ><
>< BsuRI »>< MaeIlX >< EcoT22I >< Msel
>< BshlI >< NlaIII>< Alul »< Begl >< AvalIll »>< SfaNIBcgl/a ><
GGCCATTTCT CATGGTGGAC AGCTTTTGTT ACAAATGTAA ATGCATCATC ATCGGAAGCA TTTTTAATTG
21150 21160 21170 21180 21190 21200 21210
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>< Zsp2l
>< gphl
>< Ppulll
>< Pael
>< Nspl
>< NspHI
>< Nsil
>< NlaIll
> < NlalIl
>< Mphll03T
>< EcoT22L
> < Avalll >< MnlI
GGGCTAACTA TCTTGGCAARG CCGAAGGAAC AAATTGATGG CTATACCATG CATGCTAACT ACATTTTICTG
21220 21230 21240 21250 212460 21270 21280
Tru9l >«
>< MboIl >< Tru9l
>< Gsul Msel ><
>< Bsrl >< Msel
>< Bpml Mnll ><
»>< BbsI >< N1lalll >< Mnll
GAGGAACACA AATCCTATCC AGTTGTCTTC CTATTCACTC TTTGACATGA GCAAATTTCC TCTTABRATTA
21280 21300 21310 21320 21330 21340 21350C
>< Tru9ll
>< Msel
»< EspdlI> < Tfil
>< BsmAl Ksp632I ><
>< Alw26l >< MboIl >< Earl
>< AfLII> < Hinff Eamll04T ><

AGAGGAACTG CTGTAATGTC TCTTAAGGAG AATCAAATCA ATGATATGAT
21360 21370 21380 21390 21400

GTAGGCTTAT CATTAGAGAR ARCAACAGAG TTGTGGTITC AAGTGATATT

21430 21440 21450 21460 21470
>< Nspl >< Spel
>< NspHI >< Rmal
>< NlaIll >< Mael >< Maelll
CATGTTTATT TTCTTATTAT TTCTTACTCT CACTAGTGGT AGTGACCTTG
21500 21510 21520 21530 215449
> < Alul >< MnlI
GATGTTCAAG CTCCTAATTA CACTCARCAT ACTTCATCTA TGAGGGGGGT
21570 21580 21590 21600 21610
>< Sau3Arl
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TTATTCTCTT CTGGAARAAG
21410 21420

>< Tru9l

>< Msel

>< HindII

»< HincII

>< Hpal AfLIII >
CTTGTTAACA ACTAAACGAA

21480 21490

»>< Vnel
>< Snol
>< Sdul
>< NspIlI
»>< Hpall
>< Hgihl
>< HaplIl
> CEfriol
>< Bspl2861
>< MsplI>< BmyI
>< ApalI
>< Alwd4T
>< Agel >< Alwell
ACCGGTGCAC CACTTTTGAT
21550 21560

TTACTATCCT GATGARATTT
21620 21630
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>< NdeII
>< Mbol
>< Dpnll
>< Dpnl >< Tru9l
=< BspAl ><¢ MseI > < Mboll
>< Bspld3l >< Ddel >< Maelll
TTAGATCAGA CACTCTTTAT TTAACTCAGG ATTTATTTCT TCCATTTTAT TCTAATGTTA CAGGGTTTCA
21640 21650 21660 21670 21680 21690 21700
>< Vspl
>< Tru9l
>< Msel :
>< Asnl »>< TruSl »>< FokI
>< Asel >< Maell >< Msel >< Bbvl > < Fnud4HI
TACTATTAAT CATACGTTTG GCAACCCTGT CATACCTTTT AAGGATGGTA TTTATTTTGC TGCCACAGAG
21710 21720 21730 217406 21750 21760 21770
>< Bsll
>< Dsal>< BsiYI >< NlaTllIl
>< BsadJl > < MaelIlX
AAATCARATG TTGTCCGTGG TTGGGTTITT GGTTCTACCA TGAACAACAA GTCACAGTCG GTGATTATTA
21780 21790 21800 21810 21820 21830 21840
»< hspl
>< Trudl >< NspHI
>< Msel >< NlalXl
>< HphI >< Maelll >< Ma=IIl
TTAACAATTC TACTARTGTT GTTATACGAG CATGTAACTT TGAATTGTGT GACAACCCTT TCTTTGCTGT
21850 21860 21870 21880 21890 215900 21910
>< Styl >< Zsp2l
>< NlaIIll >< Trugl
>< Neol »>< Rsal >< PpullI TEhHBEI ><
>< EcoTl1l41I >< Nsil >< Tagl
>< Ecol30T >< Msel SfaNl »><
>< Dsal>< Cspbl >< Mphll03I Rsal ><
>< BssT1lY >< TthHBRE8T >< EcoT22I Cspol ><
»>< Bsadl>< Afal >< Taql >< Avalll Afal ><
TTCTAAACCC ATGGGTACAC AGACACATAC TATGATATTC GATAATGCAT TTAATTGCAC TTTCGAGTAC
21820 21830 21840 21950 21960 21970 21980
>< Tru9l
>< Msel
>< Dral
ATAT CTGATG CCTTTTCGCT TGATGTTTCA GAAAAGTCAG GTAATTTTAA ACACTTACGA GAGTTTGTGT
21990 22000 22010 22020 22030 22040 22050
>< S5au3Al
>< NdeIIl
>< Mbol
>< Dpnll
>< Trudl >< Dpnl
>< Msel >< BspAl
>< Dral >< Sfel Bspl4 3L >«
TTARARATAA AGATGGGTTT CTCTATGTTT ATAAGGGCTA TCAACCTATA GATGTAGTTC GTGATCTACC
22060 22070 22080 22090 22100 22110 22120
>< Tru9l
>< Tru9l > < Tru9l >< Msel
>< Msel > £ Msel >< Mnll
TTCTGGTTTT AACACTTTGA AACCTATTTT TAAGTTGCCT CTTGGTATTA ACATTACAAA TTTTAGAGCC
22130 22140 22150 22160 22170 22180 221580
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> < Sdul>< Sfel
>< PvulIl
>< Psp51
> < NsplI
>< NspBII
> < MaeII > < FnudHI
> < Bspl286I >< Pstl Tru9l >
>< BspMI > < BmyI>< FnudHI Msel >
>< Hphl >< Bbvl >< Alul >< BbvT
ATTCTTACAG CCTTTTCACC TGCTCAAGAC ATTTGGGGCA CGTCAGCTGC AGCCTATTTT GTTGGCTATT
22200 22210 22220 22230 22240 222540 22260
»>< SfaNI
>< Rsal
> < Cs5p6I
>< Dral >< Afal >< AlwNI
TAAAGCCAAC TACATTTATG CTCAAGTATG ATGAAAATGG TACABATCACA GATGCTGTTG ATTGTTCTCA
22270 222g0 22290 22300 22310 22320 22330
> < Trull
> < Msel
>< Alul
AARATCCACTT GCTGAACTCA BATGCTCTGT TAAGAGCTTT GAGATTGACA AAGGAATTTA CCAGACCTCT
22340 22350 22360 22370 22380 223490 22400
>< Saul
> MstbIT
>< EBEceBlI
»< Ddel
>< Cvnl
>< Bsul6l
>< Bse2lX
>< Axyl »>< TELI
>< Mnll >< Aocl >< Mnll  >< Hinfl >< Sspl >< Mnll
BAARTTTCAGGG TTGTTCCCTC AGGAGATGTT GTGAGATTCC CTAATATTAC AAACTTGTGT CCTTTTGGAG
22410 22420 22430 22440 22450 22460 22470
>< ZspZl
>< PpulOL
>< NsiT
> < NlaTlIrl
>< Mphll03E
>< TruSl »>< EcoT22I
>< Msel >< Avalll
AGGTTTTTAA TGCTACTAAA TTCCCTTCTG TCTATGCATG GGAGAGAAAA ABAATTTCTA ATTGTGTTGC
22480 22490 22500 22510 22520 22530 22540
>< Sdul
>< Nspll
>< HgiAl
>< Bspl2B¢6I
>< BmylI >< Tru9l
>< Alw21I >< Msel Ddel ><
TGATTACTCT GTGCTCTACA ACTCAACATT TTTTTCAACC TTTAAGTGCT ATGGCGTTTC TGCCACTAAG
22550 22560 22570 22580 22590 22600 22610
>< SaulAl
>< Ndell
>< Mbol
>< DpnllL
>< Dpnl
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>< BspAlI >< TfiI
>< Bspld3l >< RinfI
TTGARATGATC TTTGCTTCTIC CAATGTCTAT GCAGATTCTT TTGTAGTCAA GCGGAGATGAT GTAAGACAAA
22620 22630 22640 22650 22660 22670 22680
>< ScrfFl
»>< Mval
>< HinPll
»>< Hin6l
>< Hhal
>< Haell
>< EcoRII
><, Ecll36I
>< DsaVv
>< Cfol
>< BstOI
>< BsENI
>< Bspld3IX
>< BsiLI
>< Apyl > < BsrI >< NlaIXX
TAGCGCCAGG ACAARCTGGT GTTATTGCTG ATTATAATTA TAAATTGCCA GATGATTTCA TGGGTTGTGT
22690 22700 22710 22720 22730 22740 22750
>< SfaNL
>< Rmal - Ddel ><
>< Mael >< Bsrl BfrI »><
CCTTGCTTGG AATACTAGGA ACATTGATGC TACTTCAACT GGTAATTATA ATTATARATA TAGGTATCTT
22760 22770 22780 22790 22800 22810 22820
>< Sau96l
>< Palr
>< NsplV
> < HindIII
>< HaelIl
>< EcoQl09I
>< Drall
>< Ddel
>< Ctrl3l
>< BsuRE
>< BsiZI
>< Bshil

