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DESCRIPCION
Vacunas en forma de ADNi y métodos para utilizarlas
CAMPO DE LA INVENCION

Varias realizaciones descritas en la presente se refieren a vacunas viricas atenuadas vivas y sistemas y métodos
para producir y administrar tales vacunas.

ANTECEDENTES

En la siguiente discusion, se hace referencia a ciertas estructuras y/o métodos. Sin embargo, las siguientes
referencias no se deben interpretar como una admision de que esas estructuras y/o métodos constituyen la técnica
anterior. Los solicitantes se reservan expresamente el derecho de demostrar que tales estructuras y/o métodos no
se consideran la técnica anterior.

Muchos virus con ARN, incluidos el virus de la fiebre amarilla (YF, por sus siglas en inglés), el virus de la encefalitis
equina venezolana (VEE, por sus siglas en inglés) son peligrosos patégenos humanos. VEE es un patégeno con
prioridad de la categoria B e YF es un patégeno con prioridad de la categoria C, segun la clasificacion de NIH/NIAID.

El virus VEE es un arbovirus con ARN monocatenario positivo que pertenece al género Alphavirus de la familia
Togaviridae. El virus se transmite principalmente mediante los mosquitos, que pican a un animal infectado y
posteriormente pican a otro animal o ser humano y se alimentan de este. El VEE es raro en los EE. UU. En Texas
tuvo lugar una epizootia en caballos importante, pero tan solo se han documentado aproximadamente 100 casos
confirmados por laboratorio en seres humanos. Sin embargo, el cambio climatico puede favorecer el establecimiento
del virus en areas mas calidas de los EE. UU. Ademas, el VEE es un arma bioldgica y un agente de bioterrorismo
potencial.

El virus YF también es un arbovirus con ARN monocatenario positivo. Sin embargo, a diferencia del VEE, el virus YF
pertenece a la familia Flaviviridae. La enfermedad de YF ocurre principalmente en Africa y Sudamérica. La infeccion
en seres humanos comienza tras el deposito de particulas viricas por parte de un mosquito infectado a través de la
piel. A menudo la enfermedad es grave. Pueden ocurrir casos mas moderados como resultado de una infeccion
previa por parte de otro flavivirus. Existe una diferencia entre brotes de la enfermedad en areas rurales o forestales y
en areas urbanas (Barnett, 2007). Los brotes de la enfermedad en pueblos y con gente no nativa pueden ser mas
serios debido a unas densidades de los mosquitos vectores mas elevadas y densidades de poblacién mas elevadas.
Con fecha de 2001, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estimé que el virus YF causa 200 000
manifestaciones clinicas y 30 000 fallecimientos cada afio en las poblaciones no vacunadas. En la mayoria de los
casos, los pacientes con YF requieren un tratamiento sintomatico. En los casos graves se utilizan la reposicion de
fluidos, transfusion de derivados sanguineos y otras medidas.

Se han desarrollado virus atenuados vivos para su utilizacién como vacunas con muchos virus con ARN tales como
los virus VEE, YF, de la poliomielitis, de la gripe, del sarampion, de la rabia y de la rubeola. Las vacunas con virus
con ARN atenuados vivos tradicionales comprenden virus con ARN atenuados vivos que se inyectan en el receptor
de la vacuna. El virus inyectado suministra su genoma de ARN al interior de las células, lo que da lugar a la
produccién de antigenos viricos asi como también de una progenie de virus atenuados en los tejidos del receptor de
la vacuna. Esto conlleva la generacion de una respuesta inmunitaria que protege contra los virus no atenuados
homadlogos.

La técnica anterior incluye el articulo J. Experimental Medicine, 203(2), 413-424, 2006, que divulga una vacuna
contra el virus de la fiebre amarilla basada en la cepa YF17D atenuada viva.

COMPENDIO

La materia en cuestion para la que se busca proteccion es tal y como se define en las reivindicaciones. En particular,
la presente invencion proporciona un vector plasmidico que comprende:

(a) un promotor de la ARN polimerasa, ligado operablemente a un ADN que codifica una molécula de ARN
infeccioso; y

(b) una cola de poli-A en direccion 3’ respecto a dicho ADN
donde:

(i) la molécula de ARN codifica un virus de la fiebre amarilla (YF) atenuado; y
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(ii) el promotor de la ARN polimerasa es adecuado para la expresion en células de mamifero.

Esta solicitud proporciona vectores que comprenden ADN que codifica una molécula de ARN infeccioso y un
promotor de la ARN polimerasa, donde el ADN que codifica una molécula de ARN infeccioso esta ligado
operablemente al promotor de la ARN polimerasa y la molécula de ARN infeccioso codifica un virus de la fiebre
amarilla (YF). En ciertas realizaciones, el virus YF no es patégeno. También se describen vacunas contra la fiebre
amarilla (YF) que comprenden los vectores descritos anteriormente y los métodos para utilizar las vacunas para
inmunizar contra un virus de YF. También se divulgan virus atenuados vivos purificados clonalmente homogéneos
preparados a partir de células cultivadas transfectadas con el vector, vacunas contra YF que los comprenden y
métodos para utilizar las vacunas para inmunizar contra un virus YF.

Aunque no es parte de la invencion reivindicada, esta solicitud divulga vectores que comprenden ADN que codifica
una molécula de ARN infeccioso y un promotor de la ARN polimerasa, donde el ADN que codifica una molécula de
ARN infeccioso esta ligado operablemente al promotor de la ARN polimerasa y la molécula de ARN infeccioso
codifica un virus de la encefalitis equina venezolana (VEE). El virus de la VEE podra no ser patégeno. También se
describen vacunas contra la encefalitis equina venezolana (VEE) que comprenden los vectores descritos
anteriormente y métodos para utilizar las vacunas para inmunizar contra un virus VEE. También se describen virus
atenuados vivos purificados clonalmente homogéneos preparados a partir de células cultivadas transfectadas con el
vector, vacunas contra VEE que los comprenden y métodos para utilizar las vacunas para inmunizar contra un virus
VEE.

Aunque no es parte de la invencion reivindicada, esta solicitud divulga vectores que comprenden un ADN que
codifica una molécula de ARN infeccioso y un promotor de la ARN polimerasa de citomegalovirus (CMV), donde el
ADN que codifica una molécula de ARN infeccioso esta ligada operablemente al promotor de la ARN polimerasa de
CMV, el promotor de la ARN polimerasa de CMV esta ubicado entre aproximadamente 12 y aproximadamente 18
residuos de acido nucleico en direcciéon 5’ respecto al extremo 5’ de dicho ADN que codifica una molécula de ARN
infeccioso, y la molécula de ARN infeccioso codifica un virus con ARN atenuado. El virus con ARN atenuado podra
ser un alfavirus o un flavivirus.

Aunque no es parte de la invencion reivindicada, esta solicitud divulga métodos para atenuar un virus con ARN, que
comprende insertar dos promotores de ARN dependientes de ARN en el ADNc que codifica el virus con ARN, con lo
que la nucleocapside y las glucoproteinas se expresan por separado a partir de promotores independientes.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1. Representacion esquematica de vacunas TC-83 contra VEE basadas en un ADNi. (A) EI ADNc
completo que corresponde al genoma de ARN de TC-83 se clona en el ADN que contiene un promotor de la ARN
polimerasa dependiente de ADN, por ejemplo, un promotor CMV. Se muestra la ubicacién de las secuencias del
promotor CMV, promotor 26S, poliA, terminacion de la transcripcion y ribozima (opcional). (B) Ejemplo de la
vacuna con TC-83 basadas en ADNi, en la que se expresan los genes de la capside y glucoproteina de TC-83 a
partir de promotores independientes. Se muestra la ubicaciéon de los promotores. Se puede modificar el sitio de
inicio de la transcripcion variando la distancia entre el extremo 3’ del promotor CMV y el extremo 5’ de la
secuencia codificante de TC-83.

Figura 2. Administracion de la vacuna en forma de ADNi de TC-83 al interior de células in vitro o in vivo. Se
muestra la inyeccion de la vacuna en forma de ADN de TC-83 controlado por promotor de la ARN polimerasa
dependiente de ADN (remitase a la Figura 1) al interior de las células in vitro o in vivo. Como consecuencia de la
administracion de la vacuna en forma de ADNi de TC-83, se genera una vacuna TC-83 con un virus atenuado
vivo. Si se administra in vivo, la produccion de la vacuna TC-83 en los tejidos del paciente provoca una respuesta
inmunitaria contra la vacuna TC-83.

Figura 3. Representacion esquematica de una vacuna con YF17D basada en ADNi. Se clona el ADNc completo
correspondiente al genoma de ARN de 17D en el ADN que contiene el promotor de la polimerasa de ARN
funcional, por ejemplo, el promotor CMV. Se muestran la ubicacion de las secuencias de promotor CMV, poliA,
terminacion de la transcripcion y ribozima.

Figura 4. Administracion de la vacuna en forma de ADNi de YF17D recombinante al interior de células in vitro o in
vivo. Se muestra la inyeccion de la vacuna en forma de ADNi de 17D que contiene ADNc de YF17D controlado
por el promotor de la ARN polimerasa dependiente de ADN al interior de las células in vivo o in vitro. Como
consecuencia de la administracidon de la vacuna en forma de ADNi de 17D, se genera una vacuna con el virus
atenuado vivo 17D. Si se administra in vivo a los tejidos del receptor de la vacuna, la produccion de la vacuna
YF17D en los tejidos del paciente conlleva la generacion de una respuesta inmunitaria a la vacuna 17D.
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Figura 5. Ensayo de inmunofluorescencia (IFA, por sus siglas en inglés) de células CHO transfectadas con (A)
una vacuna en forma de ADNi de TC-83 contra VEE, clon 13-2 (Figura 6); y (B) ADN p3-10 que expresa las
proteinas estructurales de TC-83 (control). En el cuadro (A) es visible un concentrado de células positivas para
TC-83, mientras que el cuadro (B) muestra células positivas para TC-83 individuales. Se transfectan las células
con una vacuna en forma de ADN utilizando el reactivo de transfecciéon Fugene 6 o un método de transferencia
génica similar. Se incuban las células transfectadas a 37 °C en un incubador con un 5% de CO.. Tras una
incubacién de 24 h, se fijan las células con acetona fria y se realiza un IFA utilizando un anticuerpo de conejo
especifico para el antigeno de TC-83. Se incuban las células a continuacion utilizando un anticuerpo conjugado
con rodamina para la IgG de ratdn y se observan utilizando la microscopia fluorescente.

Figura 6. Fragmento de la secuencia de ADNi del plasmido pAA_TC83 (clones n.”® 13-1; 13-2) que contiene el
ADNc de TC-83 en direccion 3’ respecto al promotor CMV (SEQ ID NO:1). Se indican las ubicaciones del
promotor CMV, promotor 26S y sitio poliA.

Figura 7. Fragmento de la secuencia de ADNi del plasmido pAA_TC-83 C_GP moadificado (clon n.° 12) que
contiene dos promotores 26S de TC-83 (SEQ ID NO:2). Se indican las ubicaciones del promotor CMV, promotor
268 vy sitio poliA.

Figura 8. Fragmento de la secuencia de ADNi de pCMV_YF17D que contiene el ADNc de YF17D en direccién 3’
respecto al promotor CMV y la terminacién de la transcripcion del ribozima o y de BGH y casetes de
poliadenilacion en direccién 3’ respecto al extremo 3’ de la secuencia YF17D (SEQ ID NO: 3).

Figura 9. Optimizacion de la distancia entre el extremo 3’ del promotor CMV y el extremo 5’ del ADNc de TC-83
mediante un ensayo de encapsidacion que utiliza vectores HA o N y auxiliares para el ADNc.

Figura 10. Transfeccion de células CHO con ADNi de TC-83 n.° 13-1 (natural) da lugar a una expresion rapida
del antigeno TC-83 en células CHO.

Figura 11. Transfeccién de células CHO con ADNi de TC-83 n.° 12 (promotor 26S doble) da lugar a una
expresion retardada del antigeno de TC-83 en células CHO.

Figura 12. Los virus TC-83 generados in vitro a partir de clones infecciosos son avirulentos en ratones BALB/c.
Los virus TC-83 clonados se generaron mediante la transfeccion de células CHO utilizando electroporacion con
los clones infecciosos de ADNc de la vacuna TC-83 n.° 12 y n.° 13-1. Se inoculan los virus en ratones segun el
protocolo USAMRIID estandar (Dr. Michael Parker, USAMRIID, Ft. Detrick, MD).

Figura 13. Oligonucledtidos sintéticos de longitudes variables (SEQ ID NOS: 4-14, desde la parte superior a la
inferior) para crear una serie de plasmidos de “ADNi de la capside” en los que la distancia entre el promotor y el
ADNi varia entre 8 y 25 pares de bases (remitase al Ejemplo 8). La A en mayusculas y negrita muestra el
extremo 5 de la secuencia de VEE (en TC-38, el coddn de inicio es ATA en lugar de ATG; fijese en los
nucledtidos ATA en las posiciones 704-706 en la SEQ ID NO:1).

DESCRIPCION DETALLADA

En la presente se describen composiciones para provocar una respuesta inmunitaria o una inmunidad protectora
contra la fiebre amarilla (YF). En una realizacién, las composiciones comprenden vacunas para prevenir y/o tratar
enfermedades asociadas con el virus YF. También se describen métodos para producir, evaluar y probar estas.

En el pasado se desarrollé una vacuna TC-83 atenuada viva, obtenida a partir de células contra VEE. TC-83
contiene mutaciones atenuadoras (Kinney et al., 1993). La vacuna TC-83 actual esté totalmente aprobada para su
uso veterinario en caballos y se utiliz6 con éxito durante la epizootia en Texas en 1970-1971. También se ha
aprobado la vacuna para su uso en personas como un producto en fase de investigacion clinica (PEI). La vacuna
TC-83 proporciona proteccion contra muchas cepas epizodticas. Se ha utilizado la vacuna TC-83 como parte de
programas de seguridad y ha sido importante para proteger a los individuos que trabajan con animales infectados y
preparados viricos. Hasta la fecha la vacuna se ha administrado a -9000 personas. Se ha preparado otra vacuna
PEI, C-84, a partir de la vacuna TC-83 inactivada con formalina. Debido a los antecedentes del uso como vacuna en
personas con éxito, la vacuna TC-83 también es un vector de vacuna prometedor, que se puede utilizar como un
portador de genes relevantes para la vacuna o terapéuticos (Pushko P., solicitud de patente de los EE. UU. N.°
2006/0198854, Vector platforms derived from the alphavirus vaccines).

Debido a que se carece de una terapia especifica para la YF, la vacuna es la Unica medida médica efectiva para
combatirla. La vacuna contra YF actual es un preparado con un virus atenuado, vivo producido a partir de la cepa
virica 17D YF (Smithburn et al., 1956). Las vacunas con virus vivos 17D se han considerado seguras y eficaces
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(Monath, 2001). El virus vacuna 17D YF es la base para los linajes 17D-204 y 17DD. La vacuna 17D-204 se utiliza
en los EE. UU. y Australia, mientras que la vacuna 17DD se utiliza en Brasil. La secuenciacién ha revelado que los
tipos de vacuna 17D-204 y 17DD no son idénticos, lo que refleja la acumulacion de mutaciones genéticas durante
multiples pases de siembras de virus. Con sus antecedentes de seguridad en seres humanos, YF17D también es un
vector prometedor para el desarrollo de vacunas contra patdégenos relacionados con flavivirus (p. €j., vacunas
basadas en YF17D quimérico contra el virus del Nilo occidental, del dengue y de la encefalitis japonesa (Pugachev
et al., 2005) asi como también patdégenos que no pertenecen al género flavivirus tales como el virus de la malaria
(Tao et al., 2005) y de Lassa (Bredenbeek et al., 2006).

En la presente se describen moléculas de ADNi que expresan el genoma de ARN de virus atenuados vivos y
métodos para utilizarlas. Cuando se inyecta ADNi en las células cultivadas in vitro, se podra generar el ARN de virus
atenuados vivos en las células mediante transcripcion in vivo. Esto inicia la produccion de una progenie de virus
atenuados en el medio a partir de células cultivadas. Tales virus atenuados clonalmente puros y homogéneos se
pueden utilizar para la vacunacién como una vacuna atenuada viva homogénea mejorada. Cuando se inyecta ADNi
en las células del receptor de la vacuna, el ARN de virus atenuados vivos se podra generar mediante la transcripcion
in vivo en los tejidos. Esto inicia la produccion de una progenie de virus atenuados en los tejidos del receptor de la
vacuna, asi como también la generacion de una respuesta inmunitaria eficaz contra los virus atenuados vivos. De
manera similar a cualquier ADN, el ADNi puede estar compuesto de células bacterianas y representa una molécula
estable.

En las realizaciones de la invencion, las moléculas de ADNi son vectores que comprenden ADN que codifica una
molécula de ARN infeccioso, donde la molécula de ARN infeccioso a su vez codifica un virus YF. EI ADN que
codifica una molécula de ARN infeccioso puede estar ligado operablemente a un promotor de la ARN polimerasa vy,
en general, se modifica para que codifique un virus YF no patégeno (atenuado).

En ciertas realizaciones, las moléculas de ADNi (ADN infeccioso) comprenden el ADNc de YF YF17D. Aunque no es
parte de la invencion reivindicada, la vacuna contra VEE basada en ADNi podra comprender una molécula de ADN
que contiene la copia de ADNc completa del genoma de ARN del virus atenuado vivo TC-83. En esta molécula de
ADNi, se coloca el ADNc de TC-83 en direccion 3’ respecto a un promotor de la ARN polimerasa, tal como el
promotor CMV. Cuando se introduce una molécula de ADNi de este tipo en las células in vitro, se genera el ARN
virico de TC-83 en las células. El ARN de TC-83 resultante es “infeccioso” e inicia la produccién de una vacuna con
virus atenuados vivos TC-83 en las células. Una vacuna con virus TC-83 de este tipo se puede recolectar a partir de
células cultivadas vy utilizar para la vacunacion segun las practicas actuales. La vacuna que se genera a partir del
ADNi de TC-83 representa una progenie de virus homogénea generada a partir del mismo ADN estable, bien
caracterizado. Debido a que se utiliza el mismo ADNi clonalmente purificado para la produccion de los lotes de la
vacuna, tal vacuna podra tener una uniformidad y una regularidad entre lotes mayores en comparacion con las
vacunas actuales que pueden acumular mutaciones durante los pases de virus.

Como alternativa, la vacuna en forma de ADNi que contiene el ADNc de TC-83 se puede administrar directamente al
receptor de la vacuna. Una administracion de ADNi de este tipo al receptor de la vacuna inicia la produccién de la
vacuna con virus TC-83 en los tejidos del paciente in vivo, lo que proporciona una vacunacion eficaz contra VEE.

