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DESCRIPCION
Células productoras para vectores retrovirales de replicacion competente
Referencia a solicitudes de patente relacionadas

La presente solicitud reivindica prioridad a tenor de 35 U.S.C. §119 sobre la solicitud provisional de n.° de serie
61/218,063, presentada el 17 de junio de 2009.

Campo de la técnica

La divulgacién se refiere a métodos para producir vectores retrovirales recombinantes de replicaciéon competente,
lineas celulares utiles para producir tales vectores y métodos de fabricacion y utilizacion de las lineas celulares.

Antecedentes

El ciclo de vida de los retrovirus implica una etapa donde el material genético del virus se inserta en el genoma de
una célula huésped. Esta etapa es esencial porque el acido nucleico viral insertado, el provirus, se replica a través
de la maquinaria de la célula huésped.

Como parte de este proceso, el genoma de ARN del retrovirus se replica a través de un intermedio de ADN
bicatenario antes de la insercién en el genoma de la célula huésped. La conversion inicial de la molécula de ARN
viral en una molécula de ADN de doble cadena (ADNdc) se realiza mediante una transcriptasa inversa. El ADNdc se
integra a continuaciéon en el genoma de la célula huésped mediante una integrasa para replicarse adicionalmente
mediante la maquinaria de la célula huésped. La transcriptasa inversa y la integrasa necesarias para la conversion
del ARN en ADNdc y para la integracion en el genoma del huésped son transportadas dentro de la particula virica
durante la infeccién. EI ADN proviral se transcribe finalmente utilizando la maquinaria huésped en muiltiples copias
de ARN. Estas moléculas de ARN se traducen después en péptidos o proteinas virales o se integran en particulas
viricas que se liberan de la célula al medio o el medio extracelular.

Un genoma de ARN retroviral generalmente comprende 6 regiones tipicas que conducen a la expresion de multiples
proteinas. Estas regiones incluyen las secuencias de los genes gag, pol y env asociadas con una sefial de
empaquetamiento, una sefial psi () y flanqueadas por regiones de repeticion terminal largas en 5'y / o0 3'. El gen
gag conduce a la expresion de los componentes proteicos del nucleo nucleoproteico del virus, mientras que los
productos del gen pol estan implicados en la sintesis de polinucledtidos y recombinacién. El gen env codifica los
componentes de la envuelta de la particula de retrovirus. Las regiones LTR 5 'y 3" incluyen promotores y ayudan a la
integracion del genoma viral en el ADN cromosémico de la célula huésped. La sefial psi se refiere a la sefial de
empaquetado retroviral que controla el empaquetamiento eficiente del ARN en la particula virica.

Debido a su capacidad para formar provirus, los retrovirus son utiles para modificar el genoma de una célula diana o
huésped y se han hecho diversas modificaciones a los retrovirus para su uso en terapia génica. La terapia génica
usando vectores retrovirales se realiza generalmente afiadiendo un polinucleétido heterélogo al genoma viral que
codifica o produce un polipéptido o transcrito de interés, empaquetando el genoma recombinante en una particula
virica e infectando una célula huésped diana. A continuacion, la célula diana incorporara el gen exégeno como una
parte de un provirus.

La mayoria de los vectores retrovirales se han vuelto "defectuosos" para evitar la propagacion incontrolada y la
produccion de viriones. Sin embargo, se ha informado poco sobre el desarrollo de sistemas de vectores retrovirales
competentes para la replicacion.

En el documento XP55039486 (Carsten Finger et al 2005; Cancer Gene Therapy, vol. 12, paginas 464 to 474) se
describen vectores retrovirales en replicacion que mediaban la produccion y la secrecién continuas de productos
génicos terapéuticos a partir de células cancerosas.

En el documento XP55064325 (Thorsten S Gutjahr: 16 March 2000, paginas 1-114) se describe una linea celular
HT1080 productora de retrovirus.

Sumario

La divulgacion proporciona lineas celulares y células productoras de particulas viricas Utiles para producir vectores
retrovirales recombinantes competentes para la replicacion para terapia génica.

La divulgacion proporciona generalmente una linea celular productora de retrovirus para la produccion de una
particula de retrovirus competente para la replicacion, comprendiendo la linea celular una linea celular de
fibrosarcoma, de osteosarcoma o de timoma, expresando de forma estable dicha linea celular una genoma retroviral
recombinante que comprende un gen gag, un gen pol, un gen env, un polinucleétido heterdlogo y un factor psi
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retroviral (W) para el ensamblaje del genoma retroviral recombinante.