>< BfrI »>< PssI
>< NlaIll >< Asul>< BsmAl

»>< Alul >< Alw26I BspWI ><
AGACATGGCA AGCTTAGGCC CTTTGAGAGA GACATATCTA ATGTGCCTTT CTCCCCTGAT GGCAAACCTT
22830 22840 22850 22860 228740 22880 22890
>< Tru9l
»>< Pall
>< Msel
>< HaeTlIl
>< Eagl>< Msel
>< Tru9l >< BsuRI
>< Msel >< BshI
>< BspMI >< Ball Bsrl ><
GCACCCCACC TGCTCTTAAT TGTTATTGGC CATTARATGRE TTATGSTTTT TACACCACTA CTGGCATTGG
22900 22910 22920 22930 22940 22950 22960
S5au96l »<

>< PallNspIV ><
> < Mspl NspHII ><
>< Haelll
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> < Hpall Eecod7I ><
>< Dsal

> < #Hapll CEri3l »<

>< BsuRISinl ><

>< GdiII BsiZl ><

>< Scal >< BsadJl
>< Rsal >< TruYl >< Eael BmelBIL ><
>< Cspéol >< Msel »< CfriOr Avall ><
>< Afal >< Dral >< BshI Asul »><
CTACCAACCT TACAGAGTTG TAGTACTTTC TTTTGAACTT TTARATGCAC CGGCCACGGT TTGTGGACCH
22970 22980 22990 23000 23010 23020 23030
>< Tru9l >< Rsal
>< Tru9l >< Csp6I
>< Plel Bsrl >»<
> < Trufdl >< Msel »>< Bsrl
> < MseI>< BsrI >< Msel »>< Hinfl >< Afal
AAATTATCCA CTGACCTTAT TAAGAACCAG TGTGTCAATT TTAATTTTAA TGGACTCACT GGTACTGGTG
23040 23050 23060 23070 23080 23090 23100
>< Tru9l >< Pall
>< Msel >< Haelll
>< Mboll >< GdiIL
>< Hpal >< Eael
>< HindII >< BsuRIL Tfil ><
>< Hinecll : »>< Bshl Hinfl »><
TGTTAACTCC TTCTTCAAAG AGATTTCAAC CATTTCAACA ATTTGGCCGT GATGTTTCTG ATTTCACTGA
23110 23120 23130 23140 23150 23160 23170
> < XhoII
>< TEhHBBI
»>< Taqgl
> < Saul3AIl
> < Ndell
> < MFLI
> < MboL
> < Dpnll
>< Dpnl
> < BstY1l
> < BspAl > < Sspl
»>< Alwl >< Bspl43l >< HphI
TTCCGTTCGA GATCCTAAAA CATCTGAAAT ATTAGACATT TCACCTTIGCT CTTTTGGGGG TGTAAGTGTA
23180 231590 23200 23210 23220 23230 23240
>< SerFI
>< Mval
>< EcoRII
>< Ecll361 »>< Tru9l
>< DsaV >< Msel
>< BstOlL . >< Hpal
>< BstNI >< HindII
>< BsiLi . >< Bgob71
>< Apyl »>< Bsgl >< HincII
ATTACACCTG GAACAAATGC TTCATCTGAR GTTGCTGTTC TATATCAAGA TGTTAACTGC ACTGATGTTT
23250 23260 23270 23280 23290 23300 23310
>< SaulAl
>< NlaIlI
>< NdeII
>< MboI
>< DpnIl
>< Dpnl >< HinPlI
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>< BspWI >< Hin6I
>< BspAl > < Hhal Plel ><
>< Sfer >< Bspl43l >< Alul> < Cfol >< Bsrl
CTACAGCAAT TCATGCAGAT CAACTCACAC CAGCTTGGCG CATATATTCT ACTGGAAACA ATGTATTCCA
23320 23330 23340 23350 23360 23370 23380
>< TLhHBBTI
>< Tagl
>< Sall
>< RtrI
>< NsplI
»>< Espl >< NspHI
>< Ddel >< NlaIIl
>< CelIl >< HindII
>< BpullG2I>< HineIl
>< HinfT >< Alul »>< Accl
GACTCAAGCA GGCTGTCTTA TAGGAGCTGA GCATGTCGAC ACTTCTTATG AGTGCGACAT TCCTATTGGA
23380 23440 23410 23420 23430 23440 23450
> < 3naBI
>< Scal
»>< Rsal
>< Rmal
>< Maell >< Mael
> < Eceol05I
>< Bmal >< Cspél
>< MaelIIl > < BsalAl
>< Alul >< Mael . >< Afatl
GCTGGCATTT GTGCTAGTTA CCATACAGTT TCTTTATTAC GTAGTACTAG CCAAMAATCT ATTGTGGCTT
23460 23470 23480 23490 23500 23510 23520
>< Munl
ATACTATGTC TTTAGGTGCT GATAGTTCAA TTGCTTACTC TAATAACACC ATTGCTATAC CTACTAACTT
23530 23540 23550 23560 23570 23580 23590
Rsal ><
>< MnlI
Csp6l ><
»>< Sfel AfaTl ><
TTCAATTAGC ATTACTACAG AAGTAATGCC TGTTTCTATG GCTAAAACCT CCGTAGATTG TAATATGTAC
23600 23610 23620 23630 23640 23650 23660
> < Tfil
> < HinfT
>< Acil > < Alui
ATCTGCGGAG ATTCTACTGA ATGTGCTAAT TTGCTTCTCC AATATGGTAG CTTTTGCACA CAACTAAATC
23670 23680 23690 23700 23710 23720 23730
>< Vnel
>< Sdul
>< NspIl
>< HgiAT >< PmlI
>< Snol>< Ddel >< Sau3Al >< PmaCIl
>< Bspl2861 >< Ndell >< Maell
>< BmylI >< Mbol >< Beo72l
»>< BbvI >< Dpnl >< Bsahl
>< ApaLI >< Bspld3l >< BbrPT
>< Alwq4dl >< DpnlIl >< AlwI
>< Alw2ll »< FnudHI >< BspAl >< AfLIIIIL
GTGCACTCTC AGGTATTGCT GCTGAACAGG ATCGCAACAC ACGTGAAGTG TTCGCTCAAG TCAMACABAT
237406 23750 23760 23770 23780 23790 23800
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»< Rsal
>< Csp6I >< Tru9l
' >< Afal >< 8spl >< Msel >< Sspl
GTACAAAACC CCAACTTTGA AATATTTTGG TGGTTTTAAT TTTTCACAAA TATTACCTGA CCCTCTAAAG
23810 23820 23830 23840 23850 23860 23870
>< Mnll
>< MnlT »>< TruSI >< SfaNI  >< HphI NlalIl »><
>< Ddel >< mMnll >< Msel >< MaelIll BspHI ><
CCARACTAAGA GGTCTTTTAT TGAGGACTTG CTCTTTAATA AGGTGACACT CGCTGATGCT GGCTTCATGA
23880 23890 23900 23910 23920 23930 23940
»< Xholl
»>< SauldAl
>< Styl >< Rmal
>< Bmal >< Ndell
>< Mael >< ME1I
>< EcoTl4I >< Mbol >< Mstl
>< Ecol30I >< Mael >< HinPlI
>< BssTI1I >< Vspl >< DpnIl >< Hin6I
>< BsmI »>< HphI> < DpnI >< Hhal
>< Bsc(Cl >< TrulSl >< BstYI >< FspT
>< BsadJdl >< Msel >< BspAl >< FdiII
>< Blnl >< Asnl > < Bspld3l >< Cfol
>< Avrll »>< Asel »>< BglII >< AviIl
AGCAATATGG CGAATGCCTA GGTGATATTA ATGCTAGAGA TCTCATTTGT GCGCAGAARGT TCAATGGACT
23950 23860 23970 23980 23990 24000 24010
>< RmalRsal ><
>< Mol >< FnudHIl >< FnudHI Cspél ><
>< BspWI >< BbvI >< BbvI >< BspWI >< MaeIAfal ><
TACAGTGTTG CCACCTCTGC TCACTGATGA TATGATTGCT GCCTACACTG CTGCTCTAGT TAGTGGTACT
24020 24030 24040 24050 24060 24670 240890
>< Mboll
>< HinPlI
>< HinGl
»>< Hhal
»>< Haell
>< FnudHI >< Ksp632I
»>< Cfol >< Earl
>< FokI >< BspWIL >< Eamll041
>< Bbhvl >< Bspl43IE
GCCACTGCTG GATGGACATT TGGTGCTGGC GCTGCTCTTC AAATACCTTT TGCTATGCAA ATGGCATATAE
24090 24100 24110 24120 24130 24140 24150
TruSl ><
>< MaeIIl Msel ><
GGTTCAATGG CATTGGAGTT ACCCAAARTG TTCTCTATGA GAACCAARAA CAAATCGCCA ACCAATTTAA
24160 24170 24180 24190 24200 24210 24220
MaeIl ><
>< TfLI »>< FnudfI
>< Hinfl >< BbvI >< Alul
CAAGGCGATT AGTCARATTC AAGAATCACT TACAACARACA TCAACTGCAT TGGGCAARGCT GCAAGACGTT
24230 24240 24250 24260 24270 24280 24290
>< Tru9l
»>< Msel
»>< Hpal >< Ddel
>< HindII »< BsmI >»>< Tru9l >< TrulSl >< Bfrl
>< HinclI»< BscC1I >< Msel > Msel >< Alul
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GTTAACCAGA ATGCTCAAGC ATTAAACACA CTTGTTAAAC AACTTAGCTC TAATTTTGGT GCAATTTCAA

