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DESCRIPCION

Construccion de recombinante de adenovirus oncolitico que expresa especificamente el factor inmunomodulador
GM-CSF en células tumorales y usos del mismo

Campo de la Invencion

La presente invencion se refiere a una terapia génica para tumores. Mas especificamente, la invencion se refiere a
adenovirus oncoliticos recombinantes, que se replican preferentemente en células tumorales y expresan factores
imunoestimulantes para inducir respuestas inmunes especificas de tumor en el cuerpo humano.

Antecedentes de la Invencion

Hace mas de un siglo desde que se utilizd por primera vez un virus para tratar una enfermedad neoplastica. Algunos
médicos observaron que ocasionalmente un paciente se curaba después de una infeccidon por virus. Este
rompecabezas no se resolvioé hasta el comienzo de los afios 1920, y desde entonces ha atraido la atencion de los
cientificos y médicos de clinica. Este fue el comienzo de la viroterapia (utilizacion de virus para tratar el cancer).
Hacia los afios 1950, habian sido ensayados mas de 50 virus respecto a actividad antitumoral en animales o
pacientes (Mullen y Tanabe (2002) The Oncologist 7:106-119; McCormick F (2001) Nature Review Cancer
1:130.141). En 1956, el doctor Smith y su equipo trataron mas de 30 pacientes de cancer cervical con lisado de
células HelLa o células KB que estaban infectadas con 10 serotipos de adenovirus de tipo salvaje por inyeccion
intratumoral, inyeccion arterial intrahepatica o inyeccion intravenosa. No se observé efecto secundario grave alguno,
excepto sintomas de gripe en la mayoria de los pacientes; por el contrario, los tumores de varios pacientes se
contrajeron y se volvieron necréticos. Lamentablemente, debido a la limitacion de la produccién y purificacion de los
virus, este trabajo no progreso ulteriormente. El trabajo del doctor Smith habia estimulado a muchos cientificos a
explorar la posibilidad de utilizar virus para tratar canceres (Chiocca EA (2002) Nature-Review Cancer 2:938-950).

Junto con el proceso realizado en biologia molecular e ingenieria genética, en particular, con mejores conocimientos
en virus en relacion con el ser humano, los cientificos han logrado manipular genéticamente el genoma viral desde
finales del pasado siglo, lo que incluye el éxito en la creacion de mutantes de virus que pueden replicarse
especificamente en células tumorales (McCormick F (2001) Nature Review Cancer 1:130-141). Por ejemplo, el
mutante del virus del herpes simple especifico de glioma G207 (Martuza et al., (1991) Science 252:854-856), el
adenovirus Add11520 (Onyx-015), un mutante de adenovirus que se replica preferentemente en células tumorales
deficientes en p53 (Bischoff et al., (1996) Science 274:373-376) y CV706, un mutante de adenovirus especifico de las
células de cancer de prostata (Rodriguez et al. (1997) Cancer Research 57: 2559-2563). Este trabajo ha sentado las
bases para la formacién de un nuevo campo: La Viroterapia del Cancer. En la actualidad, existen mas de 20
variantes de virus en pruebas clinicas (Mullen y Tanabe (20002) The Oncologist 7:106-119).

Existen varios enfoques para la produccion de virus oncoliticos especificos de células tumorales. Un enfoque para
producir una variante de virus que se replica selectivamente en células tumorales consiste en la utilizaciéon de
elementos reguladores especificos de células tumorales tales como promotores e intensificadores que controlan la
expresion de genes virales esenciales, por ejemplo, los genes E1A, E1B, E2 y E4 de adenovirus (DeWeese et al.
(2001) Cancer Research 61:7464-7472). Por este enfoque, genes virales esenciales y en ultima instancia la
replicacion de los virus podrian ponerse bajo control de elementos reguladores especificos de células tumorales;
tales elementos reguladores incluyen el promotor e intensificadores del antigeno especifico de préstata (PSA), el
promotor e intensificadores de la alfa-feto-proteina (AFP), el promotor de E2F-1 humano, etc. (McCormick F (2001)
Nature Review Cancer 1:130-14).

La telomerasa en una enzima importante para controlar la longitud del extremo de los cromosomas celulares, capaz
de regular la longitud del extremo del cromosoma durante el proceso de la fision celular. La telomerasa esta
constituida principalmente por las tres partes, en donde RNA y el gen de la transcriptasa inversa de telomerasa
(hTERT), que tiene actividad catalitica, controlan la actividad de telomerasa, mientras que el promotor hTERT
determinara la expresion y actividad de la telomerasa.

Investigaciones ulteriores han indicado que la telomerasa tiene actividad nula o muy baja en las células normales
adultas. (Kim N W et al. Science. 1994 Dec. 23; 266(5193):2011-5; Shay J W et al. European Journal of Cancer
1997, 33;271-282), en tanto que tiene un alto nivel de suministro en mas de 90% de las células tumorales (Hahn y
Weinberg (2002) Nature Review Cancer 2:331-341; Shay y Wright (1996) Current Opinion Oncology 8:66-71). Ba-
sandose en estas caracteristicas de hTERT, los cientificos han generado con éxito varios vectores en los cuales el
promotor hTERT se incorporaba en el genoma viral para suministro de genes, con inclusion de los trabajos publica-
dos recientemente que describen el uso del promotor hTERT para replicacion condicional de adenovirus oncoliticos
(Lanson et al. (2003) Cancer Research 63:7936-7941; Kawashima et al., (2004) Clinical Cancer Research 10:285-292;
Kim et al. (2003) Oncogene 22: 370-380; Irving et al. (2004) Cancer Gene Therapy 174-185).

Existen un pequefio numero de elementos reguladores endégenos en el genoma adenoviral, que regula la expresion
de genes virales, por ejemplo, el promotor e intensificador del gen E1A, entre estos elementos reguladores
enddgenos, la secuencia del intensificador E1A se solapa con la sefial de empaquetamiento viral. Con objeto de
minimizar el impacto de los elementos reguladores enddgenos sobre la regulacion de un promotor heterélogo, los
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cientificos han reubicado la sefial de empaquetamiento a la rama derecha desde el sitio nativo en el extremo de la
izquierda (Bristol et al. (2003) Molecular Therapy 7(6):755-764; Jakubczak et al. (2003) Cancer Research 63:1490-
1499). Lamentablemente, esta clase de reubicacion de la sefal de empaquetamiento viral desde el sitio nativo al
extremo de la derecha ha desestabilizado el genoma viral, dando como resultado la generacién de muchos mutantes
virales (WO 02/067861; ASGT 2003 Annual Meeting, Molecular Therapy). Por tanto, la reubicacion arriba indicada
de la sefial de empaquetamiento viral no es un enfoque viable para minimizar el impacto de los elementos
reguladores enddgenos. ;Como minimizar el impacto de los reguladores virales endégenos sobre los elementos
heterdlogos y prevenir la generacion no deseada de muchos mutantes virales, en tanto que se mantiene estable el
genoma viral?

Con respecto al nivel de expresion de la telomerasa en humanos, durante el desarrollo y la diferenciacion del
embridn, los cientificos han llegado a reconocer también que existe un determinado nivel de actividad de telomerasa
en algunas células que incluyen células del miembro cervical, progenitores, y células madre (Wright et al. (1996)
Development Genetics 18:173-179; Sharma et al. (1995)Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92:12343-12346; Kolquist et al.
(1996) British Journal of Cancer 80:1156-1161; Tahara et al. (1999) Oncogene 18:1561-1567; Tanaka et al. (1998)
American Journal of Pathology 153:1985-1991). El bajo nivel de la actividad de expresion de telomerasa ha
aconsejado a los cientificos cuando los mismos utilizaban el promotor hnTERT para suministrar un gen terapéutico en
el vector de terapia génica, o para generar adenovirus oncoliticos especificos de células tumorales por control de
genes virales esenciales (Hahn WC (2004) Clinical Cancer Research 10: 1203-1205). Debido al bajo nivel de
expresion de telomerasa en las células distintas de la diana, tales como los progenitores, los adenovirus oncoliticos
controladores del promotor hTERT pueden replicarse masivamente en las células progenitoras, dando como
resultado efectos secundarios graves (Huang et al. (2004) Clinical Cancer Research 10:1439-1445; Hahn WC (2004)
Clinical Cancer Research 10:1203-1205; Masutomi et al. (2003) Cell 114: 241-253). Por tanto, el aumento de la
especificidad de células tumorales del promotor hTERT es uno de los proyectos fundamentales en la generacion de
adenovirus oncolitico utilizando el promotor hTERT.

Varios documentos consideran la generacion y uso de vector de adenovirus oncolitico. Li et al. (Cancer Research,
2001, 61, p. 6428-6436) dan a conocer una variante de adenovirus especifico de carcinoma hepatocelular, CV890,
que elimina los tumores hepaticos humanos distantes cuando se administra en combinaciéon con doxorrubicina.
Green et al. (Int. J. Cancer, 2003, 104, p. 104-112) dan a conocer un vector de adenovirus bicistronico y su uso para
intensificacion inmune de la citotoxicidad inducida por nitrorreductasa. Kawashima et al. (Clinical Cancer Research,
2004, 10, p. 285-292) construyen un vector nimero 5 de adenovirus en el cual el elemento promotor hTERT impulsa
la expresion de genes E1A y E1B para viroterapia selectiva de replicacion. WO 03/013555 da a conocer un método
para amplificacion de la expresién de un promotor especifico de células tal como hTERT que puede proporcionar
método_de terapia del cancer. WO 02/067861 se refiere a vectores oncoliticos de adenovirus y su uso en métodos
de terapia génica, vectores que comprenden un promotor sensible a E2F. WO 2005/112541 se refiere a un vector de
expresion génica de adenovirus hibrido que comprende una secuencia promotora especifica de tejido asi como usos
de la misma. CN-A-1.381.582 da a conocer un adenovirus recombinante para expresion de GM-CSF humano y su
uso para inmunoterapia. La Patente US nimero 6.627.190 describe vectores de adenovirus que sobreexpresan una
proteina de muerte de adenovirus y que estan preferiblemente restringidos en replicacion a células que expresan
telomerasa. WO 96/09399 describe un adenovirus quimérico capaz de transducir células de mamifero con DNA,
adenovirus que puede ser Util para tratamiento de enfermedades y trastornos genéticos de mamifero. La Patente US
numero 6.348.450 se refiere a técnicas de terapia génica no invasiva direccionada a la piel, en donde el vector es un
vector de adenovirus que codifica un gen de interés. CN-A-1.382.218 describe un adenovirus oncolitico que destruye
preferentemente las células neoplasticas pero no las normales, comprendiendo preferiblemente el vector un
promotor sensible a E2F. La Patente US numero 6.713.055 se refiere a vectores, que pueden ser vectores
adenovirales, que comprenden una secuencia codificante de una glicosil-transferasa bajo el control de un elemento
de control de la transcripcion especifico de tumor o de tejido. WO 99/46371 se refiere a vectores adenovirales que
contienen genes proapoptoéticos y el uso de tales vectores en terapia del cancer.

Sumario de la Invencion
En un aspecto, la presente invencién proporciona un recombinante de acuerdo con la reivindicacioén 1.

Adenovirus oncoliticos especificos de células tumorales pueden obtenerse por combinacién del adenovirus
oncolitico con un elemento regulador especifico de una célula tumoral por un método de ingenieria genética, y el
recombinante puede construirse por incorporacion del promotor especifico de células tumorales de SEQ ID NO: 2y
el gen inmunorregulador en el genoma del adenovirus por tecnologia de clonacién de DNA, obteniéndose asi una
secuencia fusionada capaz de replicarse en las células tumorales y expresar el gen inmunorregulador en las células
tumorales.

En otro aspecto, esta invencion proporciona un uso del recombinante de adenovirus oncolitico reivindicado en la
fabricacion de un medicamento para prevencion y/o tratamiento de un tumor.

En otro aspecto, esta invencién proporciona una composicién farmacéutica que comprende el recombinante
reivindicado, v.g. como un medicamento para prevencion y/o tratamiento de un tumor.
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En otro aspecto, esta invencion proporciona un promotor que tiene la secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 2.

El recombinante conforme a la presente invencion puede utilizarse para controlar los adenovirus en tal grado que
estos adenovirus se repliquen Unicamente en las células tumorales. Por modificacion genética del promotor hTERT,
el recombinante de la invencion tiene una especificidad sustancialmente mejorada del promotor hTERT para las
células tumorales.

El recombinante del virus oncolitico que tiene especificidad de células tumorales, conforme a la invencién, se puede
preparar por ingenieria genética de un gen de factor inmuno-estimulante, que es capaz de inducir una respuesta
inmuno-estimulante especifica del cuerpo humano a las células tumorales, con el genoma viral replicante especifico
de las células tumorales. El recombinante de virus resultante puede replicarse selectivamente en una poblacién
especifica de células y puede replicarse y propagarse en células tumorales, y por consiguiente destruir las células
tumorales, por lo que el recombinante puede utilizarse para tratar el cancer y prevenir el tumor.

En la técnica anterior, la construccion y propagacion de adenovirus oncolitico replicante condicionalmente o vectores
virales modificados por ingenieria genética se encuentra en lineas de células modificadas por ingenieria genética,
tales como la linea de células 293. Una linea de células de este tipo expresa proteinas adenovirales E1 para
complementar la funcién del vector adenoviral delecionado en E1 y deficiente en replicacion o un recombinante de
adenovirus oncolitico replicante condicionalmente en el cual el gen E1 viral se encuentra bajo el control de un
elemento regulador selectivo de células tumorales. Lamentablemente, el recombinante producido en una linea de
células de este tipo contiene usualmente cierta cantidad de adenovirus de tipo salvaje o recombinados (a los que se
hace referencia como adenovirus competente en replicacion, RCA). La razén para la generacion de RCA en el
producto recombinante es que en las células de generacion tales como la clase de linea de células 293, se contiene
la secuencia génica del adenovirus; esta pieza de secuencia de adenovirus “tipo salvaje” se recombinara en la célula
con el adenovirus delecionado en E1 o intensificado en E1, dando como resultado un adenovirus “tipo salvaje” o un
adenovirus recombinante. Un producto de este tipo puede no cumplir las especificaciones de producto y puede
causar efectos secundarios inesperados con problemas de seguridad. La célula utilizada para construccion del
recubrimiento reivindicado puede seleccionarse de modo que no contenga secuencia alguna de gen adenoviral y por
consiguiente puede evitar el RCA y resolver el problema de seguridad como se ha mencionado arriba.

En una realizacion, la invencién proporciona un recombinante de adenovirus oncolitico de replicacién condicional
como se reivindica en esta memoria en el cual la proteina de la capsida se ha mejorado para aumentar la afinidad de
fijacion del recombinante a las células tumorales, dando como resultado un aumento de infectividad del
recombinante para la célula tumoral. Muchos estudios recientes han demostrado una expresiéon baja o nula del
receptor 5 de adenovirus (el receptor del virus B de Coxsackie y el receptor de adenovirus, CAR) en células
tumorales. No obstante, todas las células tumorales expresan un alto nivel de CD46 (Shayakhmetov et al., 2002.
Cancer Research 62:1063-1068). Estudios ulteriores han demostrado que el receptor del serotipo 35 de adenovirus
es la molécula de proteina CD46 (Sirena et al. (2004) Journal of Virology 78(9):4454-4462). Por tanto, los autores de
esta invencion proponen reemplazar el botén de fibra de la secuencia proteinica en el recombinante del virus
serotipo 5 de adenovirus con el de serotipo 35 de adenovirus, el ltimo de los cuales es capaz de fijar el receptor de
la proteina CD46, a fin de construir un recombinante que tiene un adenovirus fusionado capaz de fijar el receptor. Se
cree que un recombinante de este tipo tendra infectividad mejor en un espectro mas amplio de células tumorales.

El virus oncolitico de replicacion condicional de acuerdo conforme a la invencién puede ser uno cualquiera de los
serotipos de adenovirus que incluyen el serotipo 5, 2, 35, 41, etc., preferiblemente el serotipo 5 o un adenovirus
mejorado. Por ejemplo, un recombinante de adenovirus en el cual el gen E1A y el gen E1B estan ligados uno a otro
por el sitio de entrada de cromosoma interno (IRES); un recombinante de adenovirus en el cual el boton de fibra del
adenovirus tipo 5 esta reemplazado con el del serotipo 35 de adenovirus; un recombinante de adenovirus en el cual
esta insertada una secuencia terminal de la transcripcion aguas abajo de la ITR viral y el sitio de empaqguetamiento y
aguas arriba del promotor hTERT; estando delecionado el adenovirus con su secuencia codificante para 10,4 K,
14,5K y 14,7K en la region E3. Dicha secuencia terminal de la transcripcion puede terminar la transcripcion génica
mediada por cualquier RNA-polimerasa, tal como la secuencia sefial temprana SV40 poli(A); tal como el
recombinante de adenovirus con sus secuencias para codificacion de 10,4K, 14,5K y 14,7K en el fragmento E3
estando delecionadas.

Dicho elemento regulador de genes que es especifico de las células tumorales es el promotor hTERT mejorado de
SEQ ID NO: 2, y este promotor tiene un sitio de fijacion para el factor de transcripcion E2F-1.

Dicho elemento inmunorregulador puede ser cualquier gen o sus variantes que puedan simular o inducir respuesta
inmune, seleccionado de IL-2, IL-10, IL-12, IL-15, IL-24, IL-25, GM-CSF, G- CSF e INF-alfa, INF-beta, con preferencia

GM-CSF, con inclusion de sus formas secretadas y fijadas a la membrana, asi como sus variantes.

Un recombinante de adenovirus preferible de acuerdo con la invencién es un recombinante de este tipo, en el cual el
vector del virus esencial es un adenovirus mejorado tal que, en la secuencia del adenovirus, esta insertada una
secuencia terminal de la transcripcién aguas abajo de la ITR viral y el sitio de empaquetamiento, pero aguas arriba
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del promotor hTERT de SEQ ID NO: 2, el gen inmuno-estimulante es GM-CSF que tiene una secuencia
representada en SEQ ID NO: 3 (KH-901) o que se encuentra en un GM-CSF fijado a la membrana (KH-902).

Otro recombinante de adenovirus preferible conforme a la invencién es un recombinante de este tipo en el que el
vector del virus esencial es un adenovirus mejorado tal que, en su secuencia, el boton de fibra es del serotipo 35 de
adenovirus en sustitucion del serotipo 5 de adenovirus, y el elemento regulador especifico de células tumorales es el
promotor hTERT que tiene la secuencia de SEQ ID NO: 2, y el gen inmunoestimulador es GM-CSF (KH-904),
preferiblemente un GM-CSF fijado a la membrana (KH-905).

En otra realizacion preferida, el gen E1A y el gen E1B estan unidos por IRES, el boton de fibra es de serotipo 35,
esta insertado un elemento terminal de la transcripcion aguas abajo de la ITR y el sitio de empaquetamiento y aguas
arriba del promotor hTERT de SEQ ID NO: 2, en el cual el gen inmunoestimulador es GM-CSF, preferiblemente en
su forma fijada a la membrana.

Otro recombinante preferible de adenovirus conforme a la invencién es uno de este tipo, en el cual el vector de virus
esencial es un adenovirus mejorado tal que, en la secuencia de adenovirus, una secuencia terminal de la
transcripcion esta insertada aguas abajo de la ITR viral y el sitio de empaquetamiento pero aguas arriba del
promotor hTERT; estando delecionado el adenovirus con su secuencia codificante para 10,4K 14,5K y 14,7K en la
region T3; el elemento regulador especifico de células tumorales es el promotor hTERT de SEQ ID NO: 2, el gen
estimulante del tumor es GM-CSF, preferiblemente el GM-CSF fijado a la membrana (KH-903).