En un primer aspecto, la presente invencién proporciona especificamente una linea celular HT1080 productora de
retrovirus que produce una particula de retrovirus competente para la replicacion, expresando de forma estable
dicha linea celular HT1080 un genoma retroviral recombinante que comprende un gen gag, un gen pol, un gen env,
polinucledtido heterdlogo y el factor psi retroviral (W) para el ensamblaje del genoma retroviral recombinante, donde
la particula de retrovirus competente para la replicacion comprende el genoma retroviral recombinante y donde la
linea celular HT1080 se ha adaptado para crecer en medio libre de suero y en suspension.

En un segundo aspecto, la presente invencion proporciona especificamente un método para producir una linea
celular productora de retrovirus como se ha definido anteriormente, comprendiendo el método: transformar una linea
celular 293 con un plasmido que codifica un vector retroviral que comprende, de 5 'a 3': Una fusion CMV-R-U5 del
promotor temprano inmediato de citomegalovirus humano con una regién R-U5 de MLV; un PBS, sitio de unién al
cebador para la transcriptasa inversa; un sitio de corte y empalme en %', sefial ¢y de empaquetamiento; una
secuencia de codificacion de gag para el antigeno especifico del grupo de MLV; una secuencia de codificacion de
pol para la poliproteina polimerasa de MLV; un sitio de corte y empalme en 3'; una secuencia de codificacion 4070A
para la proteina de la cubierta de la cepa 4070A de MLV; un sitio interno de entrada al ribosoma (IRES) del virus de
la encefalomiocarditis o un dominio regulador de acido nucleico; una secuencia de codificacion de la citosina
desaminasa modificada; una tira de polipurina; y una repeticion terminal larga U3-R-U5 de MLV; cultivar las células
293 para producir particulas viricas; aislar las particulas viricas; infectar una linea celular HT1080 con las particulas
viricas, produciendo de este modo una linea celular HT1080 productora de retrovirus que produce particulas de
retrovirus competentes para la replicacion; y adaptar linea celular HT1080 productora de retrovirus que produce
particulas de retrovirus competentes para la replicaciéon y adaptar la linea celular HT1080 productora de retrovirus
para su cultivo en medio sin suero y en suspension.

En una realizacién, la particula de retrovirus competente para la replicacion se expresa de manera estable. En otra
realizacion, la semivida es mayor que 7 dias a 2-8 °C. En otra realizacion mas, las particulas viricas producidas a
partir de la linea celular no muestran pérdida de infectividad después de 12 meses de almacenamiento de la linea
celular a 65 °C. En otra realizacidon mas, el vector producido es aproximadamente 100 % estable durante 3 meses o
mas y el mismo vector producido a partir de una linea celular transfectada transitoriamente con el mismo retrovirus
competente para la replicacion pierde al menos cinco veces la actividad a las 2 a 8 semanas en las mismas
condiciones de almacenamiento, en comparacion con los titulos iniciales. En otra realizacién mas, el retrovirus
competente para al replicacion comprende: una proteina GAG retroviral; una proteina POL retroviral; una envoltura
retroviral; un polinucleétido retroviral que comprende secuencias de repeticion terminales largas (LTR) en el extremo
3 'de la secuencia polinucleotidica retroviral, una secuencia promotora en el extremo 5' del polinucleétido retroviral,
siendo dicho promotor adecuado para la expresion en una célula de mamifero, un dominio de acido nucleico gag, un
dominio de acido nucleico pol y un dominio de acido nucleico env; un casete que comprende un sitio interno de
entrada al ribosoma (IRES) o un dominio de acido nucleico regulador unido operativamente a un polinucleétido
heterélogo, donde el casete se sitia de 5' a 3' de LTR y en 3' del dominio de acido nucleico env que codifica la
envoltura retroviral; y secuencias que actuan en cis necesarias para la transcripcion inversa, empaquetado e
integracion en una célula diana, donde el RCR mantiene una mayor competencia de replicacion después de 6 pases
en comparacion con un vector pACE. En una realizacion, la secuencia polinucleotidica retroviral deriva del virus de
la leucemia murina (MLV), el virus de la leucemia murina de Moloney (MoMLV) o el virus de la leucemia de mono de
gibon (GALV), el virus del tumor mamario murino (MuMTYV), el virus del sarcoma de Rous, el virus de la leucemia de
gibon (GALV), el virus enddgeno del babuino (BEV) y el virus felino RD114. En una realizacion adicional, el MLV es
un LMV anfotrépico. En ofra realizacion mas, el retrovirus es un gammaretrovirus. En una realizacion, la secuencia
promotora esta asociada con un gen regulador del crecimiento. En aun otra realizacion, el dominio regulador de
acido nucleico comprende un promotor pol Il. En otra realizacion mas, la secuencia promotora comprende una
secuencia promotora especifica de tejido, tal como un elemento de respuesta a andrégenos. En una realizacion, el
elemento de respuesta a androgenos deriva de un promotor de probasina.