Las vacunas contra YF basadas en el ADNi de la invencion pueden comprender una molécula de ADN que contenga
una copia de ADNc del genoma de ARN del virus atenuado vivo YF 17D. En esta molécula de ADNi, la copia de
ADNc de YF17D se puede colocar en direccion 3’ desde un promotor de la ARN polimerasa, por ejemplo, el
promotor de citomegalovirus (CMV). Cuando se introduce una molécula de ADNi de este tipo en las células in vitro o
se administra directamente a los tejidos del receptor de la vacuna in vivo, se genera el ARN virico de 17D mediante
transcripcion a partir del promotor de la ARN polimerasa. EIl ARN de YF17D resultante es infeccioso e inicia la
produccién de la vacuna atenuada viva YF17D. Cuando se inyecta en los tejidos de un receptor de la vacuna in vivo,
tal ADNi basado en YF17D proporciona una vacunacion con éxito del paciente contra la YF.

El ADNc de YF17D se puede modificar para garantizar una atenuacion suficiente y/o para introducir otras
caracteristicas a la vez que se mantiene la infectividad y el efecto terapéutico deseado. En ciertas realizaciones, se
modifica el ADNc mediante la insercién, delecién y/o sustitucion de uno o mas de los nucleétidos en la secuencia de
ADNCc de YF17D. Por ejemplo, el ADNc modificado puede tener una identidad secuencial de al menos un 50%, 60%,
70%, 80% 0 90% con la secuencia YF17D, tal como una identidad secuencial de al menos un 91%, 92%, 93%, 94%,
95%, 96%, 97%, 98% 0 99%.

Los ejemplos de ADNc modificado incluyen un ADN que tiene un promotor 26S adicional en el clon 12 del ADNi de
TC-83 modificado (remitase al ejemplo de referencia 3, Tabla I). Esta modificacidn ralentiza el desarrollo de focos
positivos para TC-83, lo que es un signo de una atenuacion adicional provocada por la insercidon del promotor 26S
adicional en este constructo (Figura 1, B). Tal atenuacién adicional puede mejorar la vacuna con TC-83 y reducir los
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efectos adversos asociados con esta vacuna. Un promotor 26S adicional se podra insertar de modo que la
nucleocapside y glucoproteinas de TC-83 se generen a partir de promotores independientes (Figura 1B). Por lo
tanto, el promotor de 26S de TC83 esta duplicado y la capside y glucoproteinas se generan a partir de los dos
promotores 26S. Se pueden realizar otras modificaciones para incrementar la estabilidad del ADNi en E. coli o en las
células diana o para incrementar la estabilidad del ADNi en células de E. coli.

Ademas, en el ADNi se pueden insertar otros genes o fragmentos de genes, incluido material genético de otros
alfavirus o de fuentes no relacionadas tal como otros virus, bacterias, microorganismos, otros organismos, plantas,
animales y/o seres humanos. En tales casos, el ADNi de YF17D o TC-83 modificado podria servir como vector para
la expresion de genes heterélogos in vitro o in vivo.

En la presente se describen vectores especializados para la preparacion de vacunas en forma de ADNi. Sin
embargo, los expertos en la técnica apreciaran que el ADNi descrito en la presente se puede formar utilizando
cualquier vector adecuado. En general, un vector es una molécula de acido nucleico (normalmente ADN o ARN) que
sirve para transferir una secuencia de acido nucleico pasajera transportada por el vector (es decir, ADN o ARN) a
una célula hospedadora. Los tres tipos comunes de vectores incluyen plasmidos, fagos y virus. En la invencion, el
vector es un plasmido. Las vacunas en forma de ADNi de la presente comprenden ADN que se produce en forma de
plasmido que se puede introducir en un tejido animal y es expresado ahi por parte de células animales para producir
una molécula de acido ribonucleico mensajero (ARNm) que tiene aproximadamente el tamafio del genoma YF, que
se traduce para producir poliproteinas viricas. Las poliproteinas viricas son procesadas a su vez por parte de la
magquinaria celular para proporcionar un conjunto de proteinas YF completo que son capaces de iniciar la replicacion
del transcrito de ARN primario anterior € iniciar de esta manera el ciclo de replicacién virica en un tejido animal en el
cual se ha introducido el plasmido de ADN anterior.

Los vectores plasmidicos ilustrativos y adecuados que se han utilizado en vacunas en forma de ADN convencionales
incluyen, sin caracter limitante, pBR322 (ATCC n.° 31344); pUC19 (ATCC n.° 37254); pcDNA3.1 (Invitrogen,
Carlsbad Calif. 92008; n.° de Cat. V385-20); pNGVL (National Gene Vector Laboratory, Universidad de Michigan,
Mich.); p414cyc (ATCC n.° 87380), p414GALS (ATCC n.° 87344), pBAD18 (ATCC n.° 87393), pBLCAT5 (ATCC n.°
77412), pBluescriptlIKS, (ATCC n.° 87047), pBSL130 (ATCC n.° 87145), pCM182 (ATCC n.° 87656), pCMVtkLUC
(ATCC n.° 87633), pECV25 (ATCC n.° 77187), pGEM-7zf (ATCC n.° 87048), pGEX-KN (ATCC n.° 77332), pJC20
(ATCC n.° 87113, puB110 (ATCC n.° 37015), pUB18 (ATCC n.° 37253).

El ADNi descrito en la presente también esta controlado por un promotor adecuado. Para la expresion en eucariotas
los ejemplos de promotores adecuados incluyen el promotor temprano del citomegalovirus (“CMV”), el promotor LTR
del virus del sarcoma de Rous (“RSV”) y el promotor de SV40.

A continuacién se describen métodos para producir vectores de ADNi y vacunas en forma de ADNi:

Se obtiene el fragmento del ADNc correspondiente al ARN de TC-83 completo mediante la reacciéon en cadena de la
polimerasa por transcripcion inversa (RT-PCR) utilizando el ARN virico de TC-83 y cebadores oligonucleotidicos
especificos de la secuencia de TC-83. Se extrae el ARN virico de TC-83 a partir de la vacuna con TC-83 utilizando
extraccion con fenol u otros métodos. Los cebadores oligonucleotidicos especificos de TC-83 pueden contener
elementos funcionales adicionales que incluyen, sin caracter limitante, sitios de enzimas de restriccion, terminadores
de la transcripcion, sefales de poliadenilacion, ribozimas, etc.

Como alternativa, se generan dos o mas fragmentos de ADNc que engloban la totalidad del ARN de TC-83
utilizando RT-PCR. A continuacion se ensamblan tales fragmentos de ADNc dentro de un uUnico plasmido de manera
que comprendan el ADNc completo correspondiente al ARN de TC-83 completo, tal y como se ha descrito en el
parrafo anterior.

Como alternativa, se genera el ADNc de TC-83, tal y como se ha descrito en los parrafos anteriores, mediante
sintesis quimica o una combinacién de sintesis quimica y/o PCR y/o RT-PCR.

El fragmento de ADNc correspondiente al ARN completo se clona en el ADN que contiene un promotor de la ARN
polimerasa funcional, por ejemplo, un promotor CMV (Figura 1A). Se muestra un ejemplo de una secuencia de ADNi
recombinante resultante de este tipo (Figura 6). Como resultado de la transcripcion in vitro o in vivo de un ADNi de
este tipo, se genera ARN de TC-83 funcional infeccioso que contiene una o mas mutaciones atenuadoras. La
distancia entre el promotor y el ADNc de TC-83 se puede optimizar para garantizar el nivel deseado de expresion de
ARN. En ciertas realizaciones, la distancia entre el extremo 3 GAGCTC del promotor CMV (indicado en el nucleétido
(nt) 687 con una flecha en la Figura 6) y el extremo 5 del ADNc de TC-83 (indicado en el nucledtido 703 con otra
flecha en la Figura 6), es de 15(+3) pares de bases (pb). Esto permite una transcripcion y produccion del ARN de
TC-83 eficaces. Para comparar, de acuerdo con Invitrogen, el sitio de inicio de la transcripcion de CMV se ubicaria
en el nt 697, que esta a 9 nt del extremo 3' GAGCTC del promotor CMV dentro del plasmido (-) pADNc3.1. De
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manera similar, el extremo 3’ del ADNc de TC-83 puede estar seguido por ribozimas, secuencias de terminacion de
la transcripcion, poliA, asi como también por otros nucleétidos y sefiales para garantizar una produccion 6ptima de
ARN funcionalmente activo. En una realizacion preferida, la distancia entre el extremo 3’ del ADNc de TC-82 (nt
12170, Figura 6) y el sitio poliA es de 184 pb y puede variar entre 0 y aproximadamente 500 pb.

Como alternativa, la nucleocapside y glucoproteinas de TC-83 se expresan a partir de promotores independientes
(Figura 1B).

El ADNi plasmidico recombinante resultante que contiene el ADNc de TC-83 controlado por el promotor de la ARN
polimerasa (Figura 1A, B) se genera y purifica a partir de células de E. coli. A continuacién se introduce el ADNi
purificado en células eucariotas cultivadas, por ejemplo, en células de ovario de hamster chino (CHO), células
renales de cria de hamster (BHK-21) u otras células susceptibles (Figura 2). Se administra el ADN a las células
mediante inyeccién, cafion de genes, electroporacion, transfeccidon con liposomas u otro método de transferencia
génica. En las células, se genera el ARN de TC-83 infeccioso completo mediante transcripciéon, que inicia la
produccién de virus TC-83 atenuados vivos en células cultivadas y la liberacién de virus TC-83 en el medio (Figura
2). Se recolecta el virus TC-83 a partir de los cultivos celulares, se formulan y se utilizan como una vacuna contra
VEE de acuerdo con las practicas actuales.

Como alternativa, el ADNi recombinante que contiene el ADNc de TC-83 (Figura 1) se introduce en el receptor de la
vacuna directamente in vivo. Se administra el ADNi a los tejidos del receptor de la vacuna mediante inyeccion,
electroporacion, transfeccién con liposomas, cafidn de genes u otro método de transferencia genética. En los tejidos
del receptor de la vacuna, se genera el ARN de TC-83 infeccioso completo mediante la transcripcidn, que inicia la
produccién in vivo de virus TC-83 atenuados vivos. Se liberan los antigenos del virus TC-83 desde las células in vivo
en los tejidos, lo que inicia la induccién de una respuesta inmunitaria eficaz contra la vacuna contra TC-83.

De manera similar al ADNi de TC-83 descrito anteriormente, un ADNi de YF17D incluye el ADNc de YF17D. Se
obtiene el ADNc de YF17D completo a partir del ARN virico completo o se ensambla a partir de dos o mas
fragmentos o se sintetiza por medios quimicos tal y como se ha descrito anteriormente para TC-83. Se controla el
ADNc de YF17D completo mediante un promotor de la ARN polimerasa funcional, tal y como se muestra en la
Figura 4A. La distancia entre el extremo 3’ GAGCTC del promotor CMV y el extremo 5’ del ADNc de TC-83 podra ser
de 15(x3) pb tal y como se ha descrito anteriormente para TC-83. Esto permite una transcripcion y produccion de
ARN de YF 17D eficaces. Se colocan el ribozima, la terminacion de la transcripcion y los casetes de poli(A) segun se
requiera en direccion 3’ desde el extremo 3’ del ADNc de YF17D para garantizar una transcripcion y poliadenilacion
correctas de los transcritos de ARN de YF17D funcionales. Como resultado de la transcripcién de ADNi de YF17D in
vitro o in vivo, se genera ARN de YF17D infeccioso funcional (que contiene opcionalmente una o mas mutaciones
atenuadoras adicionales). Como se aprecia en la Figura 4, la transfeccion de células BHK-21 con un ADNi de YF17D
completo que contiene ADNc de YF17D controlado por el promotor CMV da como resultado la transcripcion de ARN
infeccioso, traduccion, correccion y procesamiento postraduccional de la poliproteina, ensamblaje y liberacion de
particulas de YF17D infecciosas.

Como se ha sefialado anteriormente, se pueden realizar modificaciones en el YF17D completo asi como también en
los constructos de ADNc de TC-83. La optimizaciéon de la atenuacion podra mejorar adicionalmente la vacuna en
forma de ADNi de YF17D vy reducir los efectos adversos, incluida la enfermedad viscerotrépica asociada con la
vacunacion con YF17D (Monath, 2007).

Los métodos descritos en la presente comprenden administrar a un sujeto que lo necesite una composiciéon o
vacuna en forma de ADN que comprende ADNi que codifica un virus YF o VEE atenuado en un portador
farmacéuticamente aceptable.

La cantidad de ADNi presente en las composiciones o en las vacunas en forma de ADN descritas en la presente es
preferentemente una cantidad terapéutica o farmacéuticamente eficaz. Una “cantidad terapéuticamente eficaz” de
ADNi es la cantidad necesaria para que la secuencia nucleotidica que codifica el polipéptido YF ejecute su funcién
inmunoldgica sin causar demasiados efectos negativos en el hospedador al que se administra la composicién. La
cantidad exacta de plasmido que se va a utilizar y la composicién/vacuna que se va a administrar variara en funcion
de factores tales como la potencia de los promotores transcripcionales y traduccionales utilizados, el tipo de afeccion
que se esta tratando, el modo de administracién, asi como también otros ingredientes de la composicion. En una
realizacién, la composicion o la formulacién de la vacuna comprende desde aproximadamente 1 ng hasta
aproximadamente 1 mg de plasmido.

Se puede modificar la inmunogenicidad de las vacunas en forma de ADN y las composiciones farmacéuticas
formulandolas con uno o mas adyuvantes o inmunoestimulantes farmacéuticamente aceptables tales como
interferén alfa, interferon beta, interferon gamma, el factor estimulador de colonias de granulocitos y macréfagos
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(“GM-CSF”, por sus siglas en inglés), factor estimulador de colonias de macréfagos (“M-CSF”, por sus siglas en
inglés), interleucina 2 (“IL-2”), interleucina 12 (“IL-12”) y oligonucleétidos CpG. Para preparar este tipo de
composiciones, se pueden utilizar métodos muy conocidos en la técnica. En ciertas realizaciones, se genera ADNi
en células de E. coli en forma de un plasmido de ADN, que contiene motivos de CpG no metilados y por si mismo
constituye una molécula inmunoestimulante que activa el sistema inmunitario mediante los receptores de tipo toll.

La inyeccién subcutanea, la introduccion intradérmica, la impresion a través de la piel y otros modos de
administracion tales como el suministro intraperitoneal, intravenoso, oral o por inhalacion también son adecuados.
Por ejemplo, se pueden introducir los vectores que contienen el ADNi en el hospedador deseado mediante métodos
conocidos en la técnica, por ejemplo, transfeccion, electroporacion, microinyeccion, microparticulas, microcapsulas,
transduccion, fusion celular, DEAE dextrano, precipitacion con fosfato de calcio, lipofeccidn (fusién con liposomas),
uso de un cafdn de genes (bombardeo de particulas) o un transportador vectorial de ADN (remitase a, p. ej., Wu et
al., 1992, J. Biol. Chem. 267:963-967; Wu y Wu, 1988, J. Biol. Chem. 263:14621-14624).

Tal y como se utilizan en la presente, los términos “que trata”, “tratamiento” y similares se utilizan en la presente
generalmente para referirse a un medio para obtener un efecto farmacologico y/o fisiolégico deseado y se refieren a
un proceso mediante el cual los sintomas de una enfermedad asociada a YF se eliminan completamente o mejoran
en cualquier grado medible cuantitativa y/o clinicamente. El término “prevenir’ se refiere a un proceso mediante el
cual se dificulta y/o retrasa una enfermedad asociada con YF. Las composiciones y las vacunas descritas en la
presente comprenden ADNi (ADNi) capaz de producir virus vivos atenuados. Se podra producir in vivo el virus
atenuado vivo.

Tal y como se utiliza en la presente, la expresion “respuesta inmunitaria” incluye una respuesta en forma de linfocitos
T, niveles séricos elevados de anticuerpos contra un antigeno, la presencia de anticuerpos neutralizantes contra un
antigeno (tal como un polipéptido YF) o combinaciones de estos. El término “proteccion” o la expresion “inmunidad
protectora” incluye la capacidad de los anticuerpos séricos o la respuesta de linfocitos T inducidos durante la
inmunizacién para proteger (parcial o totalmente) contra la enfermedad o muerte provocada por virus YF.

El “sujeto” es un vertebrado, tal como un mamifero. Los mamiferos incluyen, sin caracter limitante, seres humanos,
otros primates, roedores, animales de granja, animales de deporte (caballos, etc.) y mascotas. En ciertas
realizaciones, el sujeto es un ser humano. En otras realizaciones, los métodos son utiles en animales de laboratorio
(tales como todas las especies de monos) en la aplicacion veterinaria y/o en el desarrollo de modelos en animales
para una enfermedad. Un “sujeto que lo necesite” se refiere a cualquier sujeto, paciente o individuo que se podria
beneficiar de los métodos descritos en la presente.

Las expresiones “dosis terapéutica (o farmacéuticamente) eficaz” o “cantidad terapéutica (o farmacéuticamente)
eficaz” se refieren a una dosis o cantidad que produce el efecto deseado por el cual se administra. La dosis exacta
dependera del objetivo del tratamiento y podra ser determinada por un experto en la técnica utilizando técnicas
conocidas.

La expresién “farmacéuticamente aceptable” significa que esta aprobada por una agencia reguladora de un gobierno
federal o estatal o que esta enumerada en la Farmacopea de los EE. UU. u otra farmacopea con reconocimiento
general para su uso en animales y, mas concretamente, seres humanos.

El término “portador” se refiere a un diluyente, adyuvante, excipiente o vehiculo con el que se administra el ADNi.
Tales portadores farmacéuticos pueden ser liquidos estériles tales como agua y aceites, incluidos aquellos que se
obtienen a partir del petréleo, de animales, de vegetales o mediante métodos sintéticos, tales como aceite de
cacahuete, aceite de soja, aceite mineral, aceite de sésamo o combinaciones de estos y similares. Los excipientes
farmacéuticos adecuados incluyen almidon, glucosa, lactosa, sacarosa, gelatina, malta, arroz, harina, creta, gel de
silice, estearato de sodio, monoestearato de glicerol, talco, cloruro de sodio, leche desnatada en polvo, glicerol,
propileno, glicol, agua, etanol, combinaciones de estos y similares. Si se desea, la composicion también puede
contener cantidades minoritarias de agentes humectantes o emulsionantes o agentes tamponantes del pH. Estas
composiciones pueden tomar la forma de soluciones, suspensiones, emulsiones, comprimidos, pastillas, capsulas,
polvos, formulaciones de liberacion prolongada, combinaciones de estos y similares. La composicion se puede
formular como un supositorio, con aglutinantes y portadores tradicionales tales como triglicéridos. Las formulaciones
orales pueden incluir portadores estandar tales como manitol, lactosa, almidon, estearato de magnesio, sacarina
sddica, celulosa, carbonato de magnesio de calidad farmacéutica, combinaciones de estos, etc. En “Remington’s
Pharmaceutical Sciences” de E.W. Martin se describen ejemplos de portadores farmacéuticos adecuados.