Otro recombinante de adenovirus preferible de acuerdo con la invencién es uno de este tipo en el cual una
secuencia terminal de la transcripcion esta insertada aguas abajo de la ITR viral y el sitio de empaquetamiento de
aguas arriba del promotor hTERT, y el gen adenoviral E1A y el gen E1B estan unidos por IRES, el elemento
regulador especifico de células tumorales es el promotor hTERT de SEQ ID NO: 2, y el gen inmunoestimulador es
GM-CSF (KH-906).

Los recombinantes de adenovirus conforme a la invencion incluyen, pero sin caracter limitante, KH-901, KH-902,
KH-903, KH-904, KH-905 y KH-906, en los cuales la secuencia para KH-901 se muestra en SEQ ID NO: 3, en
donde

1) 1-103: ITR izquierda adenoviral {serotipo 5 de adenovirus de secuencia representado en Genbank No.
BK000408};

2) 194-358: secuencia de empaquetamiento de adenovirus y la secuencia intensificadora para E1;

3) 362-534: secuencia sefial SV40 poli(A) y el enlazador (la secuencia de serotipo 5 de adenovirus de la

que se han delecionado los np 362 a 551);
4) 525-811: la secuencia del promotor hTERT mejorado genéticamente y el enlazador;
5) 812 a la derecha: secuencia de adenovirus que incluye E1A, E1B, E2, etc;
6) 28995-29436: gen inmunoestimulador GM-CSF;
7) 29437 a la derecha: secuencia de adenovirus del gen E4 y el extremo de la derecha.

La secuencia de KH-200 es similar a la secuencia representada en SEQ ID NO: 3, mientras que su secuencia del
promotor hTERT se encuentra en el tipo salvaje sin transversion de bases (se ruega referirse a SEQ ID NO: 1y 2).
No existe secuencia sefial SV40 poli(A) alguna entre el sitio de empaquetamiento y el promotor hTERT.

La secuencia de KH-902 es similar a KH-901, pero el gen inmunoestimulador GM-CSF esta reemplazado por su
forma fijada a la membrana con la secuencia representada en SEQ ID NO: 4.

La secuencia de KH-903 es similar a KH-901, excepto que la secuencia codificante para 10,4 K, 14,5K y 14,7K ha
sido delecionada, siendo la secuencia delecionada la parte del genoma adenoviral desde NT21804 a 30857. Las
proteinas de estas secuencias codificantes inhiben la respuesta inmune, particularmente la respuesta inmune
mediada por el factor de necrosis tumoral (TNF). Por tanto, la delecién de estas regiones codificantes mejorara las
respuestas inmunes direccionadas al tumor inducidas por los adenovirus oncoliticos que se replican
condicionalmente.

La secuencia de KH-904 es similar a KH-901, excepto que el botéon de fibra esta cambiado del serotipo 5 adenovirus
al serotipo 35, representandose la secuencia en SEQ ID NO: 5. Investigaciones ulteriores han revelado que muchas
células tumorales no expresan la proteina receptora CAR del serotipo 5 de adenovirus, pero expresan un alto nivel
de molécula CD46. La molécula CD46 es el receptor del serotipo 35 de adenovirus. Por tanto, la presencia del botén
de fibra del serotipo 35 de adenovirus mejorara la infectividad de los recombinantes de adenovirus oncolitico que se
replican condicionalmente.
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KH-905 es similar a KH-904 excepto que el gen inmunoestimulador GM-CSF se ha cambiado de la forma secretada
a la forma fijada a la membrana.

KH-906 se produce a partir de KH-901 por reemplazamiento del promotor endégeno E1B con un sitio de entrada de
ribosoma interno (Li et al., (2001) Cancer Research 62; Zhang et al. (2002) Cancer Research 62: 3743-3750).

Se proporciona también la secuencia del promotor hTERT mejorado de SEQ ID NO: 2, teniendo este promotor sitio
de fijacion para el factor de transcripcion E2F-1.

El promotor hTERT mejorado arriba indicado se generé como sigue. Se sintetizaron dos cebadores basados en la
secuencia del promotor hTERT como se muestra en la Figura 1:

A. 5-GTCTGGATCCGCTAGCCCCACG-3’

B. 5-CGACCGGTGATATCGTTTAATTCGC-3’
El promotor hTERT se amplificé por PCR con DNA gendémico humano activado como el molde, y los cebadores
fueron los arriba indicados. La condicion para la reaccion PCR es como sigue: para el primer ciclo, 94°C durante 5
minutos para desnaturalizacién, 81°C durante 1 minuto para reasociacion, 72°C durante 2 minutos para extension;
para cada uno de los 35 ciclos siguientes: 93°C durante 1 minuto para desnaturalizaciéon, 68°C durante 1 minuto
para reasociacion, 72°C durante 2 minutos para extension. El producto PCR se analizé en gel de agar y el fragmento
del promotor hTERT se recuperdé para confirmacion por secuenciacion. La secuencia se confirmé como se ha publi-
cado (Figura 1). EI DNA del fragmento PCR purificado se cloné al vector pUC19. Con el método de mutagénesis
descrito por Stratagene (mutagénesis orientada), la secuencia del promotor hTERT se cambi6 a la representada en
la Figura 2.
Esta invencion proporciona también por tanto el promotor hnTERT mejorado con la secuencia de SEQ ID NO: 2, que
puede obtenerse por dicho método anterior.

En el promotor hTERT conforme a la invencion, no existe ningun par de bases TATA conservado, pero existen dos
secuencias semejantes a la caja E de CACGTG y regiones de fijacion de Sp-I ricas en GC. Estas secuencias con-
servadoras son cruciales para la expresion de la telomerasa, dado que la transcripcion de la telomerasa esta regula-
da por el promotor hTERT a través de C-Myc/Max y Sp-l (Cong et al (1999) Human Molecular Genetics 8(1):137-142;
Kyo et al (2000) Nucleic Acids Research 28(3):669-677). Muchos estudios han revelado que Myc juega un papel
importante en la proliferacion celular y el ciclo celular, por lo que la modificacién arriba indicada del promotor hnTERT
causara impacto ulterior en la transcripcion y expresion de la telomerasa.

Con objeto de minimizar la actividad del promotor hTERT en las células normales tales como las progenitoras y
aumentar su selectividad para las células tumorales, los inventores han analizado en detalle los sitios de fijacion del
factor de transcripcion en el promotor hTERT por modelizacién mediante computadora. Basandose en la modeliza-
cion por computadora, los inventores han realizado analisis sobre una serie de mutagénesis, entre las cuales identi-
ficaron un mutante en el que la cuarta Sp-l se habia cambiado al sitio de fijacion E2F-1, habiéndose cambiado la
secuencia desde ‘... TTTCCGCGGCCCCGGCC..." (Figura 1) a’...TTTCCGCGGCAACGCCC..." (Fig. 2).

El estudio in vitro demostré que el promotor hTERT mejorado mantiene la actividad en las células tumorales y
reduce significativamente la actividad “promotora” en las células normales. Por tanto, el promotor mejorado tiene una
actividad de trasncripcion significativamente reducida en las células normales con inclusion de las células
progenitoras. Se demostré en un experimento de transfeccion transitoria que utilizaba el gen consignado que, en las
células tumorales, el promotor hnTERT mejorado tiene una actividad aproximadamente 5 a 10 veces mayor que la del
promotor hTERT de tipo salvaje, mientras que en las células normales, el promotor hTERT mejorado tiene una
actividad muy reducida (Figura 6). Se construy6 luego un adenovirus oncolitico de replicacion condicional por control
del gen viral esencial con el promotor hTERT mejorado, careciendo el virus oncolitico resultante de toxicidad para
las células madre (Figura 7); por tanto el adenovirus oncolitico resultante tiene una seguridad notablemente
mejorada para aplicacion clinica.

Dado que el promotor E2F-1 es activo en las células tumorales deficientes en el camino pRb/E2F/p16, el mismo ha
sido ampliamente utilizado en terapia génica, particularmente en la construccidon de adenovirus oncolitico de replica-
cion condicional (Parr et al. (1997) Nature Medicine 3(10):1145-1149; Jakubczak et al. (2003) Cancer Research
63:1490-1499; Bristol et al. (2003) Molecule Therapy 7(6):755-763). El promotor hTERT mejorado tiene no sélo sitios
de fijacion para los factores de transcripcion E2F-1, sino también sitios de fijacion Sp-l y NF-1 que estan poseidos en
el promotor E2F-1, por lo que el promotor hTERT mejorado es activo en células tumorales que estan reguladas en
sentido creciente por la telomerasa y son deficientes en el camino Rb. Por tanto, el promotor hTERT mejorado es
activo en estas dos clases de células tumorales, pero inactivo en células normales tales como las células madre;
esto representa una alta especificidad tumoral.

En una realizacion, la invencién proporciona un recombinante de adenovirus oncolitico de replicacién condicional
como se reivindica en esta memoria en el cual el gen E1A y el gen E1B estan ligados por un sitio de entrada de
ribosoma interno (IRES) y por tanto lleva la transcripcion de los dos genes importantes E1A y E1B del recombinante
de adenovirus bajo el control del promotor hnTERT mejorado tal como KH-906.

En una realizacién adicional, la invencién proporciona un recombinante de adenovirus oncolitico como se reivindica
en esta memoria en el cual una sefial de terminacion de la transcripcion esta ubicada aguas abajo de la ITR y el sitio
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de empaquetamiento viral y aguas arriba del promotor hTERT especifico de las células tumorales. La sefial de
terminacion de la transcripcion tal como SV40 poli(A) temprana puede bloquear cualquier transcripcion mediada por
RNA-polimerasa. Estudios in viro han demostrado que, debido a la presencia de la sefial de terminacion de la
transcripcion tal como SV40 poli(A) temprana, la ITR y la secuencia, que estd solapada en el sitio de
empaquetamiento y tiene efecto como intensificador, tiene sélo un impacto menor sobre el promotor hTERT.

Los recombinantes de adenovirus oncoliticos conforme a la invencién tienen genes inmunorreguladores. En varios
recombinantes de adenovirus oncoliticos conocidos, el gen GM-CSF se utilizd como gen inmunoestimulador,
conteniendo también los recombinantes de adenovirus oncoliticos descritos en esta invencién el gen GM-CSF como
gen inmunoestimulador, aunque sin estar limitados al gen GM-CSF, y podrian utilizarse también otros genes
inmunoestimuladores tales como citoquinas. Sin embargo, es bien conocido que GM-CSF es un inductor de
respuestas inmunes de larga duracion (Dranoff et al. (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:3539-3543). Se trata de
una glicoproteina secretada que puede estimular la diferenciaciéon de granulocitos, monocitos, macréfagos y células
dendriticas, y aumentar la expresion de MHC y la molécula co-estimulante B7 en las células presentadoras de
antigeno. EI GM-CSF puede intensificar también la infiltracion de células inmunes en los tejidos y la diferenciacion
de las células B. Debido a la propiedad de GM-CSF arriba descrita, los cientificos han utilizado en los ultimos afios
GM-CSF en combinacién con quimioterapia para el tratamiento de canceres. Muchas vacunas tumorales
constituidas por células de tumor capaces de expresar GM-CSF se encuentran actualmente en pruebas clinicas
(Armitage (1998) Blood 92:4491-4508; Mach et al. (2000) Cancer Research 60:3239-3246; Gilboa (2004) Nature
Reviews Cancer 4:401-411). Un adenovirus oncolitico de replicacién condicional que expresa GM-CSF puede no sélo
destruir las células del cancer, sino expresar también GM-CSF en células tumorales para inducir respuestas
inmunes especificas de células tumorales, dando como resultado efectos de inmunoterapia del cancer. Por
consiguiente, este proceso de establecimiento de una vacuna tumoral autéloga no sélo ha eliminado el proceso
complicado de preparacion de una vacuna tumoral, sino que mantiene también la alta integridad de las células
tumorales sin manipulacion in vitro, con inclusion de la expresiéon de antigeno, que ha hecho mas eficaz la vacuna
del cancer in situ. Por consiguiente, el virus oncolitico arriba descrito puede destruir las células tumorales en el sitio
en el que se suministra el virus y destruira también al mismo tiempo las células tumorales distantes por respuestas
inmunes mediadas por GM-CSF. El método de la invenciéon descrito en esta memoria es un enfoque singular de
produccion de virus oncoliticos mejores.

Dos recombinantes de adenovirus oncoliticos, entre los que estan conformes con la invencioén, contienen y expresan
el GM-CSF fijado a la membrana (mbGM-CSF). Estudios previos han revelado que GM-CSF fijado a la membrana
puede mejorar la interaccion con células dendriticas e inducir respuestas inmunes mejores que el GM-CSF secreta-
do. (Soo Hoo et al. (1999) Journal of Immunology 169:7343-7349; Yei et al. (2002) Gene Therapy 6:1302-1311). No
se ha publicado que el GM-CSF fijado a la membrana se exprese en un recombinante de adenovirus oncolitico de
replicacion condicional a fin de obtener un ingrediente activo recombinado genéticamente.

Esta invencion proporciona también un método de produccién de recombinantes de virus oncoliticos como se
reivindica en esta memoria, que comprende los pasos siguientes:

a) construir la rama izquierda de adenovirus que contiene la secuencia promotora hTERT de SEQ ID NO:
2

b) construir la rama derecha de adenovirus que contiene el gen inmunorregulador; y

c) co-transfectar los plasmidos que contienen la rama derecha y la rama izquierda del genoma adenoviral

en células 293, células Hela, células HelLa-S3 o células A549, generandose el recombinante por
recombinacion homaloga.

El recombinante de la invencion puede obtenerse por el proceso siguiente: se produce el recombinante viral en
células de mamifero por recombinacién homologa. En primer lugar, el promotor endégeno del gen E1A se deleciona
de pXC.1 (un plasmido que contiene el extremo izquierdo del serotipo 5 de adenovirus, adquirido de Microbix,
Canada) y se reemplaza con la sefial de terminacion SV40 poli(A) y el promotor hTERT mejorado por técnicas de
clonaciéon comunes, dando como resultado pKH-9012. Entretanto, la secuencia codificante de gp19K en pBHGES3 (un
plasmido que contiene la porcion derecha de adenovirus, adquirido de Microbix, Canada) se reemplaza con el gen
GM-CSF, dando como resultado un plasmido denominado pKH-901b.

El DNA plasmidico de pKH-9012 y pKH-901b se somete a co-transfeccion en células Hela, seleccionandose un clon
individual de la formacién de placas y designandose KH-901. Siguiendo el mismo procedimiento, se construyeron los
recombinantes KH-900, KH-902, KH-903, KH-904, KG-905 y KH-906.

De hecho, los recombinantes pueden producirse en cualesquiera células de mamifero o de animal no mamifero.

Siguiendo el plan arriba resefiado, un fragmento de DNA de nucleétido se amplificé por PCR a 362 hasta 551 de
pXC.1 respectivamente con las endonucleasas de restriccion Sspl y PinAl (Agel). El fragmento de DNA del promotor
hTERT se amplifico a partir de DNA gendmico humano por PCR, ligado a poli(A). Se afiadieron dos endonucleasas
de restriccion Sspl y PinAl a los dos extremos del fragmento de DNA. El fragmento de DNA se digirié con Sspl y
PinAl y se ligd a pXC.1 que se digirié con la misma enzima. La ligacion se transformé en células de E. coli DH5-alfa
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(Invitrogen EE.UU.). Se seleccionaron 10 colonias, y se cultivaron en una incubadora durante 24 horas. Se extrajo el
DNA vy se analizé con enzimas de restriccion, y el plasmido se confirmd por secuenciacion y se designé pKH-9012.

Utilizando los cebadores de 5-ATAACCATGTGGCTGC-3' y 5-AAATTACTCCTGGACTGG-3', se amplificd un
fragmento de DNA que codificaba GM-CSF por PCR a partir del cDNA molde extraido de macréfagos activados. El
gen GM-CSF de longitud total se cloné en pUC19 y se confirmé por secuenciacion. Subsiguientemente, el fragmento
de cDNA del gen GM-CSF se cloné en pBHGE3 en la region codificante para gp19k, y el plasmido resultante,
designado HK-901b, se secuencid y se confirmd por analisis con enzimas de restriccion.

El DNA plasmidico de pKH-9012 y pKH-901b se co-transfectaron en células HelLa para recombinacion homéloga.
Antes de la transfeccion, el DNA plasmidico se linealizé por Clal y se transfectd en células HeLa mediadas por
Lipofectina (USA, Invitrogen). Diez dias después de la transfeccion, se cosecharon las células, y se realizaron tres
ciclos de congelacion-descongelacion, tomandose 100 ml para extension en placas sobre células HeLa. Ocho dias
después de la formacion de las placas, las placas aisladas eran visibles bajo el agar. Se seleccionaron 6 placas, y se
inocularon en células Hela. El lisado de células se cosechd 4 a 6 dias después de la inoculacién. Se extrajo el DNA
adenoviral a partir del lisado de células (kit de Qiagen), y se confirmo la estructura viral por digestion con enzimas de
restriccion, PCR y andlisis por transferencia Southern. El virus resultante se designé KH-901.

El recombinante virico conforme a la invencién puede utilizarse para preparar una composicién farmacéutica para el
tratamiento de canceres y/o para prevencion de canceres. El recombinante virico puede utilizarse en combinacion
con radiacion y quimioterapia para conseguir mejor eficacia terapéutica.

El recombinante virico conforme a la invencion puede formularse en composiciones inyectables para administracion
intravenosa, inyeccion intratumoral, inyeccion intramuscular, inyeccion subcutanea, inyeccion intra-organica,
inyeccion intraperitoneal, etc.

Para preparacion en gran escala, el recombinante virico de la invencidon puede fabricarse en células Hela, células
HelLa-S3 o células A549 por cultivo de células, infeccion de virus, propagacion, concentracion, y purificacion. El
recombinante virico fabricado por este proceso puede utilizarse como materia prima para formulacién en
composiciones clinicamente inyectables, junto con portadores farmacéuticamente aceptables por tecnologia
convencional de formulacion.

Experimentos que muestran la aplicacién potencial y los efectos favorables de la presente invencion se describen a
continuacion:

Experimento 1: Actividad del promotor hTERT y comparacion de la especificidad de células tumorales entre el
tipo salvaje y los promotores hTERT mejorados

Para testar la especificidad de la version mejorada del promotor hTERT, se ligaron el promotor hTERT de tipo
salvaje (telo) y el promotor hTERT mejorado (Mtelo) a una Luciferasa de gen informador (luc), y los plasmidos
resultantes se transfectaron a un panel de células de cancer humanas y células humanas normales. Las células se
cosecharon 48 horas después de la transfeccion y se utilizaron los lisados de células para determinar el nivel de
expresion de luciferasa. Durante la transfeccion, se utilizé un plasmido informador LacZ de gel informador
secundario para normalizar la eficiencia de transfeccion entre diferentes tipos de células. El resultado presentado en
Fig. 6 demostré que (1) en las células tumorales, el promotor mejorado Mtelo exhibia una actividad de luciferasa
mucho mayor que lo hacia el promotor hTERT de tipo salvaje (telo). Por ejemplo, en células Hep3B (telomerasa
regulada en sentido creciente y deficiente en el camino Rb), Mtelo producia una actividad de luciferasa 6 veces
mayor que la de telo, y en células LNCaP (telomerasa regulada en sentido creciente y deficiente en el camino Rb),
Mtelo producia Ouna actividad de luciferasa 18 veces mayor que la del promotor hTERT de tipo salvaje; (2) en las
células humanas normales, el promotor hTERT de tipo salvaje conducia a un nivel bajo de actividad de transcripcion,
mientras que el promotor hTERT mejorado Mtelo tenia sustancialmente un nivel de actividad de transcripcion basico.
Por ejemplo, en células MRC-5 (negativas a la telomerasa y normales para el camino Rb), el promotor Mtelo exhibia
una actividad 6 veces menor que la del promotor hTERT telo de tipo salvaje. Este resultado indicaba que la adicion
de los sitios de fijacion E2F tiene una selectividad para las células tumorales y capacidad de transcripcion
notablemente incrementadas del promotor hTERT.