El vector retroviral producido por la linea celular productora comprende varios dominios. Por ejemplo, el promotor
comprende un promotor de CMV que tiene una secuencia como se expone en las SEQ ID NO: 19, 20 o 22 desde el
nucleodtido 1 hasta aproximadamente el nucleétido 582 y puede incluir la modificacién de una o mas bases de acido
nucleico y que es capaz de dirigir e Iniciar la transcripcion; un polinucleotido del dominio R-U5 de CMV comprende
una secuencia como se expone en las SEQ ID NO: 19, 20 o 22 desde aproximadamente el nucledtido 1 a
aproximadamente el nucledtido 1202 o secuencias que son al menos 95 % idénticas a una secuencia como se
expone en las SEQ ID N° 19, 20 o 22, donde el polinucledtido estimula la transcripcién de una molécula de acido
nucleico unida operativamente a la misma; el dominio de acido nucleico gag comprende una secuencia desde
aproximadamente el nucleétido nimero 1203 a aproximadamente el nucleétido 2819 de las SEQ ID NO: 19 0 22 o
una secuencia que tiene al menos una identidad de al menos el 95 %, 98 %, 99 % 0 99,8 % con la misma; el domino
pol comprende una secuencia desde aproximadamente el nucleétido nimero 2820 a aproximadamente el nucleétido
6358 de las SEQ ID NO:19 o 22 o una secuencia que tiene una identidad de al menos 95 %, 98 %, 99 % 0 99,9 %
de la misma; el domino env comprende una secuencia desde aproximadamente el nucleétido nimero 6359 a
aproximadamente el nucleétido 8323 de las SEQ ID NO:19 o 22 o una secuencia que tiene una identidad de al
menos el 95 %, 98 %, 99 % o0 99,8 % de la misma; el IRES comprende una secuencia desde aproximadamente el
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nucledétido numero 8327 a aproximadamente el nucleétido 8876 de las SEQ ID NO:19 o 22 o una secuencia que
tiene una identidad de al menos el 95 %, 98 % o0 99 % de la misma; y el acido nucleico heterélogo comprende un
polinucleétido que tiene una secuencia como se expone en las SEQ ID NO:3, 5, 11, 13, 150 17.

La divulgacién también proporciona una preparacion libre de células que comprende particulas viricas obtenidas de
la linea celular productora de retrovirus descrita en el presente documento. En algunas realizaciones se prepara una
preparacion farmacéutica a partir de las particulas viricas aisladas.

La invencion también proporciona un método para producir una linea celular productora de vectores descrita en el
presente documento, que comprende transformar una linea celular 293 con un plasmido que codifica un vector
retroviral que comprende de 5' a 3" Una fusion CMV-R-U5 del promotor temprano inmediato de citomegalovirus
humano con una region R-U5 de MLV; un PBS, sitio de unién al cebador para la transcriptasa inversa; un sitio de
corte y empalme en 5'; sefial y de empaquetamiento; una secuencia de codificacién de gag para el antigeno
especifico del grupo de MLV; una secuencia de codificacion de pol para la poliproteina polimerasa de MLV; un sitio
de corte y empalme en 3'; una secuencia de codificacion 4070A para la proteina de la cubierta de la cepa 4070A de
MLYV; un sitio interno de entrada al ribosoma (IRES) del virus de la encefalomiocarditis o un dominio regulador de
acido nucleico; una secuencia de codificacion de la citosina desaminasa modificada; una tira de polipurina; y una
repeticion terminal larga U3-R-U5 de MLV; cultivar las células 293 para producir particulas viricas; aislar las
particulas viricas; infectar una linea celular HT1080 con las particulas viricas, produciendo de este modo una linea
celular HT1080 productora de retrovirus que produce particulas de retrovirus competentes para la replicacion; y
adaptar linea celular HT1080 productora de retrovirus que produce particulas de retrovirus competentes para la
replicacion y adaptar la linea celular HT1080 productora de retrovirus para su cultivo en medio sin suero y en
suspension. La divulgacion también proporciona una linea celular generada por el método anterior.

La divulgacion también proporciona un método para producir una composicion para terapia génica que comprende
cultivar la linea celular descrita en el presente documento para producir particulas viricas y purificar sustancialmente
las particulas viricas.