Por lo tanto, tal y como se aprecia en la presente, la expresion “portador farmacéuticamente aceptable” se refiere,
sin caracter limitante, a un vehiculo que contiene el ADNi que se puede inyectar en un mamifero hospedador sin
efectos adversos. Los portadores farmacéuticamente aceptables adecuados conocidos en la técnica incluyen, sin
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caracter limitante, particulas de oro, agua estéril, solucion salina, glucosa, dextrosa, o soluciones tamponadas,
combinaciones de estos y similares. Los portadores podran incluir agentes auxiliares que incluyen, sin caracter
limitante, diluyentes, estabilizantes (es decir, azicares y aminoacidos), conservantes, agentes humectantes, agentes
emulsionantes, agentes tamponantes del pH, aditivos para potenciar la viscosidad, colorantes, combinaciones de
estos y similares.

» o«

Tal y como se utilizan en la presente, las formas singulares “un”, “uno/a” y “el/la” incluyen los referentes en plural a
menos que el contexto dicte claramente lo contrario. Por lo tanto, por ejemplo, la referencia a la “vacuna” incluye
varias de tales vacunas y la referencia a “la dosificacion” incluye la referencia a una o mas “dosificaciones” y sus
equivalentes conocidas por los expertos en la técnica y asi sucesivamente.

Aunque se ha descrito la divulgacion detalladamente haciendo referencia a ciertas realizaciones de esta, sera
evidente para el experto en la técnica que se pueden realizar varios cambios, y que se pueden emplear
equivalentes, sin alejarse del alcance de la divulgacion. Ademas, los siguientes ejemplos son ilustrativos de los
métodos descritos en la presente y no deben considerarse limitantes de la divulgacion anterior de ninguna manera.

EJEMPLOS

Ejemplo 1 (Ejemplo de referencia). Preparacion de ADNi de TC-83. Se extrae el ARN total de la vacuna con TC-83
utilizando una extraccion con fenol. EI ADNc correspondiente a la longitud completa del ARN de TC-83 se obtiene
por transcripcion inversa y la reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR) utilizando ARN virico TC-83 extraido y
los cebadores oligonucleotidicos especificos de la secuencia de TC-83.

Se clona el fragmento de ADNc correspondiente al ARN de TC-83 completo en el vector plasmidico pASP5 que
contiene un promotor de CMV funcional (Figura 1A, Figura 6), lo que genera el clon 13-1 y 13-2 del ADNi de TC-83.
La distancia entre el extremo 3’ del promotor CMV y el extremo 5 del ADNc de TC-83 es de 15 pb tal y como se
muestra en la Figura 6. Tras la transcripcion de un ADNi de TC-83 de este tipo in vitro o in vivo mediante la
maquinaria de transcripcion celular, se generan ARN de TC-83 y virus TC-83 infecciosos funcionales.

ElI ADNi de TC-83 se puede modificar facilmente para optimizar las caracteristicas funcionales, por ejemplo, el nivel
de atenuacion. Por ejemplo, se genera el clon 12 de ADNc de TC-83 modificado duplicando el promotor 26S y
colocando el segundo promotor 26S en direccion 5’ desde los genes de la glucoproteina de TC-83 (Figura 1B, Figura
7). En tal constructo, el ARN que se genera a partir del promotor CMV expresa la capside y glucoproteinas de TC-83
a partir de promotores 26S independientes. Con el fin de garantizar la expresion de las proteinas TC-83 a partir de
tal ARN de TC-83 modificado, se pueden realizar cambios apropiados, por ejemplo, se introduce el codén ATG en el
extremo 5’ de los genes de la glucoproteina. EI ARN completo que codifica el ADNc del TC-83 modificado (clon 12)
se introduce en el vector plasmidico reivindicado pASP5 que contiene el promotor de CMV funcional (Figura 1B,
Figura 7). La distancia entre el extremo 3’ del promotor CMV y el extremo 5’ del ADNc de TC-83 modificado es de 15
pb tal y como se muestra en la Figura 7.

Ejemplo 2. Preparacion de ADNi de YF17D. Se extrae el ARN total de la vacuna con YF17D utilizando la extraccion
con fenol o un método similar. Los ADNc correspondientes al ARN 17D completo se obtienen mediante transcripcion
inversa y la reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR) utilizando el ARN virico de 17D extraido y los cebadores
oligonucleotidicos especificos de la secuencia 17D. Como alternativa, se ensambla el ADNc de YF17D completo
procedente de dos o mas plasmidos.

Se transfiere el fragmento de ADNc correspondiente al ARN completo en el vector plasmidico reivindicado pASP5
que contiene el promotor CMV funcional (Figura 3), que da lugar a ADNi de YF17D (Figura 8). La distancia entre el
extremo 3’ del promotor CMV y el extremo 5’ del ADNc de YF17D es de 15 pb tal y como se muestra en la Figura 8 y
como se describe anteriormente para los constructos de TC-83. Tras la transcripcion del ADNi de YF17D en las
células in vitro o in vivo, se generan ARN de YF17D y virus YF17D infecciosos funcionales.

Ejemplo 3. (Ejemplo de referencia) Transfeccién de células CHO con una vacuna en forma de ADNi de TC-83. Se
transfectan células CHO con ADN plasmidico que contiene ADNi de TC-83 utilizando el reactivo de transfeccién
Fugene 6 (Roche Applied Sciences). Resumiendo, se cultivan las células CHO en matraces de 75 cm? a
continuacion se lavan con solucién salina tamponada con fosfato (PBS) y se tripsinizan. Se transfiere una alicuota
de la suspension de células CHO a placas de cultivo de 6 pocillos. A continuacién, se afiade una mezcla de ADN
plasmidico y reactivo Fugene 6 de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Como ADN plasmidico, se utilizan
los siguientes constructos:

(1) ADNi modificado de TC-83 contra VEE, clon 12 (Figura 1B, Figura 7);
(2) ADNi de TC-83 contra VEE, clon 13-1 (Figura 1A, Figura 6);
(3) ADNi de TC-83 contra VEE, clon 13-2 (Figura 1A, Figura 6);
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(4) Como control, se utiliza ADN p3-10 que expresa unicamente proteinas estructurales de TC-83.

Como control adicional, se utilizan células CHO no transfectadas (5). Se espera que los ADNi de (1) a (3) que
contienen el ADNc de TC-83 completo generen los virus TC-83 vivos. Tal y como se ha descrito anteriormente, el
ADNi del clon 12 (1) contiene el promotor 26S duplicado para expresar la capside y glucoproteinas de TC-83 a partir
de dos promotores 26S independientes (Figura 1B). Por el contrario, el ADN (4) contiene Unicamente un fragmento
de TC-83 correspondiente unicamente a los genes estructurales de TC-83 y no se espera que genere virus TC-83
vivos.

Se siembra una alicuota (0.3 mL) de células CHO transfectadas de las placas de 6 pocillos en portaobjetos con 8
pocillos. Se incuban las células CHO transfectadas a 37 °C en CO; al 5%. Se determina la mortalidad celular en
placas de 6 pocillos diariamente mediante microscopia visual. Se realiza un ensayo de inmunofluorescencia (IFA) 24
h después de la transfeccién utilizando portaobjetos con 8 pocillos con antisuero que reconoce los antigenos de TC-
83, de acuerdo con el método descrito por Pushko et al. (1997). Los resultados se muestran en la Tabla I. Las
células transfectadas con ADNi de (1) a (3), mueren en los 5 dias posteriores a la transfeccion, mientras que las
células CHO con transfecciones de control (4) y (5) permanecen vivas. Asimismo, se detectan mediante IFA focos
de células que expresan los antigenos de TC-83 24 h después de la transfeccién en las células transfectadas con
los ADN (2) y (3), lo que indica la presencia de virus TC-83 vivos (Figura 5). El resultado indica que la introduccion
de vacunas con TC-83 basadas en ADNi en células cultivadas dio lugar a la produccion de virus TC-83 vivos.

Tabla |. Transfeccion de células CHO con la vacuna en forma de ADNi de TC-83

Vacuna en forma de ADNi* Mortalidad de las células CHO tras | Focos de células infectadas,
la transfeccién con ADN ** por IFA***
1. |ADNi modificado de TC-83 contra VEE, clon |Si Ninguno, uUnicamente células
12 (Figura 7) individuales positivas
2. |ADNi de TC-83 contra VEE, clon 13-1|Si Si
(Figura 6)
3. |ADNi de TC-83 contra VEE, clon 13-2 |Si Si
(Figura 6)
4. /ADN p3-10 que expresa unicamente No Ninguno, unicamente células
proteinas estructurales de TC-83 (control) individuales positivas
5. | Células CHO no transfectadas (control) No No

* La transfeccion de células CHO con ADN se realiza en placas de 6 pocillos utilizando el reactivo de transfeccion
Fugene 6 (Roche Applied Sciences)

** Observado el dia 5 tras la transfeccion.

*** |FA, ensayo de inmunofluorescencia, utilizando antisuero para las proteinas estructurales de TC-83.

Ejemplo 4. Transfeccion de células BHK-12 con la vacuna en forma de ADNi de YF17D. Resumiendo, se
transfectaron células cultivadas (CHO, BHK-21 o lineas celulares similares) con ADN plasmidico que contenia ADNi
de YF17D y se sometid6 a ensayo utilizando métodos estéandar tal y como se describe en el Ejemplo 3. Los
resultados se muestran en la Tabla Il. Se utilizan ensayos en placa para determinar el titulo de los virus de YF17D
vivos generados en las células transfectadas con el ADNi plasmidico. Estos resultados indican que la introduccion
de la vacuna con 17D basada en ADNi en células cultivadas da lugar a la sintesis de ARN especifico del virus y la
produccién del virus YF17D vivo (Tabla II).

Tabla Il. Transfeccion de células BHK-21 con ADN plasmidico que contiene ADNi de YF17D

Vacuna en forma de ADNi* Mortalidad de las células BHK tras la Titulo de YF17D, mediante
transfeccién con ADN in vitro** ensayo en placas***
1. |ADNi de YF17D Si 10° pfu/mL
6. |Células BHK-21 no |No No detectado

transfectadas (control)

* La transfeccion de las células BHK con ADN se realiza en placas de 6 pocillos utilizando el reactivo de transfeccién
Fugene 6 (Roche Applied Sciences)
** Observado el dia 5 tras la transfeccion

10



10

15

20

25

30

ES 2 544702 T3

Vacuna en forma de ADNi* Mortalidad de las células BHK tras la Titulo de YF17D, mediante
transfeccién con ADN in vitro** ensayo en placas™*

*** Ensayo realizado en medio recogido a partir de las células transfectadas 5 dias después de la transfeccion.

Ejemplo 5. (Ejemplo de referencia) Infeccion de células CHO con virus TC-83 obtenidos a partir de células
transfectadas con ADNi. Con el fin de confirmar que se generan virus TC-83 vivos en las células transfectadas con
ADN plasmidico que contienen el ADNc de TC-83 completo, se recolecta el medio a partir de células transfectadas
(remitase al ejemplo 3) y se utiliza para infectar células CHO frescas. Se infectan células CHO frescas en
portaobjetos con 8 pocillos con medio diluido 100 veces recolectado a partir de las células transfectadas, y se
detecta la expresion de antigenos de TC-83 mediante IFA 24 h después de la infeccion (Tabla lll). Los resultados
indican que el medio procedente de las células transfectadas con vacunas con TC-83 basadas en que ADNi
contienen virus TC-83 infecciosos vivos.

Tabla Ill. Infeccién de células CHO frescas con medio recogido a partir de las células CHO transfectadas con ADNi
que contiene el ADNc completo de la vacuna TC-83 en direccion 8’ respecto al promtor CMV*

Transfeccion con vacuna en forma de ADN % de células positivas para el antigeno de
TC-83, por IFA
1. | ADNi modificado de TC-83 contra VEE, clon 12 100
2. |ADNi de TC-83 contra VEE, clon 13-1 80
3. |ADNi de TC-83 contra VEE, clon 13-2 100
4. |ADN p3-10 que expresa Unicamente proteinas estructurales de 0
TC-83 (control)
5. |Células CHO no transfectadas (control) 0

* Se diluye 100 veces el medio recogido a partir de las células transfectadas 5 dias después de la transfeccion
(Tabla 1), a continuacién se utilizan 100 mcL para infectar células CHO frescas en portaobjetos con 8 pocillos
durante 1 h a 37°C, 5% de CO,. A continuacion, se afiaden 300 mcL de medio completo y se prolonga la incubacion
24 h.

** I[FA 24 h después de la infeccion, utilizando antisuero para proteinas estructurales de TC-83.

Ejemplo 6. (Ejemplo de referencia) Vacunacion de ratones con la vacuna en forma de ADNi de TC-83.

Se inyecta una dosis de cada vacuna en forma de ADNi de TC-83 (clones 12, 13-1, 13-2, tal y como se indica en la
Tabla I) comprendida entre 1 ng y 1 mg por via intramuscular, subcutanea e intradérmica a ratones de laboratorio
(BALB/c, C57BL/6, Swiss Webster exdgamos, u otra cepa susceptible). Se aislan las vacunas en forma de ADNi de
TC-83 a partir de E. coli en forma de ADN plasmidico utilizando el método de aislamiento de ADN Endo-free de
Promega. En 30 dias, los animales reciben una segunda dosis idéntica del seno retroorbital en los dias 0, 30 y 60.
Se determina la respuesta inmunitaria mediante métodos inmunolégicos estandar incluida la determinacion de
anticuerpos séricos contra los antigenos de TC-83 en el suero de animales vacunados mediante ELISA. Se detectan
anticuerpos séricos contra los antigenos de TC-83 lo que sugiere una vacunacién con éxito con la vacuna en forma
de ADNi de TC-83.

Ejemplo 7. Vacunacioén de ratones con la vacuna en forma de ADNi de YF17D.

Se inyecta una dosis de cada vacuna en forma de ADNi de 17D (remitase a la secuencia de ADN en la Figura 7)
comprendida entre 1 ng y 1 mg por via intramuscular, subcutanea e intradérmica a ratones de laboratorio (BALB/c,
C57BL/6, Swiss Webster exdgamos u otra cepa susceptible). Se aisla la vacuna en forma de ADNi de 17D a partir
de E. coli en forma de ADN plasmidico utilizando el método de aislamiento de ADN Endo-free de Promega. En 30
dias, los animales reciben una segunda dosis idéntica de la vacuna en forma de ADNi de 17D. Se toman muestras
séricas del seno retroorbital de animales anestesiados en los dias 0, 30 y 60. Se determina la respuesta inmunitaria
mediante métodos inmunolégicos estandar que incluyen la determinacion de anticuerpos séricos contra los
antigenos de YF 17D en el suero de animales vacunados mediante ELISA. Se detectan anticuerpos séricos contra
los antigenos de YF lo que sugiere una vacunacion con éxito con la vacuna en forma de ADNi de YF17D.
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Ejemplo 8. (Ejemplo de referencia) Optimizacion de la distancia entre el extremo 3’ del promotor CMV y el extremo 5’
del ADNc mediante ensayo de encapsidacion utilizando vectores HA o N y los auxiliares para el ADNc.

Para la funcién con éxito del ADNi, es importante conseguir una transcripcion eficaz del ARN de TC-83 completo
funcional a partir del plasmido con ADNi. Por lo tanto, es importante optimizar la transcripcién, incluida la distancia
entre el extremo del promotor y el comienzo del ADNc, con el fin de maximizar la eficacia de la sintesis de ARN
funcional. Los autores construyen un “ADNi pequefio” que codifica Unicamente el gen de la capside del virus TC-83
incluidas las regiones reguladoras. Se eliminan todos los demas genes de TC-83 de tal “ADNi de la capside”. A
continuacion, los autores insertan oligonucledtidos sintéticos de longitudes variables (remitase a la Figura 13) entre
el promotor CMV y el “ADNi de la capside” utilizando el sitio Sacl en el extremo 3’ del promotor CMV. Por lo tanto, se
producen una serie de plasmidos de “ADNi de la capside” en los que la distancia entre el promotor y el ADNi varia
entre 8 y 25 pares de bases. Se utiliza cada constructo de ADNi de la capside para transfectar células CHO
mediante electroporacion junto con (1) ARN auxiliar de GP y (2) ARN en un vector HA. El ARN auxiliar de GP
codifica las glucoproteinas de TC-83, mientras que el ARN en un vector HA codifica el gen HA de la gripe. En las
células CHO cotransfectadas, la capside de TC-83 y las proteinas GP encapsidan el vector HA en particulas con un
unico ciclo. Se detecta el titulo de las particulas titulando tales particulas utilizando un ensayo de
inmunofluorescencia (IFA) y antisuero HA. En este sistema, el nivel de expresion de la capside del “ADNi de la
capside” es un factor limitante de la velocidad y afecta al titulo de particulas.

Los autores observan que la distancia éptima entre el extremo 3’ del promotor CMV y el extremo 5’ del ADNc de la
capside de TC-83 es de 15 pares de bases entre el sitio Sacl (el extremo del promotor CMV) y el comienzo del
ADNCc (Figura 9). Los autores observan que esta distancia éptima proporciona la expresion de un antigeno de la
capside funcional con un nivel maximo. Sin embargo, otros constructos con ADNi de la capside con distancias de 12
a 18 pb también proporcionan un nivel detectable de expresioén y titulos elevados de particulas. Se confirman los
datos con varios experimentos utilizando la titulaciéon del vector HA. Los autores también confirman esos resultados
de la optimizacion cuando utilizan para la cuantificacién el vector N que expresa el gen de la nucleoproteina en lugar
del gen HA.

Ejemplo 9. (Ejemplo de referencia) Los virus TC-83 generados a partir de clones infecciosos in vitro son avirulentos
en ratones BALB/c.

Se generan virus TC-83 mediante la transfeccion de células CHO con el ADNc (ADNi) de la vacuna con TC-83
infecciosos, clones n.° 12 y n.° 13-1. Se muestra la expresion de los antigenos TC-83 mediante IFA 24 h después de
la transfeccion en células transfectadas con cualquier ADNi (n.° 12 y n.° 13-1). Se recolectan los virus a partir de
cultivos de células CHO 96 h después de la transfeccion, después y el efecto citopatico (CPE, por sus siglas en
inglés) es evidente. Se determina el titulo de cada virus mediante un ensayo en placa estandar en monocapas de
células Vero. El virus generado a partir del ADNi n.° 13-1 tiene el titulo de 7x107 PFU/mL, mientras que el virus
generado a partir del ADNi n.° 12 no muestra las placas, lo que sugiere una formacion mas lenta de placas v,
posiblemente, un nivel mas elevado de atenuacion. A continuacion, se inoculan 10° unidades formadoras de placas
(PFU, por sus siglas en inglés) del virus n.° 13-1 en ratones BALB/c por via intramuscular de acuerdo con un
protocolo estandar. El virus generado a partir del ADNi n.° 12 no se utiliza para la inoculacion de animales debido a
que no se puede determinar el titulo de placas. Se inocula el virus VEE natural (cepa Trinidad) en los animales como
control.