Esta conclusion se confirmé ulteriormente por los tests, en los cuales la selectividad mejorada del promotor hTERT
mejorado, la actividad de transcripcion del promotor se determind en las células infectadas con recombinantes por
medida del nimero de copias del mensaje E1A. Se incluyeron en el estudio cuatro virus: adenovirus de tipo salvaje
como control positivo, adenovirus deficiente en replicacion d1312 (delecionado de E1A) como control negativo, KH-
900 (con el promotor hTERT de tipo salvaje) y KH-901 (con el promotor hTERT mejorado). Se utilizaron para los
tests queratinocitos de prepucio humano (hFKs) y kFKs-EB, las células hFK transformadas con el gen E6 del virus
del papiloma humano tipo 16 (HPV-16). Se habia demostrado previamente que hFKs-E6 tenian actividad de
telomerasa regulada en sentido creciente (Horikawa et al. (2001) Journal of Virology 75 (9): 4467-4472). Las células
se infectaron con los virus a una multiplicidad de infeccion (MOI) de 1 unidad formadora de placa (pfu) por célula y
se determind el nimero de RNA de mensaje E1A por PCR de transcripcion inversa (RT-PCR). El resultado
presentado en Fig. 7 demostré que no se detectaba cantidad alguna de mRNA de mensaje E1A en las células hFKs
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infectadas con d1312 y hFKs-E6; se detectaron aproximadamente 4000 copias de RNA de mensaje E1A en células
infectadas con Ad5 y no habia diferencia significativa alguna en las copias de mRNA entre las células hKFs y las
células hFKs-E6. En cambio, en las células infectadas con KH-900, se detectd un pequefio nimero de copias de
mRNA E1A en las células hGKs, mientras que se detectaron 20 veces mas copias de mRNA E1A en las células
hFKs-E6. Y lo que es mas interesante, se detectd una cantidad mas de 100 veces mayor de mRNA E1A en las
células hKFs-E6 infectadas con KH-901 que en las células hFKs. Entretanto, el nUmero de copias de mRNA E1A era
aun menor en las células hFKs infectadas con KH-901 que en las células hFKs infectadas con KH-900. Considerado
en su conjunto, se demuestra que el promotor Mtelo, cuando esta enlazado con un gen informador, tiene un nivel
mayor de actividad y selectividad para las células tumorales que la del promotor telo; al mismo tiempo, la
selectividad tumoral mejorada es real cuando el promotor se inserta en el genoma del adenovirus. El promotor Mtelo
tiene mejor especificidad tumoral que el promotor de tipo salvaje cuando aquél se utiliza para controlar los genes
virales esenciales.

Este resultado se confirmé adicionalmente en células de médula ésea humana cultivadas. En un ensayo de
viabilidad celular, se utilizaron KH-900 y KH-901 para infectar células 293 y células madre mesenquimaticas de
médula 6sea humana (hBMsc) a MOI de 1. El resultado presentado en Fig. 8 demostréo que KH-901 destruia las
células 293 tan eficientemente como KH-900; sin embargo, KH-900 tenia cierto nivel de destruccion celular en
células hBMsc, mientras que KH-901 no tenia actividad de destruccion alguna.

Experimento 2: Comparacion de la Capacidad de Destrucciéon de Células Tumorales de Cuatro Recombinantes
de Adenovirus Oncoliticos que se Replicaban Condicionalmente

Se utilizé la linea de células de cancer de pulmén A549 para comparar la capacidad de destrucciéon de cuatro
adenovirus oncoliticos que se replicaban condicionalmente. Se sembraron las células en capsulas de 6-cem y se
aplicaron los virus a una MOI de 1 cuando las células se dejaron crecer hasta 85% en confluencia. Se determiné la
viabilidad celular en diversos momentos después de la infeccion (Hallenbeck et al. (1997) Human Gene Therapy
11:1172-1179). El resultado presentado en Fig. 9 demostré que KH-904 destruia las células mas eficientemente que
KH-901 y KH-902, mientras que KH-900 era el mas débil.

Este resultado indicaba que el promotor hTERT mejorado tiene actividad mas fuerte que el promotor hTERT de tipo
salvaje. Indicaba también que el reemplazamiento del botdn en el gen de fibra del serotipo 35 puede tener mejor
inefectividad que el serotipo 5. Esta conclusion se confirmd en un panel de células de cancer y células humanas
normales (Tabla 1). Un panel de células humanas tumorales y normales se infecté con variantes diferentes de
adenovirus durante 72 horas y se midio la viabilidad celular como se ha descrito arriba. Se calcul6 la EC50 para la
cantidad de virus requerida para destruir el 50% de las células. Cuanto menor es la EC50, tanto mas eficiente es un
virus para destruir las células. El resultado presentado en la Tabla 1 indicaba que (1) KH-901 destruia las células
tumorales mas eficientemente que KH-900, lo que confirmaba adicionalmente que el promotor hTERT mejorado
tiene mejor especificidad tumoral; (2) KH-902 y KH-903 destruian las células analogamente a KH-901, mientras que
KH-904 era el mas fuerte. En contraste, el promotor Mtelo mejorado que contenia los virus (KH-901, KH-902, KH-
903 y KH-904) destruia menos células normales comparado con KH-900, teniendo el virus el promotor hTERT de
tipo salvaje. Para KH-906, en el cual el gen viral E1B estaba enlazado a E1A por el IRES, tenia una especificidad
satisfactoria para las células tumorales, aunque la capacidad de destruccién era relativamente menor.

Tabla 1. Expresion de GM-CSF en células infectadas con KH-901

Célula Unidad infectada con | ELISA (ng/10° Bioensayo (ng/10°
KH-901/célula células/24horas) células/24horas)

LNCaP 10 231+21 195+34

LNCaP 1 30+9 15+4

Hep3B 10 422+13 355444

Hep3B 1 94+6 85+12

SWe680 10 527+19 325444

SWe680 1 214+4 135+21

A549 10 748+17 625+94

A549 1 83+2 55+24

HelLa 10 120+11 10556

HelLa 1 9+1 2+0,3

hFKs 10 5+0,25 3,5+0,4
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Célula Unidad infectada con | ELISA (ng/10° Bioensayo (ng/10°
KH-901/célula células/24horas) células/24horas)
hFKs 1 indetectable indetectable

Tabla 2. EC50 de KH-900, KH-901, KH-902, KH-903, KH-904, y KH-906

Célula KH-900 KH-901 KH-902 KH-903 KH-904 KH-906
LoVo 1,25 0,92 0,85 0,97 0,35 1,01
A549 0,58 0,19 0,28 0,49 0,08 0,39
LNCaP 2.31 0.22 0.36 0.15 0.01 1.75
Hep3B 4,03 0,31 0,53 0,71 0,03 1,71
Hela 3,85 0,62 0,55 0,73 0,25 0,89
SW620 2,04 0,20 0,34 0,23 0,04 2,53
CA-33 3,40 1,15 1,17 0,75 0,20 3,15
HepG2 0,91 0,37 0,41 0,97 0,21 1,17
SCC4 9,21 2,10 3,28 2,30 0,61 8,10
HUVEC 27,9 99,3 130,4 83,5 70,6 268,3
BJ 60,8 2954 260,5 75,4 1801,8 435,4
RPE 35,4 2317 295 431,7 295,3 531,7
W38 46,5 92,33 79,5 82,33 69,2 192,33
MRC5 51,54 121,20 135,84 91,20 61,74 266,23

Es sumamente interesante que, para la célula humana normal, los recombinantes virales que se han modificado por
ingenieria genética para incluir el promotor Mtelo genéticamente mejorado, que incluyen KH-901, KH-902, KH-903,
KH-904, muestran todos ellos una capacidad de destrucciéon mucho mas débil (indicada por una EC50 mayor) que
KH-900, que se ha modificado genéticamente para incluir el promotor hTERT de tipo salvaje.

Adicionalmente, los recombinantes de adenovirus KH-906, en los cuales se habia insertado un sitio de entrada de
ribosoma interno entre los genes E1A y E1B, y por consiguiente la transcripcion de los genes E1A y E1B se
encuentra bajo el control del promotor Mtelo mejorado, han demostrado una mayor selectividad para las células
tumorales que los otros recombinantes virales, aunque su capacidad de destruccion frente a las células tumorales
era algo mas débil que la de los otros.

Experimento 3: KH-901 produce un alto nivel de GM-CSF biolégicamente activo en células tumorales

Se infectaron 5 lineas de células tumorales y una linea de células humanas normales con KH-901 a una MOl de 1 6
10. 48 horas después de la infeccidn, se cosecharon las células para determinacion de la concentracion de GM-CSF
por ELISA y el ensayo TF-1 como se ha descrito previamente (Li et al. (2001) Cancer Research 61: 6428-6436). El
resultado presentado en Fig. 14 demostraba que 5 células tumorales infectadas con KH-901 producian un nivel
elevado de GM-CSF. Por ejemplo, en células LNCaP infectadas con KH-901, la cantidad de MG-CSF detectada en
las células era 231 ng/10° células/24 horas. En contraste, habia un nivel muy bajo de GM-CSF detectable en las
células humanas normales infectadas con KH-901. El bioensayo reveld adicionalmente que el GM-CSF expresado
en las células tumorales era biolégicamente activo (véase por favor la Tabla 2).

Experimento 4: Eficacia anti-tumoral de los recombinantes de adenovirus oncolitico en modelos de tumor

Se evalud la eficacia antitumoral de adenovirus oncoliticos en el modelo de tumor LNCaP de cancer de prostata del
ratén lampifio. Se inocularon 6 millones de células LNCaP subcutaneamente en ratones lampifios y se inyectaron los
virus 3 veces por via intratumoral los dias 1, 5y 9 a una dosis de 3 x 1010 particulas de diversos virus (KH-901, KH-
904 y add11520, un adenovirus oncolitico delecionado en E1B-p55) cuando el volumen del tumor alcanzé 200 mm?®
en el transcurso de 4 semanas. El volumen del tumor se midié dos veces por semana y el resultado se presenta en
Fig. 10.
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En este test, se utilizaron tres recombinantes, a saber, KH-901, KH-904 y KH-907 (no representado, el mismo que
KH-901 pero sin el gen GM-CSF), para inyeccién del tumor; se testé también Add 1520 como control.

Como puede verse por Fig. 10, el tumor crecia muy rapidamente para el tratamiento con placebo, alcanzando el
volumen del tumor en 48 dias 1200% de la linea base. En el grupo tratado con KH-901, el tumor se mantiene igual
que la linea base, mientras que los tumores tratados con KH-904 se reducian en volumen hasta el 15% de la linea
base. Durante el mismo periodo de tiempo, los tumores tratados con add 11520 habian crecido hasta el 850% de la
linea base.

Este resultado indicaba que KH-901 y KH-904 tenian mejor actividad antitumoral que Add 11520 (Onyx-015). Es
interesante, como se demostro en el estudio in vitro, que KH-904 tenia mejor eficacia anti-tumor que KH-901.

En el mismo estudio, se documentd también la expresion de GM-CSF. No se detectd cantidad alguna de GM-CSF
en los animales tratados con KH-907 y add 11520, mientras que era detectable un nivel elevado de GM-CSF en los
animales tratados con KH-901 o KH-904. Por ejemplo, el dia 14, la cantidad de GM-CSF detectada en los animales
tratados con KH-901 o KH-904 era 2322 g/ml o 2776 g/ml, respectivamente. Este resultado sugeria que el virus
oncolitico KH-901 y afines producian GM-CSF no sélo en células tumorales, sino también una alta expresion in vivo
en los animales portadores de tumor.

Los resultados de estos estudios muestran la replicacion de KH-901 y afines en una diversidad de células tumorales
que se detectan niveles elevados de expresion de GM-CSF después de la infeccion.

Los otros adenovirus oncoliticos arriba descritos se caracterizaron también siguiendo un procedimiento similar, y se
describiran con mayor detalle en los ejemplos respectivos.

Los adenovirus oncoliticos recombinantes replicantes descritos en esta memoria tienen las caracteristicas
siguientes:

1. Caracteristicas estructurales

Estos recombinantes son virus vivos, y pueden replicarse y propagarse en células tumorales. Los mismos son
diferentes de los medicamentos sintetizados y modificados por ingenieria genética. Son capaces de replicarse en
células tumorales, expresan genes extrafios y tienen actividad bioldgica y actividad antitumoral elevadas. Estos
recombinantes tienen genes inmunoestimuladores, por lo que el gen inmunoestimulador puede expresarse en las
células infectadas por el virus e inducir respuestas inmunes especificas de las células tumorales. Los mismos son
seguros debido a la presencia de un elemento regulador especifico del tumor.

2. Posibles Aplicaciones

Los elementos reguladores especificos de tumor en los virus recombinantes son activos en mas del 90% de las
células tumorales, es decir, en la mayoria de las células tumorales, el gen critico de estos virus recombinantes se
encuentran bajo el control del promotor especifico del tumor, por lo que estos virus recombinantes pueden replicarse
en la mayoria de las células tumorales y destruirlas. Asi, estos virus recombinantes tienen diversas aplicaciones
potenciales, que incluyen el tratamiento de cancer de cabeza y cuello, cancer de pulmédn, cancer de colon, cancer de
prostata, cancer de vejiga, cancer de estdbmago, y cancer de higado, etc.

Dado que estos virus recombinantes tienen el gen inmunoestimulador como se ha descrito arriba, los virus no sélo
tendran efectos oncoliticos por destruccion de las células tumorales, sino que estimularan también las respuestas
inmunes especificas del tumor después de la expresién de la citoquina en las células tumorales. Asi, estos virus no
sélo seran eficaces para tumores locales, sino que seran eficaces también para células tumorales distantes.

Los virus recombinantes descritos en esta memoria tienen las caracteristicas siguientes: 1) son mas especificos
para las células tumorales, mientras que no son infecciosos para las células somaticas normales, y las células
madre; por tanto, estos virus pueden tener menos efectos secundarios en aplicacion clinica; 2) expresan el gen
inmunoestimulador, con inclusién de las formas secretadas y fijadas a la membrana. Esta citoquina estimulara
respuestas inmunes especificas del tumor, por lo que los mismos pueden ser eficaces también para tumores
distantes; 3) por la modificacion a la capsida viral, estos adenovirus tienen mejor inefectividad celular, por lo que
pueden tener mejor actividad antitumoral.

Esta invencion aporta la contribucion siguiente:

1) Por modificacion mediante mutagénesis direccionada, el promotor hTERT del elemento regulador especifico del
tumor tiene mayor actividad de transcripcion y especificidad tumoral, el promotor resultante tiene mejor capacidad de
direccionamiento, tiene una actividad de transcripcion significativamente reducida del gen enlazado en las células
somaticas normales, especialmente en las células sexuales, los progenitores y las células madre. Los adenovirus
oncoliticos, cuyo gen critico se encuentra bajo el control del promotor hTERT mejorado, no pueden replicarse en las
células de la médula ésea, pero es sumamente potente en muchas células tumorales.
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2) EI GM-CSF inmunoestimulador se ha modificado por ingenieria genética en los adenovirus recombinantes, de tal
modo que GM-CSF se expresara Unicamente en las células infectadas por el virus. Un virus de este tipo puede
destruir las células tumorales por efectos oncoliticos después de inyeccion intratumoral, entretanto, después de la
lisis oncolitica, las células infectadas por el virus expresan GM-CSF, que estimula respuestas inmunes fuertes contra
las células tumorales. Particularmente, GM-CSF que expresa un adenovirus oncolitico tendra también efecto de
prevencion debido a que el virus instruira el sistema inmune del paciente por la combinacién de efecto oncolitico
(destruccion de las células y presentacion de antigeno) y respuesta inmune por instruccion de las células inmunes
del paciente. Por tanto, un virus de este tipo puede ser capaz de prevenir la recurrencia de tumores en el paciente.

3) Por la modificacion de la capsida, el adenovirus oncolitico recombinante resultante tiene mejor infectividad
tumoral. Debido a la expresiéon nula o baja del receptor de adenovirus CAR del serotipo 5 de adenovirus, es muy
frecuente que el Ad5 no pudiera infectar satisfactoriamente la célula tumoral. En cambio, cuando el genoma de Ad5
se incorpora con el sitio de fijacion y la secuencia para el receptor del serotipo 35 de adenovirus, la infectividad para
la mayoria de las células tumorales puede incrementarse notablemente. Estudios in vitro e in vivo han confirmado
esta observacion.

Descripcion de las secuencias en el Listado de Secuencias

SEQ ID NO: 1 es un fragmento de pb que contiene secuencias del promotor TERT humano, que tiene varios sitios
de fijacion de factores de transcripcion que incluyen SP-1 (cajas GC), Cajas E (el sitio de fijacion para Myc), NF-1 (el
sitio para fijacion del factor NF).

SEQ ID NO: 2 es un promotor TERT humano mejorado por mutagénesis, que tiene una mayor selectividad y
actividad de transcripcion para las células tumorales; E2F-1: sitio de fijacion del factor de transcripcion E2F.

SEQ ID NO: 3 es una secuencia para la longitud total de KH-901, en la cual

1) 1-103: ITR del lado izquierdo de adenovirus {secuencia del serotipo 5 de adenovirus, representada en
GenBank NO. BK000408};

2) 194-358: secuencia de empaquetamiento de adenovirus y la secuencia intensificadora para E1;

3) 362-534: secuencia sefial de SV40 poli(A) y enlazador (la secuencia del serotipo 5 de adenovirus de la que
se han delecionado los nucleétidos 362 a 551);

4) 525-811: las secuencias del promotor hnTERT mejorado y el enlazador;

5) 812 a la derecha: secuencia de adenovirus que incluye E1A, E1B, E2, etc;

6) 28995-29436: gen GM-CSF inmunoestimulador humano;

7) 29437 a la derecha: secuencia de adenovirus que incluye el gen E4 y el extremo de la derecha;

SEQ ID NO: 4 es un elemento inmunorregulador GM-CSF en forma fijada a la membrana (mbGM-CSF), contenido
en el genoma del recombinante.

SEQ ID NO: 5 es una secuencia de proteina de fibra quimérica en el genoma del recombinante KH-904, en la cual el
botén de fibra del gen de fibra es el serotipo 35 de adenovirus humano.

Breve Descripcion de los Dibujos

Fig. 1 representa la secuencia del promotor de transcriptasa inversa de la telomerasa humana y sitios de fijacion
para factores de transcripcion. SP-1 (cajas GC): sitios de fijacion de SP1, cajas E: sitio de fijacion Myc, NF-1: sitio de
fijacion NF.

Fig. 2 representa el promotor TERT humano mejorado por mutagénesis, que tiene una mayor selectividad para las
células tumorales y actividad de transcripcion inversa; E2F-1: sitio de fijacion del factor de transcripcion E2F.

Fig. 3-1 y Fig. 3-2: representan las estructuras de los recombinantes conforme a la invencion.

Fig. 4-1, Fig. 4-2 y Fig. 4-3: representa el proceso de generacion de la variante de adenovirus recombinante KH-
901.

Fig. 5 muestra los detalles de construccion del recombinante KH-901.

Fig. 6 muestra la actividad promotora para el promotor hTERT de tipo salvaje (telo) y los promotores mhTERT
mejorados (Mtelo).