24300 24310 24320 24330 24340 24350 24360
>< Thal
>< Spol
>< Nrul
>< Mvnl
>< BstUI >< TthHBSI
>< Bsp68I >< Taqgql >< Rsal
>< EcoRV  >»>< Bsp50I >< Mnll >< Cspé6l >< Tru9l
>< BEco32I »>< AccIT >< MnlI >< AciT>»< Afal >< Msel

GTGTGCTARA TGATATCCTT TCGCGACTTG ATAAAGTCGA GGCGGAGGTA CAARTTGACA GGTTAATTAC
24370 24380 24390 24400 24410 24420 24430

>< MaeIIIl >< Bbvl >< FnudHI Bbvl ><
AGGCAGACTT CAAAGCCTTC AAACCTATGT AACACAACAA CTAATCAGGG CTGCTGAAAT CAGGGCTTICT

244490 24450 244860 24470 24480 24490 24500
>< FnudHI >< HindII
>< BspWI »< Ddel >< HineIl
GCTAATCTTG CTGCTACTAA AATGTCTGAG TGTGTTCTTG GACAATCAAA AAGAGTTGAC TTTTGTGGRAA
24510 24520 24530 24540 24550 24560 24570
> < Nspl
> < NspHI
> < NlalIll
>< MaellIl
>< NlalXll >< Maell
>< MboLL >< FokI
>< FnudHI >< Bbsl BsaAlI ><
>< AciI>< Bbvl >< AfIIIT

AGGGCTACCA CCTTATGTCC TTCCCACAAG CAGCCCCGCA TGGTGTTGTC TTCCTACATG TCACGTATGT

24580 24590 24600 24610 24620 24630 24640
>< ScrFI
>< Mval
>< EcoRIT
>< Ecllidel
>< BstOI
>< BstNI >< HinPlI
>< Mnll >< BslI >< Hinél
>< DsaV>< BsiYI >< Hhal
>< BsliLI >< Haell
»>< BsaJI>< Hphl >< Cfol >< NlallL
>< ApyI >< Bspl43I1 >< BspHI EcoNI »><
GCCATCCCAG GAGAGGAACT TCACCACAGU GCCAGCAATT TGTCATGAAG GCARAAGCATA CTTCCCTCGT
24650 24660 24670 24680 24630 24700 24710
»< Mnll
>< Bsll >< Tru9l
>< BsiYI >< Msel >< MnlI
GAAGGTGTTT TTGTGTTTAA TGGCACTTCT TGGTTTATTA CACAGAGGAA CTTCTTTTCT CCACAAATAA
24720 24730 24740 24750 24760 24770 24780
>< Ddel >< TruSl
>< BsmAl >< SfaNTl
>< Sfel >< Alw26T >< MselAlwl »<
TTACTACAGA CAATACATTT GTCTCAGGAA ATTGTGATGT CGTTATTGGC ATCATTAACA ACACAGTTTA
24790 24800 24810 24820 24830 24840 24850
>< Sau3AT
>< NdeIl
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>< MboT >< Plel
>< DpnlI >< MnllI > < Kspb6321
>< Dpnl >< Ddel >< Hinfl
>< BspAI >< BspWl > < Eamll04I
»>< Bspl43I >< AluL > < EarI >
TGATCCTCTG CAACCTGAGC TTGACTCATT CAAAGAAGAG
24860 24870 24880 24890
»>< Sau3Aal
>< NdeIl
>< MboT
>< Maml
>< DpnII
>< DpnI
>< BspAl
»>< Bspld3l
>< BsgiBI >< TruSI
>< BsaBI >< Msel
CCAGATGTTG ATCTTGGCGA CATTTCAGGC ATTAACGCTT
24930 24940 24950 24960

> Tru9l

> « TFfLIL
>< MnlT >< Swal
>< EcoNI ><< Msel
>< BslI > < HinfI
>< MalI>< BsiYI >< Dral
GCCTCAATGA GGTCGCTAAA AATT TAAATG AATCACTCAT
25000 25010 25020 25030
>< Styl
>< Pall
>< HaeIIll
»>< EcoTl4l
>< Ecol3CI
>< BsuRI
>< BssTll

>< Tru9I>< Bshl
>< Msel >< BsaJIl

ATATATTAAA TGGCCTTGGT ATGTTTGGCT CGGCTTCATT
25070 25080 25090 25100

>< Spel
> < Rmal
>< NlaiIX
> < Mael

25140 25150 25160 25110
> FokI

>< Ddel
>< Mnll >< Plel>»>< HinfI >< BsrI

> < Scal
> < Rsal
>< MboIl
>< CspblL
< Alul > < Afal > < Hphl
CTGGACAAGT ACTTCARARA TCATACATCA

24900 2491¢C 24920
>< HindII
>< HincII Acil ><

CTGTCGTCARA CATTCAARAA GAAATTGACC

24970

24980 24890

TGACCTTCAA GAATTGGGAA AATATGAGCA

25040

25050 25060

Nlalll ><
MaeIlI ><
>< BstXI

GCTGGACTAA TTGCCATCGT CATGGTTACA

25110

VoV VY VY
AANAA

> <

25120 25130

Spht
Pael
Nspl
NspHI
N1aTlTlT

>< MnlI>< BbvI FnudHI ><
ATCTTGCTTT GTTGCATGAC TAGT TGTTGC AGTTGCCTCA AGGGTGCATG CTCTTGTGGT TCTTGCTGCA

25180

25180 25200

AGTTTGATGA GGATGACTCT GAGCCAGTTC TCAAGGGTGT CAAATTACAT TACACATAAA CGBRACTTATG

25210 25220 25230 25240

>< SaulAl

>< Ndell

>< Mbel

>< Dpnil
> < Dpnl
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>< BspAT
> < Bspld3l
>< Bsql >< Alwl >< Bsrl BspWI >
GATTTGTTTA TGAGATTTTT TACTCTTGGA TCAATTACTG CACAGCCAGT AAAAATTGAC AATGCTTCTC
25280 25290 25300 25310 25320 25330 25340
»>< Scal
>< Rsal
>< Cspbl >< 5fal
>< Afal >< NlaIIl >< Acil >< Mnll FokI >
CTGCAAGTAC TGTTCATGCT ACAGCAACGA TACCGCTACA AGCCTCACTC CCTTTCGGAT GGCTTGTTAT
25350 25360 25370 25380 25390 25400 25410
> < HinPlI
> < Hin®6I
>< Hhal Rmal ><
>< Haell »>< HinPlI Nhel ><
>< Ecod47III >< HinéI Mael ><
>< Cfol >< Hhal FrnudHI ><
>< BspWI >< Bspld3I1l >< CEol Alul ><
TGGCGTTGCA TTTCTTGCTG TTTTTCAGAG CGCTACCAAA ATAATTGCGC TCAATAARAG ATGGCAGCTR
25420 25430 25440 25450 25460 25470 25480
>< EcoNI
>< BslI
>< BsiYI >< MaeIIl
>< Bbvl >< Bsrf >< Bbvl > < FnudHT BbvI ><
GCCCTTTATA AGGGCTTCCA GTTCATTTGC AATTTACTGC TGCTATTTGT TACCATCTAT TCACATCTTT
254380 25500 25510 25520 25530 25540 25550
Zsp2l ><
Ppull0l ><
> < Sfel >< HinPlI NsiI »<
>< Pstl >< Hinél >< Rsal Mphli03I ><
> < FnudHI »< Hhal >< Cspél EcoT221 ><
>< BspMI >< MnlI >< Cfol >< Afal >< Mnll Avalll »<
TGCTTGTCGC TGCAGGTATG GAGGCGCAAT TTTTGTACCT CTATGCCTTG ATATATTTTC TACAATGCAT
25560 25570 25580 25590 25600 25610 25620
>< SfaiT
>< Ngpl
>< NspHI
>< NlaIlE >< SfaNI
CAACGCATGT AGAATTATTA TGAGATGTTG GCTTTGTTGG AAGTGCRAAT CCAAGAACCC ATTACTTTAT
25630 25640 25650 25660 25670 25680 25690

>< BstllOo7I
>< Accl MaeIil ><
GATGCCAACT ACTTTGTTTG CTGGCACACA CATAACTATG ACTACTGTAT ACCATATAAC AGTGTCACAG

25700 25710 25720 25730 257490 25750 25760
>< MboIl
>< HphI BstXI >»<
>< Munl >< MaelIl >< Maelll >< Eco57T >< BbsI MnlI >
ATACAATTGT CGTTACTGAA GGTGACGGCA TTTCAACACC AAAARCTCAAR GAAGACTACC AAATTGGTGG
25770 25780 25790 25800 25810 25820 25830
>< Rsal
> < NlaIII
>< HphI
>< Tru9l >< TthlllI>< Cspé6l
>< Ddel >< Ddel >< Msel>< Aspl >< Afal
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TTATTCTGAG GATAGGCACT CAGGTGTTAA AGACTATGTC GTTGTACATG GCTATTTCAC CGAAGTTTAC