En el grupo VEE de control, 10 de los 10 animales mueren tras la inoculacion, lo que demuestra la naturaleza
virulenta del virus de control (Figura 12). Por el contrario, el virus generado a partir de ADNi (n.° 13-1) es avirulento
en ratones, ya que los ratones no muestran signos de enfermedad. Este resultado confirma que el ADNi contiene
mutaciones atenuadas que se derivan de la vacuna con TC-83 y que esas mutaciones atenuadoras no revierten al
fenotipo virulento natural durante la produccion de virus a partir de ADNi.
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REIVINDICACIONES
1. Un vector plasmidico que contiene:

(a) un promotor de la ARN polimerasa, ligado operablemente a un ADN que codifica una molécula de ARN
infeccioso; y

(b) una cola de poli-A en direccion 3’ respecto a dicho ADN

donde:

(i) la molécula de ARN codifica un virus de la fiebre amarilla (YF) atenuado; y

(ii) el promotor de la ARN polimerasa es adecuado para la expresion en células de mamifero.

2. El vector de la reivindicacion 1, donde el promotor esta ubicado entre aproximadamente 12 y aproximadamente 18
nucleostidos en direccion 5’ respecto al extremo 5’ de dicho ADN.

3. El vector de la reivindicacion 2, donde el promotor esta ubicado 15 nucleétidos en direccion 5’ respecto al extremo
5’ de dicho ADN.

4. El vector de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde la cola de poli-A esta ubicada entre 0 y 500
nucleétidos en direccion 3’ respecto a dicho ADN.

5. El vector de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde el promotor es un promotor de la ARN
polimerasa de CMV.

6. El vector de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde dicho ADN que codifica dicha molécula de
ARN comprende un ADNc de YF17D (nucledtidos de 703 a 11564 de la Figura 8 o una secuencia polinucleotidica
que tiene una identidad secuencial de al menos un 95% con dicho ADNc de YF17D a lo largo de la longitud
completa de este ultimo).

7. Una vacuna que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz del vector de cualquiera de las reivindicaciones
precedentes.

8. La vacuna de la reivindicacién 7 que comprende ademas un portador farmacéuticamente aceptable.

9. La vacuna de la reivindicacion 7 o la reivindicacion 8 para su uso en la inmunizaciéon de un mamifero contra un
virus YF.

10. La vacuna para su uso tal y como se reivindica en la reivindicacion 9, donde el mamifero es un ser humano.
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FIG. 1: ADNi de TC-83 PARA LA PRODUCCION DE VACUNAS
IN VITRO O LA VACUNACION IN VIVO
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FIG. 2 :PRODUCCION DE LA VACUNA CONTRA VEE IN VITRO
OIN VIVO A PARTIR DEL ADNi DE CMV-TC83
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FIG. 3: ADNi DEL VIRUS DE LA FIEBRE AMARILLA PARA LA PRODUCCION
DE VACUNAS IN VITRO O VACUNACION IN VIVO
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FIG. 4: PRODUCCION DE LA VACUNA CONTRA LA FIEBRE AMARILLA
IN VITRO O IN VIVO A PARTIR DE ADNi DE CMV-YF17D
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FIG. 5: ENSAYO DE IMMUNOFLUORESCENCIA

(A) B)

19



ES 2 544702 T3

FIG. 6: FRAGMENTO DE LA SECUENCIA DE ADNi DEL PLASMIDO PAA_TC83

1 ACAAGGCAAG GCTTGRCCGA CARATTGCATG AAGAATCTGC TTAGGGTTRG
51 GCGTTTTGCG CTGCTTCGCG ATGTACGGGC CAGATATACG CGTGGéégég
1CMV promoter start

101 CTGACATTGA TTATTGACTA GTTATTAATA GTAATCAATT ACGGGGTCAT
151 TAGTTCATAG CCCATATATG GAGTTCCGCG TTACATAACT TACGGTAART
201 GGCCCGCCTG GCTGACCGCC CAMACGRCCCC CGCCCATTGA CGTCAATAAT
251 GACGTATGTT CCCATAGTAA CGCCAATAGG GACTTICCAT TGACGTCAAT
301 GGGTGGAGTA TTTACGGTAA ACTGCCCACT TGGCAGTACA TCAAGTGTAT
351 CATATGCCAA GTACGCCCCC TATTGACGTC AATGACGGTA AATGGCCCGC
401 CTGGCATTAT GCCCAGTACA TGACCTTATG GGACTTTCCT ACTTGGCAGT
451 ACATCTACGT ATTAGTCATC GCTATTACCA TGGTGATGCG GTTTTGGCAG
501 TACATCAATG GGCGTGGATA GCGGTTTGAC TCACGGGGAT TTCCAAGICT
551 CCACCCCATT GACGTCAATG GGAGTTTGTT TTGGCACCAR ARTCAACGGG
601 ACTTTCCARA ATGTCGTAAC AACTCCGCCC CATTGACGCA ARTGGGCGGT

final del promotor CMV}
651 AGGCGTGTAC GGTGGGAGGT CTATATAAGC AGAGCTCTCT GGCTAACTAG

1 inicio del ADNi de TC-83
701 AGATAGGCGG CGCATGAGAG AAGCCCRGAC CAATTACCTA CCCARAATGG
751 AGAAAGTTCA CGTTGRCATC GAGGAAGACA GCCCATTCCT CAGAGCTTTG
801 CAGCGGAGCT TCCCGCAGTT TGAGGTAGAA GCCAAGCAGG TCACTGATAA
851 TGACCATGCT AATGCCAGAG CGTTTTCGCA TCTGGCTTCA AAACTGATCG
901 ARACGGAGGT GGACCCATCC GACACGATCC TTGACATTGG ARGTGCGCCC
951 GCCCGCAGAR TGTATTCTAA GCACAAGTAT CATTGTATCT GTCCGATGAG
1001 ATGTGCGGAA GATCCGGACA GATTGTATAA GTATGCAACT AAGCTGAAGA
1051 AARAACTGTAR GGAAATAACT GATAAGGAAT TGGACAAGAA AATGARGGAG
1101 CTCGCCGCCG TCATGAGCGA CCCTGACCTG GAAACTGAGA CTATGTGCCT
1151 CCACGACGAC GAGTCGTGTC GCTACGARGG GCAAGTCGCT GTTTACCAGG
1201 ATGTATACGC GGTTGACGGA CCGACAAGTC TCTATCARCCA AGCCAATAAG
1251 GGAGTTAGAG TCGCCTACTG GATAGGCTTT GACACCACCC CTTTTATGTT
1301 TAAGAACTTG GCTGGAGCAT ATCCATCATA CTCTACCRAC TGGGCCGACG
1351 AAACCGTGTT AACGGCTCGT AACATAGGCC TATGCAGCTC TGACGTTATG
1401 GAGCGGTCAC GTAGAGGGAT GTCCATTCTT AGARARGAAGT ATTTGARAACC
1451 ATCCAACAAT GTTCTATTCT CTGTTGGCTC GACCATCTAC CACGAGAAGA
1501 GGGACTTACT GAGGAGCTGG CACCTGCCGT CTGTATTTCA CTTACGTGGC
1551 AAGCAAAATT ACACATGTCG GTGTGAGACT ATAGTTAGTT GCGACGGGTA
1601 CGTCGTTAAA AGARATAGCTA TCAGTCCAGG CCTGTATGGG MAGCCTTCAG
1651 GCTATGCTGC TACGATGCAC CGCGAGGGAT TCTTGTGCTG CAAAGTGACA
1701 GRCACATTGA ACGGGGAGAG GGTCTCTTTIT CCCGTGTGCA CGTATGTGCC

1751 AGCTACATTG TGTGACCAAA TGACTGGCAT ACTGCCAACA GATGTCAGTG
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CGGCTCAGTG

GCGAGGACAA

ARGAGTGAAA

GATAACACAC

GTAARGTAGT
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TACGACATCG

AGGGCTCACA
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GTGTATGGCG

CACCAAARAR

TTATAAGGGA
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TATTGACGAA

CCATTATAAG

GGTTTTTTTA
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CTTCGGTCGT

CCGAAAGAGA

GCAGGACGAT

ARATAGATTA

CTGACCCGTA

TCTGTACGCA

AGGACCGCAT

CTGACTGCCA
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GCAAAAACTG
CCCAGAGARA
CAGGCATTTG
AAGGCCACTA
CTTTTAGAAG
ACCATCATCA
AGGCAGTAAC
TAGAGGAGCA
GRAAGCTAAGT
GTTGCGCGCA
TGGAAGCCGA
GAGACACCTC
GATCGGCTCT
AATTATCTTG
TCTGGCCGAR
GGTGCCAGAG
AAAGTGCCAC
CACCATATTG
CAAAACTGTC
ACAGGAAACA
GGCGAGCTGG
AACACGACCA
TGCCAGGATC
GATCTAGTGG
CGTCAAGARA
TGCTCTTGAA
GCTTTTGCTT
ACCTAAARAG
ACATGATGTG
TTCCACAAAA
CTCAACCTTG
CTAAGATTGT
CTCATTCTCA
CAAAGGCAAC
AAGGTGTGTA
CCCACCTCAG
CGTGTGGAAA

AGTACCCTGG

CTGGTTGGGC

CACCAATACC

-CTAGGTGGGC

GGACTACGAG
GCACAAGATA
ARGTGAACAG
ACATTGGAGA
CAAGGAGCCG
GCGCRGCCGA
GCTCTACCAC
TGTCGACTTG
GTGGCTTGAT
TACGCTGTGC
CATCCACCCT
ARAGGGCGTTA
GGACATGCAA
CATTGTGTAC
CCACACATGG
AAGCCCAGCG
GTGCGTCAAG
TGGATCCTCC
GCCGCTCCTT
AGGCAAGTCT
TGAGCGCCAA
ATGAARGGGC
TGGATGCAAA
GTCATGCAGG
GCAGTGCTCT
CCTGAARAGTG
GCATCTCTCG
TTTTACGACA
GATTGACACT
CTTGTTTCAG
GAAATARTGA
TGCCGTTCGG
RACATGTGAA
ACACTAGCCG

GAATTTCACT
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3701 AGCAGAGCAT
3751 CCGACGTCTT
3801 CCGGTGCTGA
3851 TGTGGATTAT
3901 ACCAACTATG
3951 TCTGCACCCA
4001 CCCGTCGCCT
4051 CTCGCRAGGTA
4101 GACATGAACA
4151 ACCTGTAAAC
4201 ACCCACAGAG
4251 GTCCTGGTGG
4301 - GTTGTCAGAC
4351 TCCCAGGTGA
4401 CCATATAAAT
4451 TAGCATGTTG
4501 GTGTCAGCAT
4551 GGTGCTATAG
4601 CTCACTTGAA
4651 AGGCCCGTAC
4701 TATACAGGTT
4751 GGTGCGAGGG
4801 CTARACAGCAA
4851 ARGTTCCCGG
4901 ACTGGTCARA
4951 TCAACAAAGT
5001 GAGTCCATCG
5051 TCCACTGTTG
5101 AATCATTGAA
5151 GCCATATACT
5201 GGCTAGGAGA
5251 TGACAGAACC
5301 GCTGGAAGGA
5351 GGAAGGGACC
5401 CCATGTGGCC
5451 CTCGGAGARA
5501 GGAAGCCTCC
5551 TGACTCCAGA
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GGTGCAGCTA

TTCGGAGGTT

CTARGATTGT

TCCACCGGCA

CCATTTGCTG

GCAGGGACAA

GAAGCAGTGG

TGATGCAGAG

AGGGCTACAG

AAGTTTCACC

CGTTGCAACG

GCATGAGCAG

ACACCACCTA

AAGAGTACAG

TGAGGCACAT
GCAAACGTGT
CATAGACATG
ACAAAGCTCA
TTTGGACTCG
ATCCATTAGG
GGCTGAATAA
CCTCGGGCAG
GCGCAATTAT
CTCATGCTTT
TCATTCGTCA
GTTGTCCGTC
CTACCTTCAG
TATGACATAA
TCAGCAGTGT
CTTGTCTGCA
TACGCTGACA
CAAGTTTTCC
TTCTGTTTGT
TACAAGCTTT
CGBAGCCGGA
CGGCCACCGA
GGCGGAGGGG
TTTACAGCCG
ARCATATCAT
GAAGGTGACA
CARCGATAAC
TCTTTTCCGG
ACAGCTTTAG
GAAATGGGAA
AGGAGATATG
CTGGTGAGGG
CACAAGCGAT
AGGCGGCCAA
GAGGCCAATG
TATTAGGTCG
GCACGCTGCC

CGCCTAAAAG

22

CTTGGAGAGA
GTTGGGCCAA
ACCACTGAAC
CTCAGCAGAG
ATCTGGACTC

AATAATCACT

‘AGAAGTGGTC

TTGCCACTGG
GATCCGCGCA
AGTCCTCCAC
GCAAATTGAA
CCAGGCARAA
AGCTCGGCTG
TATTTGTTAA
GAAGACCATG
TCTGAATCCC
GGGCCAGCGA
CGGGTATGCA
ATTCATTGGG
CATCRACCTT
TGTGCACCCT
AGGAGTGATT
TGTGCGGAGC
ATCGAAGTAG
TCATGCCGTA
AACAGTTGGC
AATTACAAGT
GAACAAAGAT
ACACCACTGA
ATGACTCTCA
CATATCCGAC
TGCATCCGAA
GGCAAAACTT
GGATATAGCA
AGCAGGTATG
AAATGCCCCG
TTGCTTGTGC

CCTCACGTCC

CCGGACCCTA

GGCTTTAGTG

AATGGAACAC

ATAGTATTGA

CGGTCTATTT

GGGATAACTC

CGTCAGCTCT

AAGAGTCTAT

TAARCCTAGT

CATAATGAAC

GGGCAGAARCT

TGGTTGACTG

-GATTTAGGCA -

TGTGAGGACC

CCATTAAGCT

GGCGGAACCT

AAGCATCATT

AACCGAAATC

TACGATCGCA

GACCAACATT

CATATCATGT

ATAARATGCTG

GCTGTATAAG

GAAAAGCGCG

GGACCARACT

AGAGGCTTAT

CAGTAGCGAT

CGACTAACCC

TGCAGATGTA

AGGAAGCAGT

GACTCTTCAG

GAGTTICTTTG

TCTCATATTT

GAAATTAATG

CATGTATATC

TCGAAGAGTC

ATCCATGCCA

AGAACAAATT



Fi1G. 6 CONT.
5601 ACTGTGTGCT
5651 GAAGATCCAA
5701 ATATTCATCC
5751 CCGGAGCCAT
5801 ACCACTTATA
5851 TCATCGAAGA
5901 ACCCACCAGG
5951 ATCTAGCTCA
6001 GTTTATCCAT
6051 ACGTCAGCCG
6101 GCGACCGGTG
6151 CTCCGCGCAC
6201 ACCAGCCTAG
6251 GGAGCTCGAG
6301 GAACCAGCCT
6351 GAGGAGTTTG
6401 TGCATACATC
6451 CAGTAAGGCA
6501 GAGATTTCGT
6551 CAAGAAATTA
6601 CCAGGAAGGT
6651 GGCCTAGGGC
6701 CCTGCATCCT
6751 GCCCCAAGGT
6801 CCGACTGTGG
6851 CATGGTTGAC
6901 CAAAGCTGCG
6951 CGATCGGCAG
7001 AGCTGCCACA
7051 TATTGGATTC
7101 AATAATGAAT
7151 AGAAAACGTG
7201 CTCTTTTTGC
7251 GACAGGTTTG
7301 AARACATACT
7351 CGCTAGCAAC
7401 TTAAATGCGG
7451 TGAAGACTTT
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CATCCTTTCC
TGCTCCCAGC
AAGGAARGTAT
CGGCARGAGAA
ACCGAGGATG
GGAAGARGAG
TGCTGCAAGT
TCCTGGTCCA
ACTTGARCACC
AGACTARCTC
CCTGCGCCTC
AAGAACACCG
TTTCCACCCC
GCGCTTACCC
GGTCTCCAAC
AGGCGTTCGT
TTTTCCTCCG
AACGGTGCTA
ATGCCCCGCG
CAGTTAAATC
GGAGAARCATG
ATTATTTGAA
GTTCCTTTGT
CGCAGTGGAA
CTTCTTACTG
GGAGCTTCAT
CAGCTTTCCA
TGCCTTCAGC
AAAAGAAATT
GGCGGCCTTT
ATTGGGAAAC
GTAAATTACA
GARAGACACAT
TAATGGACTT
GAAGAACGGC
AGCGTATCTG
TCCTGCTTCC

GACGCTATTA

ATTGCCGAAG
CTATATTGTT
CTCGTGGAAR
CCAATCCACA
AGACCAGGAC
GATAGCATAA
CGARGGCAGAC
TTCCTCATGC
CTGGAGGGAG
TTACTTCGCA
GARCAGTATT
TCACTTGCAC
GCCAGGCGTG
CGTCACGCAC
CCGCCAGGCG
AGCACARCAA
ACACCGGTCA
TCCGAAGTGG
CCTCGACCAA
CCACACCTGC
ARAGCCATAA
GGCAGAAGGA
ATTCATCTAG
GCCTGTAACG
TATTATTCCA
GCTGCTTAGA
ARGAAACACT
GATCCAGAAC
GCAATGTCAC
ARTGTGGAAT
GTTTARAGAA
TTACCAAATT
AATTTGAARTA
ARAGAGAGAC
CCAAGGTACA
TGCGGAATCC
GAACATTCAT

TAGCCGAGCA

23

TATAGAATCA

CTCACCGAAA

CACCACCGGT

GAGGGGACAC

TAGAACGCCT

GTTTGCTGTC

ATTCACGGGC

ATCCGACTTT

CTAGCGTGAC

AAGAGTATGG

CAGGAACCCT

CCAGCAGGGC

AATAGGGTGA

TCCTAGCAGG

TAAATAGGGT

CAATGACGGT

AGGGCATTTA

TGTTGGAGAG

GAAAAARGAAG

TAACAGAAGC

CAGCTAGACG

AAAGTGGAGT

TGTGAACCGT

CCATGTTGAA

GAGTACGATG

CACTGCCAGT

CCTATTTGGA

ACGCTCCAGA

GCAAATGAGA

GCTTCAAGAA

AACCCCATCA

AAARGGACCA

TGTTGCAGGA

GTGARRGTGA

GGTGATCCAG

ACCGAGAGCT

ACACTGTTTG

CTTCCAGCCT

CTGGTGTGCA

GTGCCTGCGT

AGACGAGACT

CTGAACAACC

GAGCCGATCA

AGATGGCCCG

CGCCCTCTGT

GATGTGGACA

CAGCGGGGCA

AGTTTCTGGC

CCACATCCCG

CTGCTCGAGA

‘TCACTAGAGA

TCGGTCTCGA
GATTACAAGA
TTGATGCGGG
CAACARARAT
GACCGAATTG
AATTACTACG
AGATACCAGT
TA?TCTGCAA
GCTACCGAAC
GCCTTLTCAR
AGARGAACTTT
CCTATTTGGA
TTTTGCCCTG
ACCCACAATA
ACGTCCTGGC
GAATTGCCCG
ATATGCGTGT
GGCTTACTGA
ARAGCTGCTG
CATACCAATG
CTCCAGGAAC
GCTGCCGATC
GGTTAGGAGA
ATATGTCGGC