Fig. 7 muestra la expresion de RNA del mensaje E1A del adenovirus recombinante en células hFK y hKFs-E6, que
es capaz de transformar el gen HPV EB6.
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Fig. 8 muestra la actividad citolitica de adenovirus recombinantes para las células madre mesenquimaticas normales
de la médula 6sea humana.

Fig. 9 muestra la actividad citolitica de adenovirus recombinantes en células A549 (% de viabilidad celular).

Fig. 10 muestra la eficacia anti-tumoral en el modelo de xenoinjerto LNCaP de cancer de prostata después de
inyeccion intratumoral de adenovirus recombinantes.

Realizaciones Especificas

Se proporcionan los ejemplos siguientes que sirven para describir adicionalmente los detalles de la invencion, lo cual
no representara limitacion alguna de esta invencion.

Ejemplo 1:
1. Construccion del recombinante KH-901 de adenovirus oncolitico replicante y su analisis (Figura 4 y Figura 5).

2. Conforme a la secuencia del promotor hTERT representada en Figura 1, se sintetizaron los dos cebadores
siguientes:

A. 5-GTC TGG ATC CGC TAG CCC CAC G-3

B. 5-CGA CCG GTG ATA TCG TTT AAT TCG C-3
Para la amplificacién del promotor hTERT por el método PCR, en el que se utilizé como molde RNA humano
activado. Las condiciones para la reaccion PCR eran como sigue: para el primer ciclo, desnaturalizacion a 94°C
durante 5 minutos, reasociacion a 81°C durante 1 minuto y 72°C para extension durante 2 minutos. Para cada uno
de los ciclos sucesivos, desnaturalizacion a 93°C durante 1 minuto, seguido por sometimiento a analisis en gel de
agar y recuperacion del fragmento promotor hTERT. Se indicéd por secuenciacion que el fragmento promotor
obtenido es el mismo que el descrito (Fig. 1). Este fragmento de DNA se cloné luego en el vector pUC19, y se
modificé el mismo a la secuencia que se muestra en Fig. 2 por mutagénesis con ayuda de un kit de Stratagene
(Stratagene, CA).

3. La secuencia sefial poli(A) se amplificé por PCR con los cebadores siguientes:

A. 5-TAATATTTGTCTAGGGCCGCGGGGGATCTCTGC-3’

B. 5-GGATCCAGACATGATAAGATACATTGAGAG-3
en donde se utiliz6 Pcmv/CERO (Invitrogen, EE.UU.) como molde, y las condiciones para la reasociacion durante la
reaccion PCR eran las mismas que anteriormente. El fragmento PCR se purificd y confirmé por secuenciacion.

4. El fragmento promotor hTERT purificado y el fragmento de DNA poli(A) se desnaturalizaron juntos a 95°C durante
5 minutos y se enfriaron a la temperatura ambiente como molde. Un fragmento de DNA que tenia aproximadamente
500 pares de bases se amplificé con los cebadores A y D, y el fragmento PCR purificado y secuenciado se digirid
con Sspl y Agel, y el fragmento ulteriormente purificado que contenia la secuencia sefial poli(A) y el promotor hnTERT
se utilizé para el proceso de clonacién subsiguiente.

5. Se utilizé6 pXC.1 (adquirido de Microbyx, Canada) como molde y se afadieron dos sitios de enzima en el
nucleotido 339 (Sspl) y 551 (PinAl) por mutagénesis. El pXC.1 mutado se digiriéd con Sspl y PinAl y se purificd, con
el fragmento grande como vector. El fragmento poli(A)hTERT tal como se insert6 se ligd con el vector pXC.1, y se
transformod en E. coli DH5 por técnicas comunes de clonaciéon después de 20 horas. Después de una incubacion a
4°C durante 30 minutos, choque térmico a 42°C durante 30 segundos, e incubacion ulterior a 4°C durante 2 minutos,
se cultivé luego el mismo a 37°C durante 45 minutos con 1 ml de solucidn de cultivo LB. Se desplazé luego a una
placa de cultivo de agar que contenia ampicilina para cultivo durante 24 horas; se seleccionaron las bacterias
individuales utilizando palillos de dientes esterilizados y se desplazaron a un frasco de cultivo limpio que contiene 1
ml de LB durante 24 horas. El DNA plasmidico se purificé a partir de E. coli cultivado y confirmé la estructura por
digestion enzimatica, designandose pKH-9012. Este proceso contiene la ITR del lado izquierdo, la sefal de
empaquetamiento, la secuencia poli(A), el promotor hTERT (Mtelo), E1A, y E1B parcial.

6. Construccion del extremo derecho del adenovirus

Vector pGEM-7 (disponible de la sociedad Promega). Se utilizaron luego los dos pares de cebadores para amplificar
dos fragmentos de DNA:

C. 5-AACCAAGGCGAACCTT-3
D. 5-CCACATGGTTATCTTGG-3
E. 5-CCAGTCCAGGAGTAATTTAC-3
F. 5-TGCGCTTTAGGCAGCAGATG-3
Para clonar el gen GM-CSF, se utilizaron los cebadores siguientes:

M. 5-CCACCCAAGATAACCATGTGGCTGC-3
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N. 5-AACTTAGTAAATTACTCCTGGACTGG-3.

Una gran cantidad de fragmento de cDNA del GM-CSF se amplificé a partir del molde de cDNA preparado partiendo
de los macréfagos activados por PCR con una condicién de amplificacion similar a la arriba descrita. La secuencia
del cDNA se confirmé por secuenciacion subsiguiente a purificacion, el fragmento de cDNA se mezclé con dos
fragmentos de DNA amplificados a partir de pBHGE3 como molde para amplificacion ulterior por PCR con los
cebadores E y H a fin de producir un gran fragmento de DNA. La secuencia de este fragmento de DNA resultante se
confirmo por secuenciacion, y el fragmento de DNA se cloné en el vector pPGEM-7 después de digestion con BsiWl y
Notl, se ligd subsiguientemente a pBHGE3, dando como resultado un plasmido pKH-901b. Este plasmido del
extremo izquierdo contiene la mayor parte del gen E1B, el gen E2 entero, los genes E3 enteros, el gen GM-CSF y el
gen E4.

7. Construccion del adenovirus recombinante KH-901

Se linealizaron DNAs plasmidicos pKH-9012 y pKH-901b con las endonucleasas de restriccion Ndel y Clal, y se co-
transfectaron en células HelLa (con transfectina de Invitrogen) después de purificacion del DNA plasmidico. Las
células se cosecharon después de incubacion a 37°C durante 10 dias. Se tomaron 100 ul de sobrenadante para
ensayo en placa después de 3 ciclos de congelacion/descongelacion. Se observaron las placas individuales bajo
agar de punto de fusion bajo 8 a 12 dias después de la adicion del sobrenadante. Se seleccionaron 10 pl de liquido
bajo el agar por 10 pl de auto-pipeteman y se afiadieron a las células HelLa previamente sembradas. Se observo el
lisado de células y se recogio 4 a 8 dias después de la inoculacion. Se utilizaron 200 pl del lisado de células para
extraccion del DNA. La estructura viral se confirmé por PCR vy transferencia Southern. Las placas individuales se
purificaron ulteriormente en células HelLa y se cultivaron en células HelLa para stock de virus. El stock de virus se
guardé a -80°C en un congelador. Se tom6 una parte alicuota de stock de virus para confirmacion de la
secuenciacion, y el virus se designé KH-901.

El método para produccion en gran escala de KH-901 se describira por separado; sin embargo, se indica aqui
abreviadamente. Se cultivaron células HeLa-S3 (las células HelLa se adaptaron para ser capaces de crecer en
medio exento de suero) en un biorreactor de 3 litros, cuando el numero de células alcanza 3 millones por litro, se
infectaron las células con KH-901, y se continu6 el cultivo durante 2-3 dias. Se cosecharon luego las células y se
purificd el virus por purificacion en gradiente de CsCI2 o columna de intercambio iénico. El producto purificado se
guardd en tampon apropiado tal como PBS y glicerol.

Ejemplo 2 (ejemplo comparativo)

Se construyd KH-900 siguiendo una rutina similar a la empleada para KH-901, excepto que no estaba contenida
cantidad alguna de poli(A) en el plasmido pKH-9012 ni cantidad alguna de mutante en el fragmento promotor hTERT;
la secuencia es la misma que la de SEQ. ID NO: 1. El plasmido resultante se designa pKH-900?; se co-transfecto
pKH-9002 con pKH-901b en células HelLa para generar KH-900.

Ejemplo 3

Para la construccion de KH-902, el cDNA de GM-CSF en pKH-901b con la version fijada a la membrana como se
muestra por SEQ. ID NO: 4, dando como resultado pKH-902b. Se co-transfectaron pKH-9012 y pKH-902b en células
Hela para generar KH-902.

Ejemplo 4

Para produccién de KH-903, se delecionaron las regiones codificantes para 10,4 k, 14,5 k y 14,7 k en pKH-901b por
método convencional de ingenieria genética, dando como resultado un plasmido denominado KH-903b. Se co-
transfectaron pKH-9012 y pKH-903b en células HelLa para generar KH-903.

Ejemplo 5

Para produccion de KH-904, el boton del gen de fibra, es decir el serotipo 5 de adenovirus se reemplazé con el
botén del serotipo 35 de adenovirus, como se muestra en SEQ. ID NO: 5, dando como resultado un plasmido
designado pKH-904b.

Ejemplo 6

Para produccion de KH-905, el cDNA del gen GM-CSF en pKH-904b se reemplazd con la version fijada a la
membrana, como se muestra en SEQ. ID NO: 4, dando como resultado un plasmido designado pKH-905b. Se co-
transfectaron pKH-9012 y pKH-905b en células Hela para generar KH-905. La estructura viral se confirmé por PCR y
secuenciacion.

Ejemplo 7

Para generar KH-906, el promotor endégeno para E1B se reemplazo con la sefial de entrada de ribosoma interno,
dando como resultado un plasmido designado pKH-9062. Se co-transfectaron pKH-9062 y pKH-901b en células HelLa

14



ES 2466415713

para generar KH-906 (Li et al. (2001) Cancer Research 62: 2667-2674). La estructura viral se confirmé por PCR y
secuenciacion.
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LISTA DE SECUENCIAS

<110> Chengdu Kanghong Biotechnologies Co., Ltd.

<120> Construccién de recombinante de adenovirus oncolitico que expresa especificamente el factor inmunomodu-

lador GM-CSF en células tumorales y usos del mismo

<130> 489.48.93546

<140> 04797352.4
<141> 19-11-2004

<150> CN20041046237
<151> 07-06-2004

<160>5

<170> Patentln version 3.3

<210> 1

<211> 252

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 1

ctagccccac gtggeggagg gactggggac
agctccgect cctccgchg gaccccgcecce
geccectecg ggccctgcca gccccteccee
ggcgcgagtt tcaggcagcg ctgcgtcctg
acccccgcgé tg

<210> 2

<211> 253

<212> DNA

<213> Atrtificial

<220>
<223> Promotor

<400> 2
ctagccccac gtggcggagg gactggggac

agctccgc-ct ccteceocgegeg gaccecgecce
gccceccteccg ggccctecca gcccctcctc
cgfgc_gcge'ngt ttcaggcagc gectgcgtcect
caccceegcg atg

<210> 3

<211> 36152

<212> DNA

<213> Atrtificial

<220>
<223> Recombinante

<400> 3

cegggcaccece gtectgececcec ttcaccttee
cgtcccgace cctececcgggt ccccggccca
tt;cctttécg cggececgec ctctectege

ctgcgcacg't gggaagcect ggccccggcece

ccgggecacce gtcctgccccv ttcaccttcc
cgtcccgace cctcecgggt ccceggecca
ttcctttecg cggcaacgcee ctectectteg

‘gctgcgcacg tgggaagcec tggeeccggce
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catcatcaat aatatacctt

ttgtgacgty gcgcggggcy

gatgttgcaa
gtgtgcgccyg
taaatttggg
agtgaaatct
ggatctctge
cttataatgg
cactgcattc
gccagéccca
cagctecgcc
agccécctcc
gcggcgcéag
ccacecceege
cggaggtgtt
actggctgat

tgatttagac

cgactctgta’

cggttctecg
gagtecggte
tggctttecca
ggagcacccc
agatattatg

aaaattatgg

tttacagttt

gaacctgagc
atggcgectg
acggatagcf
ctgtgccecca
étcgaggact
ccataaégtg
gatgtaagtt
gggcttaaag
gcttgggagt
agtécctctt
attaaggagg

gattctttga

gtgtggcgga
gtgtacacag
cgtaaccgag
gaataatttt
aggaatttgé
ttacaaataa
tagttgtggt

cgtggcggag

'tcctécgcgc

‘gggcecctece

tttcaggcag
gaattaaacg
attaccgaag
aatcttccac
gtgacggece
atgttggcgg
gagcegcctc
tctatgceccaa
cccagtgacg
gggcacggtt
tgttégcttt
gcagtgggtg
tgtggtttaa
ctgagcccga
ctatcctgag
gtgactccgg
ttaaaccagt
tgcttaécga
taaacctgtg
taataaaggg
ggtatataat
gtttggaaga
ggttttggag
attacaagtg

atctgggtca
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attttggatt

tgggaacggg
acacatgtaa

gaagtgacaa
taagatttgg
gtgttactca
tatcaagctt
agcaatagca
ttgtccaaac
ggactgggga
ggaccccgece
agcccctece
cgctgegtee
atatcaccgg
aaatggccege
ctcctageca
ccgaagatcc
tgcaggaagg
acectttcecg
accttgtacc
acgaggatga
gcaégtcttg
gctatatgag
atagagtggt
agaattttgt
gccagaaccg
acgccecgaca
tccttctaac
tgccgtgaga
gcctgggcaa
attgcgtgtg
tgagataatg
gcgecgtagg
tttttctgee
gtttctgtgy
ggaatttgaa

ccaggegcett

gaagccaata

gcgggtgacg
gcgacggatg

ttttcgegeg
ccattttecge

tagcgcgtaa

atcgataccg

tcacaaattt
tcatcaatgt
cccgggcaéc
ccgtcécéac
cttcctttee
tgctgcgcac
tcgactgaaa
cagtcttttg
ttttgaacca
caacgaggag
gattgactta
gcagcccgag
ggaggtéatc
agagggtgag
tcattatcac
gacc;gtggc

gggtttggtg

attgtgattt

gagcctgcaa
tcacctgtgt
acacctcctg
gttggtggge
cctttggact
tggttaacgc
tttaacttgce
cﬁaatcttgg
gtgcgtaact
ggctcatcce
gagcttttga

ttccaagaga
17

,tgataatgag

tagtagtgtg
tggcaaaagt

gttttaggcg.
aggaaaactg
tatttgtcta
tcgaaacttg
cacaaataaa
atcttatcat
cgtcectgeec
ccetececggg
gcggcaacge
gtgggaagce
atgagacata
gaccaéctga
cctaccecette
gcggtttcge
ctcactttte
cagccggage
gatcttacct
gagtttgtgt
cégaggaata
atgtttgtct
tggtaatttt
ttttaaaagg
gacctacccg
ctagagaatg
agatacaccc
gtcgccaggce
tgagctgtaa
ctttgttege
atggcgtgtt
ttacatctga
tgctggaaca
aggcaaagtt
aatcctgtgg

aggtcatcaa

ggggtggagt

gcggaagtgt
gacgtttttg

gatgttgtag

aataagagga
gggccgcgag
tttattgcag

gcattttttt

gtctggatcce

cttcacctte
tccecggecce
cctctectte
ctggccececgg
ctatécgcca
tcgaagaggt

acgaactgta

agatttttcc '

cgceggegee
agagagcctt
gccacgagge
tagatcétgc
cgggggaccc
acagtaagtg
tttttcaatt
tcctgtgtet
ccgtcctaaa
caatagtagt
ggtggtcccg
tgtggaatgt
acgceccagg
tgaatgagtt
aaatggggcg
cctcatggag
gagctctaac
agtctgcaga
tgagctgttt

gactttggat

60

120
180

240
300
360
420
.486
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140,
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620

© 1680

1740
1800
1860

1920

‘1980

2040
2100
2160

2220



ttteccacac
tggagcgaag
FggaéaQCQQ
ataataccga
cagagcccag
tgaactgtat
gggggtaaag
tagcttaatg
~cgctaatgag
gctgcagcc#
gccagattgce
tgggaacggg
gataaatatg
actggcccca
gtaagcttct
ggctgtgect
attaagaaat
gtgcgﬁcéca
attaagcata
tecggacggca
.tggccagtgt
ggggtgttcce
agcatgtcca
ctgaggtacg
aggaaccagc
.gcctgeaccec
tgtgggcegtg
atctgttttg
agctcatatt
tccagcattg
gtgtctggaé
gcccgeggga
cg;tcatccg
cgggaactta

aaggcttcct

€ggggcgcgce
a;acccatct
ttgtgaéaca
<ggaggagca
gaacccgaga
ccagaactga
agggageggy
accagacace
cttgatctge
ggggatgatt
aagtacaaga
gccgagétgg
tggccggggt
attttagcgg
atgggttéaa
tttactgctg
géctctttéa
atgtggcctc
acatggtatg
actgtcacct
ttgagcataa
taccttacca
aégtgaacct
atgagacccg
ctgtgatéct
gcgctgagrt
gcttaéqggt
cagcagecge
tgacaacgcg
atggtcgceec
cgccgttgga
ttgtgactga
ccégcgatga
atgtcgtttc

cccctecccaa
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tgcggetget
gagcgggggyg
caagaatcgc
gcagcagcag
gccggeetgg
gacgcatttt
gggcttgtga
gtcctgagtg
tggcgcagaa
ttgaggaggc
tcagcaaact
agatagatac
gcttggcaig
tacggttttce
caatacctgt
ctggaagggyg
aaggtgtacc
cgactgtggt
tggcaactgc
Qctgéagacc
catactgacc
atgcaatttg
gaacggggtg
caccaggtgce
ggatgtgacc
tggctetage
gggaaagaat
cgecgececatyg
catgccceca
cgtéctgccc

gactgcagcece

ctttgctttce.