25840 25850 25860 25870 25880 25890 25900
Tru9l ><
> < HinfI>< Plel >< Bsrl MseI ><
>< Alul »< Accl >< Sfcl  »>< AlwNI >< Mboll HindIII >
TACCAGCTTG AGTCTACACA ARATTACTACA GACACTGGTA TTGAAAATGC TACATTCTTC ATCTTTAACA
25910 25920 25930 25940 25950 25960 25970

> < TthHB8I

>< TrulSl > < Tagl »>< Ksp6321
»>< Msel > < MboII >»< Earl BspWI ><
>< AluTl ’ >< Eco57I >< Bamll041 AlwI ><
AGCTTGTTAA AGACCCACCG AATGTGCAAA TACACACAAT CGACGGCTCT TCAGGAGTTG CTAATCCAGC
254980 254990 26000 26010 26020 26030 26040
>< XholIl
>< Sau3Al
>< Nlalv
>< NdelIl
>< ML£1I
>< Mbol
>< DpnIl
>< Dpnl
>< BstYI
>< Bstl
>< BspAl
>< Bspld43I Rsal ><
>< BscBI >< Rmal Csp6l ><
>< BamHI >< AlwI >< Mael Afal »><
AATGGATCCA ATTTATGATG AGCCGACGAC GACTACTAGC GTGCCTTTGT AAGCACBAGA AAGTGAGTAC
26050 260606 26070 26080 26080 26100 26110
> < TruSI
>< Rsal
> < Msel
>< MbolIl
> < Rsal >< Maell >»< Rsal
>< Cspbl >< Cspbl >< Tru9l >< Cspb6l
> < Afal >< Afal >< Msel >< Afal
GAACTTATGT ACTCATTCGT TTCGGAAGAA ACAGGTACGT TAATAGTTAA TAGCGTACTT CTTTTTCTTG
26120 26130 26140 26150 26160 26170 26180
>< TthHB8I
>< Taqgl
>< Rmal >< HinPllI > < Rsal
> < Maelll >< Hinbi FnudHI ><
>< Mael >< Rmal »>< Hhal >< Cspé6l
>< Fokl >< Mael »>< Cfol >< BbvI > < Afal
CTTTCGTGGT ATTCTTGCTA GTCACACTAG CCATCCTTAC TGCGCTTCGA TTGTGTGCGT ACTGCTGCARA
26190 26200 26210 26220 26230 26240 26250
»< Tru8l
>< Tru9l >< Thal
>< Msel >< Mvnl
>< Sspl >< Maell >< Msel
>< Hpal >< BstUI Ksp6321 >
>< RindIL »< Maell >< Bsp50T >< MboII Earl >
>< HinclI »< Acel >»< Accll Eamll041 >
TATTGTTAAC GTGAGTTTAG TAAAACCAAC GGTTTACGTC TACTCGCGTG TTAAAAATCT GAACTCTTCT
26260 26270 26280 26290 26300 26310 26320
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5<
><

Sau3Al
NdeIl
>< Mbol
>< DpnIl
>< MboII>< Dpnl
>< Xmnl >< BspAl> < Eco571
>< AspT7Q0I>< Bspld3l
GAAGGAGTTC CTGATCTTCT GGTCTAAACG AACTAACTAT TATTATTATT

>< Tru9l

>< Msel

CTGTTTGGAA CTTTAACATT

26380 26390
>< Scrfri
>< Mval
>< EcoRII

>< Ecll36I

>< DsaV  HNlalv >«
>< BstOI
>< BstNI
>< BsiLI

RmaTl
Mael
>< ApyIBscBI ><
TCCTGGRACA ATGGAACCTA
286450 26460

>Z
>

AGCCTGGATT ATGTTACTAC AATTTGCCTA TTCTAATCGG AACAGGTTTT

26520 26530

>< BbvI Frniud4HI »><

26590 26600

26660 26670

26330 26340 26350 26360 26370
>< Rsal
>< MnlT >< Tru9l
>< Csp6l >< Msel
> < NlaIII >< Afal > < AluI
GCTTATCATG GCAGACAACG GTACTATTAC CGTTGAGGAG CTTARACAAC
26400 26410 26420 26430 26440
>< ScrFL
>< Rmal
»>< Mval
>< Mael
>< EcoORII
>< Ecll3el
>< DsaVv
>< Bst(OI
»>< BstNI
>< BsiLI
>< Apyl >< MaelIlIl
GTAATAGGTT TCCTATTCCT
26470 26480 26490 26500 26510
>< Pall
>< Mscl
>< MnlI >< MaeIll
>< HaelIll
>< Eael
>< BsuRI
>< Bsrl
>< Rsal >< BspWI
>< Cspol >< HindIII >< BshI
>< Afal >< Alul >< Ball
TGTACATAAT ARAGCTTGTT TTCCTCTGGC TCTTGTGGCC AGTAACACTT GCTTGTTTTG TGCTTGCTGC
26540 26550 26560 26570 26580
»>< Vspl
>< Tru9l
>< Msel >< HphI
>< Sfcl »>< Asnl >< Bsrl
>< Accl >< AselI>»< MaelllI>< Rcil
TGTCTACAGA ATTAATTGGG TGACTGGCGGE GATTGCGATT GCAATGGCTT GTATTGTAGG CTTGATGTGG
26610 2662 26630 26640 26650
»< EsplX
>< EcoS71
> Ddel
>< Celll »>< Rsal
>< BpullQ2r >< Cspél
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>< Bfrl >< Afal
>< Alul >< Acil MboII >
CTTAGCTACT TCGTTGCTTC CTTCAGGCTG TTTGCTCGTA CCCGCTCAAT GTGGTCATTC AACCCAGAAA
26680 26690 26700 26710 26720 26730 26740
»>< Scrfl
>< MNell
»>< Mspl
>< Hpall
>< HapIl
>< DsaV>< Mnll
>< Bsll
»>< BsiYE
>< BsaJl >< MunI > < Xcoml
>< Benl >< MaelIll >< Acil  »< NlallII
CAAACATTCT TCTCAATGTG CCTCTCCGGG GGACAATTGT GACCAGACCG CTCATGGAAA GTGRACTTGT
26750 26760 26770 26780 26790 26800 26810
Tru9l ><
Sinl >
Sauf9e6I >
PpuMI >
NspIV >
Msel ><
>< MaeIll
>< SaulAl > < Rmal »< HaeIl
>< Ndell >< Pall > < Mael Eco0l09I >
>< Mbol >< Mspl »>< HinPlIEcecd7I >
>< Fbal >< Hpall >< StyI>< Hinbl Drall >
>< DpnIl >< HapII >< EcoTlAL Cfri3I >
>< Dpnl >< HaelIlIl »< Ecol30I>< Bspl43II
>< BspAI >< GdiIl >< BssT1lI BsiZl >
>< Bspld3l >< Eael >< BsadJdl BmelBI >
>< BsiQI >< BsuRIL >< BlnI >< Hhal Avall >
>< Bell >< MaelLI >< Bshl >< Avell >< Cfol Asul >
CATTGGTGCT GTGATCATTC GTGGTCACTT GCGAATGGCC GGACACTCCC TAGGGCGLUTG TGACATTAAG
26820 26830 26840 26850 26860 26870 26880
>< Saul3Aal
>< Ndell
>< Mbol
>< Dpnkl
>< Dpnl
>< PssI »>< BspMI
>< Psp5II >< BspAl >< ¥XmnlI
>< NspHII >< Bspl43IL >< Asp700I > < Hgal FnudHI ><
GACCTGCCAR ARGAGATCAC TGTGGCTACA TCACGAACGC TTTCTTATTA CAAATTAGGA GCGTCGCAGC
26890 26800 26910 26920 26930 26940 26950
>< TELT
>< Hinfl
>< BbvI > < Tru9%9l
>< Bhvl >< FnudHi »>< AclI > < Msel _
GTGTAGGCAC TGATTCAGGT TTTGCTGCAT ACAACCGCTA CCGTATTGGA AACTATAAAT TAAATACAGA
26960 26970 26980 26990 27000 27010 27020
>< Mspl >< Rsal
>< Hpall »>< Bmal
>< Hapll >< Cspbl
>< Cfrl0I >< Mael>»>< Beogl HindII ><
>< Begl/fa »< Sspl >< Afal >< MaelITl HinclI »><
FIGURA 13. 62
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CCACGCCGGT AGCAACGACA ATATTGCTTT GCTAGTACAG TAAGTGACAA CAGATGTTTC ATCTTGTTGA