GGGGATTGTG
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FiG. 6 CONT.
7501 TTCTGGAAAC TGACATCGCG
7551 GCTCTGRCCG CGTTRATGAT
7601 GTTGACGCTG ATTGAGGCGG
7651 CCACTRARAC TAAATTTAAA
7701 CTCACACTGT TTGTGAACAC
7751 GTTGAGAGAA CGGCTAACCG
7801 ACAATATCGT GRARGGAGTC
7851 GCCACCTGGT TGAATATGGA
7901 GAAAGCGCCt TATTTCTGTG
7951 GCACAGCGTG CCGTGTGGCA
8001 AARACCTCTGG CAGCAGACGA
8051 GCATGRAGAG TCARCACGCT
B101 GCAAGGCAGT AGRATCAAGG
8151 ATGGCCATGA CTACTCTAGC
1 promotor 268
8201 AGGGGCCCCT ATRACTCTCT
8251 CTAGTCCGCC AAGATGTTCC
8301 TGCCCTATCG CARCCCGTTC
8351 ACCGACCCTT TTCTGGCGAT
8401 TAACCTGACG TTCAAGCRAC
8451 CTAAGAAACC GAAGAAGGAG
8501 GGGARAGAAGA AGAAGAACCA
8551 TAATCCGAAG GCACAGAATG
8601 GCAAGAGACA GCGCATGGTC
8651 ATCATGTTGG AAGGGAAGAT
8701 GTTATTCAGG CCGATGCATG
8751 CCGCGCTTAA GACGARGARA
8801 GTGCCACAGA ACATGCGGGC
8851 CCAARGGCTAT TACAGCTGGC
8901 GTTTCACGGT GCCGARAGGA
8951 ATTCTGGATA ACCAGGGACG
9001 TGAAGGATCT AGGACAGCCC
9051 TTACCGTGAA GTATACTCCG
9101 ACCATGTGTC TGCTCGCCAA
9151 TTGCTACGAC AGAARACCAG
9201 TTGACARARCCC GGGCTACGAT
9251 GGAAGGABAA GGAGATCCAC
9301 GCGCCCTTAC ATGGCCAGAT
9351 GTCCAATAGC AATCGAGGCA

TCGTTTGATA
TCTGGARGAC
CTTTCGGCGA
TTCGGAGCCA
AGTCATTAAC
GATCACCATG
BAATCGGACA
AGTCARAGATT
GAGGGTTTAT
GACCCCCTAA
TGARCATGAT
GGAACCGAGT
TATGARARCCG
TAGCAGTGTT
ACGGCTAACC
CGTTCCAGCC
GCGGCCCCGC
GCAGGTGCAG
GCCGGGACGC
GCCTCGCAARA
AGGGAAGAAG
GAAACARGAA
ATGARATTGG
ARACGGCTAC
TGGAAGGCRA
GCATCCAART
CGATACATTC
ATCATGGAGC
GTTGGGGCCA
GGTGGTCGCT
TTTCAGTCGT
GAGRACTGCG
TGTGACGTTC
CAGAGACTTT
GAGCTGCTGG
CGAGGAGCTG
GCATCAGATG

GTARAGAGCG

24

ARAGTGAGGA
TTAGGTGTGG
ARTTTCATCA
TGATGRAATC
ATTGTARATCG
TGCAGCATTC
AATTAARTGGC
ATAGATGCTG
TTTGTGTGAC
ARAGGCTGTT
GATGRCARGGA
GGGTATTCTT
TAGGAACTTC
ARATCATTCA
TGAATGGACT
AATGTATCCG
GCAGGCCCTG
GAATTAACCC
GCCACCTGAG
RACAGAAAGG
AAGGCTARGA
GAAGACCARRC
AATCTGACAA
GCTTGTGTCG
GATCGACARC
ACGATCTTGA
AARTACRCCC
AGTCCAATAT

AGGGAGACAG

CGACGCCATG
ACGCNAGACGCT
ATACATTTGC
TGGARTGTTC
CARAGCAGAGT
ATTGGAGATG
AGACAGGTGC
TGGTGGGCGA
TCCGTGACCG
TARGCTTGGC
GARGGGCATT
TCAGAGCTGT
CATCRTAGTT
GCTRCCTGAG
ACGACATAGT
ATGCAGCCAA
GTTCCCCAGA
GCTCGATGGC
GGGCCATCCG
GGGAGGCCAA
CAGGGCCGCC
AAGARACCAG
GACGTTCCCA
TCGGAGGGAA
GACGTTCTGG
GTATGCAGAT
ATGAGARRACC
GAARATGGGC

CGGACGACCC

ATTGTGCTGG

CATGTGGARC

AGCAATGGTC

CCATGTGCTC

GGCCATGCTC

AAGCAGCTGT

TTTAATGAGT

TGCAGTTGGG

ACGGGCACGA

GAGGTGTGAA

GAGARGGGAG

ACTAGTGACC

BACCACCRAT

AGCGTTARCG

TAARGTGCCCC

ATAAGCTAAC

AGCTGCCATA

CGGTTATGTT
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FiG. 6 CONT.

9401

9451

9501

9551

9601

9651

9701

9751

9801

9851

9901

9951

10001

10051

10101

10151

10201

10251

10301

10351

10401

10451

10501

10551

10601

10651

10701

10751

10801

10851

10901

10951

11001

11051

11101

11151

11201

11251

AGACTTCAGA
GGGCAGGACC
TACATCAAGT
CACGGTTATT
GGAATTTAAG
TGARATTTAA
GGAGTAGAGC
AGCTTATGTC
TTTCCTTGAG
GCCCTGGTGG
CAAGACARAA
ATCGGCTGCA
GCAGCGGGAG
AGACGGCAAR
GTTTCAGATC
ATCACCCGCC
TGAACCAGCT
TATGGGGAAA
GGAAATCCAC
ATACCCTATG
CCGTTTCCGT
TGCCTAACTC
GGCTGTGCTT
CCTTGGATCA
CTGATCCCTC
GTGCTGTGTC
CCTACGAGCA
ACTATAGTCA
AACAAAGATC
ACTACAAAAC
GAATGCACTC
GGTTTACCCG
ACACCCAAGT
GATCATGCTG
CAACATCACA
GAGAAACTCC
TCCACAGCTT

GATCTATAAT

CTTCCTCGCA
ATGCGGTATG
GTCACTCTAT
TCCTGCTTGC
AARGATTCCG
TCCTGTAGGC
BAAGCGTGCCA
GAGATGCACC
CGGCAGTTCA
AATGCGAGTG
CAGTTCAGCC
GAARCGATAAG
CCACCTTARA
TGCACCGTGC
AGTGTCACTG
AACTTGCTGA
GTTAGGAATT
CCACCCGCCG
ATGGGCTACC
TCCACCATCC
TGCAGCGTCT
CTTACCGGCT
TGCTGCGCCC
CCTATGGAAC
TGGCCGCCTT
GTGCCTTTTT
CGCGACCACG
ACAGAGCAGG
ARGCTGATAC
AGGAATGGAT
CAACTTACAG
TTCATGTGGG
CAGCAAGGCC
AAGCATATAR
GTGGGAGAAC
TGTGAATTTC
GGACACCCTT

TATGATTTTC

GTATGGCCTG

ACATGCACGG

ACATCTCGCC

CAGGTGCCCG

TCAGACACTC

AGAGAACTCT

AGTCTACGCA

TCCCGGGCTC

GTCACCGTGA

TGGCGGCACA

AGTGCACARA

TGGGTGTATA

AGGAARAACTG

CTCTAGCACC

AARCTGCACC

TGAGCCTCAC

TTACCGTCAC

AAARAGGTTTT

GCACGAGGTG

TGGGTTTGTC

ACCTGGCTGT

AACACCTAAC

GCACTGCCCG

AATAACCAAC

GATCGTAGTG

TAGTCATGGC

ATGCCGAGCC

CTACGCACCA

CTACAGTGAA

TCACCAGCCA

GCCTGATGAA

GATTCCTCCG
GACCATTAAA
CGTGTCACAT
GCAGGGGACT
CTGCTCGGTG
ATACTCATCC
CATGATGCAC
AGAAGTGGAC
CACCTCCTGA
AAGATCTCCG
GAAGGAGCAG
ATTCTGACAA
CATGTCCCAT
AGAACCTATG
CTAAGAATCC
TACACGCACG
CGAAAMAGGG
GGGCACAGGA
ATAACTCATT
AATTTGTGCC
TTTGCAGATC
GCTAGGATAC
GGCCGAGACC
AGATGTTCIG
ACTCGCCTGC
CGGCGCCGCA
AAGCGGGAAT
CTCCCTATCA
CTTGGAGTAC
TCAAATGCTG

CAGTGCAAAG

GTGGTGCATA
TACGTAATGA
AGCGCACACA
ACTCTATTGT
ARTGGGGTCA
TGATCGCAAA

CTGAGTATGG

25

TTGCTTTTGC

AATCTGACGA

GCCTCAGTGC

GACTACCGTG

AAATAACTGC

ATCGTGCAGT

GGCAGGACAA

GCAACTTARA
GAGATACCAC
TGTGGATGGG
CCATCACCAT
CCGTATGAAG
CCCAGAACAC
AGAACAGAGG
AGCAGTTTGG
TGGGACTAGC
AGACCATCAA
TGCAGAGCAT
ACTGCCCAAA
TCTTGCTGGC
ATARCCTTCG
CACATATCTA
AGCTCATRTC
TGGGAGTTTG
AACAGCACCC
ATTACCACAG
GCCATTGCAA
TAGAGTTGCG
CATTTTGICT
ACCTGGGAGT
GATTCAATTG
TCAGGTGCGT
GGCGCCGGCG
CTCGTATAAC
GCATAACACC
GTCACCTGCC
CGGATCTCAG
TCTTCACAGG
GACACTGAGA
CTGCCTTGCG
AGGCGTTCCT
TATGTGAATG
AGGTCCGCTT
ATGCCGGGGA

CCAGGAGCAT
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ACAATCCAGA
TGCTGCAGAG
CCTTCGGGTIT
TRCCGCCCCT
RCTGTGCTGT
TTCACCAGGG
TARCGAGTGC
ACTCGGCCAG
GCTACCCTAR
TATCCATTTC
GCACATCATA
ATTGTGACAC
RRAAAMCCGCG
TTATTATARRT
ACCAACCAGA
TAGAACTCGC
TCTTTTCTTT
ARARRRARRAR
CACCACACTG
CGACTGTGCC
CCTTCCTTGA

TGAGGAAATT

FiG. 6 CONT.
11301 TTGGAGATAT
11351 ACCAACCTAG
11401 CACTCAGGCA
11451 CATTGAAATT
11501 CGCGCCGARR
11551 CGACGCCTTG
11601 ARTGCACTCT
11651 ACGGTCAAGT
11701 ATCAGGGACT
11751 GGTCGGCGAC
11801 CTCCARATAT
11851 GAAAGACCAT
11901 CCGCGGETGTC
11951 TCAGCCGTAR
12001 GTACGTGCTG
12051 GCTGCTTACA
12101 TTTTATTTTT
12151 ARARARAARA
12201 TGCAGRATTC
12251 TGATCAGCCT
12301 CTCCCCCGTG

1 ositie Pelich)
12351 CCTAATAAAA
12401 ATTCTGGGGG

GTGGGGTGGG

ACARGTCTCAR GCTCTGATCT
ACCCRARMGCE GGAGCGATCC
TTGAGCAATG GAAGARAGAT
TTCGGATGCG AAATATATAC
AGGGTCAATT CCATTAGCCT
TGTCAGAARC ACCGACACTT
GTGTATTCTT CCGACTTTGG
CAAG}CAGGC ARGTGCGCAG
ARGARAGCAGC AGTCGRGCTA
TCGACCGCAA ATATCCACCC
TGTTACGTGC AARGGTGATT
ACCCTCAGTA TCACGCCCAA
TGGACGTGGT TAACATCCCT
TGGCTTGGTG CTGGCTACTA
ARCATRATTG AATACAGCAG
GGCGATTGGC ATGCCGCCTT

TCCGAATCGG ATTTTGTTTT
1 final de la secuencia TC-83

GTATGCCAAT

ACGTGCCATA

AAAGCTCCAT

BAAACCCCATT

TTGACATTCC

TCAGCGGCCG

TGGGATCGCC

TCCATGTGCC

ACCGRGCAAG

GGAGTTCAGG

GTCACCCCCC

ACATTTACAG

GCTGGGAGGA

TTGTGGCCAT

CAATTGGCAA

AARATTTTTA

TAATATTTCA

GGGTACGCGE CCGCCACTGT
GACTAGTGGR TCRAGCTTAAG
TTCTAGTTGC CAGCCATCTG
CCCTGGAAGG TGCCACTCCC
GCATCGCATT GTCTGAGTAG

GCRGGRC

26

GCTGGATATC

TTTARRCCGC

TTGTTTGCCC

ACTGTCCTTT

GTGTCATTCT
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FIG.7: FRAGMENTO DE LA SECUENCIA DE ADNi DEL
PLASMIDO MODIFICADO PAA TC-83 C GP

51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751
801
851
301
951

1001
1051
1101
1151
1201
1251
1301
1351
1401
1451
1501
1551
1601
1651

1701

RCARGGCRRG
GCGTTTTGCG
CTGACATTGA
TAGTTCATAG
GGCCCECCTG
GACGTATGTT
GGGTGGAGTA
CATATGCCAA
CTGGCthAT
ACATCTACGT
TACATCAARTG
CCRCCCCATT
ACTTTCCARA

RGGCGTGTAC

GCTTGACCGA

CTGCTTCGCG

CRATTGCATG

RTGTACGGGC

BRGAATCTGC TTAGGGTTAG
1AscI
CAGATATACG CGTGGCGCGC

4 inicio del promotor CMV

TTATTGACTA
CCCATATATG
GCTGACCGCC
CCCATAGTAR
TTTACGGTAA
GTACGCCCCC
GCCCAGTACA
ATTAGTCATC
GGCGTGGATA
GACGTCAATG
ATGTCGTARC

GGTGGGAGGT

GTTATTAATA
GAGTTCCGCG
CAACGACCCC
CGCCARTAGG
ACTGCCCACT
TATTGACGTC
TGACCTTATG
GCTATTRCCA
GCGGTTTGAC
GGAGTTTGTT
RACTCCGCCC

CTATATAAGC

) inicio del ADINi de TC-83

RGATAGGCGG
AGRARGTTCA
CAGCGGAGCT
TGACCATGCT
RARCGGAGGT
GCCCGCAGRA
ATGTGCGGRA
AARACTGTAA
CTCGECGCCG
CCACGACGAC
ATGTATACGC
GGAGTTAGAG
TAAGARCTTG
BARCCGTGIT
GRGCGGTCAC
ATCCAACAAT
GGGACTTACT
AAGCARAATT
CGTCGTTAAA
GCTATGCTGC

GACACATTGA

CGCRTGRGAG
CGTTGACATC
TCCCGCAGTT
ARTGCCRAGAG
GGACCCATCC
TGTATTCTAA
GATCCGGACA
GGRARTAACT
TCATGAGCGA
GRGTCGTGTC
GGTTGACGGA
TCGCCTACTG
GCTGGAGCAT
AACGGCTCGT
GTRGRGGGRT
GTTCTATTCT
GRAGGAGCTGG
ACACRTGTCG
AGAATAGCTA
TACGATGCAC

ACGGGGAGAG

RRGCCCAGAC

GAGGAAGACH

TGAGGTAGRR

CGTTTTCGCA

GACRCGATCC

GCACARGTAT

GATTGTATAA

GATAAGGART

CCCTGACCTG

GCTACGRAGG

CCGACARGTC

GATAGGCTTT

ATCCATCATA

ARCATAGGCC

GICCATTCTT

CTGTTGGCTC

CACCTGCCGT

GTGTGAGACT

TCAGTCCAGG

CGCGAGGGAT

GGTCTCTTTT

GTARTCAATT ACGGGGTCAT
TTACATAARCT TACGGTAAAT
CGCCCATTGA CGTCRATAAT
GRCTTTCCAT TGRCGTCRAT
TGGCAGTACE TCARGTGTAT
ARTGARCGGTA AATGGCCCGC
GGACTTTCCT ACTTGGCAGT
TGETGATGCG GTTTTGGCAG
TCACGGGGAT TTCCAAGTCT
TTGGCACCAM AATCAACGGG
CATTGACGCA ARTGGGCGGT
1 final del promotor CMY
AGAGCTCTCT GGCTRACTAG
CRATTRCCTR CCCARRRTGG
GCCCATTCCT CAGARGCTTTG
GCCAAGCAGG TCACTGATAAR
TCTGGCITCA ARACTGA*CG
TTGACATTGE AAGTGCGCCC
CATTGTATCT GTCCGATGRG
GTATGCARCT ARGCTGAAGA
TGGACAAGAN RATGAAGGRG
GAAACTGAGA CTATGTGCCT
GCARGTCGCT GTTTACCAGG
TCTATCACCA AGCCARATARAG
GACACCACCC CTTTTATGTT
CTCTACCARC TGGGCCGACG
TATGCAGCTC TGACGITATG
AGAAAGARGT ATTTGARACC
GACCATCTAC CACGAGAAGA
CTGTATTTCA CTTACGTGGC
ATAGTTAGTT GCGRCGGGTR
CCTGTATGGG AAGCCTTCAG
TCTTGTGCTG CAARGTGACA

CCCGTGTGCA CGTATGTGCC

27



FI1G. 7 CONT.
1751 AGCTACATTG
1801 CGGACGACGC
1851 AACGGTCGCA
1901 CGTAGTGGCC
1951 AAGARGATGA
2001 TGTTGTTGGG
2051 GGATACCCAA
2101 TGCCCAGGAT
2151 AGGARAATGT
2201 GGACGTACAR
2251 AAGCCGAGGA
2301 GAGCCCACTC

_ 2351 CGGCTCAGTG
2401 GCGAGGACAA
2451 AAGAGTGAARA
2501 GATARCACAC
2551 GTAAAGTAGT
2601 GCTCTGAGTG
2651 CAGGTACCTG
2701 AAGAATATTA
2751 TACGACATCG
2801 AGGGCTCACA
2851 AGAGTCTGAG
2901 GTGTATGGCG
2951 CACCAAAAAA
3001 TTATAAGGGA
3051 GTGGACTCAG
3101 TATTGACGAA
3151 CCATTATAAG
3201 GGTTTTTTTA
3251 CACACAAGTC
3301 CTTCGGTCGT
3351 CCGAAAGAGA
3401 GCAGGACGAT
3451 ARATAGATTA
3501 CTGACCCGTA
3551 TCTGTACGCA
3601 AGGACCGCAT
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TGTGARCCARA