caagttgacg
tcagcagctg

tgcggtttaa

gttgcretet
tacctgctég
ctgétaqtgt
caggaggaag
acectcggga
gaééaéﬁaca
ggctacagag
tattacttte
gtattccata
tattagggta
tgtaaatatc
ggaggatagg
gacggggtgg
ctggccéata
gtggaagcct
gtggtgtgtc
ttgggtatcc
tgcttcatge
gaggacaggg
attcacgtag
cgctgtteet
agtcacacta
tttgacatga
agacccrtgeg
gaggagctga
gatgaagata
atataaggtg
agcaccaact
tgggccgggg
gcaa;ctcta
tccgccéccg
ctgagcccge
gctcttttgg
ttggatctge

aacataaata
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tgagttttat
attttctggce
tgtcttccegt
ccaggcggeg
atgaatgttg
gaggatgggc
gaggctagga
caacagatca
gagcagctga
tatgcaaagg
aggaattgtt
gtggccttta
ttattatgaa
ccaaccttat
ggaccgatgt
éccccaaaag
tgtctgaggg
tagtgaaaag
cctctcagat
ccagccactc
tgcatttggg
agatattgcet
ccatgaagat
agtgtggcgg
ggccegatca
c#gattgagg
ggggtcttat
cgtttgatgg
tgcgtcagaa
ctaccttgac
ctteagcege
ttgcaagcag
eacéattgga
gccaécagqt

aaaaaccaga

aaaggataaa
catgcatctg
ccgeeceggceg

gcggcaggag

tacaggtggc

aggggctaaa

atctagcttt

aggataattg
ccacttactg

tggcacttag

gctacatttc

gatgtagcat

tgtaaggttt
cctacacggt
aagggtecgg
cagggéttca
taactccégg

cgtggctgtg

gctgacctge

tcgcaaggcc
taécaggagg
tgégcccgag
ctggaaggtg
taaacatatt
cttggtgcetyg

tactgaaatg

gtagttttgt

aagcattgtyg
tgtgatgggc

ctacgagacc

tgcagccace

tgcagcttec

ttctttgacc

ttctgecctg

ctctgtttgg

2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780

3840

3900

3960
4020
4080
4140
4200

4260

© 4320



atttggatca
cgggaccagc
tgactctgga
tgcagagctt
gcgtggtgce
taagtgttta
ttggactgta
tgcagaacca
ggaaatgcgt
tccataatga
ctaacgtcat
cggagggtgce
cagatttgca
atgaagaaaa
agctgegact
agttaégaga
ccctgac;cg
cagttcttgc
tttgagcgtt
atctcgatce
agtcggtgct
agcgtagtct
ttgaggctgg
tagcatttga
t;gccct£gg
ggcgcgagaa
tcgcattcca
tgctttttga
aaaaggctgt
cggtectccet
acgaaggagg
.égggtgtgaa
taggccacgt
tecctcactct

tgaaaagcgg

agcaagtgtc
ggtctcggte
tgttéagata
.catgctgcgg
taaaaatgtc
caaagcggtt
‘tttetaggtt
ccagcécagt
ggaagaactt
tggcaatggg
agttgtgtte
cagactgcgg
tttcccaégc
cggttteecgg
taccgcagcc
gctgcagctg
atgttttcce
aéggaagcaa
tgaccaagca
agcatatcte
cgtccagacg
gggtcacggt
tcctgetggt
.ccatggcgtc
aggaggcgec
ataccéattc
cgagccaggt
tgcgttcgtt
ccgtgtecec
cétatagaaa
ctaagtggga
éacacatgtc
gaccgggtgt
cttcegcate

gcatgactte
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ttgctgtctt
gttgagggtc

catgggcata

ggtggtgttg

tttcagtage

aagctgggat

‘ggctatgtte

gtatccggtg
ggagacgcce
cccacgggcy
caggatgaga
tataatggtt
tttgagttca
ggfaggggag
ggﬁgggcccg
ccgtcatece
tgaccaaatce
agtttttcaa
gttccaggcg
ctcgtttege
ggccagggt;
gaaggggtge
gctgaagege
atagtccagce

gcacgagggyg

-cggggagtag

gagctctggce
acctctggtt
gtatacagac
ctcggaccac
ggggtagcgg
gccetetteg
tcctgaaggg
gctgtctgecg

fg;gcﬁéaga

tatttagggg
ctgtgtattt
agccecgtctce
tagatgatcc
aagctgattg
gggtgcatac
ccagccatat
cacttgggaa

ttgtgacctc

gcggectggg.

tcgtcatagg

ccatccggece
gatgggggga
atcagctggg
taaatcacac
tgagcagggg
cgccagaagyg
cggtttgaga
gtcccacage
gggttggggce
atgtctttcce
gctecgggcet
tgcecggtcett
cccteccgegyg
cagtgcagac
gcacccgcéc
cgttcggggt
tccaﬁgagcc
ttgagaggce

tctgagacaa

‘tegttgteca

gcatcaagga
gggctataaa
agggccagct

ttgtcagttt
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ttctgegecge
tttccaggac
tggggtggag
agtcgtagca
écaggggcag
gtggggatat
ccectecegggg
atttgtcatg
caagattttc
cgaagatatt
ccattﬁctac
caQQQQCQta
téatgtctac
aagaaagcag
ctattaccgg
ggccacttcg
cgctegecge
ccgtececgecg
tcggtcacct

ggcttteget

‘acgggcgcag

gcgegetgge
cgccctgege
cgtggecceckt
ttttgagggce
cgcaggeccee
caaaaaccag
ggtgtccacg
tgtcctcgag
aggctcgegt
ctégggggtc
aggtgattgg
agggggtggag
gttggggtga

ccaaaaacga

gcggtaggcec
gtggtaaagg
gtagcaccac
ggag?gctgg
gceccttggtyg
gagatgcatc
atﬁcatgttg
tagcttagaa
catgcattcg
tctgggatca
aé&gcgcggg
gttaccctca
ctgcgggécg
gttcctgage
gtgcaactgg
ttaagcatgt
ccagcgatag
taggcatgct
gcﬁctacggc

gtacggcagt

ggtcctegte

cagggtgcgc
gtcggccagg
ggcgcgeage
gtaéagcttg
gcagacggte
gt;tccccca
ctcgétgacg
cggtgttccg
ccaggccagc
cactcgctcc
tttgtaggtg
ggcgegttcg
gtactccetc

ggaggatttg

4380

4440

4500
4560
4620
4680

4740

4800

4860
4920
4980
5040
5100
5160

5220

' 5280

5340

5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360

6420



atattcacct
acaatctttt
ttggcgatgg
tttagctgca .
cgggcaccag
qtacctctcc
.atggcggtag
cgggcagcag
gccatgegeg
ggtgggtgag
gtattccaag
atagttcgtg
‘ctcggaagac
agacgttgaa
cgcgecagett
tttecettgat
caaactctté
aagagcctag
gtagcgegta
tgaccatgac
agagéaaaaa
tgaagagtat
cctcggaacg:
tgtggcccac
taagteccte
ctgcaagatg
gcaggtggtce
agtagsaggt
gcgcggéagt
gctgcettecece
gctcggtgeg
agtggctatct
ttttgtaaaa
tgacctgacg

ttggctggtg

ggcccgeggt
tgttgtcaag
agcgcagggt
cgtattecgeg
gtgcacgege
gcgtaggege
ggggtctage
gcgcgégtcg
ggcggcaage
cgcggaggcg

atatgtaggg

‘cgagggagcg -

tatctgectyg
getggcegtet
gttgaccagce
gatgtcatac
gcggtetttce
catétagaac
tgcctgegeg
tttgaggtac
gtccétgcgc

ctttéccgcg

gttgttaatt

aatgtaaagt
gtaggtgagce
agggttggaa
gcg@aéggtc
aagcgggtct
cactagaggc
aaaggcccce
aggatgcgag
gatgtggtga
acgﬁgcgcﬁg
accgcgcaca

gtcttctact
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gatgcctttg
cttggtggca
ttggtttttg
cgcaacgcac
caaccgcggt
tcgttggtcec
tgcgtctcgg
aagﬁagtcta
gcgecgectegt
tacatgccgce
taécatcgtc
aggaggtcgyg
aééatggcat
gtgagaccta
tcggeggtga
ftatcctgtC-
cagtactctt
ﬁggttgacgg
gccttcecegga
tggtatttga
tttttggaac
cgaggcataa
acctgggcgg
tccaagaagé
tcctcégggg
gcgacgaatg
ctaaactggce
tgttcccagce
tcatctccge
atccaagtat
cégatcggga
aagﬁagaagt
tactggcagc
aggaagcaga

tcggectgett

agggtggcecg
aacgacccgt
tcgcgaﬁcgg
cgccattegg
tgtgcagggt
agcagaggcg
ccggggggte
tettgeatec
atgggttgag
aaatgtcgta
caccgecggat
gaccgaggtt
gtgagttgga
cégcgtcabg
cétgcacgtc
ccttteteet
ggaﬁéggaaa
cctggtaggce
gcgaggtgtg
agtcagtgtce

gecggacttgg

agttgcgtgt

cgagcacgat
gcéggatgcc
agctgageec
agctccacag
gacctatggce
égtcccatcc
cgaactteat
aggtctctac
agaactggat
ccetgegacyg
ggtgcacggyg
gtgggaattt

gtecttgace
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catccatctg
agagggecgtt
cgegetectt
gaaagacggt
gacaaggtca
gcegeccttg
tgcgtecacg
ttgcaagtct
tgggggaccc

aacgtagagg

gctggcgcege:

gctacgggcg
tgatatggtt
cacgaagéag
tagggcgéag
écacagctcg
cccgtcggcé
gcagcatcce
ggtgagcgca
gtcgcatccg
caggécgaag
gatgcggaag
ctcgtcaaag
cttgatggaa
gtgctctgaa
gtcacgggcc
catttttctet
aaggttcgeg
gaccagcatg
atcgtaggtg
ctccegecac
ggccgaacac
ctgtacatcc
gaggccctcg

gtctggctge

gtcagaaaag
-ggacagcaac
ggccgcgétg
ggtgcgetceg
acgctggtgg
cgcgagcaga
gtaaagaccc
agcgcctgct
catggéatgg
ggctctctga
acgtaatcgt
ggctgétctg
ggacgctgga
gcgtaégagt
tagtccaggg
cggttgagga

tccgaacggt

ttttctacag

aaggtgtece
ceectgcteece
gtgacatcgt

ggtccecggea

ccgttgatgt

ggcaattttt
agggéccégt
attagcattt
ggggtgatge
gctaggtctce

aagggcacga

acaaagagac -

caattggagg
tcgtgctgge
tgcacgaggt
cctggecgggt

tcgaggggagd

6480
6540

6600

6660

6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460

8520



ttacggtgga
gtcggagctt
gcgtcaggtc
ctagatccag -
agaggccgcea
tgtccttgga
ctccggacce
gtgctgegeg
gcgceetctge
atcaattteg
gtcttgatag
tceggetege
ggcgttgagg
‘ggcgegeatg
tcgcaggcgce
cataacccag
ggcctcgtag
cteecrectee
tacaggggcc
ttctggegge
gacaaagcgce
gttctcgcgé
ggggectgcca
taétccgccg
aaaggcgtct
gcggeggtceg
cttgagacgg
caggcggteg
ttgcatgagc
atctatcgcet
tgtgaccceg
taatatggcc
gtggtatgceg
ctggtgaccc

tacgtagtcg

tcggaccace
gatgacaaca
aggcQQQ?QC
gtgataccta
tcecccgegge
tgatgcatct
gccgggagag
cgtaggttgce
gtgaagacga
gtgtcgttga
gegatctcgg
tccacggtgg-
cctcectegt
accacctgcyg
tgaaagaggt
cgtcgcaacg
aagtccacgg
agaagacgga
tcttettett
agtgggggag
tcgatcatct
gggcgcagtt
tgcggcaggg
ccgagggace
aaccagtcac
gggttgtttc
cggatggtcg
gccatgcece
ctttctaccg
gcggcggcegyg
aagcccctea
tg;tgcécct
cccgtgttga.
ggctgcgaga

ttgcaagtcc
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acgcecgegeg
tcgcgcagat
tcctgcaggt
atttccaggg
gcgactacgg
aaaagecggtg
g9ggcagggy
tggcgaacge
cgggcceggt
cggcggectg
ccatgaactg
cggcgaggte
tccagacgceg
cgagattgag
agttgagggt
tggattcgtt
cgaaéttgaa
tgagctéggc
cttcaatcte
gggggécacg
cccecgeggeg
ggaagacgcc
atacggcgcet
tgagcgagtc
égtcgcaaég
tggcggaggt
acagaagcac
aggcttcgtt:
gcacttcttc
cggagtttgg
tcggctgaag
gcgtgagggt
tggtgtaagt
gctcggtgta

gcaccaggta

agcccaaagt
gggagectgtc
ttacctcgeca
gctggttggt
taccgecgcgg
acgcgggcéa
cacgtcggceg
gacgacgcgg
gagcttgage
gcgcaaaatc
ctcgatctcet
gttggaaatg
gctgtagacc
ctecacgtge

ggtggcggty

,gatatccece

aaactgggag
gacagtgtcd
ctcttcecata
gcggcgacga
acggcgcatg
gccecgtcatg
aacgatgcat
cgcatcgacc:
taggctgagc
gctgctgatg
catgtccttg
ttgacatcgg
ttc;ccttcc
ccgtaggtgy
cagggctagg
agactggaag
gcagttggcc
cctgagacgc

ctggtatcce
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ccagatgtce
catggtctgg
tagacgggtc
ggcggegtcg
cgggcagtag
gccceceggag

ccgcgegegy

cggttgatet

ctgaaagaga
tcetgeacgt
tcctcctggé
cgggccatga
acgcccectt
cgggcegaaga
tgttctgcca
aaggcctcaa
ttgegegecg

cgecacctege

agggccrccc

cggegcaceg
gtctcggtga
tcécggttac
ctcéacaatt
ggatcggaaa
accgtggegg
atgtaattaa
égiccggcct
cgcaggtett
tcttgtcctg
cgcecctectte
tcggcgacaa

tcatccatgt

ataacggace

gagtaagccc

accaaaaagt

gcgegeggeg

agctcccgcg

agggcgeggg -

atggcttgca
gccgeggggayg
gt;ggggggg

gcaggagctg

cctgaatctg

gttcgacaga
ctcctgagtt
gatctccgeg
gctgcgagaa

cggecatcgeg

cggcgtagtt .

cgaagaagta

ggcgctccat -

‘acacggttaa

gctcaaaggce

cttcttcttc

ggaggcggte

cggecgcggec

gggttggcgg
gttgtgtagg
acctctcgag
gcggcagecgg
agtaggcgg;
gctgaatgcg
tgtagtagtc
catctcttgce
ctcccatgcg
cgecgetcggce
ccacaaagcg
agttaacggt
tcgagtcaaa

gcggcggcgg

8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
9000
9060
9120
9180
9240
9306
9360
9420
9480
9540
9600
. 9660
9720
9780
9840
9900
9960 -
10020
10080
10140
10200
10;Eo
10320
10380
10440
10500
10560_

10620.



ctggcggtag
aaggcgatga
ggcgcgegga
ggtcgggacg
ggagagcctg
ggcggacgac
gccegegtgt
ccttccaggce
- gcggttagge
ttccaagggt
acgggggttt

cgagccectt

tcagcagegg

cgcgﬁcagga
écggcgccgg
agcgecectet
cgﬁgccgcgg
tcgaaagtte
cgaggaggac
ggcegeegac
aagctttaac
gcatctgggg
gcagctgttc
aaacatagta
aétggtgcag
' gcttagectg
caaggaggta
cgacgacctg
gcgcgagete
cagcggcgat
aagccgacgc
cgctggcaac
cggcgagtac
‘gtgcgggegg

gtcatggacc

aggggccagce
tatccgtaga
aagtcgcgga
ctctggecegg
taagcgggea
cggggttcga
cgaacccagg
gcggeggetg
tggaaagcga
tgagtcgcgg
gcctécccgt
btttgcéctt
‘caagggcaag
ggggcgacat
gcccggeact
ccﬁgagqggt
cagaacctgt

cacgcagggc

tttgagcecyg:

ctggtaaccg
aaccacgtgce
gactttgtaa
cttatagtgc
gagcccgagg
gagcgcagct
ggcaagtttt
aagatcgagg
ggegtetate
agcgaccgeg
agagaggccg
gccctggagyg
gtCQQCQQCS
taagcggtga
cgctgcagag

gcatcatgtc
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gtagggtggce
tgtacétgga
cgcggttcca
tcaggcgegce
ctcttcegtg
gcccegtatce
tgtgcgacgt
ctgcgcetage

aagcattaag

gaceeecggt

catgcaagac

cccagatgca
agcagcggca
ccgeggttga
acctggactt
acccaagggt
ttCchaccé
gcgagctgeg
acgcgcg&ac
catacgagca
gtacgettgt
gégcgctgga
agcacagcag
gcecgetgget
tgagcctggce
acgcccgcaa
ggttctacat
gcaacgagcg
agctgatgca
agtccractt
caéctggggc
tggaggaata
tgtttctgat
ccageegtcece

gctgactgcg

cggggctecy
catcc#ggtg
gatgttgcge
gcaatcgttg
gtctggtgga
cggcégtccg
cagacaacgg
ttttttggcc
tggctecgetc

tcgagteteg

ccegettgea .

tcecggtgetg
gacatgcagg

cgcggcagea

ggaggagggc”

gcagctgaag
cgagggagag
gcakggcctg
cgggattagt
gacggtgaac
ggcécgcgag
gcaaaaccca
ggacaacgag
gctcgatttg
tgacaaggtg
gatataccat
gcgcatggcg
catccacaag

cagcctgcaa

tgacgcggge,

cggacctggg
tgacgaggac
cagatgatgce
ggccttaact

cgcaatcetg
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ggggcgagat
atgceggegg
agcggcaaaa
acgctctaga
taaattcgea
ccgtgatéca
gggaétgccc
actggcegeg
cctgtagecg
gaccggcecgyg
aattecctecg
cggcagatge

gcaccctcecece

gatggtgatt

gagggcctgg

cgﬁgatacgc‘

gagcccgagg

aatcgcgagce

écégcgcgcg

caggagatta
gaggtggcta
aatagcaagc
gcattcaggg
ataaacatcc

gccgcecatca

‘acceccttacy

ctgaaggtgc
gccgtgageg
agggccctgg
gctgacctge
ctggcggtgg
gatgagtacg
aagacgcaac
ccaéggacga

acgcgttecg

cttccaacat
cggtggtgga
agtgctccat
ccgtgcaasa
agggtatcat
tgcggttécc
cttttggétt
cgcagcgtaa
gagggttatt
actgéggéga
gaaacaggga
gcecccecctee
ctectectac
acgaéccccc
cgcggctagg
gtgaggcgta
agatgcggga
ggttgetgeg
cacacétggc
actttcaaaa
taggactgat
cgctcatgge
atgegctget
tgcagagcat
actattcéat
ttcccataga
ttaccttgag
tgagccggcg
ctggcacggg
gctgggcecce
caccecgegeg
agccagagga
ggacccggcg
ctggcgccag

gcagcagccg

10680

10740

10800
10860
10920

10980

-11040

11100
11160
11220
11280

11340

11400

11460
11520
11580
11640
11700
11760
11820
11880
11940
12000
12060
12120
12180
12240
12300
12360
12420
12480
12540
12600
12660
12720

.



caggccaacce
cacgagaagg
gaggccggcec
gtgcagacca
cgcgcgeage
cagceccgceca
ctaatggtga
cagaccagta
gggctgtggg
cccaactcge
cgggacacat
gtggacgagce
acgggcagec
;cgttgcéca
agccttaacc
aacatggaac
ttgcatcacg
tggctaccgce
ttcctetggg
ptgcaacagc
agcttgtecyg
ttgatagggt
tacctaaaca
aacaacggga
cacagggacg
ggtctggtgt
agtggcaacc
-agcatgatgce
ttccccttag
gtgtggtgag
aceccgecgtt
Actctgagtt
éggatgtggc
aaaacaatga

cgcactgggg

ggctctecge
tgctggcgat
‘Eggtctacga
acctggaccg
agcagggcaa
acgtgecgeg
ctgagacacc
gacaaggcct
gggtgcgggc
gcctgttget
acctagbtca
atactttcca
tggaggcaac
gtttaaacag
tgatgcgcga
cgggcatgta
cggcegeegt
ceeetggett
acgacataga
gcgagcaggce
atctaggecgce
ctcttaccag
‘actcgetget
tagagagcct
tgccaggecc
gggaggacga
cgtttgcgeca
aaaataaaaa
tatgeggcgce
cgcggegeca
‘tgtgectecg
ggcaccccfa
atccctQaac
ctacagcccg

cggcgaéctg
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aattctggaa
cgtaaacgecg
cgcgetgett
gctggtgggag
cctgggetee
gggacaggag
gcaaagtgag
gcagaccgta
tceccacaggce
gctgctaata
cttéctgaca
ggagattaca
cctaaactac
cgaggaggag
cggggtaacg
tgcctcaaac
gaaccccgag
ccacaccggé
cgacagcgtg
agaggcggcg
tgcggeceeg
ca;tcgcacé
gcagcégcég
agtggacaag
gcgeccegeee
tgactcggca
ccttcgecce
actcaccaag

gcggcgatgt

-gtggcggcgg

cggtacctge

ttcgacacca
taccagaacg

ggggaggcaa

aaaaccatcc

gcggtggtec
ctggccgaaa
cagcécgtgg
gatgtgcgcy
atggttgcac
gactacacca
gtgtaccagt
aacctgagcee
gaccgcgega

gcgeccttca

ctgtaccgcg

agtgtcagcce
Etgctgacca
cgcattttgc
cccagegtgg
cggcecgttta
tatttcacca
ggattcgagg
ttttececcecge
ctgcgaaaqg
cggtcagéﬁg
acccgeeege

cgcgaaaaaa

atgagtagat

acccgtqgtc
gaégﬁcagca
aggctgggga
gccatggcac
étgaggaagg
cgctgggtte
ggcctaccgg
cccgﬁgtgta
accacqgcaa
gcaéacégac

tgcataccaa
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cggcgegege
acagggccat
.ctcgttacaa
aggccgtgge
taaacgcctt
‘actttgtgag
ctgggccaga
aggctttcaa
ccgtgtctag
cggacagtgyg
aggccatagg
gcgegetggg
accggcggca
gctacgtgca
cgctggacat
tcaaccgect
atgccatctt
tgcecegaggg
aaccgcagac

aaagcttccg

ctagtagccc

gcctgetggyg
acctgcétcc
ggaagacgta
éaaggcacga
gcgtectgga
gaatgtétta
cgagcgttgg
tcctectece
tcecttecgat
ggggagaaac
cétggtggac
ctttctgacc
catcaatcct

catgccaaat

aaaccccacg
ccggeccegac
cagcggcaac
gcagegtgag
cctgagtaca
cgcactgegg

ctatttterc

aaacttgcag

cttgctgacg
cagcgtgtcee
tcaggcgeat
gcaggaggac
gaagatcccc
gcagagcgtg
gaccgegege
aatggaétac
gaacccgcae
taacgatgga
cctgctagag
caggccaagce
atttccaagc
cgaggaggag
ggcatttcece
cgcgcaggag
ccgtcagcgg
tttggg;ggg
aaaaaaaaaa
tcttctﬁgca
thtécgaéa
gctceccectgg
agcateegtt
aacaagtcaa
acggtcattc
gacgaceggt

gtgaacgagt

12780
i2840
12900
12960
13020
13080
13140

13200

13260

13320
13380
13440
13500

13560

. 13620

13680
13740
13800
13860
13920
13980
14040
14100
14160 .