27030 27040 27050 27060 27070 27080 270990
>< ScrFl
>< Mval
>< MaelIll
>< EcoRII
»>< Ecll3el
>< DsaV
>< BstOI
>< BstNI
>< BsiLI >< TELY
>< Apyl >< Mnll Hinfl ><
CTTCCAGGTT ACARATAGCAG AGATATTGAT TATCATTATG AGGACTTTCA GGATTGCTAT TTGGAATCTT
27100 27110 27120 27130 27140 27150 27160
>< BsmAI >< Tru9l > < MnlI
>< Maell >< AlwZ6l >< Msel >< Ddel >< MboIl
GACGTTATAA TAAGTTCAAT AGTGAGACAA TTATTTAAGC CTCTAACTAA GAAGAATTAT TCGGAGTTAG
27170 27180 27190 27200 27210 27220 27230
>< Ksp632l
>< Mboll »>< Earl
>< MbolIl >< NLaIIIEamliQ4I ><
ATGATCGAAGA ACCTATGGAG TTAGATTATC CATAAAACGA ACATGAAAAT TATTCTCTTC CTGACATTGA
27240 27250 27260 27270 27280 272580 27306
> < Rsal »< Rsal
»< Cspbl >< Csp6l
> < Alurl >< MnlI > < Afal >< AfaT
TTGTATTTAC ATCTTGCGAG CTATATCACT ATCAGGAGTG TGTTAGAGGT ACGACTGTAC TACTAAAAGA
27310 27320 27330 273490 27350 27360 2737C
>< MnlTI >< HphI >< Hphl >< MnlI
ACCTTGCCCA TCAGGRACAT ACGAGGGCAAR TTCACCATTT CACCCTCTTG CTGACAATAA ATTTGCACTA
271380 27390 27400 27410 27420 27430 27440
S5au3ar >
> < Pvull
> < Psp5I
> < NspBII
>< TthHBBT NdeIIl >
>< Tagl MboL >
>< Rsal >< FriudHI
»>< Cspol DpnII >
>< Rmal >< BbvI BspAl >
>< Mael >< Afal > < Alul
ACTTGCACTA GCACACACTT TGCTTTEGCT TGTGCTGACG GTACTCGACA TACCTATCAG CTGCGTGCAA
27450 27460 27470 27480 27440 27500 27510
>< Sstl
>< Sdul
>< SacI
>< NspIl
>< HgiAl
>< Eco24l
> < Ecll36IL1
>< BspWI
>< Bsplz86l
>< BmyI
>< HphI >< Banll
>< Dpnl >< MnlI >< Alw2lI
FIGURA 13. 63
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>< Bspl43T >< Mnll
GATCAGTTTC ACCAAAACTT TTCATCAGAC AAGAGGAGGT
27520 27530 27540 27550
>< Rmal >< Trul%l
>< Mael >< Msel
>< FnudHI »< HphI
CATTGTTGCT GCTCTAGTAT TTTTAATACT TTGCTTCACC
27590 27600 27610 27620
>< Tru9l
>< Msel
CTTTAATTGE CTTCTATTTG TGCTTTTTAG CCTTTCTGCT
27660 27670 27680 27690
>< ¥Xholl
>< Xbarl
> < Scrfl
>< Sau3Al
>< Rmal
>< Ndell
> < Mval
>< MELT
>< Mbol
>< EcoRII>< Mael
> < Ecll3el
>< DpnlIl
>< Dpnl
>< BstYL
> < BstOI
> < BstNI
>< TthHBSI >< BspAl >
>< DsaV>< Bspld3I
> < BsiLl >
>< Taqgl > < Apyl > < Alwl >
TTGGTTTTCA CTCGAAATCC AGGATCTAGA AGAACCTTGT
27730 27740 27750 27760
>< Ndel
ATTGTTTTGA CTTGTATTTC TCTATGCAGT TGCATATGCA
27800 21810 27820 27830
>< Kholl
>< Sau3Al
>< Ndell
> < MnlI
>< MELE
FIGURA 13. 64
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> < Alul BbvI ><
TCAACAAGAG CTCTACTCGC CACTTTTTCT
27560 27570 27580

Sstl

Sdul

Sacl

NspIL

HgiAI

Eco24l
Ecll36lI ><

Bspl286I ><

Byl ><

BanIT ><

>< Tru9l Alw2ll ><

>< Msel Alul ><

ATTAAGAGAA AGACAGAATG AATGAGCTCA
27630 27640 27650

>
><
>
><
>
><

>< Tru%l

>< Msel
ATTCCTTGTT TTAATAATGC TTATTATATT
27700 27710 27720

< Rsal

>< Mboll

Csp&I

< Afal >< NlafIT

ACCAAAGTCT AAACGAACAT GAARCTTCTC
27770 277480 27790

>< HinP1lI
>< Hinél
>< Hhal
>< Rsal >< Haell
»>< Sfcl >< Eco47III
>< CspbI>< Cfol SfaNI ><
>< Afal >< Bspl43II
CTGTAGTACA GCGCTGTGCA TCTRATAAAC
271840 27850 27860
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>< Mbol
>< Dpnll

>< Dpnl >< Rsal
>< BstYI >< MbeIl

>< NlaIII>< BspAl
>< Alwl >< Bspid31

>< Csp6I >< Rmal
>< Afal »>< Mael

CTCATGTGCT TGAAGATCCT TGTAAGGTAC AACACTAGGG GTAATACTTA TAGCACTGCT TGGCTTTGTG

27870 27880 27890 27900 27910 27320 27930
>< Sdul
>< Rmal
>< Nspll
>< Mael
>< HgiAI
»>< Bspl286I >< Nspl
>< BmyL >< NspHT
>< Alw2lI >< NiaIIl >< Maelll
CTCTAGGARR GGTTTTACCT TTTCATAGAT GGCACACTAT GGTTCAAACA TGCACACCTA ATGTTACTAT
27940 27950 27960 273870 27580 27990 28000
> < XholT
> < SauldAl > < Van91ll >< Rsal
>< Pvull >< NlalIVv
>< PspS1I >< Kpnl »>< Nlalli
> < Ndell > < Pf£IMI ><¢ Ecob64lI < Maelll
> < MElI>< NspBII >< Csp6l>< Hphl
> < Dpnll >< HinPlI >< BscBI >< Eco0651
>< Bspl43I >< Hinb6I >< BanI >< BspHI
> < BstYI > < BslI >< Hhal >< Rmal >< Asp718 >< Eco9lI
> < BspAI > < BsiYI>< Cfol >< Mael >< Afal >< BstPI
> < MboI>< Alul>< BspWI >< BspWI >< RhecBII »>< BstEII
>< Alwl >< Dpnl > < AccB7L »>< Alul >< AccHSI >< Bbvl
CABACTGTCAA GATCCAGCTG GTGGTGCGCT TATAGCTAGG TGTTGGTACC TTCATGAAGG TCACCAAACT
28010 28020 28030 28040 28050 28060 28070
>< 8inT
>< Sau9el
>< NsplIV
NspHIE ><
NlaIvV ><
>< Ecod7I
»< CErl3l
>< Rsal >< BS1ZAT
>< FnudHI >< Maell BscBI ><
»>< EsplI >< Cspb6I ‘»< Tru9l »< BmelB8I
>< BsmAl >< BsmBE >< Msel >< TruSl >< Avall
>< AlwZ6l >< Afal >< Dral >< Msel >< Asul
GCTGCATTTA GAGACGTACT TGTTGTTTTA AATAAACGAA CARAATTAAMAA TGTCTGATAA TGGACCCCAA
28080 28090 28100 28110 28120 28130 28140
>< Sinl
>< 5au96Tl
>< NsplV
>< NspHII
>< Nlalv
>< Eco471
>< CErl131
>< Sdul >< BsiZT
>< NspIl >< BscBI
>< BsplZB6I >< Bmel8L
»>< Bmyl >< Avall >< TEil
»>< Maell >< AcCiI »>< Asul >< HinfI »>< MnlT
FIGURA 13. 65
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TCARARCCAAC GTAGTGCCCC CCGCATTACA TTTGGTGGAC CCACAGATTC AACTGACAAT AACCAGAATG
28150 28160 28170 281840 28190 28200 28210

>< HinP1I >< Styl
>< Haell

> < Pall »>< Hin6I >< EcoTld4I

> < HaelIlIl >< HhaI>< Ecel30I

>< BspWI >< BssT1I

> < BsuRI >< Bspld3Il
>< Hgal> < Bshl >< CfoI>< BsadIl >< Hgal

GAGGACGCAA TGGGGCAAGG CCAARACAGC GCCGACCCCA AGGTTTACCC AATAATACTG CGTCTTGGTT
2B220 28230 28240 28250 28260 28276 28280

»>< TChHBBI
> < Scrlkl
>< Pall
»>< PaeR7I1
>< NspIII
> < Mval
»>< HaeITI
>< EcoRII
>< EcoB8I
>< ¥hol » < Ecll36I
>< DsaVv
>< BsuRI
>< Slal > < Bst0l
>< MnlI>< Tagl> < BsINI
>< Ccrl > < BsiLI