GCAAAAACTG

CCCAGAGAAA

CAGGCATTTG

AAGGCCACTA

CTTTTAGAAG

ACCATCATCA

AGGCAGTAAC

TAGAGGAGCA

GAAGCTAAGT

GTTGCGCGCA

TGGAAGCCGA

GAGACACCTC

GATCGGCTCT

ARTTATCTTG

TCTGGCCGAA

GGTGCCAGAG

AAAGTGCCAC

CACCATATTG

CAARAACTGTC

ACAGGAAACA

GGCGAGCTGG

ARCACGACCA

TGCCAGGATC

GATCTAGTGG

CGTCAAGAAA

TGCTCTTGAA

GCTTTTGCTT

ACCTARAAAG

ACATGATGTG

TTCCACAAAA

CTCAACCTTG

CTAAGATTGT

CTCATTCTCA

CAAAGGCAAC

AAGGTGTGTA

CCCACCTCAG

CGTGTGGAAA

TGACTGGCAT
CTGGTTGGGC
CACCAATACC
CTAGGTGGGC
GGACTACGAG
GCACAARGATA
RAGTGAACAG
ACATTGGAGA
CARGGAGCCG
GCGCAGCCGA
GCTCTACCAC
TGTCGACTTG
GTGGCTTGAT
TACGCTGTGC
CATCCACCCT
AAGGGCGTTA
GGACATGCAA
CATTGTGTAC
CCRACACATGG
AAGCCCAGCG
GTGCGTCAAG
TGGATCCTCC
GCCGCTCCTT
AGGCAAGTCT
TGAGCGCCAA
ATGAAAGGGC
TGGATGCAAA
GTCATGCAGG
GCAGTGCTCT
CCTGAAAGTG
GCATCTCTCG
TTTTACGACA
GATTGACACT
CTTGTTTCAG
GAAATAATGA
TGCCGTTCGG
AACATGTGAA

ACACTAGCCG

28

ACTGGCAACA
TCAACCAGCG
ATGARAAATT
AAAGGAATAT
ATAGACAGTT
ACATCTATTT
CGATTTCCAC
TCGGGCTGAG
TCACCTCTCA
TGAGGCTAAG
CTTTGGCAGC
ATGTTACAAG
AAAGGTTACC
TTTCTCCGCA
CTCGCTGAAC
TGCCGTGGAA
TACCCGTCCA
AACGAACGTG
AGGAGCGCTG
AGCACGACGG
AAAGAACTAG
CTTCCATGAA
ACCAAGTACC
GGCATCATTA
GAAAGAAAAC
TGGACGTCAA
CACCCCGTAG
TACTCTCAGA
GCGGGGATCC
CATTTTAACC
CCGTTGCACT
AAAARATGAG
ACCGGCAGTA
AGGGTGGGTG
CGGCAGCTGC
TACAAGGTGA
CGTCCTACTG

GCGACCCATG

GATGTCAGTG
TATAGTCGTC
ACCTTTTGCC
AAGGAAGATC
AGTCATGGGG
ATAAGCGCCC
TCATTCGTGC
AACAAGAATC
TTACCGCCGA
GAGGTGCGTG
TGATGTTGAG
AGGCTGGGGC
AGCTACGCTG
GGCTGTACTC
AAGTCATAGT
CCATACCATG
GGACTTTCAA
AGTTCGTAAA
AACACTGATG
CGAATACCTG
TCACTGGGCT
TTCGCCTACG
AACCATAGGG
AAAGCGCAGT
TGTGCAGAAA
TGCCAGAACT
AGACCCTGTA
GCGCTCATAG
CAAACAGTGC
ACGAGATTTG
AA%TCTGTGA
AACGACGAAT
CCAAACCTAA
AAGCAGTTGC
CTCTCAAGGG
ATGAARATCC
ACCCGCACGG

GATARRAACA



FiG. 7 CONT.
3651 CTGACTGCCA
3701  AGCAGAGCAT
3751  CCGACGTCTT
3801 CCGGTGCTGA
3851 TGTGGATTAT
3901 ACCAACTATG
3951 TCTGCACCCA
4001 CCCGTCGCCT
4051 CTCGCAGGTA
4101 GACATGAACA
4151 ACCTGTAAAC
4201 ACCCACAGAG
4251 GTCCTGGTGG
4301 GTTGTCAGAC
4351 TCCCAGGTGA
4401 CCATATAAAT
4451 TAGCATGTTG
4501 GTGTCAGCAT
4551 GGTGCTATAG
4601 CTCACTTGAR
4651 AGGCCCGTAC
4701 TATACAGGTT
4751 GGTGCGAGGG
4801 CTAACAGCAA
4851 AAGTTCCCGG
4901 ACTGGTCAAA
4951 TCAACAAAGT
5001 GAGTCCATCG
5051 TCCACTGTTG
5101 AATCATTGAA
5151 GCCATATACT
5201 GGCTAGGAGA
5251 TGACAGAACC
5301 GCTGGAAGGA
5351 GGAAGGGACC
5401 CCATGTGGCC
5451 CTCGGAGAAA
5501 GGAAGCCTCC
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AGTACCCTGG
GATGCCATCA
CCAGAATAAG
AGACCGCTGG
TTTGAARCGG
CGTGAGGTTC
CTGTTCCGTT
ARCATGTACG
CCCACAACTG
CTGGTACACT
AGAAGACTGC
TGACTTTTCT
TCGGGGAARA
CGGCCTGAGG
TGTGCCCARA
ACCATCACTA
ACCAAGAARG
AGGTTATGGT
CGCGGCAGTT
GAGACGGAAG
GCACAATCCT
CCAGACTCCA
GATATTGCCA
AGGACAACCT
ARAGCTTCGA
GGTGCAGCTA
TTCGGAGGTT
CTAAGATTGT
TCCACCGGCA
CCATTTGCTG
GCAGGGACAA
GAAGCAGTGG
TGATGCAGAG
AGGGCTACAG
AAGTTTCACC
CGTTGCAACG
GCATGAGCAG

ACACCACCTA

GAATTTCACT
TGAGGCACAT
GCAAACGTGT
CATAGACATG
ACAAAGCTCA
TTTGGACTCG
ATCCATTAGG
GGCTGAATAA
CCTCGGGCAG
GCGCAATTAT
CTCATGCTTT
TCATTCGTCA
GTTGTCCGTC
CTACCTTCAG
TATGACATAA
TCAGCAGTGT
CTTGTCTGCA
TACGCTGACA
CAAGTTTTCC
TTCTGTTTGT
TACAAGCTTT
CGAAGCCGGA
CGGCCACCGA
GGCGGAGGGG
TTTACAGCCG
AACATATCAT
GAAGGTGACA
CAACGATAAC
TCTTTTCCGG
ACAGCTTTAG
GARATGGGAA
AGGAGATATG
CTGGTGAGGG
CACAAGCGAT
AGGCGGCCAA
GAGGCCAATG
TATTAGGTCG

GCACGCTGCC

29

GCCACGATAG
CTTGGAGAGA
GTTGGGCCAA
ACCACTGAAC
CTCAGCARGAG
ATCTGGACTC
AATAATCACT
AGAAGTGGTC
TTGCCACTGG
GATCCGCGCA
AGTCCTCCAC
GCAAATTGAA
CCAGGCAAAA
AGCTCGGCTG
TATTTGTTAA
GAAGACCATG
TC?GAATCCC
GGGCCAGCGA
CGGGTATGCA
ATTCATTGGG
CATCAACCTT
TGTGCACCCT
AGGAGTGATT
TGTGCGGAGC
ATCGAAGTAG
TCATGCCGTA
AACAGTTGGC
AATTACAAGT
GAACARAGAT
ACACCACTGA
ATGACTCTCA
CATATCCGAC
TGCATCCGAA
GGCARARACTT
GGATATAGCA
AGCAGGTATG
AAATGCCCCG

TTGCTTGTGC

AGGAGTGGCA
CCGGACCCTA
GGCTTTAGTG
AATGGAACAC
ATAGTATTGA
CGGTCTATTT
GGGATAACTC
CGTCAGCTCT
AAGAGTCTAT
TAAACCTAGT
CATAATGAAC
GGGCAGAACT
TGGTTGACTG
GATTTAGGCA
TGTGAGGACC
CCATTAAGCT
GGCGGAACCT
AAGCATCATT
ARCCGARATC
TACGATCGCA
GACCAACATT
CATATCATGT
ATAARTGCTG
GCTGTATAAG
GAAAAGCGCG
GGACCAAACT
AGAGGCTTAT
CAGTAGCGAT
CGACTAACCC
TGCAGATGTA
AGGAAGCAGT
GACTCTTCAG
GAGTTCTTTG
TCTCATATTT
GAAATTAATG
CATGTATATC
TCGAAGAGTC

ATCCATGCCA



F1G. 7 CONT.
5551 TGACTCCAGA
5601 ACTGTGTGCT
5651 GAAGATCCAA
5701 ATATTCATCC
5751 CCGGAGCCAT
5801 ACCACTTATA
5851 TCATCGRAGA
5901 ACCCACCAGG
5951 ATCTAGCTCA
6001 GTTTATCCAT
6051 ACGTCAGCCG
6101 GCGACCGGTG
6151 CTCCGCGCAC
6201 ACCAGCCTAG
6251 GGAGCTCGAG
6301 GAACCAGCCT
6351 GAGGAGTTTG
6401 TGCATACATC
6451 CAGTAAGGCA
6501 GAGATTTCGT
6551 CAAGAARATTA
6601 CCAGGAAGGT
6651 GGCCTAGGGC
6701 CCTGCATCCT
6751 GCCCCAAGGT
6801 CCGACTGTGG
6851 CATGGTTGAC
6901 CAAAGCTGCG
6951 CGATCGGCAG
7001 AGCTGCCACA
7051 TATTGGATTC
7101 AATAATGAAT
7151 AGARARACGTG
7201 CTCTTTTTGC
7251 GACAGGTTTG
7301 AARACATACT
7351 CGCTAGCAAC
7401 TTAARTGCGG
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ARGAGTACAG
CATCCTTTCC
TGCTCCCAGC
AAGGAAGTAT
CGGCRGAGAA
ACCGAGGATG
GGAAGAAGAG
TGCTGCAAGT
TCCTGGTCCA
ACTTGACACC
AGACTAACTC
CCTGCGCCTC
AAGAACACCG
TTTCCACCCC
GCGCTTACCC
GGTCTCCAAC
AGGCGTTCGT
TTTTCCTCCG
ARCGGTGCTA
ATGCCCCGCG
CAGTTAAATC
GGAGAACATG
ATTATTTGAA
GTTCCTTTGT
CGCAGTGGAA
CTTCTTACTG
GGAGCTTCAT
CAGCTTTCCA
TGCCTTCAGC
ARAAGAAATT
GGCGGCCTTT
ATTGGGARAC
GTAAATTACA
GAAGACACAT
TAATGGACTT
GAAGRACGGC
AGCGTATCTG

TCCTGCTTCC

CGCCTARAAAG
ATTGCCGAAG
CTATATTGTT
CICGTGGAAA
CCAATCCACA
AGACCAGGAC
GATAGCATAA
CGAGGCAGAC
TTCCTCATGC
CTGGAGGGAG
TTACTTCGCA
GAACAGTATT
TCACTTGCAC
GCCAGGCGTG
CGTCACGCAC
CCGCCAGGCG
AGCACARCAA
ACACCGGTCA
TCCGAAGTGG
CCTCGRCCAA
CCACACCTGC
AAAGCCATAA
GGCAGAAGGA
ATTCATCTAG
GCCTGTAACG
TATTATTCCA
GCTGCTTAGA
ARGAAACACT
GATCCAGAAC
GCAATGTCAC
AATGTGGAAT
GTTTAAAGAA
TTACCAAATT
AATTTGAATA
AAAGAGAGAC
CCAAGGTACA
TGCGGAATCC

GAACATTCAT

30

CCTCACGTCC
TATAGAATCA
CTCACCGAAA
CACCACCGGT
GAGGGGACAC
TAGAACGCCT
GTTTGCTGTC
ATTCACGGGC
ATCCGACTTT
CTAGCGTGAC
AAGAGTATGG
CAGGAACCCT
_CCAQFAGGGC
AATAGGGTGA
TCCTAGCAGG
TAAATAGGGT
CAATGACGGT
AGGGCATTTA
TGTTGGAGAG
GAARRAGAAG
TAACAGAAGC
CAGCTAGACG
AAAGTGGAGT
TGTGAACCGT
CCATGTTGAA
GAGTACGATG
CACTGCCAGT
CCTATTTGGA
ACGCTCCRGA
GCARATGAGA
GCTTCAAGRA
AACCCCATCA
AAAAGGACCA
TGTTGCAGGA
GTGARAGTGA
GGTGATCCAG
ACCGAGAGCT

ACACTGTTTG

AGAACABATT

CTGGTGTGCA

_GTGCCTGCGT

AGACGAGACT
CTGRACARCC
GAGCCGATCA
AGATGGCCCG
CGCCCTCTGT
GATGTGGACA
CAGCGGGGCA
AGTTTCTGGC
CCACATCCCG
CTGCTCGAGA
TCACTAGAGA
TCGGTCTCGA
GATTACAAGA
TTGATGCGGG
CAACAAAART
GACCGAATTG
AATTACTACG
AGATACCAGT
TATTCTGCAA
GCTACCGAAC
GCCTTtTCAA
AGAGAACTTT
CCTATTTGGA
TTTTGCCCTG
ACCCACAATA
RCGTCCTGGC
GAATTGCCCG
ATATGCGTGT
GGCTTACTGA
AAAGCTGCTG
CATACCAATG
CTCCAGGAAC
GCTGCCGATC
GGTTAGGAGA

ATATGTCGGC



FiG. 7 CONT.

7451

7501

7551

7601

7651

7701

7751

7801

7851

7901

7951

8001

8051

8101

8151

8201

8251

€301

8351

8401

8451

8501

8551

8601

8651

8701

8751

g801

8851

8901

8951

9001

9051

9101

9151

9201

9251

9301

TGARGACTTT

TTCTGGARARC

GCTCTGACCG

GTTGACGCTG

CCACTAAAAC

CTCRCACTGT

GTTGAGAGAR

ACAATATCGT

GCCACCTGGT

GAAAGCGCCE

GCACAGCGTG

AARCCTCTGG

GCATGARGAG

GCARAGGCAGT

ATGGCCATGA
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GACGCTATTA
TGACATCGCG
CGTTARTGAT
BTTGAGGCGG
TAAATTTAAA
TTGTGRACAC
CGGCTRACCG
GARAGGAGTC

TGAATATGGA

TRAGCCGAGCA
TCGTTTGATA
TCTGGARAGAC
CTTTCGGCGA
T1CGGAG¢CA
BGTCATTARAC
GRTCACCATG
ARATCGGACA

AGTCAAGATT

CTTCCEGCC+
ARAGTGAGGA
TTAGGTGTGG
ARTTTCATCA
TGATGAARTC
ATTGTAATCG
TGCAGCATTC
ARTTAATGGC

ATAGATGCTG

GGGGATTGTG

CGACGCCATG

ACGCRGAGCT

ATACATTTGC

TGGARTGTTC

CAAGCAGAGT

ATTGGAGATG

AGRCAGGTGC

TGGTGGGCGA

TATTTCTGTG
CCGTGTGGCA
CAGCRGRCGA
TCRACACGCT
RAGAATCAAGG

CTACTCTAGC

1promotor 263

AGgGGCCCCT
CTAGTCCGCC

TGCCCTATCG

ATAACTCTCT

AAGATGTTCC

CAACCCGTTC

GAGGGTTTAT

GACCCCCTAA

TGAARCATGAT

GGAACCGAGT

TATGRRACCG

TAGCAGTGTT

ACGGCTRACC

CGTTCCRGCC

GCGGCCCCGC

ACCGACCCTT
TAACCTGACG
CTAAGARACC
GGGARGAAGA
TAATCCGAAG
GCARGAGACH
ATCATGTTGG
GTTATTCAGG
CCGCGCTTAA
GTGCCACAGA
CCAAGGCTAT
GTTTCACGGT
ATTCTGGATA
TGAAGGATCT
TTACCGTGAR
ACCATGTGTC
TTGCTACGAC
TRACTCTCTA
agatgtcact

tgtgctcaac

TTCTGGCGAT
TTCAAGCAAC
GAAGARGGAG
AGARGARCCA
GCACRGAATG
GCGCATGGTC
AAGGGAAGAT
CCGATGCATG
GACGARAGARA
ACATGCGGGC
TACAGCTGGC
SCCGAAHGGR
ACCAGGGACG

AGGACAGCCC

GCAGGTGCAG

GCCGGGACGC

GCCTCGCARAR

AGGGAAGAAG

GARACARGAA

ATGARATTGG

RAACGGCTAC

TGGAAGGCAA

GCATCCARAT

CGATRCATTC

ATCATGGAGC

GTTGGGGCCA

GGTGGTCGCT

TTTCRAGTCGT

TTTGTGTGAC
ARAGGCTGTT
GATGACRGGA
GGGTATTCTT
TAGGAACTTC
BRARATCATTCA
TGAATGGACT
RATGTATCCG
GCAGGCCCTG
GRATTRACCC
GCCACCTGAG
RACAGRARGG
AAGGCTAAGA
GARGACCAAC
BATCTGACAA
GCTTGTGTGGE
GATCGACAAC
RCGATCTTGA
ARATACRCCC
AGTCCRATAT
AGGGAGRCAG
ATTGTGCTGG

CATGTGGRAC

GTATACTCCG
TGCTCGCCAR
AGRRARCCAG
CGGCTAACCT
agtgaccacc

caccaatttg

GAGARCTGCG
TGTGACGTTC
CAGRGACTTT
GAATGGACTA
atgtgtctge

ctacgacaga

31

BAGCAATGGTG
CCATGTGCTC
GGCCATGCTC
Cgacatagtc
tecgecaatgt

aaaccagcag

TCCGTGACCG
TAAGCTTGGC
GRAGGGCATT
TCAGAGCTGT
CATCATAGTT
GCTACCTGRG
ACGACATAGT
ATGCAGCCARA
GTTCCCCRGAR
GCTCGATGGC
GGGCCATCCG
GGGAGGCCAR
CAGGGCCGCC
BAGARACCAG
GACGTTCCCA
TCGGAGGGAR
GACGTTCTGG
GTRTGCAGAT
ATGAGAARNCC
GRARATGGGC
CGGACGACCC
GRGGTGTGAA
GRGRAGGGAG
ACTAGTGACC
ARCCACCART
2681
AGCGTTCCTA
tagtccgcca
gacgttceca

agactttgge



FIG. 7 CONT.
9351 catgctcage
9401 cagctgttaa
9451 aatgagtata
8501 agttgggagc
9551 ggcacgacgg
9601 tcctccggea
9651 cattaaagag
9701 gtcacattgt
9751 ggggactcca
9801 ctcggtgceg
9851 ctcatcccce
9901 gatgcacaga
9951 agtggacagc