14220

14280

14340
14400
14460
14520
14580
14640
14700
14760
14820



tcatgtttac
atcaggtggé
aééccatgac'
gacagaacgg
tggggtttga
atccagacat‘
acttgttggg
atctggaggg
éagatgacac
cggaagagaa
'atgccattcg
cagcggccga
cggcgatcéa
acagcacctte
ccggaatceg
tctactggtc
tcagcaactt
acgaccaggc
atcgetttec
gtgaaaacgt
gagtccageg
ccctgggeat
tccttatatc
gcggggccaa
cctggggcege
‘cggtggtgga
cggccattca
égcgcétagc
céctgcttaa
tggccgcggg
ccgeggecat
cggttagcgg
aaaactactt
tgtccaageg

ccccgaagaa

caataagttt
gctgaaatac
catagacctt
ggttctggaa
cccegteact
cattttgctg
catccgcaag
tggtaacatt
cgaacagggc
ctccaacgeg
cggcgacacé
agectgccgcec
acccctgaca
cacc;agtac~
ctcatggace
gttgccagac
tccggtagtg
cgtctactee

cgagaaccag

tecctgetete

agtgéccatt
agtctcegecg
gccecagcaat
gaagcéctcc
gcacaaacgc
ggaggcgcgc
gaccgtggtg
acgtcgccac
ccgcgcacgt
tattgtcact
tagtgctatg

cctgcgegtyg

agactcgtac

caaaatcaaa

ggaagagcag
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aaggcgcggg
gagtgggtgg
atgaacaacg
agcgacatcg
ggtcttgtca
ccaggatgeg
cgécaagcct
cccgceactgt
gggggtggcg
gcagccgegg

tttgccacac

ccecgetgege

gaggacagca
chagCtggt
ctgctttgeca
atgatgcaag
ggcgcégagc
caactcatcc
é;tttggcgc
acéga;cacg
actgacgcca
cgcgtecctat
aacacaggct
gaccaacace
ggccécactg
aactacacgc
cgcggagccce

cgcegecgac

cgcaccggec’

gtgecccecca
actcagggtce
ccegtgegea
tgttgtatgt
gaagagatgc

gattacaagc

~

tgatggtgtc
agttcacg;t
cgatcgtgga
gggtaaagtt
tgcctggggt
gggtggactt
tecaggageg
tggatgtgga
caggcggcag
‘caatgcagcc
gggctgagga
aécccgaggt
agaaacgcag
accttgeata
ctcetgacgt
acccégtgac
tgttgcecgt
gccagtttac
gcccéccagc
ggacgctacc
gacgecgcac
cgégccgcéc
ggggcctgcg
éagtgcgcgt
égcgcaccac
ccacgccgec
ggcgctatgce
ccggeactgce
gacgggcgge
ggtccaggeg
gcaggggcaa
ccecgeceees

atccagcggce

tccaggtcat

cccgaaaget
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gcgettgect
gcccgagggce
gcactacttg
tgacacccgce
atatacaaac
cacccacagce
ctttaggatc
cgccﬁaccag
caacagcagt
ggtggaggac
gaagcgcgcet
cgagaagcct
ttacaaccta
caactacgge
aacctgcgge
cttecegctee
gcactccaag
thtctgaéc
ccccaccatc
gctgcgcaac

ctgcecetac

tttttgagca

ctteccaage
gecgcgggeac
cgtcgatgéc
acc#gcgtcc

taaaatgaag

cgcccaacge

catgcgggec
acgagcggcc
cgtgtattgg
gcgcaactag
ggcggegege
cgcgccggag

aaagcgggtce

actaaggaca
aactactccg
aaagtgggca
aacttcagac
gaagccttce
cgcctgagcea
acctacgatg
gcgagettga
ggcagcggcg
atgaacgatc
gaggccgaag
cagaagaaac
ataagcaatg
gaccctcaga
tcggagcagg
acgcgccaga
agcttctaca
cacgtgttca
accaccgtca
agcatcggag
gtttacaagg
agcatgtcca
aagatgtttg
taccgcgege
gccatcgacg
acagtggacg
agacggcgga
gcggeggegg
gctcgaaggce
gccgéagcag
gtgegcgact
attgcaagaa
aacgaagcta
atctatggec

aaaaagaaaa

14880
14940

15000

© 15060

15120
15180
15240
15300
15360
15420
15480
15540
15600
15660
15720

15780

15840

15900
15960
16020
16080
16140
16200

16260

16320

16380
16440
16500
16560
16626
16680
16740
16800
16860
16926



agaaagatga
dggcgacgggt
tagtctttac
acggcgacga
agcggcataa
agcccgtaac
taaagcgcega
gactggaaga
tgcggccéat
ccactaccaé
cggttgéctc
cctctacgéa
gcggttcgag
ccaﬁtgcgcc
cccgacgecg

ccececgattte

. cgcgctacca

tcacctgceg
gcatggccgg
cgtcgeaceg
cgattggcgce
aaacaagttg
ctgtaactat
tcgcgececgt
ttcagctggg
ggcagcaagg
aatttccaac
gccaaccagg
gagcctccac
cccgacaggg

ctaaagcaag

cagcacacac

ctgccaggcec
gccageggtce

agcatcgtgg

tgatgatgaa
acagtggaaa
gcccggtgaé
ggacctgctt
ggacatgctg
actgc;gcaé
étctggtgac
tgtcttggaa

caagcaggtg

'tagcaccagt

agcggtggcg

ggtgcaaacyg:

gaagtaéggc
tacccecgge
aaécaccact
cgtgcgcagyg
cceceageate
cctececgetee
ccacggcetg
tcgecatgege
cgtgececgga
catgtggaa&
tttgtagaat
tcatgggaaa
gctcgetgtyg
cctggaacag
aaaaggtggt
cagtgcaaaa
cggccgtgga
aagaaactct
gcctgeccac
ccgtaacget
cgaccgecgt
cgcgatcgtt

gtctgggggt

ES 2466415713

cttgacgacg
ggtcgacgég
cgctccaccec
gagcaggcca
gcgttgecge
gtgctgcccg
ttggcaccca
aaaatgaccg
gcgccgggac
attgccaccg
gatgccgégg
gacccgtgga
gccgecageg
tatcgtggct
ggaacccgcc
gtggctegeg
gtttaaaagc
ccggtgecgg
acgggcggca
ggcggtatec
attgcatccg
aatcaaaata
ggaagacatc
ctggcaagaﬁ
gagcggcatt
cagcacaggc

agatggcctg

‘taagattaac

gacagtgtct
ggtgacgcaa
cacccgtecc
ggacctgcct
tgttgtaace
gcggceegta

gcaatccctg

aggtggaact
taaaacgtgt

gcacctacaa

‘acgagegect

tggacgaggg
cgettgcacce
ccgtgcaget
tggaacctgg
tgggcgtaca
ccacagaggg
tgcaggcggt
tgtttcgegt
cgctactgcee
acacctaccg
gccgccgtég
aaggaggcag
cggtcttegt
gattccgagg
tgcgtegtge

tgcccctect

tggccttgea

aaaagtctgg
aactﬁtgcgt
atcggcacca
aaaaattteg
cagatgctga
gcctetggea
agtaagcttg
ccagaggggc
atagacgagce
atcgcgecca
cccecegeeg
cgtcctagec
gccagtggea

aagcgccgac,
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gctgcacgce
tttgcgaccce
gcgegtgtat

cggggagttt

‘caacccaaca

gtccgaagaa
gatggtacce
gctggagccce
gaccgtggac
catggagac&
cgé;gqggcc
ttcagccece
cgaatatgcc
ccccagaaga
ccétcgccag
gaccctggtyg
ggttcttgca
agéaatgcac
gcaccaécgg
tattccactg
ggcgcagaga

aétctcacgc

ctetggecce

gcaatatéag
gttccaccgt
gggataagtt
ttagcggggt
atcecccgecece
gtggcgaaaa
ctccctcgta
tggctaccgg
acacccagca
gcgecgteect
actggcaaaé

gatgcttctg

accgcgeeca
ggcaccaccg
gatgaggtét
Qcctacggaa
cctagcctaa
aagcgcggcce
aagcgccagc

gaggtccgcg

gttcagatac

caaacgtccc
gcgtccaaga
;égcgcccgc
ctacatcctt
cgagcaacta
ccecgtgetgg
ctgccaacag
gataﬁggccc
cgtaggaggg
cggcgéchQ
atcgcegegg
cactgattaa
tcgettggtce
gcgacacggc
cggtggégcc
taagaactat
gaaagagcaa
ggtggacctg
téccgtagag
gegtccgegce
cgaégaggca
agtgctgggc
gaaacctgtg
gcgccgcegec
cacactgaac

aatagctaac

16980
17040
17100
17160
17220
17280
17340
17400
17460
17520
17580
17640
17700
17760
17820
17880
17940
18000
18060
18120
18180
18240
18300
18360
18420
. 18480
18540
18600
18660
18720
18780
18840
18900
18960

19020



gtgtcgtatg
cgcgececget
tctecgggceca
ccgagacgta
acgtgaccac
atactgcgta
acatggcettc
cctactctgg
gggatgaagce
aqgaagtaga
ctggtaéaaa
atgccgataa
aaattaatca
gttcatatgc
atggaaagct
gcaatggtga
ccececagacac
tgggccaaca
gtctaatgta
tgaatgcﬁgt
attccattgg
atccagatgt
ttccactggyg
. aggaaaatgg
gaaataattt
ccaacatagce
ctgataaccc
actgctacat
ttaaccacca
atgtgccectt
tgccgggcte
gctccctagg
tttacgccac
aaacgacacc

tatacccgcee

tgtgtcatgt
ttccaagatg
ggacgccteg
cttcagcctg
agaccggtcce
ctcgtacaag

cacgtacttt

Qactgcctac

tgctactget
cgagcaagct
tattacaaag

aacatttcaa

tgcagctggg

aaaacccaca
agaaagtcaa
taacttgact
tcatatttﬁt
atctatgccce
ttacaacaéc
tgtagatttg
tgatagaacc
tagaattatt
aggtgtgatt
atgggaéaaa
tgccatggaa
getgtatttg
aaacacctac
taaccttgga
ccgcaatget
ccacatccag
atacacctac
aaatgaccta
cttectteccee
aacgaccagt

aacgctacca

atgcgtccat
gctaccectt
gagtacctga
aataacaagt
cagcgtttga
gcgcggttca
gacatccgég
aécgccctgg
cttgaaétaa
gagcagcaaa
gaggétattc
cctgaaccte
agagtccﬂta
aatgaaaatg
gtggaaatgc
cctaaagtgg
tacatgecca
aacaggccta
acgggﬁaata
caagacagaa
aggtactett
gaaaatcatg
aatacagaga
gatgctacag
atcaatctaa
cccgacaagce
gactacatga
gcacgctggt
ggcctgeget
gtgcctcaga

gagtggaact

agggccgach

atggcccacé
cctttaacga

acgtgcccat
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gtecgecgeca
cgatgatgcc
gcccégggct
ttagaaaccce
cgcegeggtt
ccctagectgt
gcgcgc;gga
ctcccaaggyg
acctagaﬁga
aaactcacgt
aaataggtgt
aaataggaga
aaaagacetac
gagggcaagg
aatttttcte
tactgtécag
ctattaagga
attacéttgc
tgggtgtict
acacagagct
ctatgtggaé
gaactgaaga
ctecttaccaa
aattttcaga
atgccaacct
taaagtacag
acaagcgagt
ccc;tgécca
accgctcaat
agttctttge
tcaggaagga
gagccagcat
acaccgecte
ctatctctcec

atccateccce
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gaggagctgc
gcagtggtct
ggtgcagtet
cacggtggceg
catccctgtg
gggtgataac
caggggccct

tgccccaaat

agaggacgat..

atttgggcag
cgaaggtcaa
atctcagtgg
cccaatgaaa

cattcttgta

aactactgag

tgaagatgta
aggtaactca
ttttagggac
ggcgggccaa
ttcataccag
tcaggctegtt
tgaacttcca
ggtaaaacct
taaéaatgéa
gtggagaaat
tccttccaac
ggtggctcce
tatggacaac

gttgctgggce

cattaaaaac’

tgttaacatg
taagtttgat
cacgcttgag
gccgccaaca

tcccgcaact

tgagccgeceg
tacatgcaca
gcccgegeea
cctacgcacg
gaccgtgagg
cgtgtgctgg
acttttaagc
ccttgcgaat
gacaacgaég
gcgecttate
acacctaaat
tacgaaactg
ccatgttacg
aagcaacaaé
gcgaccgcag
gatatagaaa
cgagaactaa
aattttattg
gcatcgcagt
ctttﬁgcttg

gacagctatg

aattactgct'

aaaacaggtc
ataagagttg
cﬁcctgtact
gtaaaaattt
gggttagtgg
gtcaaéccat
aatggtcgct
étccftctcc
gttctgcaga
agcatttgcc
éccaﬁgcttg
tgctctaccc

gggcggettet

19080
19140
19200
19260
19320
19380
19440
19500
19560
19620
19680
19740
19800
19860
19920
19980
20040
20100
20160
20220
20280
20340
20400
20460
20520
20580
20640
20700
20760
20820
20880
20940
21000
21060

21120



ccgeggetgg
_cgaccettat
ccacaccttt
cecgectgette
cgttgcccag
cattggctac
tagaaactte
acaggtgggce
catgcgcgaa
agttgacagc
ctccagtaac
caactccgcec
tctttatgtt
catcgaaacc
caagcaacat
gtcaaagatc
tttgtttcte
ggcgtacact
ccetttgget
ctgcgcegta
caaagcgtac
gcctttgeca
ggggtaccca

gaacagetet

‘attaggagcg

actttcaata
cttgcegtct
ggcagggaca
cgcggcagcet
aggtcgggceg
cgatacacag
acgctctegt
gtcaactttg
caccgtagtg

ataaaagcct

gccttcacge
tacacctact
aagaaggtgg
acccccaacg
tgtaacatga
cagggcttct

cagececatga

atcctacacc

ggacaggcct
attacccaga
tttatgtcca
cacgcgctgg
ttgtttgaég
gtgtacctge
caacaacagc
ttggttgtgg
cacacaagct
ggatggcctt

tttetgacca

gcgeecattge

aggggcccaa
actggcecca
actccatgct
acagecttect
ccacttetet
aaggcaaatg
gcgccgﬁtta
cgttgcgata
cggtgaagtt
ccga;atctt
ggttgcagca

cggagatcag

gtagctgect.

gcatcaaaag

tgatctgett
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gccttaagac
ctggectctat
ccattacctt
agtttgaaat
ccaaagactg
atatcccaga
gccgtcaggt
aacacaacaa
accctgctaa
aaaagtttct
tgggcgcact
acatgacttt
tctttgacgt
geacgecett
tgccgecatg
gccatatttt
cgcctgcgcé
tgcctggaac
gcgactcaag
ttettececee
ctcggeegece
aactcccatg
caacagtccc
ggagcgcecac
Etgtcacttg
cttﬁtatttg
aaaatcaaag
ctggtgttta
ttcactccac
gaagtcgcag
ctggaacact

atccgecgtec

tcccaaaaag

gtgaccagtge

aaaagccacce

" taaggaaacc
accctaccta
tgactcttct
taagcgctca
gttcctggta
gagctacaag
ggtggatgat
'ctctggattt
cttcccctat
tﬁgcgatcgc
cacagacctg
tgaggtggat
ggtccgtgtyg
ctcggeegge
ggctccagtg
ttgggcacct
atagtcaata
ccgcac;c&a
caggtttacc
géccgctéta
tgtggactat
_gatcacaacc
caggtacagc
tcgeectact
aaaaacatgt
tacactctcg
gggttctgce
gtgctccact
aggctgcgca
ttggggccte
atcagcgecqg
aggtectcceg
ggcgcgtgec
ccggtetggg

tgagcectttg
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ccatcactgg
gatggaacct
gtcagctggce
gttgacgggg
caaatgctag
gaccgcaEgt
actaaataca
gttggctace

ccgcttatag

accctttgge

ggccaaaace

cccatggacg

caccggcecgce
aacgcecacaa
agcaggaact
atgacaagcg
cggccggtcg
aaacatgcta
agtttgagta

taacgctgga

tctgectgeat

ccaccatgaa
ccaccctgeg
tccgcaécca
aaaaataatg
ggtgattatt
gcgcatcegcet
taaactcagg
ccatcaccéa
cgeeectgege
ggtggtgcac
cgttgctcag
caggctttga
cgttaggata

cgccottcaga

gctcgggcta
tttacctcaa
ctggcaatga
agggttacaa
ctaactacaa
actccttett
aggactacca
ttgcccccac
gcaagaccgc
gcatcccatt
ttctctacgce
agecccaccct
accgecggegt
cataaagaag
gaaagccatt
ctttccagge
cgagacﬁggg
cctctttgag
cgagtﬁactc
aaagtccacce
gtttctccac
ccttattace
tcgcaaccag
cagtgcgcag
tactagagac
taccceccace
atgecgccact
cacaaccatc
cgegtttage
gcgecgagttg
gctggccage
QQCQaECQQa
gttgcactcg
cagcgectge

gaagaacatg

21180
21240
21300
21360
21420
21480
21540
21600
21660
21720

21780

21840

21900
21960
22020

-22080

22140
22200
22260
22320
22580
22440
22500
22560
22620
22680
22740
22800
22860
22920
22980
23040
23100
23160