>< Hinfl >< BshlI
>< TFfil>< Bcol»< BsaJdl
>< MnlT >< Ddel >< Aval > < Apyl
>< Alul >< Ddel > < NiaIIIX >< BErl >< AmaB7l >< MnlI
CACAGCTCTC ACTCAGCATG GCAAGGAGGA ACTTAGATTC CCTCGAGGCC AGGGCGTITCC AATCAACACC
28290 28300 28310 28320 28330 28340 28350
>< Sinl
>< Sau96l
>< NsplV
>< NspHII
>< Ecocdll
>< Cfrlll
>< BsiZk
>< Bmel8I > < Ksp6321
»>< Avall > < Eamll041
>< Asul > < Earl > < AluI>< MboII >< MaelIl
AATAGTGGTC CAGATGACCA AATTGGCTAC TACCGAAGAG CTACCCGACG AGTTCGTGGT GGTGACGGCA
28360 28370 2838¢C 28390 28400 28410 28420
»>< 8stl
>< Sdul
>< Sacl
>< NsplIl
>< HgiAI
>< Espl
>< Eco24X >< Sau96l
>< Ecll36II >< Skyl >< Pall
>< Ddel >< RmaT >< Nsp IV
>< Celll >< Mael »>< HaellIl
>< Bspl286I >¢ EcotTldl »>< Cfr131]
>< BpullO2I >< BEcol30I >< BsuRI
>< BmyI >¢ BssTlI > < Bsrl
>< BanII >< Rsal >< BsaJl >< BsiZI
FIGURA 13. 66
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>< Alw2iT >< Cspél >< BlnI >< BshI»< HindIII
>< HphI »>< Alul >< Afal >< Avrll >< Agul >< Alul
AAATGAAAGA GCTCAGCCCC AGATGGTACT TCTATTACCT AGGAACTGGC CCAGAAGCTT CACTTCCCTA
28430 28440 28450 28460 28470 28480 28490
>< HinPlI
>< Hin6I
>< Hhal
>< Haell
>< Cfol > < MnlE >< NlaIv
>< Bspl43TX >< S5faNI >< Ddel >< BscBI
CGGCGCTAAC ARAAGAAGGCA TCGTATGGGT TGCAACTGAG GGAGCCTTGA ATACACCCAA AGACCACATT
28500 28510 28520 28530 28540 28550 28560
>< Nlalv
>< Eco64I
>< BscBI
>< Banl
»>< Acil
>< AccBLI >< BbvI >< FnudH¥ >< MnlI
GGCACCCGCA ATCCTAATAA CAATGCTGCC ACCGTGCTAC AACTTCCTCA AGGAACAACA TTGCCAAAAG
28570 28580 28590 28600 28610 28620 28630
>< Thal
C>< Mnll
>< Maell »>< Mvnl
»>< MnlI BstUI »><
>< FnudHI >< Ksp6321 Bsp30I ><
>< BspWE >< EarT >< BsaAI>< Acil
>< MnlLT >< MnlI >< AciI>< MbolIl >< Eaml1041 Accll »><
GCTTCTACGC AGAGGGAAGC AGAGGCGGCA GTCARAGCCTC TTCTCGCTCC TCATCACGTA GTCGCGGTAA
28640 28650 28660 28670 28680 28690 28700
>< Scrfl
>< Mval
>< EcoRIIL >< TthHBBI
>< Ecll3e6l >< BRmal
>< DsaV>< FnudHI >< Nhel
>< BstOT ' >< MnlI
>< BstNI >< Mael
>< BsiLI - > < BspWI
>< ApyI >< Bbvl »>< Tagl >< Acil
TTCAAGBAAT TCAACTCCTG GCAGCAGTAG GGGARATTCT CCTGCTCGAA TGGCTAGCGG AGGTGGTGAR
28710 28720 28730 28740 28750 28760 28770
> < Thal
> < Mvnl
>< HphI >< MnlI
> € HinPl3I
> < Hin6I
>< Hhal
> < BstUI >< Rmal Pall ><
> < Bspbh0I >< Mael RHaellIl ><
>< Bbhvl >< CfolI>< FnudHI BsuRI >«
> < AcclI>< BspWI - >< AluI Bshl ><
ACTGCCCTCG CGCTATTGCT GCTAGACAGA TTGAACCAGC TTGAGAGCAA AGTTTCTGGT AAAGGCCAAC
28780 287920 28800 28810 2882¢C 28830 28840
Rsal ><
> < Pallx< MaeTllII >< MnlI
> < HaelIll >< FnudHI MaeIll ><
> < BsuRI >< Ddel »>< Ddel CspbIl »<
FIGURA 13. 67
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< Bbvl

>< Mnll ><

AACAACAAGG CCAAACTGTC ACTAAGAAAT CTGCTGCTGA

BspWI >< SfaNl Afal »>«<

GGCATCTAAA AAGCCTCGCC AADAACGTAC

28850 28860 28870 28880 28890 28800 28810
>< Tthll1lr
»>< Sinl
>< Saud6l
>< NspIv
>< NspHIT
> < Maell
>< Ecod71
»< CEfrl13l
>< BsmBI
>< Rsal >< Bsizl >< S5tyX
>< MaeIIX >< BmelBI >< RecoTldl
>< Maell »>< Esp3I >< Avall »< Ecol 30T
>< Cspbl >< BsmAT >< Asul >< BssTI1I
>< Afal >< AlwZ26I> < Aspl >< BsaJdl
TGCCACAAAA CAGTACAACG TCACTCAAGC ATTTGGGAGA CGTGGTCCAG AACAAACCCA AGGAAATTTC
28920 28930 2894C 28950 28960 28970 28980
>< Sinl
>< Sau%erl
>< NspIV
>< NspHIT
_>< Nlalv »< Pall
>< Eco47I >< HaelIIl
»>< Cfr137 >< GdilII
>< BsiZI >< FnudHI
>< BscBI >< Eaeal
>< BmelB8I >< BsuRI
>< Avall >< BshlI BsphWI >
>< Asul >< Acil >< BspWE
GGGGACCAARG ACCTAATCAG ACAAGGAACT GATTACAARAC ATTGGCCGCA AATTGCACAD TTT GCTCCAA
28990 25000 29010 29020 29030 290490 25050
>< Bsml >< NlaIlrl
>< BscCI  >< Mnll >< MaeIlIl >< MaelIll >< NlaIll
GTGCCTCTGC ATTCTTTGGA ATGTCACGCA TTGGCATGGA AGTCACACCT TCGGGAACAT GGCTGACTTA
29060 29070 29080 29090 29100 29110 29120
>< XhoTll
»>< Sau3Al
>< Ndell
>< MELE
>< Mbol
>< FokI
>< Trud9l >< Dpnll
»>< NlaIVv > < DpnI
>< Nialll >< BstYI »>< TthlllI
»>< Msel >< BspAl >< Maell
>< BsecBI >< BstXI>< AlwI> < Bspld3l >< Aspl BspWI =><
TCATGGAGCC ATTAAATTGG ATGACAAAGA TCCACAATTC AAAGACAACG TCATACTGCT GAACAAGCAC
29130 29140 29150 29160 29170 29180 291930
Espl ><
Ddel »><
Cel Il =<
BpullO2I ><
>< Hgal Alul »><
ATTGACGCAT ACAAAACATT CCCACCAACA GAGCCTAAAA AGGACAAAAA GAAAAAGACT GATGAAGCTC
29200 29210 29220 29230 29240 29250 29260
FIGURA 13. 68
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»>< Plel
>< FnudHT >< MbhaTl
>< BspWI >< MboII »< Ksp632T >< Gsul
>< BsmAl >< Maelll >< EBarI>< PFnudHI
>< Alw26l >< HinfI >< Eamll04I>< BpmlI
>< Acil >< FnudHI >< BbvI >< Acil >< NlaIII
AGCCTTTGCC GCAGAGACAA AAGAAGCAGC CCACTGTGAC TCTTCTTCCT GCGGCTGACA TGGATGATTT
29270 29280 29290 29300 29310 29320 29330
>< NlaIIT >< Hinfl NlaIIl »><
>< FokI >< Alul »>< TEiI>< Ddel >< BspHI
CTCCAGACAA CTTCAAAATT CCATGAGTGG AGCTTCTGCT GATTCAACTC AGGCATAAAC ACUTCATGATG
29340 29350 29360 29370 29380 29390 29400
>< Maell »>< Accl
ACCACACAAG GCAGATGGGC TATGTALACG TTTTCGCAAT TCCGTTTACG ATACATAGTC TACTCTTGTG
29410 29420 29430 29440 29450 29460 29470
>< TruS9l
>< Tru9l
>< Msel
>< Mse}
>< XmnI >< Hpal
>< EcoRI>< Maelll >< HindIL Tru9I ><
»>< Asp100% >< Bsgl >< HinclII Msel ><
CAGRAATGRAT TCTCGTAACT AAACAGCACA AGTAGGTTTA GTTAACTTTA ATCTCACATA GCAATCTTTA
29480 29490 29500 25510 29520 29530 29540
XorIIl >
TthHBBT >
Tagql >.
Sau3fl ><
Rsal »><
>< ThaIPvul >
Ndell ><
>< Mnll
>< MvnIMerI >
Mbol ><
DpnII ><
Dpnl ><
Csp6l ><
>< BstUI
>< HaelXIl BspCI >
BspAIl ><
>< TthHB8BI >< BspS0I
>< Pall Bspld43dl ><
>< BsuRL BsiEL >
>< BshIAfal ><
»>< MnlI »>< Taql >< Acil
>< MaeIll >< Mnll >< Accll
ATCAATGTGT AACATTAGGG AGGACTTGAA AGAGCCACCA CATTTTCATC GAGGCCRCGC GGAGTACGAT
29550 29560 28570 259580 29590 29600 29610
>< Sdul
>< NsplI
>< MpolIl >< Vspl
>< Kspb32I >< Eco2dl »< Trudl
>< Rsal >< Rmal >< Fnu4HI >< Bspl286I >< Msel
>< CspbL >< Mael >< Earl >< BmyI >< Asnl
>< Afal >< BbvI > < Alul>< EamllQ4I >< BanII >< Asel

FIGURA 13. 69
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CGAGGGTACA GTGAATAATG CTAGGGAGAG CTGCCTATAT GGAAGAGCCC TAATGTGTAA AATTAATTTT