10001 ctcctgatgg
10051 atctccgaga
10101 ggagcagtgc
10151 ctgacaaact
10201 gtcccattct
10251 acctatgata
10301 agaatcccac
10351 acgcacgagc
10401 aaaagggtgg
10451 cacaggaaac
10501 actcattatt
10551 ttgtgcegee
10601 gcagatctag
10651 aggataccat
i0701 cgagaccacc
10751 tgttctggat
10801 cgcctgetca
10851 cgcegeagge
10901 cgggaatctc
10951 cctatcagca
11001 ggagtacgtc
11051 aatgctgcgg
11101 tgcaaagtct
11151 cttttgcgac
11201 ctgacgactg
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gttaacgttg
gtgcceccgga
agctaacgcg
tgccatagtc
ttatgttaga
acttaaagqgg
ataccactac
ggatgggcac
tcaccatgga
tatgaagtga
agaacacgga
acagaggagc
agtttggttt
gactagcgcece
ccatcaacaa
agagcatatce
gcccaaagca
tgctggcaga
accttcggtt
atatctaatc
tcatatctga
gagtttgtat
agcacccgga
accacagata
attgcaaccg
agttgcgtge
tttgtctgge
tgggagtcct
tcaattgctg
ggtgcgtgtg
gececggegect
gtataacact
taacaccaac
acctgccact
atctcaggaa
tcacaggggt
actgagaaca

ccttgeggat

acaacccggg
aggaaaagga
cccttacatg
caatagcaat
cttcagactt
caggaccatg
atcaagtgtc
ggttatttcc
atttaagaaa
aatttaatcc
gtagagcaag
ttatgtcgag
ccttgagecgg
ctggtggaat
gacaaaacag
ggctgcagaa
gcgggagcca
cggcaaatgce
tcagatcagt
acccgccaac
accagctgtt
ggggaaacca
aatccacatg
ccectatgtcee
tttccgttge
ctaactcctt
tgtgctttgce
tggatcacct
atccctctgg
ctgtgtcgtg
acgagcacgc
atagtcaaca
aaagatcaag
acaaaacagg
tgcactccaa
ttaccegtte
cccaagtcag

catgctgaag

32

ctacgatgag
gatccaccga
gccagatgca
cgaggcagta
cctcgcagta
cggtatgaca
actctataca
tgcttgccag
gattccgtca
tgtaggcaga
cgtgccaagt
atgcacctcc
cagttcagtc
gcgagtgtgg
ttcagcecagt
cgataagtgg
ccttaaaagg
accgtgccte
gtcactgaaa
ttgctgatga
aggaatttta
cccgccgaaa
ggctaccgeca
accatcctgg
agcgtctacc
accggctaac
tgcgecccgea
atggaacaat
ccgeccttgat
ccttttttag
gaccacgatg
gagcaggcta
ctgataccta
aatggattca
cttacaggcce
atgtggggtg
caaggcctac

catataaagc

ctgctggaag
ggagctgttt
tcagatgtgc
aagagcgacg
tggcctggat
tgcacgggac
tctegeccegt
gtgcccggcea
gacactcctg
gaactctata
ctacgcacat
cgggctcaga
accgtgacac
cggcacaaag
gcacaaagaa
gtgtataatt
aaaactgcat
tagcaccaga
ctgcacccta
gcctcactac
ccgtcaccga
aggttttggg
cgaggtgata
gtttgtcaat
tggctgtttt
acctaacgct
ctgcccggge
aaccaacaga
cgtagtgact
tcatggccgg
ccgagccaag
cgcaccactc
cagtgaactt
ccagccatca
tgatgaacag
gtgcatattg
gtaatgaaat

gcacacagcc
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FiG. 7 CONT.

11251 tcagtgcagg cgttcctcaa catcacagtg ggagaacact ctattgtgac
11301 taccgtgtat gtgaatggag aaactcctgt gaatttcaat ggggtcaaaa
11351 taactgcagg tccgctttcc acagcttgga caccctttga tcgcaaaatc
11401 gtgcagtatg ccggggagat ctataattat gattttcctg agtatgggge
11451 aggacaacca ggagcatttg gagatataca atccagaaca gtctcaagcet
11501 ctgatctgta tgccaatacc aacctagtge tgcagagacc caaagcagga
11551 gcgatccacg tgccatacac tcaggcacct tcgggttttg agcaatggaa
11601 gaaagataaa gctccatcat tgaaatttac cgccccttic ggatgcgaaa
11651 tatatacaaa ccccattcge gecgaaaact gtgctgtagg gtcaatteca
11701 ttagcctttg acattcoccga cgcctigttc accagggtgt cagaaacacc
11751 gacactttca gcggcocgaat gcactckttaa cgagtgcegtg tattcttecg
11801 actttggtgg gatcgeccacg gtcaagtact cggoccagcaa gtcaggcaag
11851 tgcgcagtcc atgtgccatc agggactgct accctaaaag aagcagcagt
11901 cgagctaacc gagcaagggt cggcgactat ccatttctcg accgcaaata
11951 tccacccgga gttcagqctc caaatatgca catcatatgt tacgtgcaaa
12001 ggtgattgtc accccccgaa agaccatatt gtgacacacc ctcagtatca
12051 cgcccaaaca tttacagoccg cggTGTCAARA AACCGCGTGG ACGTGGTTAA
12101 CATCCCTGCT GGGAGGATCA GCCGTAATTA TTATAATTGG CTTGGTGCTG
12151 GCTACTATTG TGGCCATGTA CGTGCTGACC AACCAGARAC ATAATTGAAT
12201 ACAGCAGCAA TTGGCAAGCT GCTTACATAG AACTCGCGGC GATTGGCATG
12251 CCGCCTTAAA ATTTTTATTT TATTTTTTCT TTTCTTTTCC GAATCGGATT
1 final de la secuencia de TC-83
12301 TTGTTTTTAAR TATTTCAAAA AAAARAAAAR AAAAARAGGG TACGCGGCCG
12351 CCACTGTGCT GGATATCTGC AGAATTCCAC CACACTGGAC TAGTGGATCA
12401 GCTTAAGTTT AAACCGCTGA TCAGCCTCGA CTGTGCCTTC TAGTTGCCAG
12451 CCATCTGTTG TTTGCCCCTC CCCCGTGCCT TCCTTGACCC TGGRAGGTGC
1 siho de Poli (4)
12501 CACTCCCACT GTCCTTTCCT AATAAAATGA GGAAATTGCA TCGCATTGTC

12551 TGAGTAGGTG TCATTCTATT CTGGGGGGTG GGGTGGGGCA GGAC

33



FiG. 8:

51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601

651

701

751

801

851

801

951
1001
1051
1101
1151
1201
1251
1301
1351
1401
1451
1501
1551
1601
1651
1701

1751
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FRAGMENTO DFE LA SECUENCIA DE ADNi DE
pCMV_YF17D

ACARGGCAAG GCTTGACCGAR CAATTGCATG AAGARATCTGC TTAGGGTTAG
GCGTTTTGCG CTGCTTCGCG ATGTACGGGC CAGATATACG CGTGGCGCGC
L IMICIO DEL FROMOTOR CMV
CTGACATTGA TTATTGACTA GTTATTAATA GTAATCAATT ACGGGGTCAT
TAGTTCATAG CCCATATATG GAGTTCCGCG TTRCATAACT TACGGTARAT
GGCCCGCCTG GCTGACCGCC CRACGACCCC CGCCCATTGA CGTCAATAAT
GACGTATGTT CCCATAGTAA CGCéAATAGG GACTTTCCAT TGACGTCAAT
GGGTGGAGTA TTTACGGTAA ACTGCCCACT TGGCAGTACA TCAAGTGTAT
CATATGCCAA GTACGCCCCC TATTGACGTC AATGACGGTA AATGGCCCGC
CTGGCATTAT GCCCAGTACA TGACCTTATG GGACTTTCCT ACTTGGCAGT
ACATCTACGT ATTAGTCATC GCTATTACCA TGGTGARTGCG GTTTTGGCAG
TACATCAATG GGCGTGGATA GCGGTTTGAC TCACGGGGAT TTCCAAGTCT
CCACCCCATT GACGTCAATG GGAGTTTGTT TTGGCACCAR AATCARACGGG
ACTTTCCAAR ATGTCGTAAC AACTCCGCCC CATTGRCGCA AATGGGCGGT

| FIAL DEL PEOMOTOR. ChIV
AGGCGTGTAC GGTGGGACGT CTATATAAGC AGAGCTCTCT GGCTAACTAG

{ inicio del ADIi de YF 17D
AGAGTAARATC CTGTGTGCTA ATTGAGGTGC ATTGGTCTGC AAATCGAGTT

GCTAGGCARAT ARARCACATTT GGATTAATTT TAATCGTTCG TTGAGCGATT
AGCAGAGRAC TGACCAGAAC ATGTCTGGTC GTAAAGCTCA GGGRAAMACC
CTGGGCGICA ATATGGTACG ACGAGGAGTT CGCTCCTTGT CAARCARAAT
BARAARCAARAR ACBAARCAAR TTGGAAACAG ACCTGGACCT TCAAGAGGTG
TTCAAGGRTT TATCTTTTTC TTTTIGTTCA ACATTTTGAC TGGAARRAAG
ATCACAGCCC ACCTARAGAG GTTGTGGAAA ATGCTGGACC CARGACAAGG
CTTGGCTGTT CTAAGGAAAG TCAARGAGAGT GGTGGCCAGT TTGATGAGAG
GATTGTCCTC AAGGARACGC CGTTCCCATG ATGTTCTGAC TGTGCAATTC
CTRATTTTGG GAATGCTGTT GATGACGGGT GGAGTGACCT TGGTGCGGAA
AARCAGATGG TTGCTCCTAR ATGTGACATC TGAGGACCTC GGGRAARCAT
TCTCTGTGGG CACAGGCAAC TGCACARCAA ACATTTTGGA AGCCAAGTAC
TGGTGCCCAG ACTCAATGGA ATACAACTGT CCCAATCTCA GTCCAAGAGA
GGAGCCAGAT GACATTGATT GCTGGTGCTRA TGGGGTGGAA AACCTTAGAG
TCGCATATGG TAAGTGTGAC TCAGCAGGCA GGTCTAGGAG GTCAAGAARGG
GCCATTGACT TGCCTACGCA TGARRACCAT GGTTTGAARGA CCCGGCARAGA
BARARTGGATG ACTGGAAGAA TGGGTGAARG GCARRCTCCAA ARGATTGAGA
GATGGTTCGT GAGGAACCCC TTTTTTGCAG TGARCGGCTCT GACCATTGCC
TACCTTGTGG GRAGCAACAT GACGCAACGA GTCGTGATTG CCCTACTGGT
CTTGGCTGTT GGTCCGGCCT ACTCAGCTCA CTGCATTGGA ATTACTGACA
GGGATTTCAT TGAGGGGGTG CATGGAGGAR CTTGGGTTTC AGCTACCCTG

GAGCAAGRCA AGTGTGTCAC TGTTATGGCC CCTGRCAAGC CTTCATTGGA

34



FiG. 8 CONT.
1801 CATCTCACTA
1851 TGTGTTACAA
1901 AGCACTGGAG
1951 CARGCGCACT
2001 GGARAGGGAG
2051 AGTTTGTTTG
2101 ATTGCATGTA
2151 TCAAGTTTGA
2201 GGARRAGCTA
2251 CAGTTACATC
2301 GGGCCCAGGA
2351 AGAGAGATGC
2401 CAGAGTACTG
2451 CTGGCGCAAT
2501 CTACATGGTG
2551 CAAGGGGACA
2601 ACCCAACTGA
2651 AARGGAGCCC
2701 GGCAATCAAT
2751 ATGATGATGA
2801 ATTATCGTTG
2851 GGGAAGCTCA
2901 GCCTGGCCGT
2951 TTCTTCACTT
3001 TCAGGGGCTA
3051 CGGTACTTAT
3101 AGCATGATCT
3151 GGCGGATCAA
3201 GAGATGGTAT
3251 TCATACTATC
3301 TTTTGAAGAA
3351 AGATGTGGAG
3401 GAGGTGGACA
3451 AGGAACTCAT
3501 AGACTTGGGG
3551 TTCATCATAG
3601 CTGGAATTCT
3651 GCGTGTACAT
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GAGACAGTAG

TGCAGTTCTC

AGGCCCACCT

TATTCTGATA

CATTGTGGCA

AGGTTGATCA

GGGGCCAARGC

TGCCCTGTCA

CACTGGAATG

GCTGAGATGG

CTTGACCCTG

ATCATCTTGT

GCCCTGGGAA

GAGGGTTACA

GACATGTTTC

TCCTACAAAA

CACTGGCCAT

CCTGCAGGAT

AAAGGCATTT

AGTGCTGATT

GGAGAGGAGA

ATAGGAAAGT

CATGGGAGAC

CGGTTGGGAAR

TTTGGCGGCT

ATGGGTTGGC

TGGTAGGAGT

GGATGCGCCA

CTTCATATTT

CAGAAGATCC

GGGAAGTGTG

AAGCAGGGCA

TTTCTGTTGT

CCATTTTCCA

TAAGARCCTT

ATGGAARRGTC

TTCCAGATAG

GGACGCAGTC

CCATTGATAG
ACTCATGTGA
AGCTGAAGAG
GAGGCTGGGG
TGCGCCAAAT
GACCAAAATT
AGGAAAATTG
GGCTCCCAGG
CCAGGTGCAA
AAACAGAGAG
CCATGGCAGA
CGAATTTGAA
ACCAGGAAGG
AAGGACACAA
TTGCAGAGTG
TATGCACTGA
GGCACTGTTG
TCCAGTGATA
TGGTTACAGT
GAGGTGAACC
TTCACGTCTC
TGTTCACTCA
ACCGCCTGGG
AGGAATTCAT
TGAACTGGAT
ATCAACACAA
GATCATGATG
TCRACTTTGG
AGAGACTCTG
TGTGAAGCTT
GCCTAAATTC
GATGAGATCA
CGTGCAGGAT
GAATTCGGGA
GTGTTCTCCC
CAGGAAAGAA
AGGAGTTTGG

TTTGAATACA

35

ACCTGCTGAG
AGATTAATGA
AACGARGGGG
CAATGGCTGT
TCACTTGTGC
CAGTATGTCA
GAATACCGAC
AAGTCGAGTT
ACTGCGGTGG
CTGGATAGTG
GTGGAAGTGG
CCTCCGCATG
CTCCTTGAAA
ATGACAACAA
ARATTGTCAG
CAARRTGTTT
TGATGCAGGT
GTAGCTGATG
TARCCCCATC
CACCTTTTGG
ACTTACCAGT
GACCATGARAA
ATTTCAGCTC
ACGGTGTTTG
AACARAGGTC
GAAACATGAC
TTTTTGTCTC
CAAGAGAGAG
ATGACTGGCT
GCATCAATAG
AGTTGACTCC
ATGCCATTTT
CCRAAGAATG
TGGTCTGCAG
CAGGGAGGAA
TGCCCGTTTT
GACGGGAGTG

CCATAGACTG

GTGAGGAARG
CAAGTGCCCC
ACAATGCGTG
GGCCTATTTG
CAAATCCATG
TCAGAGCACA
ATTAAGACTC
CATTGGGTAT
ACTTTGGTAA‘
GACAGACAGT
CGGGGTGTGG
CCGCCACTAT
ACAGCTCTTA
éCTTTACAAA
CTTTGACACT
TTTGTCAAGA
GAAAGTGTCA
ATCTTACAGC
GCCTCAACCA
AGACAGCTAC
GGCACAAAGA
GGCGTGGAAC
CGCTGGAGGG
GCTCTGCCTT
ATCATGGGGG
AATGTCCATG
TAGGAGTTGG
CTCAAGTGCG
GAACAAGTAC
TGAAAGCCTC
CTTGAGCATG
TGAGGAARAC
TTTACCAGAG
TATGGTTGGA
GAATGGAAGC
CARACCGGGT
TTCACCACAC

CGATGGATCT



F1G. 8 CONT.
3701 ATCTTGGGTG
3751 ATTTTGGATG
3801 TGGAGGCATT
3851 GGAACATCAG
3901 CCCAGTTAGC
3951 GACCTTGGAT
4001 ACTAGCGTGA
4051 ATCCACCACG
4101 GCRCAATGCC
4151 ATGGARATTA
4201 GGTTACAGCT
4251 TGATAGCARAT
4301 TTGGTTGGAG
4351 TCTCCTTGAT
4401 AGATGAACAA
4451 TCARTCAGAC
4501 CCCTCGGGARA
4551 CCTTGGGTGG
4601 CTCTGCATCC
4651 CATCTTGCCC
4701 GACTTGCCGC
4751 CAGAATTTCA
4801 CACACTCACA
4851 CATTTCTGGC
4901 GCACTCGCAG
4951 GGAGATGGAG
5001 TGCTGGTTAG
5051 GGTGAAGTTT
5101 CTATGATGTG
5151 AGAAAGTGCC
5201 GCTGCCCTCC
5251 TCATGTCAGG
5301 CTCCTAAGAT
5351 ATATTCCAGT
5401 ACAGGGAGGG
5451 TTGTCAGGAA
5501 GACCTTGTCG
5551 AGAGGAAGAG
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CAGCGGTGAA
GGAAGTCATG
AGATTACAAG
TTGRAGAGAG
TCTCACAATC
GCAGGTACCA
TCATTGATGG
GATAGCGGGA
GCCTGTGAGC
GGCCAAGGAA
GGAGARATAC
GGAAGTGGTC
GAGTAGTGCT
TTGCTGAAAC
TGGAGGAGAC
CAGGGCTGCT
CGCCTTGTGC
CGTGATGGGC
TGACAATAAR
CTCATGGCTC
AATGTTCTTT
AGGACACCTC
TCTTACCTGG
AACCCGCATA
CAGCTGGTCT
AACTTCCTTG
CGTGGCTGGG
CATGGGAAGA
GCACTCAGTG
ATGGGACCAG
ATCCATTTGC
GGAGCTAGGA
CATCGAGGAA
CAACCTTCTT
GTGTTCCACA
TGGCAAGAAG
CCTATGGTGG

GTCCAGTTGA

CGGAARAAAG
AARGTAAATGG
GAGTGTGAGT
TGAAATGTTC
ATATCCCTGG
CTAGARGTGA
CAACTGTGAT
AAGTTATTCC
TTCCATGGTA
AACGCATGAA
ATGCTGTCCC
CTAAGGAARA
CTTGGGAGCA
TCACAGTGGC
GCCATGTATA
CATCGGCTTT
TGACCCTAGG
GGCCTGTGGA
TGCTGTTGCT
TGTTGACACC
TGTGCCGTGG
CATGCAGAAG
GCTTGACACA
TTTGGGCGAA
AGTGGGAGTG
GTCCGATTGC
AGGGTGGATG
GGAGGCGGAG
AACAAGGGGA
GTTGTGATGA
TCTTCTGCTG
GAAGTGGGGA
TGTGAACATC
GGGGGCCTCC
CAATGTGGCA
TTGATTCCAT
CTCATGGAAG