23220



cecgcaagact
gcgteggtgt
ttgctagact
acgtghtcct
gcgcageggt
gcaaacgaét
ctggtgaagg
gccagagett
.tggtactcgt
ggcacactca
tcct&ttgcg
cgcttécétc
agcgccacat
tcgggettgg
gaggtcgatg
tcgtectegg
ggcgacgggg
ccgcgctegg
aggcagaaaa
ttcgccacca
ccccecgettg
gacgaggacce
aacgaggaac
gacgtg;tgﬁ
cgcagcgatg
tcaccgegeg
a;cttCCacc
aactgcaaga
ttgcggcagg
gagggtcttg
aatgaaagtc
ctaaaécgca
gtcatgagca
gcaaatttgc

cgctggette

tgccggaaaa
tggagatctg
gctectteag
tatttatcat
gcagccacaa
gcaggtacgc
tcagctgcaa
ccacttggtc
ccatcagcgce
gcgggttcat
tccgcaﬁacc
ctttgccatg
cttctctttc
gagaagggcg
geccgeggget
actcgatacg
acggggacga
gggtggtttc
‘agatcatgga
ccgccécéac
aggaggagga
gctcagtaéc
aagtcgggcg
tgaagcatct
tgcccctcgc
taccecccecaa
ccgtatttge
tacccctate
gcgetgtcat
gacgcgacga
actctggégt
‘g;atcgaggt
cagtcatgag
aagaacaaac

aaacgcgcga

ctgattggee
caccacattt

cgcgegetge

aatgcttcecg

cgcgeagecc

ctgcaggaat
cccgcggtgé
aggcagtagf
gcgecgecagec
caccgtaatt
acgcgccéct
cttgattagc
ttcctcgcté
cttctetetce
gggtgtgcge
ccécctcatc
cacgtcctee
gcgectgctee
gtcagtcgag
cgatgécgcc
agtgattactc
aacagaggat
gggggacgaa
gcagcgecag
catagcggat
acgccaagéa
cgtgécagag
ctgccgtgec
écctgatatc
gaagcgegeg
gttggtggaa
cacccacttt
tgagctgatﬁ
agaggaggge

gcctgeccgac
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ggacaggccg
cggececcace
cecgttttecge
tgtagacact
gtgggctegt
cgcccCacéa
tcctcgttca
ttgaagttcg
tccatgeect
.;cactttccé
Qgétcgtctt
accggtgggt
tcéaqgatta
ttcttgggceg.
ggcaccagcyg
Cgettttttg
‘atggttgggg
tctetcecgéac
aagaaggaca
aacgcegcecta
gagcaggace
aaaaaécéag
aggcatggeg
tgcgccatta
gtcagecttg
aacggcacat
gtgcttgcca
aaccgcagéé
gccccgcﬁca
gcaaacgcte
ctcgagggtg
geéctaccegg
gtgcgeegtg
ctacccgeag’

ttggaggagc

28

cgtcgtgcac
ggtcaﬁtcac
tegteacate
taagctcgece

gatgcttgta

‘tcgtcacaaa

gccaggtett

cctttagate

tctecccacge

cttcgetggg
cattcagcecqg
tgctgaaacc
c?tétggtga
caatggccaa
cgtcttgtga
ggggegeccg
gacgtcgcege
tggccattte
gcctaaccegce
ccaccttcce
caggttctgt
accaggacaa
actacctaga

tctgcgacge

-cctacgaacg

gcgagccceaa

‘cctatcacat

gagcggacaa
Acgaagtgcc
técaacagga
acaacgcgceg
cacttaacct
cgcagcccect

ttggcgacga

-gacgcaaact

gcagcacctt
gatcttggcec
catttcaatc
ttcgatctca
ggtcacctct
ggtcttgttyg
géatacggcc
gttatccécg
agacacgatc
ctcttectet
ccgcactgtg

caccatttgt

*tggecgggcge

atccgccgee .

tgagtpttcc
gggaggcggc
cgcacecgegt
cttctectat
ccecectctgag
cgtcgéggca

aagcgaagac

cgcagaggca

tgtgggagac
gttgcaagag
ccacctattc
cccgegecte
ctttttccaa
gcagctggece

aaaaatcttt

.aaacagcgaa

cctagcecgta
acccceccaag

ggagagggat

‘gcagctageg

aatgatggcc

23280
23340
23400
23460

23520

123580

23640
23700
23760
23820
23880
23940
24000
24060
24120
24186'
24240
24300
24360
24420
24480
24540
24600
24660
24720
24780
24840
24900
24960
25020
25080
25140
25200
25260

25320



gcagtgctcg
cagcgcaage
tgcaagatct
aaccgcecettg
gtccgcgact
cagcagtgct
aaggacctat
ttcecccegaac
atgttgcaga
tgtgcaéttc
ggccactget
gacgtgagcg
cgctecctgg
ctgcagggtc
ctgtggacgt
aggttctacg

cagggccaca

cgaaagggac

ccgecegecge
aaagaagctg
agaggaggtt
ggaagcttcec
ctcgécggcg
ggegecegeeg
ggccggtaag
ccgctcatgg
catctcctte
cctgcattac
caacagcagc
agaaatccac
ccgtatcgac
agagcaggggd
'gcagctgcct
etctcttcag

tttaagcgcg

ttaccgtgga
taggggaaac
ccaacgtgga
ggcaaaacgt

gcgtttactt

tggaggagtg

ggacggectt
gcctgcttaa
actttaggéa
ctagcgactt
acecttctgea

gtgacggtct

tttgcaattc

cctegectga
cggcttacct
aagaccaatc
ttcttggcca
ggggggttta
agccctétca
cagétgccgc

ttggacgagg

‘gaggtcgaag

cccecagaaat
gecactgeceyg
tcéaagcaéc
cgcgggcaca
gcececgecget
taccgtcatc
ggccacacag
agcggcggea
ccgegagett
ccaagaacaa
gtatcacaaa
taaatéctgc

aaaactacgt
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gcttgagtge
attgcactac
gctcetgcaac
gcttcattee
atttectatge
caacctcaag
caacgagcgc
aaccctgcaa
ctttatccta
tgtgcccatt
gectagccaac
actggagtgt
gcagctgctt
cgaaéagtéc
tcgcaaattt
ccgccegeca
attgcaagcc
cttggaccece
gcagcagceg
cgccacccac
aggaggagga
aggtgtcaga
cggcaaccgg
ttcgececgace

cgcecgecgtt

agaacgccat

ttcttctcta
tctacagccce
aagcaaaggc
gcagcaggag
agaaacagga
gagctgaaaa
agcgaagatc
gcgetgacte

catctccagce

atgcagcggt
acctttcgac
ctggtctcct
acgctcaagg
tacacctggce
gagctgcagé
tcegtggecg
cagggtctge
gagcgctcag
aagtaccgceg
taccttgect
cactgtecget
aacgaaagtc
gegacteegy
gtacctgagg
aatgcgéagc

atcaacaaag

cagtecggeg

cgggcccttg
ggacgaggag
catgatggaa
cgaaacaccg
ttcc#gcatg
caaccgtaga
agcccaagag
agttgcttge
ccatcacggc
atactgcaéc
gaccggatag
gaggagcgcet
ttttteccac
taaaaaacag
agcttcggeyg
ttaaggacta

ggccacaccce
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tctttgctga
agggctacgt
accttggaat
gcgaggcegeyg
agacggCEat

aactgctaaa

cgcacctgge

cagacttcac

gaatcttgcc

adtgccctce

accactctga
gcaacctatg
aaattatcgg
ggttgaaact
actaccacge
ttaccgcctg
cccgccaéga
aggagctcaa
cttcecccagga
gaatactggg
gactgégaga
tcaccctegg

gctacaacct

_tgggacacca

‘caacaacagc

ttgcaagact
thgccttcc
ggcggcagcyg
caagactctg
gcgtctggeg
tctgtatgcect
gtctctgega
cacgetggaa
gtttcgegec

ggcgccagcea

cccggagatg
acgccaggce
tttgcacgaa
ccgcgaétac
gggcgtttgg
gcaaaacttg
ggacatcatt
cagtcaaagce
cgccacctge
gcecgetttgg
cataatggaa
cacccegcac

tacctttgag

cactccgggg

ccacgagact
cgtcattacc
gtttctgcta
cccaatcecece
tggcacccaa
acagtcaggc
gcctagacga
tcgcattccec
ccgctectca

ctggaaccag

‘gccaaggcta

gtgggggcaa

cccgtaacat

gcagcggcag

acaaagccca

cccaacgaac
atatttcaac
tccctcaccee
gacgcggagg
ctttctcaaa

cctgtcgtca

25380
25440

25500

25560

25620
25680
25740
25800
25860
25920
25980
26040
26100
26160
26220
26280
26346
26400
26460
26520

26580

26640

26700

26760

26820

26880
26940
27000

27060

‘27120

27180
27240
27300
27360

27420



gcgceattat
gac;tgcggc
cccacatgat
aggcggetat
tggtgtacca
aagttcagat
cgecegggca
agtcggtgag
gccgetettce
cgcgetetgg
ttaaccecctt
cggtaaaéga
‘gcctgaaaca
tttéctactt
ccgceccaggg
ttgagcggga
tacatcaaga
tactggggct
aggcgaacct
ccagacggag
accaccctcc
ccgcctgace
aggaggtgag
tatgaacaat
tggggttatt
gctecgeegec
ccacccaagé.
atctctgcac
atccaggagg
acagtaéaag
ctggagctgt
ahgafggcca.
cagactatca
ttegactgct

taactgettt

gagcaaggaa
tggagctgce

atcecgggtce

taccaccaca

ggaaagtccce
gactaactca
gggtataaét
ctcctcgcft
attcacgcect
aggcattgga
ctcgggacct
ctcggceggac
cctggtceac
tgaattgccce
agagcttgece
caggggacee
tctttgttge
cctatcgceca
tacctggtac
tgagtctacg
ttacctgccg
gtaaaccaga

cttagaaaac

tcaagcaact -

ctctgtettg
tgctgtgtge
taaccatgtg
ccgeeccgete
ccecggegtet
tcatctcaga
acaagcaggg
gccactacaa
cctttgéaag
gggagccagt

acccgetgcet
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attcecacge
caagactact
aacggaatcc
cctcgtaata
getceccacca
ggggcgcagc
cacctgacaa
ggtctecgte
cgtcaggcaa
actctgcaat
cccggccact
ggctacgact
tgtcgeccgee
gagg;tcata
cgtagcctga
tgtgttctca
catctctgtg
tcctgtaaac
ttttaacate
agagaacctc
ggaacgtacg
ctttttcegg
ccttagggta
ctacgggcta
tgattctett
aca:ﬁtgcat
gctgcagagce
gcccagccce
cctgagccﬁé
aatgcttgaq
cctgeggage
gcagcactgce
tttcaaagag
ccaggagtaa

tgcaaaacaa

cctacatgtg
caacccgaat
gcgcccacceyg
éccttaatcc
ctgtggtact
ttgcgggegg
tcagagggcg
cggacgggac
tcctaactct
ttattgagga
atccégatca
gaatgttaag
acaagtgctt
tcgagggece
ttcgggagtt
ctgtgatctg
ctgagtataa
gccaccgtct
tcteeetctg
tccgagetca
agtgcgtcac
acagacctca
ttaggccaaa
ttctaatc&a
tattcttata
ttattgtcag
ctgctgctcet
agcacgcage
agtagagaca
ctccaggagc
agcctcacca
cctccaaccee
aacctgaagg
tttactaagt

attcaaaaag
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gagttaccag
aaactacatg
aaaccgaatt
ccgtagttgg
tcccagagac
ctttcgtcac
aggtattéag
atttcagatc
gcagacctcg
gtttgtgcca
atttattcct
tggagaggca
tgccecgegac

ggcgcacggc

.tacccagcege

caactgtcct
taaatacaga
tcacccgece
tgatttacaa
gctactccat
cggecgcetge
ataactctgt
ggcgcagcta
ggtttctcta
ctaacgcéttce
ctttttaaac
tgggcactgt
cctgggagéa
ctgctgetga
cgécctgcct
agctcaaggg
cggaaacttc
actttctgct
tacaaagcta

ttagecattat

ccacaaatgg
agecgcgggac
cccttggaéc
ccegetgeee
gcccaggecg

agggtgcggt

.ctcaacgacg

QQCGQCQCéQ
tcetetgage
tcggtctact
aactttgacg
gagcéactgc
tccggtgagt
gtcecggcetta
cccctgc;ag
aaccttggat
aattaaaata
aagcaaacca
cagtttcaac
cégaaaaaac
accacaccta
ttaccagaac
ctgtggggtt

gaatcggggt

tctgcctaag

gctggggtcg

ggcetgeage

.tgtgaatgcc

gatgaatgaa
acagacccgc
cccctﬁgacc
ctgtgcaacc
tgtcatccece
atgtcaccac

aattagaata

27480
27540
27600
27660
27720
27780
27840
27900
27960
28020
28080
28140
28200

28260

28320

28380
28440
28500

. 28560

28620
28680
28740

128800

28860
28920
28980
29040
29100
29160
29220
292BQ
29340
29400
29460

29520



ggatttaaac
gtgggatatg
tttggeccage
gagatgacca
ccccaagttt
gcgcttatgt
geccegaccac
agattggacg
ttcctcgagt
ctgeggttte
gatttgtcac
gcattgactg
ggactatagce
gattatttgc
atgcagattc

cgaagcctgg

agctatatat:

tttcececgeg
caatcagcct
aggagatgac
tagaaagacg
ttaacttgca
acgacggtaa
tggtggtcat
gctgecattea
gcgétctcaa
ttaaaatcag
cagctctggt
tcagtttcct
cgcgcaagaé
cctccaactyg
cccecectggayg
cgctcaaaat
taacéactgt

caccectceac

cccecggtca
ctccageget
acétgtcccg
- acacaaccaa
ctgecetttgt
ttgtatgcct
ccatctatag
gactgaaaca
téttatatta
tcacatcgaa
cctcacgete
ggtctgtgtg
tgagcttctt
accctatctg
actegtatat
ttatatgcaa
ccctaqéttg

cecegetatge

cgcecccactt

tgacacccta
cagggcagcg
ccagtgcéﬁa
taccaccgga
ggtgggagaa
ctcacctth
agatcttatt
ttagcaéatt
attgcagctt
cctgttcetg
cgtctgaaga

tgccttttct

tactctcttg

gggcaacggc

gagcccacct

agttacctca

tttectgete
acaaccttga
cggatttgtt
cgcggécgcc
caataactgg
tattattatg
tcccatcatt
catgttettt
ctgacccttg
gtagactgca
atctgcagcc
cgctttgcat

agaattcttt

cgttetgtte

ggaatattecc
tcatctctgt
acattggctg
ttccactgeca
ctcccaccee
gatctagaaa
gccgagcaac
aggggtatct
caccgcctta
aagcccatta
caaggacctg
ccctttaact
tctgtccagt
cctcctgget
tccatcegea
tacct;caac
tactcctece
cgcétatccg
ctctctetgg
ctcaaaaaaa

gaagccctaa

ES 2466415713

aataccattc
agtcagéctt
‘ccagtccaac
gctaccggac
gétaacttgg
tggctcatct
gtgctacacce
tctcttacég
ttgcgcteet
ttccageett
tcatcactgt
atctcagaca
aattatgaaa
cccgacctcce

aagttgetac

tatggtgttc.

gaaacgaata
acaagttgtt
cactgaaatc
tggacggaat
agcgcatgaa
cc:gtctgét
gctacaagtt

ccataactca

aggatctetyg

aataaa_aaaa
ttat;cagca
gcaaactttc
cccactatct
cccgtgtate
tttgtatcce
aacctctagt
acgaggccgg
ccaagtcaaa

ctgtggctge
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ccctgaaqaa
ecctggatgte

tacagcgacc

ttacatctac

gcatgtggtg
gctgectaaa
caaacaatga
tatgattaaa
t;gtgcgtgc
cacagtctat
ggtcatcgcé
ccatceccag
tttactgtga
aagcctcaaa
aatgaaaaaa
tgcagtacca

gatgccatga

‘gccggegget

agctacttta

tattacagag:

tcaagagctc
aaagcaggcec
gccaaccaag
gcactcggta
cacccttatt
aataataaag
géacctcctt
tccacaatct

tcatgttgtt

catatgacac

ccaatgggtt

tacctccaat
caaccttacc

cataaaccty

‘cgccgcaccet

ttgactctat
agcatctgac

caccctaaca

cacaaataca

gtﬁétﬁcata
gcgcaaacgce
tggaatccat
tgagacatga

tccacattgg

‘ttgetttacg

tttatccagt

tacagggaca
cttttetget

gacatatatc

gegatettte

tcttagcecet

accacccaac -

ttgtcccage
atctaacagg
cagcgectgce
céagacatgg
aaagtcacct
cgtcagaaat
gaaaccgaag
aagacecetgt
catcacttac
gccctcétcc
aaatggaatg
gcagatéaag
ggaaaccggt
tcaagagagt

ggcatgckttg

‘tcccaaaatg

gaaatatctg

ctaatggtcg

29580
29640
29700
29760
29820
29880

129940

30000
30060
30120
30180
30240
30300
30360
30420

30480

30540
30600
30660

30720

30780

30840
30900
30960
31020
31080

"31140

31200
31260
31320

31380

" 31440

31500
31560

31620



cgggca&cac
gcattgccac
gcccecctcac
ctgccactgg
taggactaaa
.caéctggtcc
tgggttttga
ctcaaaacag
atctaagact
‘acaacaaagg
taagcactgc
ggcttgaatt
atggcctaga
ttgacagcac
ccacaccagce
tggtcttaac
gcagtttgge
aaaatggagt
gagatcttac
cttatccaaa
acggagacaa
gagacacaac
acattaatga
gaatcgtttg
ttttcateca
caaactcaca
gtcetttete
ggtgttatat
tccecegggea
ccaacttgcg
tcataatcgt
cgccgecget
accgcccgea
aaatcagcac

gcgctgtatc

actcaccatg
ccaaggacce
caccaccgat

tagcttgégc

gtacgggget

aggtgtgact
ttcacaaggce
acgccttata
aggacagggce
ccttgacttg
caaggggttg
tggtﬁcac;t
atttgattca
aggtgccatt
tccatctect
aaaatgtggc
tccaatatct
gctactaaac
tgaaggcaca
atctcacggt
aactaaacct
tccaagtgca
aatatttgcc
téttatgttt
gtagtatagc
gaaccctagt
cceggcetgge
tccacacggt
gctcacttaa
gttgcttaac
gcatcaggat
ccgtectgeca
gcataaggcg
agtaactgca

caaagctcat
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céatcacagg'
ctcacagtgt
agcagtaccc
attgacttga
cctttgcatg
attaataata
aatatgcaac
cttgatgtta
cctettttta
tttacagett
atgtttgacg
aatgcaccaa

aacaaggcta

‘acagtaggaa

aactgtagac
agtcaaataé
ggaacagttc
;attccttéc
gcépatacaa
a&aactgcca
gtaacactaa
tactctatgt
acatcctctt
caacgtgttt
cccaccacca
attcaacctg
cttaaaaagc
ttcectgtega
gttc;tgtcg
gggcggcgaa
agggcggtgg
ggaatécaac
ccttgtccete
gcacagcacc

ggcggggacc

ccccgctaaé
cagaaggaaa
ttactatcac
aagagcccat
taacagacga
éttccttgca
ttaatgtagc
gttatccgtt
taaactcagce
caaacaattc
ctacagccat
acacaaatcc
tggttcctaa
acaaaaataa
taaatgcaga
ttgctacagt
aaagﬁgctca
tggacccaga
acgctgttgg
aaagtaacat
ccattaéact
cattttcatg
acacttttte
atttttcaat
gataQCCtat
ccaccteect
atcatatcat
gccaaacgcet
ctgtccagcect
ggagaagtcc
tgétgcagca
atggcagtgg
cgggcacage
acaatattgt

acagaaccca
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cgtgcacgac
gctagcccetyg
tgcctcacce
ttatacacaa
cctaaacact
aactaaagtt
aggaggécta
tgatgctcaa
ccacaacttg
caaaaagctt
agccattaat
cétcaaaaca
acéaggaact
tgataagcta
gaaagatgct
ttcagttttg

tcttattata

atattggaac.