29620 29630 29640 29650 29660 29670 25680
>< Tru9l >< Ddel
>< Msel >< BErI
>< NlaIll > < Alul
AGTAGTGCTA TCCCCATGTG ATTTTAATAG CTTCTTAGGA GAATGACAAA ARAARAARARD AARANR
29690 29700 29710 298720 29730 297490
FIGURA 13.70
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CTCTTCTGGAAAARGGTAGGCTTATCATTAGAGRAARCANCAGAGTTGTGGTTTCARGTS

ATATTCTTGTTAACAACTAAACGAACATGTTTATTTTCTTAT TATTTCTTACTCTCACTA
GG“T"C“C" mwpmmM IIC!I ‘ICII " II‘CNGC"G!I IIC" IKG" !IC'I lfG" "C"

GTGGTAGTGACCTTGACCGGTGCACCACTTTTGATGATGTTCAAGCTCCTAATTACACTC
Ilclr "C" IICII LI} l!Gll LLRLSLEIRURTININIRLE L] llClr "C" "C" "C" "G" llG""C""C" "Clli'!l Tl"C“

ARCATACTT CATCTATGAGGGGGGTTTACTATCCTGATGAAATTTTTAGAT CAGACACT
IIGII "Cll IICAG" !IG"—U il I!Cll o "C" llGN LRI "C‘I !lCl' llcll lIG“"C'Pl! IIC"GAGC"' maerr IIC

CTTTATTTAACTCAGGATTTATTTCTTCCATTTTATTCTAATGT TACAGGGTTTCATACT
L Ul el T el FoL LRI olo Ll e L L To UM UL oL o MR o Yela L ot T U L o UL Fo L Fo U ST

ATTAATCATACGTTTGGCAACCCTGTCATACCTTTTAAGGATGGTATTTATTTTGCTGCC
AL "Cll "C" “cll llcll "C" evlor e ar "CII I'IG"!IC" HCII llcll LNl I|Crl flcll llcllllc‘l lIClr |rC!l LLR

ACAGRGAAATCAAATGTTGTCCGTGGTTGGGTTTTTGGTTCTACCATGAACAACRAGTCA
1" "Cll i IIGAGCH "C" IIG"‘ IIGIJ IIGII rlcl[ trar "Gll IICII"CAGCII L PR U8 FTFT MY IO AT I 00 tH0Y IIAGC

CAGTCGGTGATTATTATTAACAATTCTACTAATGTTGTTATACGAGCATGTAACTTTGRA
"|IIIAGCH T lrcll "C“ IIC" miar "CAGC" IICII IICII'IIGII llGll "C" I|GIII’ICIIITCII’ miae "CIIHG

TTGTGTGACAACCCTTTCTTTGCTCTTTCTARACCCATGGCTACACAGACACATACTATG
le e “Cllll TLEE FTAF Y "C" mwn HCIF"C" "Gll llCll" LINLAINIR LRI N "C" !lCI! " I!IIC" “C" |rcu ni

ATATTCGATAATGCATTTAATTGCACTTTCGAGTACATATCTGATGCCTTTTCGCTTGAT
|r“CI‘l AT M "C" Ilcrl IICH IICI'I I!CIPH Lin rlCII’ LRI RINININENIE ] IICAGCII IIC" me NIICAGCI! IIGIIIIC

GTTTCAGAARAGTCAGGTAAT TTTAAACARCTTACGAGAGTTTGTGT TTAARARATALAAGAT
ar "GAGCH |IGII " IIAGC" liCY" IICII IICII IIGII' n "C"GII’ IlGII mrn IICII wan flCIIIYG!l IICII HG"I!C

GGGTTTCTCTATGTTTATAAGGGCTATCAACCTATAGATGTAGTTCGTGATCTACCTTCT
IfllCll IUCH"TGH |lCII 'IG" I'C" (LRI NI (1] !Icllerll IICI! IIC'" llc!l IIGII "‘GA!'AII ”cll IIG" IICAGC

GGTTTTAACACTTTGAAACCTATTTTTAAGTTGCCTCTTGGTATTAACATTACARATTTT
T T TR I ST T T T I T R i e O

AGAGCCATTCTTACAGCCTTTTCACCTGCTCARGACATTTGGGGCACGTCAGCTGCAGEC
CI’IG!T Hrr IICII 'lGIf "CYI mamar "AGCIII!“ L1 Ilclrl'G" Tur IIC‘I maIriEyT e UICAGCII IICII IICII "

TATTTTGT TGGCTATTTAAAGCCAACTACATTTATGC TCARGTATGATGARRATGGTACA
" "C"IIC" IIG" Ay flCC"Gll LRI} "T'."C""C""C" Ban flGl! LRIR1d HCII "CII"GH llcll "C“ IIC

ATCACAGATGCTGTTGATTGTTCTCAARRATCCACTTGCTGAACTCAARTGCTCTGTTARAG
wirremn l’c!r lrc" "Cll‘ "GII’IIClI "CAGC""G""C"“C" "G" I!C"“GII HGIIIIG" ""AGC" IIG"IIII

AGCTTTGAGATTGACARAGGAATTTACCAGRCCTCTRATTTCAGGGTTGTTCCCTCAGGA
TP EEAT IIC"" nn "Cl! 1rat 4 IIGII llc " "C" WwHHWrrmrn "AGC" Ilclr "oy IFAII IIG" "G" IITAGC“ "C

GATGTTGTGAGATTCCCTAATATTACRAACTTGTGTCCTTTTGGAGAGGTTTTTAATGCT
ke ar I'Gll " I‘IC"G" 11t nrnncn LU 3 lrllClr "C" n “C" "wn "C""C""C" "CII "A“"G" llcll IICU "C

ACTARATTCCCTITCTGTCTATGCATGGGAGRGARAADAAATTTCTAATTGTGTTGCTGAT
" !ICIT IIGII nren IICAGCIUIIG""CII I|C" wrree rl"C'IG" IIGII[VG" HCAGC" IICII IIC“ IIGII IIC“ "C

TACTCTGTGCTCTACARCTCAACATTTTTTTCAACCTTTAAGTGCTATGGCGTTTCTGCC
L Neto R R TR R R Y S Y o Felth oy Yo s L s LR RIS TR LTS YTt

ACTAAGTTGAATGATCTTTGCTTCTCCAATGTCTATGCAGATTCTTT TGTAGTCAAGGGA
i CII ™ ﬂcll "ir I'ICII "C" II'GII LLAIR BT} IDAG“ n llC" IlGll IIC" ncu IICAGC" Hcll IIG" IIGII e TIC

GATGATGTAAGACAARTAGCGCCAGGACAAACTGGTGTTATTGCTGATTATAATTATAAR
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[al A S o L R L DR o L e S R L L ol i ol oALALMAUA A o LR oLl o LY 1

TCAACTGGTAATTATARTTATARATATAGGTATCTTAGACATGGCAAGCTTAGGCCCTTT
F-XelolR oL R A o LU S WY - LYo Toa UL A e Tl e i fa L L ALLALEA T e o LU MU Tl

GAGAGAGACATATCTAATGTGCCTTTCTCCCOTGATGGCAAACCTTGCACCCCACCTGET
" ll"C"G" nan llcll"cullcll " lllFlICl’l " "AG"""C" "C" n """Gll llC'l""‘l|lIlll"C"llll " llc

CTTAATTGTTATTGGCCATTAAATGATTATGETTTT TACACCACTACTGGCATTGGCTAC
R LT R R R o L Y T Y TR I e DR o LTS LR

CARACCTTACAGAGTTGTAGTACTTTCTTTTGAACTTTTAAATGCACCGGCCACGGTTTGT
o L T R R e e LR Sl Lkt & kil e R Sl ol AR LT e AT LR Y.

GGACCAAAATTATCCACTGACCTTATTAAGARCCAGTGTGTCAATTT TAATTTTAATGGA
LRI ol el FeTo ey Y RN T UL A T L U L o M e LA oL ol T o A ol o T

CTCACTGGTACTGGTGTGTTAACTCCTTCTTCA  AAGAGATTTCARACCATTTCAACAAT
LA "G’" “Cll "C"”C" llcll L IICIIGH |tcll “_"AG" IIGC!I L] "C"cH rlcll "Gll "CH l'ICII nGII erIl

TTGGCCGTGATGTCTCTGATTTCACTGATTCCGTTCGAGATCCTAAAACATCTGARATAT
e e Y o S L LR U oy Ye LR T U T LR e L LT LT o) Xe o LRI Lk oo

TAGACATTTCACCTTGCTCTTTTGGGGGTGTAAGTGTARTTACACCTGGARCAAATGCTT
"G“ ™rr "‘ICAGC“"C" ""AGC" Ilcll’ IlCll llCl[lIGTCC" llGll "C" llC!l llcrl “C""C""C" UCA

__CATCTGAAGTTGCTGTTCTATATCARGATGTTAACTGCACTGATGTTTCTACAGCAATC
G‘l |!G||-l| awar it IIGI'I "C" rIGl! IlGIl “C“ "Gll IICIIIIGII LR INIRTRINT) "C" "C" "GAGC" !ICII "Cll "nmn

CATGCAGATCARCTCACACCAGCTTGGCGCATATATTCTACTGGAAACARTGTATTCCAG
” llc'l "Cll "C“ PIGUI "G""C”"C""C"" rtas "G""C“”CAG’C""C" llGll HHn llctl l'lGll FEFT AT REAT