TCGCGGCTGT

36

AGTGCCCATG

GACATGGATG

GGCCACTGAC

ATGCCGAGAT

ATACAAGGTT

AGAGAGAAGC

GGACGGGGAA

TGAATGGTGT

GTGATGGGTG

AGCCATCTGG

TTTTGGTTTG

GACAGGGACC

ATGCTGGTCG

TGTGGGATTG

TGGCGTTGAT

GGGCTCAGGA

AGCAGCCATG

AGTATCTARA

TCTAGGAAAG

TGTCACTATG

TTATCATAGG

ACTATACCTC

ACCTTTTTTG

GGAGTATCCC

CTGGCAGGAC

AGTTGGAGGA

GGCTAGAGCT

ATCAGCGGGA

GTTCAAGCTG

CCTCGCTGGC

GTCCTTGCTG

TGTCTTGTGG

TGGAGGATGG

CAGCGAGGAG

TGTCACAAGA

CTTGGGCTTC

TTGGAAGGCA

TCCAGGAAAG

GCTCTCCAAC
ATCCACACCT
ACATACGATT
CARATCGGAGG
CAGACGAACG
TTGCCCAGGG
RATCAARCCAG
TGCCGCTCCT
TTGGTATCCC
TGCGCTCCTG
GTGAGCATGA
AAAGCAAATG
GGCAAGTAAC
CATTTCCATG
TGCTGCCTTT
CCCTATGGAG
GTGGAGATTG
TGCAGTTTCT
CATCARATAC
GCTGAGGTGA
GGTCCTTCAC
TGGTGGCCCT
GGCCTGTGTG
AGTGAATGAG
TGGCTTTTCA
CTCCTGATGA
CAAGAAGCTT
GTTCCGCCCG
CTTTCTGAAG
CTTGGTTGGG
GGTGGCTGTT
GATATTCCCA
GATTTATGGC
TGGGAGTGGC
GGAGCTTTCC
AGTAAAGGAA
GATGGGATGG

AACGTGGTCA



FiG. 8 ConT.
5601 ACGTCCAGAC
5651 GGGGCTGTCG
5701 TAACAGGAAC
5751 GTGACAACTC
5801 GGAAAGGAGG
5851 AACTGTCCTT
5901 CACAGATCTT
5951 GCCCCCACCA
6001 GGACGTGAAA
6051 AAGTCATTGA
6101 CCARCTAGGG
6151 TTTGGATCCA
6201 GGGCAAATGA
6251 AGTGATGAAT
6301 CATACCCAGT
6351 AAAGGCCCAC
6401 GCTGCCTCTT
6451 AACCTTTGAG
6501 TATTGGCCAC
6551 GTGCTGGATT
6601 GAAGGTGGCA
6651 AAAGGAGGGG
6701 TACTATTCTG
6751 GGAGGCCTCA
6801 CCCCACTCTA
6851 ATGAGACTGA
6901 TTGTGACCTG
6951 AGACGAATGA
7001 TTGAATGACA
7051 GAAGCCTCTG
7101 GTGCGCTGTC
7151 GAAGTGCTAG
7201 TGGAGAGGCA
7251 CTAGGGCTTA
7301 GTCATGCTGT
7351 TTTCATGTCT
7401 TGGCCGGCTG
7451 ATCTCCTATG
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AAAACCGAGC

CTCTTGACTA

GGAGAGGTGA

CTTCGTGTCC

AGCTCCARGA

GATTTTCATC

GGCCGAGTGC

GGGTTGTTCT

TTCCACACAC

TGCCATGTGC

TTGTTAACTG

GCTAGCATAG

AAGTGCAACA

TTCCACATTC

GAGCCCTGGA

GGCATGGTTC

TGCGTAAGGC

AGAGAATACC

TGACATAGCT

GCAGGACGGC

ATAAAAGGGC

GCGCATTGGG

AGCCTACAARG

ATGCTCTTGG

TGGCGTTGAA

GGGATGACCA

CCCGTTTGGC

TCGTAAGTGG

GCGGTGAAAC

CGCCCAAGGT

TGAATTTATT

TTGTGCTGAG

ATGGATACCA

CCGCARTGCA

TTATACTGGC

CCCARAGGCA

TGGATATCTC

TCATGCTCAT

TTGTTCAARG
TCCGAGTGGC
TTGGGCTGTA
GCCATATCCC
GATCCCGACA
CTGGAGCTGG
GCACGGAGAC
TTCTGAAATG
AGGCTTTTTC
CATGCCACCC
GGAAGTGATC
CCGCTAGAGG
ATCTTGATGA
AAATGGTGAA
ACACAGGGCA
CTTCCATCCA
TGGARAGAGT
CCACGATAAA
GARATGGGAG
TTTTAAGCCT
CACTTCGTAT
AGAAATCCCA
TGAAAATAAT
ACAACATGGA
GGAACTARAA
GAGGAAAGTC
TTTCGTGGCA
TGTTTTGAAG
AGTGAAGTGC
GGTGTGATGA
AAGTTTGCTG
TGAACTCCCT
TCAGTGTGTT
CTATCAATGA
TGGACTACTG
TCAGTAGAAT
ATGTTCCTTG

ATTCTTTGTC

37

TGAGGAATGG
ACTTCAGGAT
CGGCAATGGC
AGACTGAGGT
ATGCTAAAGA
GARAGACAAGA
GCTTGCGCAC
ARGGAGGCTT
CGCTCACGGC
TARCTTACAG
ATTATGGATG
TTGGGCAGCG
CAGCCACACC
ATAGAAGATG
TGACTGGATC
TCAGAGCTGC
GTGGTGGTCC
GCRGAAGAAR
CCARCCTTTG
GTGCTTGTGG
CTCCGCATCC
ACAGAGATGG
GCCCACCACG
GGTGAGGGGT
CACCAGTTEC
TTCAGAGARAC
AGTGGCCAAG
GCCCTGAGGA
AGGGCTCCTG
AAGGGTGTCA
AAGGTAGGAG
GATTTCCTGG
CCTCCACTCT
TGCCTGAGGC
ACATCGGGAA
GTCTATGGCG
GAGGCGTCAA

CTGATGGTGG

GGGAGAAATC
CTCCTATTGT
ATCCTTGTCG
GAAGGRAGAA
ARGGAATGAC
CGTTTCCTCC
TCTTGTGTTG
TTCACGGCCT
AGCGGGAGAG
GATGTTGGAA
AAGCCCATTT
CACAGAGCTA
GCCTGGGACT
TTCAAACGGA
CTAGCTGACA
AAATGTCATG
TGAACAGGRA
CCTGACTTTA
CGTGGAGCGA
ATGAAGGGAG
TCTGCTGCTC
AGACTCATAC
TCTGCTGGTT
GGAATGGTCG
CCCTGGTGAA
TAGTGAGGAA
GCTGGTTTGA
ACATGAGATC
GAGGAGCAAR
TCTGACCAGA
GGGAGCTGCT
CTAAARARGG
GAGGARGGCT
AATGACAATA
TGGTCATCTT
ATGGGCACAA
ACCCACTCAC

TTGTGATCCC



FiG. 8 CONT.
7501 CGAGCCAGGG
7551 TTATTGGCAT
7601 ATGCTGGAGA
7651 ATCTAGTGCT
7701 CTGCCTGGAC
7751 CACCACTGGA
7801 CCAGTCAGCC
7851 AGATGAATAT
7901 ACAGTGATGC
7951 TCTCATTTTA
8001 GGGTGTTCCA
8051 GTTGACATTG
8101 GGCTCTATAT
8151 GAACGCCCTT
8201 GGGCCGCTCA
8251 TGTCTCCATG
8301 TCATGTACRA
8351 GGARARAACTT
8401 GCGACAGTTT
8451 ATACGGCACG
8501 GTCTCCAGGG
8551 CARGCTGGRA
8601 GTTACTACGC
8651 CTTGGAAGAG
8701 GARCATCATC
8751 TGAAATGTGA
8801 GTCACAGAGG
8851 GCTGGCTTGT
8901 TGCCAGATGT
8951 ACAGTGATCA
9001 CGIGTCTGGA
9051 GCCTCCTGAT
9101 GCTGACGTCA
9151 ACCCCTGGAC
9201 AGTACATGAC
9251 CACTACTGTG
9301 GGTAAATGGT
9351 AGGTCACAAG
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CAACAAAGGT
CCTGACGCTG
AAACCARAGA
TCACCCTGGA
AGTGTACGTT
TCAAAGTCGA
TCAGTCCTTT
CTCGGTCATA
CTCTGCTCTG
CCTGGAATCA
TGGCGTTGCC
AGGAAGCTCC
CTCCTTCTTG
TTCATTGGCT
TAGRGGGAAR
ACAGGAGTCA
TCTATGGAAG
TGGGTGRAGT
GAGTTGTATA
CAGGCATTTG
GGACCGCAAA
GGTAGGGTGA
TGCTGCGCAA
ACGGCCATGA
ACCTTCAAGG
CACCCTTTTG
GGGAAAGGAC
GGGGTTGACA
TCTCGAGAAA
GGARCCCTCT
GCCCGCAGCA
GAGGAGAATG
TCCTCCCAAT

ARAGAGGCCA

CTCTTGGTTT

GCTCCTATGT

GTTATTARAA

AATGGCAATG

CCATCCAAGA
GTTTCAGCGG
GGACCTCTTT
GTTGGCCGGA
GGCATTGTTA
ATATGGCAAC
CTTTCATGGA
ATGCTGCTGG
TGGCATAGGG
AAGCGCAGCA
GAGAACCCTG
TGAAATGCCT
CTCTCAGCCT
GAAGGCATTG
CACCAGCCTT
TGAGGGGGAA
ATGAAAACTG
CTGGAAGAGG
ARAGGACCGA
GCCGAAGGGA
GTTAAGGTGG
TTGACCTGGG
ARAGGAAGTGA
GAAACCCATG
ACAAAACTGA
TGTGACATTG
CGTGAGAGTT
ACTTCTGTGT
CTGGAATTGC
CTCCAGGART
ATGTCACATT
AGGCGTCCAA
TGGGACACGC
TAGAAGAAAG
TATGACAATG
CACARRAPMACC
TTCTGACATA

ACTGACACAA

38

CAACCAAGTG
TGGCAGCCAA
GGGAAGAAGA
TCTTGACCTG
CAATGCTCTC
CTGTCTCTGT
CAAGGGGATA
TCAGTGGCTG
TGCGCCATGC
GTCAAAGCTT
TGGTTGATGG
GCCCTTTATG
AGCTTCTGTT
TCCTAGCATC
CTTTGGAATG
TCACTATGCT
GACGCCGGGG
GAACTGAATC
CATTGTGGAG
AGGTGGACAC
TTCCATGAGC
GTGTGGCCGC
GTGGGGTCAA
AATGTGCAAA
TATCCACCGC
GAGAGTCATC
CTTGATACTG
GAAGGTGTTA
TCCAAAGGAG
TCCACTCATG
TACTGTGAAC
CTGGAAAAGT
BGTGTTGAGA
GGTTGAGAGG
ACAACCCCTA
TCAGGAAGTG
TCCATGGGAC

CCCCTTTTGG

GCATACCTCA
CGRGCTAGGC
ACTTAATTCC
ARGCCAGGAG
TCCRATGTTG
CTGGAATAGC
CCATTCATGA
GAATTCAATA
TCCACTGGTC
GCACAGAGAA
GAATCCAACA
AGAAGAAACT
GCCATGTGCA
AGCTGCCTTA
GACCCATGGC
TTTGTGGGAG
GAGCGCGAAT
TGTTGGACAA
GTGGATCGTG
CGGGGTGGCG
GTGGCTATGT
GGAGGCTGGT
AGGATTTACT
GTCTGGGATG
CTAGARCCAG
ATCGTCATCG
TAGAAARATG
GCTCCATACA
GTTTGGCGGA
ARATGTACTA
CARACATCCC
GACCCTGGAG
CAGACAAGGG
ATAAAATCTG
CAGGACCTGG
CGGCGAGCAT
AGGATAGAGG

ACAGCAAAGA



FiG. 8 CONT.

9401
9451
9501
9551
9601
9651
9701
9751
9801
9851
9901
9951
10001
10051
10101
10151
10201
10251
10301
10351
10401
10451
10501
10551
10601
10651
10701
10751
10801
10851
10901
10951
11001
11051
11101
11151
11201

11251

GTGTTTAAAG

TAGGAAGATC

GAGAARRAGAA

CGAAGTCATG

GACTGCCARAT

AAGAAAGGAA

ATGATGGGGA

AAGCCGTGCC

AGGCCCTGGG

GGAGGAGGAG

AGACCTGGCT

GATGGGACAC

TTGAACTACA

AATGARCATAC

GGAAAGCCTA

CAGGTAGTGA

GATCAGAATG

ATTGTGATGA

GGATGTGACA

CCGGCCCATC

TGTCCAAGGT

AATGATTGGG

GCTGAAGGAT

TCATTGGGAG

ACAGCTTGCC

TCACARAAGG

CCACCTCATG

GGGGAGTGGA

GATAACCAAC

GAGATGTCCC

ATTGGAATGA

CCATCGTATC

CAGTCATGGA

ATCTGAARCA

GAACCGGACT

ACCGGGCTCC

TGGAGAACCG

CCCCACACGA
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AARAAGTTGA
ATGARARGTTG
CCCCAGACTG
CAGCCATTGG
GAGGCTGTCC
GCTGCACCAA
AAAGAGAGAA
ATATGGTATA
ATTCCTGAAT
TGGARGGCAT
GCAATGGATG
GCGCATCACA
TGAGCCCACA
AAGAACAAAG
CATGGATGTC
CTTATGCTCT
GCAGAAGCAG
ATCAGTTCTG
GACTGAAGAG
GATGACAGGT
TAGARAGGAC
AGAATGTGCC
GGCAGGAGGA
AGGAAGGGTG
TCAGCAAAGC
GACATGAGGC
GGTTCCACAA
TGACCACGGA
AARCCCACACA
TTATCTAACC
CCAATAGGGC
CGAACGCTGA
CAGGTATTCT
CCATCTAACA
CCCCACAACC
GCACTTAAAA
GACTCCACAC

GTTTTGCCAC

CACCAGAGCA
TCAACAGGTG
TGCACAAAGG
AGCTTACCTG
AAGACCCAAA
CAAGGCAGGT
GAAGCTGTCA
TGTGGCTGGG
GAGGACCATT
TGGCTTACAA
GTGGTGGATT
GAGGCARGACC
TCACAAAARA
TGGTGARAGT
ATAAGTCGAC
GARCACCATC
AGATGGTGAT
ACCAGGCTGG
GATGGCGGTG
TCGGCCTGGC
ATATCTGAAT
CTTCTGTTCC
TTGTGGTGCC
TCTCCAGGAA
CTATGCCAAC
TACTGTCATT
GGACGCRCAA
AGACATGCTT
TGCAGGACAA
AAGAGACAAG
CACCTGGGCC
TTGGACAGGA
GTGGATGCTG
GGAATARCCG
TGAAACCGGG
TGAAACAGAA
ATTGAGACAG

TGCTAAGCTG

39

AAGGATCCAC
GCTGTTCCGC
AAGAATTTAT
GAAGAACAAG
GTTCTGGGAA
GTCGGACTTG
GAGTTTGGGA
AGCGCGGTAT
GGGCTTCCAG
TACCTAGGAT
CTACGCGGAT
TTGATGATGA
CTGGCACAAG
GTTGAGACCA
GAGACCAGAG
ACCAACTTGA
ACATCACCAA
AGGCATGGCT
AGTGGRGACG
CCTGTCCCAT
GGCAGCCATC
CACCACTTCC
TTGCCGAGAA
ACGGCTGGAT
ATGTGGTCAC
GGCTGTTTCC
CATGGTCGAT
GAGGTGTGGA
GACAATGGTG
ACAAGCTGTG
TCCCACATCC
GAAATACACT
ACCTGCAACT
GGATACAAAC
ATATARACCA
ACCGGGATAA
ARGAAGTTGT

TGAGGCAGTG

CAGCGGGAAC

CACCTGGCCA

TGCAARAGTC

AACAGTGGAA

CTGGTGGATG

TGTGTACARC

AAGCARAGGG

CTTGAGTTTG

GGARARCTCA

ATGTGATCAG

GACACCGCTG

ACAGGAGATC

CAGTGATGGA

GCCCCAGGAG

AGGATCCGGG

AAGTCCAATT

CATGTTCAAG

CACTGAGCAC

ACTGTGTGGT

CTCAACGCCA

AAAAGGGTGG

ATGAACTACA

CAGGACGAGC

GATCARGGAA

TGATGTATTT

TCAGCTIGTTC

TCATGGGRAA

ACAGAGTATG

AAAAAATGGA

CGGATCACTG

ATTTAGTCAT

GACTACCTAA

GGGTGAGCTT

CACGGGTGGA

CGGCTGGAGA

ARACTACGGA

CAGCCCAGAA

CAGGCTGGGA



ES 2 544702 T3

AARAACCTGG TTTCTGGGAC CTCCCACCCC
TCCGCTACCA CCCTCCCACG TGGTGGTAGA
GAGGAGACCC TCCAGGGARC RAAATAGTGGG
AGACCGGAGT GGTTCTCTGC TTTTCCTCCA

GCTCAAGAAT RAGCAGACCT TTGGATGRCA

| final del ADNi de YF 17D

FiGc. 8 CONT.
11301 CAGCCGACCT CCAGGTTGCG
11351 AGAGTAAAMAR GAACGGAGCC
11401 AAGACGGGGT CTAGAGGTTA
11451 ACCATATTGAR CGCCAGGGAR
11501 GAGGTCTGTG AGCACAGTTT
11551

AACACAARAC CACT - RIFOZIMA-TERMINACION DE LA TRANSCRIPCION - POLI(4)

40
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FIG. 13

S'aaagagctcTctgpctaactagagaacccactggAtgggoggegeatgagagaagec3'
S'aaagagetcTetggcetaactagagaacccacgAtgggeggegeatgagagaagec3'
5'aaagagctcTetggetaactagagaaccegAtgggeggegeatgagagaageel!
S'aaagagetcTotggetaactagagaacgAtgggeggegcatgagagaagec3'
~5'aaaggg_ct_cTctggctaactagagagAtg ggcggcgcatgagagaagcc3’
S'aaagagctcTotggotaactagagAtgpgegse geatgagagaagec3'
S'aaagagetcTetggetaactagAtgggeggegeatgagagaagee3'
S'aaagagetcT'ctggotaactgAtgggcggogoatgagagaagee3'

S'aaa ggg@’l‘ctggctaagAtgggcggcgcatgagaggagccﬁ%‘

5'aaagagetcTetggotgAtggpcggegeatgagagaagee3'

S'ttataggggccectetcaggtagetgaatg3!
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