‘atttatgcct

tgtcagtcaa
aaacggtaca
ggactggtct
atacattgec
;gcagaaaac
acagatcacc

cccaacacac

gggtaacaga.

catcagtgat
gctgagecac
acgccfacat
gcgegegaat
tctcctcage
agecgcacect
tcaaaatcce

cgtggccatce

tccaaactta
caaacatcag
cctctaacta
aatggaaaac
ttgaccgtag
actggagect
aggattgatt
aaceaactaa
gatattaact
gaggttaacc

gcaggagatg

aaaattggcce

ggccttagtt
actttétgga
aaactcactt
gctgttaaag
agatttgacg
tttagaaatg
aacctatcag
gtttacttaa

caggaaacag

ggccacaact

caagaataaa
ttcaagtcat
gtaccttaat
agagtacaca

catattctta

attaataaac

aggctgctgt

gggggtagag
aaactgctgce
gatgattcgce
gatctcactt
acagtgcaag

ataccacaag

31680
31740

©31800

31860
31920
31980
32040
32100
32160
32220
32280
32340
32400
32460

32520

-32580

32640
32700
32760
32820
32880
32940
33000
33060
33120
33180
33240
33300
33360
33420
33480
33540
33600
33660

33720



cgcaggtaga
ggcatgttgt
tccaccacca
ccgggactgg
gtcatgatat
agctcectccece
cccacactgce
tcgggcageca
agacgatccc
atgccaaatg
acaaacagat
tatccactct
tgcgcqgctg
ca;tcgttét
tttttattec
ccctccggtg
ttgcacaatg
cccttcaggg
ctcatctege
tqtaaaaatc
;aaaattcég
ccgcgatcce
accagcgcgyg
cgcatactég
cgatataaaa
cacatcgtag
agacaccatf
caaaaaaaca
ataagacgéa
agcaccaécg
tcaggttgat
ccgcaggegt
gaaaaataqa
cagaacaaca

agaaaaccta

ttaagtggcg
aattcaccac
tcct&aacca
aacaatgaca
caatgttggce
gcgttagaac
agggaagacc
gcggatgatce
tactgtacgg
gaacgccgga
ctgecgtetcce

ctcaaagcat

ccctgataac

gcgagtcaca
aéaagattat
gcgtggtcaa
gcttccaaaa
tgaatctcét
caccttctca
tgctccagag
gttcctcaca
gtaggtccct
ccacttcccé
gagctatgct
tgcaaggtgc
tcétgctcat.
tttctctcaa.
ttéaaacatt
ctacggcc;t
acagctccte
tcathgtca
agagac;aca
taaacacctg
tacagcgctt

ttaaaaaaac
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acccetcata

ctececeggtac

gctggeccaaa

gtggagagce
acaacacagg
catatcccag
tcgcacgtaa
ctccagtatg
agtgegecga
cgcagtﬁata
ggtctcgecg
caggcgcecece
atccaccacc
cacgggagga
ccaaaaccte
actctacagce
ggcaaacggce
ctataaacat
atatatctct
cgecectecac
gacctgtata
tcécagggcc
gccaggaacce
aaccagcgta
tgctcaaaaa
gcagataaag

acatgtctgce

.agaagcetgt

gccggegtga
ggtcatgtce
gtgctaaaaa
ttacagcccce
aaaaacccte
ccacagcggc

accactcgac

aacacgctgg

catataaace

acctgceccge
caggactcgt
cacacgtgca
ggaacaacce
ctcacgttgt
gtagcgcggg
gacaaccgag
tttcctgaag
cttagatcgc
ctggcttcgg

gcagaataag

gcgggaagag

aaaatgaaga
caaagaacag
cctecacgtec
tccagcacct

aagcaaatcce

4cttcagcctc

agattcaaaa
agctgaaéat
ttgacaaaag
gcccecgatgt
atcaggcaaa
gcagétaagc
gggtttgtgc
cttacaacag
ccgtaaaaaa
ggagtcataa

gcgaccgaaa

cataggaggt

ctgcectagge
agccataaca

acggcaccag

33

acataaacat
tctgattaaa
cggctataéa
aaccatggat
tacacttcct
attcctgaat
gcattgtcaa
tttectgtete
atcgtgttgg
caaaaccagg
tctgtgtagt
gttctatgta
ccacaccecag
ctggaagaac
tctattaagt
étaatggcat
éagtggacgt
tcaaccatgc
cgaatattaa
aagcagcgaa
gcégaacatt
aatcgtgcag
aacccacact
aagctttg;t
gcctcgcgéa
tccggaacéa
ataaacacaa
gaaaaacaac
actggtcacc
tgtaagactce
tagcccggag
ataacaaaat
aaaétagcac
gtcagcctta

ctcaatcagt

tacctetttt
catggcgeca
ctgcagggaa
catcatgctce
caggéttaca
cagcgtaaat
aQCQttécat
aaaaggaggt
tcgtagtgﬁc
tgcgggcgtg
agttgtagta
aactccttca
ccaacctaca
catgtttetet
gaacgcgcetce
ttgtaagatg
aaaggctaaa
ccaaataatt
gfécggccac
tcatgattgc
aacaaaaata
gtctgcacgg
gattatgaca
gcatgggcgyg
aaaaagaaag
ccacagaaaa
aataaaataa
ccttata;gc
gtgattaaaa
ggtaaacaca
géatacatac
taataggaga
cctecegete
ccagta#aaa

cacagtgtaa

33780
33840
33900
33960
34020
34080
34140
34200

34260

34320

34380
34440
34500
34560
34620
34680
34740
34800
34860
34920
34980
35040
35100
35160
35220
35280
35340
35400
35460
35520
35580
35640
35700
35760

35820
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aaaagggcca
ccacaaaaaa
cccacaactt
tﬁaagaaaac
gccccgttec
tcaatccaaa
<210>4
<211> 582
<212> DNA
<213> Atrtificial

<220>

ag;gcagagc
Eacccagaaa
cctcaaatcg
tacaattccc
cacgcccege

ataaggtata

<223> Recombinante

<400> 4

atgtggctgce
cgectcgcecca
cgtctcctga
tcagaaatgt
cagggcctgce
tacaagcagc
gaaagtttca
ccagtccagg
ccctttaagg

cttatcatcc

<210>5
<211> 1772
<212> DNA
<213> Artificial

<220>

agagcctgct
éccccagcac
écctgagtag
ttgacctceca
QEQQCEQCCt
aétgccctcc‘
aagagaacct
aggctgtggg
tggtggtgat

tcatcatgét

<223> Recombinante

<400> 5
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gagtatatat
accgcacgeg
tcacttccagt
aacacataca
gccacgtcac

ttattgatga

gctcttggge
gcagecectag
égacactgct
ggagccgace
caccaagcetce
aaccccggaa
ga;ggacttt
ccaggacacg
ctcagccate

ttggcagaag

aggactaaaa
aacctacgee
tttcccacgt
agftactccg
aéactccacc

tg

;ctgtggcct
gagcatgtga
gctgagatga
tgcctacaga
a;gggcccct
acttcctgtg
ctgcttgtca
caggaggtca
ctgjccctgg

aagccacgtt

34

aatgacgtaa
cagaaacgaa
tacgtcactt
ccctaaaace

ccctcattat

gcagcatctc
atgccatcca
atgaaacagt
cccgéctgga
tgaccatgat
caacccagac
tccectttga
tcgtggtgee
hggtgctcaé

ag

cggttaaagt

agccaaaaaa

cccattttaa

tacgtcaccc

catattggcet

tgcacccgcce
ggaggcccgy
agaagtcatce
gctgtacaag
gge¢cagceegac

tatcaccttt

ctgctgggag

acactccttg

catcatctcc

35880
35940
36000
36060

36120

.36152

60
120
180
240
300
360
420
480

540

582



atgaagcgeg
ccggtecece
agagtccccc
tgcttgecgcet
aaaatgtaac
tatctgcacc
tggtecgeggg
aacttagcat

catcaggcce
taactactgce
gaaaactagg

ccgtagcaac

gagcecttgag:

ttgattctca
aactaaatct
ttaactacaa
étaacctaag
gagatgggct
ttggccatgg
ttagttttga
tatggactgg
atggcaaact
tagttggtgt
taagattata
cacttaaaaa
tgccaagtac
atggaatatg
taatgctéaa
atctaaatgc

tettttetta

caagaccgtc
aactgtgcct
tggggtactc
caaaatgggc
cactgtgagc
cc;cacagtﬁ
caacacactce
tgccacccaa

cectcaccace

cactggtage
actaaagtac
tggtccaggt
ttttgattca
aaacagacgc
aagactagga
caaaggccett
;acﬂgccaag
tgaatttggt
cctagaattt
cagcacaggt
aataaaccct
tactttagta
atcagacact
ttttgactct
taaatcttcf
tacagcttat
ttactacatg
cagccgtatg
aagtgaatct

cattacagaa
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tgaagatacc
tttcttacte
tctttgcgcee
aacggcctct
ccacctetcea
acctcagaag
accatgcaat
ggacccctca

accgatagcea

ttgggecattg
ggggctcctt
gtgactatta
caaggcaata
cttatacttg
cagggececec
tacttgttta
gggttgatgt
tcacctaatg
gattcaaaca
gccattacag
ccacctaact
ttagCaaaéa
gtgaaccaaa
tctgogaaatc
acagcgacca
cccttcaaca
actagttatg
atttctﬁcca
ccagaaagca

gacgacaact

ttcaaccccg

ctcectttgt

tat;égéacc
ctctggacga
aaaaaaccaa
ccctaactgt
cacaggcccece
cagtgtcaga

gtacccttac

acttgaaaga
tgcatgtaac
ataatacttc

tgcaacttaa

atgttagtta

tttttataaa
cagcttcaaa
ttgacgctac
caccaaacac
aggctatggt
taggaaacaa
gtcaaattét
atggagggct
tgttcacaca
tattaactga
gtgaaactgt
ccactacﬁag
atagaagtct
atgttgccta
acatagctac

aa

35

tgtatcctat
atccccecaat
tctagttacc

ggccggeaac

gtcaaacata

ggctgecgee
gctaaccgtg
aggaaagcta

tatcactgee

geccatttat
agacgaccta
cttgcaaact
tgtagcagéa
tccgtttgat
ctcageccac
caattccaaa
agccatagcece
aaatccecte
tcctaaacta
aaataatgat
ggaaaacact
tgttaatggce
aaagacagca
ggaatcagac
aéccagcagc
ggatagtgaa
atttecccttg
tgccatacaa

gctgaccaca

gacacggaaa
gggtttcaag
tccaatggca
cttacctcce
aacctggaaa
gcacctctaa
cacga;tcéa

gcectgcaaa

tcacceccte

acacaaaatg
aacactttga
aaégttactg
ggactaagga
gctcaaaacc
aacttggata
aagcttgagg
attaatgcag
aaaaéaaaaa

ggaactggcc

aagctaacct

aataéaaatg
tacgtgtete
aacatccaat
ttaaaéattc
aaagceccttta
aactacattc
aacatttcta
tttgaatgga

tcceectetee

60
120
180
240
300
360
420
480

‘540

600

660

720
780
840
200
960"
1020
1080
1140

1200

1260

1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680

1740

1772
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REIVINDICACIONES

1. Un recombinante de adenovirus oncolitico, en donde dicho recombinante comprende un virus esencial, un
elemento regulador especifico de células tumorales en donde el elemento regulador especifico de células tumorales
es el promotor hTERT selectivo de células tumorales de SEQ. ID NO: 2 y un gen inmunorregulador seleccionado de
los genes IL-2, IL-10, IL-12, IL-15, IL-24, IL-25, GM-CSF, G-CSF, INF-alfa e INF-beta, siendo dicho virus esencial un
adenovirus o una variante de adenovirus genéticamente mejorada seleccionada de:

i) un adenovirus en el cual sus genes E1A y E1B estan enlazados por un sitio de entrada de ribosoma
interno (IRES);

i) un adenovirus en el cual su botén de fibra del serotipo 5 de adenovirus se ha reemplazado por el
botdn de fibra del serotipo 35 de adenovirus;

iii}) un adenovirus en el cual un elemento terminal de la transcripcion esta insertado aguas abajo de la ITR
y el sitio de empaquetamiento y aguas arriba del promotor hTERT;

iv) un adenovirus en el cual la secuencia codificante para 10,4 K, 14,5 Ky 14,7 K en la region E3 del
adenovirus ha sido delecionada; y

v) un adenovirus en el cual sus genes E1A y E1B estan enlazados por un sitio de entrada de ribosoma
interno (IRES), y su boton de fibra del serotipo 5 de adenovirus ha sido reemplazado por el boton de
fibra del serotipo 35 de adenovirus, y un elemento terminal de la transcripcion se ha insertado aguas
abajo de la ITR y el sitio de empaquetamiento y aguas arriba del promotor hTERT.

2. El recombinante de la reivindicacion 1, en donde el adenovirus se selecciona de los serotipos de adenovirus:
Ad2, Ad5, Ad35 y Ad41.

3. El recombinante de la reivindicacién 1, en donde el virus esencial es un adenovirus en el cual sus genes E1A
y E1B estan enlazados por un sitio de entrada de ribosoma interno (IRES).

4. El recombinante de la reivindicacion 1, en donde el virus esencial es un adenovirus en el cual su botén de
fibra del serotipo 5 de adenovirus ha sido reemplazado por el botén de fibra del serotipo 35 de adenovirus.

5. El recombinante de la reivindicaciéon 1, en donde el virus esencial es un adenovirus en el cual un elemento
terminal de la transcripcion esta insertado aguas abajo de la ITR y el sitio de empaquetamiento y aguas arriba del
promotor hTERT.

6. El recombinante de la reivindicacién 1, en donde el virus esencial es un adenovirus en el cual la secuencia
codificante para 10,4 K, 14,5 Ky 14,7 K en la regién E3 del adenovirus ha sido delecionada.

7. El recombinante de la reivindicacién 1, en donde el virus esencial es un adenovirus en el cual sus genes E1A
y E1B estan enlazados por un sitio de entrada de ribosoma interno (IRES), y su botén de fibra del serotipo 5 de
adenovirus ha sido reemplazado por el boton de fibra del serotipo 35 de adenovirus, y se ha insertado un elemento
terminal de la transcripciéon aguas abajo de la ITR y el sitio de empaquetamiento y aguas arriba del promotor hTERT.

8. El recombinante de la reivindicacién 5, en donde dicho elemento terminal de la transcripcidn es la secuencia
sefial temprana poli(A) de SV40.

9. El recombinante de la reivindicaciéon 1, en donde el virus esencial es un adenovirus mejorado, en el cual un
elemento terminal de la transcripcion se ha insertado aguas abajo de la ITR y el sitio de empaquetamiento y aguas
arriba del promotor hTERT, la secuencia codificante para 10,4 K, 14,5 Ky 14,7 K en la region E3 del adenovirus ha
sido delecionada y el gen inmunorregulador es el gen GM-CSF.

10. El recombinante de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en donde el gen inmunorregulador es el gen
GM-CSF.

11.  El recombinante de la reivindicacion 1, en donde el gen inmunorregulador es el gen GM-CSF humano.

12. El recombinante de una cualquiera de las reivindicaciones 9 a 11, en donde dicho GM-CSF se encuentra en
forma fijada a la membrana.

13. El recombinante de la reivindicacion 1, en donde el virus esencial es un adenovirus mejorado, en el cual los
genes E1A y E1B estan enlazados por un sitio de entrada de ribosoma interno (IRES), y su boton de fibra del
serotipo 5 de adenovirus ha sido reemplazado por el botdn de fibra del serotipo 35 de adenovirus, y un elemento
terminal de transcripcion esta insertado aguas abajo de la ITR y el sitio de empaquetamiento y aguas arriba del
promotor hTERT y el gen inmunorregulador es el gen GM-CSF.
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14. El recombinante de la reivindicacion 1, en donde el virus esencial es un adenovirus mejorado, en el cual se
ha insertado un elemento terminal de la transcripcion aguas abajo de la ITR y el sitio de empaquetamiento y aguas
arriba del promotor hTERT y el gen inmunorregulador es el gen GM-CSF.

15. El recombinante de la reivindicacion 1, en donde el virus esencial es un adenovirus mejorado, en el cual se
ha reemplazado el botdn de fibra del serotipo 5 por el botén de fibra del serotipo 35, el elemento regulador especifico
de las células tumorales es el promotor hTERT y el gen inmunorregulador es el gen GM-CSF.

16. El recombinante de una cualquiera de las reivindicaciones 13 a 15, en donde el gen inmunorregulador es GM-
CSF en su forma fijada a la membrana.

17. Un promotor, que tiene la secuencia de nucleétidos de SEQ. ID NO: 2.

18. Una composicién farmacéutica, que comprende el recombinante de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a
16.

19. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 18, formulada para aplicacion por inyeccion.

20. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 18, en donde la composicion es para aplicacion junto con
quimioterapia y radioterapia.

21. El uso del recombinante de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 16 en la fabricacién de un
medicamento para prevencion y/o tratamiento de tumores.

22. El recombinante de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 16 para prevencion y/o tratamiento de tumores.

23. Un método de preparacion del recombinante de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 16, que
comprende los pasos siguientes:

a) generar la rama izquierda de adenovirus que contiene la secuencia promotora hTERT de SEQ ID NO:
2

b) generar la rama derecha de adenovirus que contiene el gen inmunorregulador; y

c) co-transfectar el DNA plasmidico de la rama derecha y la rama izquierda en células 293, HelLa, HelLa-

S3 0 A549, y generar el recombinante por recombinacion homaologa.
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CTAGCCUEACGTO) COaAGOGACTGGOEACCOOGACACCORTCETBEECTTCACCTTCCAGEILCGCICLTNGOGEG
63]a E » Bpt
Myc/MAX/USF

GACCL Lo TR OO GG T OO GG L CA G O TCUGG G OLCTCLCAGLL LT T OO CCT R CLT T YOG

{Caja GC . Spt ’ &
#1 ‘ \
CECCCCGEETTCTCCTOROCGCGUGAGTTTCAGGCAGCECTGCGTOCTGETGCJCACG TRRGANGCOCTGRAICCGACC
Caja E MF1
e :Myc/MAX/USF
SLOCUCGUGATG

Fig. 1.

38



ES 2466415713

=167
CTAGCCEACGTGHCEGAGGGACTGE6GACITGGGCAC COGTLCTGCCOETICACCTTCLAGCICEGOCTCTCOGCGEG
CajaE Spi
MyCIMAKAUSF
GiCaja GC 1 deccin TG
GL-Dox Sp1 B Sp1 Sitio de fijacion E2F
Sitio de fijaciéon E2F
+1
LG GCAAGCCTCTCL TG GCGAGT TICAGGCAGCOCTRGTCETGLTS GLCCTEROCNLG
Sp L— Caja E T
. MyCIMANUSF
GECACCCOCGLGATG

Fig. 2
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Fig. 10
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