ACTCAAGCAGGCTGTCTTATAGGAGCTGAGCATGT CGACACTTCTTATGAGTGCGACATT
“” IIC'I "G""C" o "C""G""C""C" IICII " """C""G" o "CAGC" IIC!I LLATRIRTRINI] ""“"C

CCTATTGGAGCTGGCATTTGTCCTAGT TACCATACAGTTTCTTTATTACCTAGTACTAGC
LL llc'l nfn llIlC"llCll IIA"]ICUI "C" rICII "C" arn IUCII flc‘ll IIGAGCC"GC"G“ llGII“C'I llCll""

CRAAAATCTATTGTGGCTTATACTATGTCTTTAGGTGCTGATAGTTCAATTGCTTACTCT
LL] IIGII "G‘ll"cllrlc!l o l!llClllIcllIlcﬂll "AGCC"G" IICII "C""Cll llcﬂGCll llcll llC!l ""AGC

AATAACACCATTGCTATACCTACTAACTTTTCAATTAGCATTACTACAGAAGTAATGCCT
" licll Mertrrny llllcll "C""C”"c" nc'l wnn “CAGC""CTC" " I!C"HCII llcllll ll""G" LA IIC

GTTTCTATGGCTAAAACCTCCGTAGATTGTAATATGTACATCTGCGGAGATTCTACTGAR
" "GAGCII " ll'lcl[llGll "AAG" llYlGll LI N1 rlcll I!Cll LU ININIRTRIRIN NN N (] "C“ "CAGCII "C" "G

TGTGCTARATTTGCTTCTCCARTATGGTAGCTTTTGCACACAACTARATCGTGCACTCTCA
e T o e T o R o e T T L L R e L T L P LTy et

GGTATTGCTCCTGAACAGGATCGCAACACACGTGAAGTGTTCGCTCAAGTCARACAAATG
L o ot ol e L e e L L o U L L T T P R S P e

TACAARACCCCARCTTTGAAATATTTTGGTGCTTTTAATTTTTCACAAATATTACCTGAC
n IITII HGII mn I!llcll IICCII " IIIYGIr!IclI "C‘l r'GH I|Cll llc'l "CII Iicll l|Tll "G“ IUCC“GH llCIIlI n

CCTCTAAAGCCARCTAAGAGGTCTTTTATTGAGGACTTGCTCTTTAATAAGGTGACACTC
ot “G" ILR1] “"C""C" tr lrcllcllucll Ilcll llclril'l" III!CH nm llGlFllCll "C" HAIIII nn IIC""G

GCTGATGCTGGCTTCATGAAGCAATATGGCGAATGCCTAGGTGATATTARTGCTAGAGAT
" ncll llc||||Cn trn llllT!l [LETRINI NI "G""C“ tn "TIGHH " "G""C" llCll’ erII llCll IICC"G"UC

CTCATTTGTCECGCAGAAGTTCARTGGGCTTACAGTGTTGCCACCTCTGCTCACTGATGAT
\ HGII'ICII IICIIIICH macmmmrn "Tllllc“ o lIllGll llcllllllcllllll Hcfl Ilclf "wir lP"G" “C" IIC""C
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GGTGCTGGCGC TGCTCTTCARATACCTTTTGCTATGUARATGGCATATAGGTTCARTGGC
SRS S LI U LN ol N ol st s L PRI oL R o MO LR AL A LR T ot wi o [ LEL A T e LA

ATTGGAGTTACCCARAATGTTCTCTATGAGAACCAARAACAAATCGCCARCCAATTTAAC
" !!CII lfc“ "G" mman llGIr "CII L1} Gll IIG n llC'( LLRININ LN IIG" IIGII ||G|l HMaptp O qrIrAr M flG‘l "C tryrm

AAGGCGATTAGTCAARTT CAAGARTCACTTACAACAACATCAACTGCATTGGGCRAGCTG
LIRIR TR er!l UICII 1) C " MG n IlCll "G“ " GAGC n IIG!I IIC NI RINIRI] CAGC” " Cll IUCC!I LRI LRI N ]

CAAGACGTTGT TAACCAGAATGCTCAAGCATTARACACACTTGT TARACAACTTAGCTCT
A e AL L IR AN LR Yo A L oL e AT ol el T e LA L R ol e AR A muonesurraGe

AATTTTGETGCAATTTCAAGTGTGCTAAATGATATCCTTTCGCGACTTGATARAGTCGAG
UAUaLRIFol LN ol iR AN oL NIt oF Yefod Nl ALU AU A IR FndLE LT LIL AL AL F Yelal Rl ehliil ehihl ol LR e LY

GCGGAGGTACAAATTGACAGGCTAATTACAGGCAGACTTCARAGCCTTCARRCCTATGTA
L el .U e LYol I o LU T LU R e A oLl T o LRLY - YobiFoliid el el Jodllntl nil LA LR LR R oL LY

ACACAACRACT AATCAGGGCTGCTGAARTCAGGECTTCTGCTAATCTTGCTGCTACTARA
" II'CI! I|Gll IIGII llG!I " "AIIIICII IICII I'IG" " 1ICI’I mn IICAGC" lfC'l mwer !IG" "C" "CFDIICIII!G

ATGTCTGAGTGTGTTCTTGGACAATCAMARAGAGT TGACTTTTGTGGAAAGGGCTACCAC
may I'IAGC [LATRIN1S llclr IIGII llG“ rlClr IIGAGCII IIGH LIRLR] "Gll oAt “C" IICII IIC" s T g I'ITII e

CTTATGTCCTT CCCACAAGCAGCCCCGCATGGTGTTGTCTTCCTACATGTCACGTATGTG
L1} |IG|I H "AGII LURLRIEL "C" 'IG H IIC" 101 llcll l!c!l ﬂcll IIGII IIGII nren IIG" IIC" "G L] !lC“ "C En

CCATCCCAGGAGAGGAACTTCACCACAGCGCCAGCAATTTGTCATGAAGGCAARGCATAC
" "TAG“ LA LR LI ] cll FUAT Q0 0 MO RY IE A FI TE 00 IUC " "CII LRI 1} "C“ " CII llcl‘l’ IlC!r IiG Irremn llGll llCl’l nu

TTCCCTCGTGAAGGTGTTTTTGTGTTTAATGGCACTTCTTGGTTTATTACACAGAGGAAC
mnn llllerllllGH (!GI' HC" IIGlIIfCIl FUBE 8 6111 Ilcllll fedar IICAGCIIIIII T "C!r IICII |ICI’I lI'II'CIrCI'I mnn

TTCTTTTCTCCACAAATAATTACTACAGACAATACATT TGTCTCAGGAAATTGTGATGTC
TETTAN T IPCAGCII II'C" "G""C" "C" !ICII RLALNIRINIEL) I!C‘l "cll "C" IIG" "C""CII Ilc!l UUNTRIR S H"G

GTTATTGGCATCATTAACAACACAGTTTATGATCCTCTGCAACCTGAGCTTGACTCATTC
A e AR MAIUE R AR LYo LL iU LK A i g AR Ve R oA LA o LT oAU TR LR et LU oA LURUR LR LULLRLY Ve oLl

AAAGAAGAGCTGGACAAGTACTTCARAAATCATACATCACCAGATGTTCGATCTTGGCGAC
" IIGFI IIG‘I LINT I LRI UIAII [LRERIRI NN IIGI'I IIC " IIC“ flCll Ilc M IICII IIC" "GII "‘c“ ‘lG!V mnw "T

ATTTCAGGCAT TAACGCTTCTGTCGTCAACATTCAAAAAGAMAT TGACCGCCTCAATGAG
L1} IICAGCII mren er Crl iarw ncu ||Cll ‘IGGI [lGll mien IICI'I n G L “G " IIGII "C“ LU IIA"AII "G!l "C" IUA

GTCGCTAAAANTTTAARTGAATCACTCATTGACCTTCAAGAATTGGGAARATATGAGCAR
1" llG" IlC L IrG" L1 CC"GII IIC" ”GAGC" I'IG" I'ICII LIRLR ] ll'G H llGll “GC“ 1t “C" IIG" I!C" nmow IIG

TATATTARATGGCCTTGGTATGTTTGGCTCGGCTTCATTGCTGGACTAATTGCCATCETC
mw II'CIIIICII IIGII e v I'ICll et i Ilc!r "G"'l e IIG" AT VAT IR TN IIC" llc" IICI‘I !lGll “C" e an IIHG

ATGGTTACAART CTTGCTTTGTTGCATGACTAGTTGTTGCAGTTGCCTCAAGGGTGCATGC
monn "GII IIC" " !IC!I wn I.G‘l ”C" AT en e IICII l'Cl[ IIC" "Tll llCll mer 'IG" IIAI! HCII “C“ na

TCTTGTGETTCTTGCTGCAAGTTTCATGAGCGATGACTCTGAGCCAGTTCTCAAGGGTGTC
AGC muann IICAGC" MG A R er CI' IICII man I‘CIT " I'I'AGC" wertr "C"’“Glr "Gll ftwen llcll “G

ARATTACATTACACATAAACGAACTTATGGATTTGTTTATGAGATTTTTTACTCTTGGAT
L QIGC"GII l!cll LIl !IC‘!GIIT_II e IICGAUI

CAATTACTGCACAGCCAGTAARAATTGACAATGCTTCTCCTGCARGT
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