La divulgacion también proporciona un banco celular que comprende la linea celular de la divulgaciéon. En algunas
realizaciones, la linea celular de la divulgacion se cultiva en suspension. En algunas realizaciones, la linea celular de
la divulgacioén se cultiva en medio libre de suero. En alguna realizacion, la linea celular se cultiva en medio libre de
suero.

Se presenta una copia electronica de una lista de secuencias y se incorpora en el presente documento en su
totalidad.

Los detalles de una o mas realizaciones de la divulgacion se exponen en las figuras y la descripcion adjunta que se
presentan a continuacion. Otras caracteristicas, objetos y ventajas de la divulgacion seran evidentes a partir de la
descripcion y figuras y de las reivindicaciones.

Descripcion de los dibujos

La Figura 1 muestra un proceso general de produccion de una linea celular productora y un banco de la
divulgacion.

La Figura 2 muestra un grafico de datos de muerte celular que muestran que los vectores modificados son mas
eficaces en comparacion con el CD original de tipo salvaje. El grafico también muestra que la estructura principal
modificada (T5.0007) es mas eficaz destruyendo que la estructura principal de pACE-CD. También se muestra
una tabla que cataloga las diversas construcciones de vectores y sus nombres.

La Figura 3A-F muestra (a) un esquema de un vector retroviral recombinante de la divulgacion; (b y ¢) un mapa
del plasmido de un polinucleétido de la divulgacion (Promotor de CMV:1 - 582; R: 583 - 650; U5: 651 - 1202; sitio
de union al cebador (PBS):728 - 776; sitio de corte y empalme en 5': 788 - 789; gag: 1203 - 2819; pol: 2820 -
6358; sitio de corte y empalme en 3": 3314 - 3315; 4070A env: 6359 - 8323; IRES de EMCV: 8327 - 8876;
yCD2:8877 - 9353; tira de polipurina (PPT): 9386 - 9404; U3:9405 - 9854; R:9855 - 9921; U5:9922 - 9998; (d y e)
a una secuencia de un polinucleétido de la divulgacion (SEQ ID NO:19); (f) un esquema de una RCR de primera
y segunda generacion de la divulgacion.

La Figura 4 muestra que se observan niveles mas altos de proteina yCD2 en comparacion con la proteina yCD
de tipo salvaje en células U - 87 infectadas.

La Figura 5 muestra que un vector de la divulgacion es genéticamente estable después de 12 ciclos de pases
virales segun se evalué usando amplificacion por PCR. La figura también demuestra que los vectores de la
divulgacion son mas estables después de pases mas largos comparados con el vector pACE-CD (Kasahara et
al.). En particular, pAC3-CD es mas estable que pACE- CD, lo que demuestra que la estructura principal
cambiada ha hecho que el vector sea mas estable. Ademas, pACE-yCD1 (T5.0001) y -yCD2 (T5-0002) son mas
estables que pAC-yCD.

La Figura 6A-B muestra actividad de destruccion de células. (A) Ensayos de muerte celular; y (B) actividad
especifica de citosina desaminasa de células infectadas con diferentes vectores. (A) muestra que la citosina
desaminasa y el vector de la divulgacion destruyen las células infectadas al menos tan bien y tal vez mejor que el
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original pACE-CD cuando las células infectadas con U87 estan expuestas a niveles crecientes de 5-FC. (B)
muestra que la actividad de CD especifica de la divulgacion (T5.0007, T5.0001 y T5.0002) esta aumentada en
comparacion con pACE-CD (T5.0000) y es esta en el orden T5.0000 <T5. 0007 <T5.0001 <T5.0002.

La Figure 7 muestra que los tumores U-87 (humanos) tratados con el vector CD de la divulgacion (también
denominados "Toca 511", "pAC3-yCD2 (V)" y "T5.0002", véase, por ejemplo, la Figura 2) in vivo y explantados de
ratones tratados con 4 ciclos de 5-FC siguen siendo sensibles al farmaco.

La Figura 8 muestra informacion de dosificacion en un modelo de ratén de xenoinjerto humano (U87) de cancer
de cerebro.

La Figura 9 muestra informacioén de dosificacion y el efecto terapéutico en un modelo de ratén singénico.

La figura 10 muestra las curvas de dosis de potencia (véase el ejemplo 8) para el lote T003-002-40L (sin diluir y
a 1/100) a los 12 meses a < -65 °C.

La figura 11 muestra curvas de COSE de potencia para 3 lotes, M100-09 (dosis alta), M101-09 (dosis media) y
M102-09 (dosis baja) a los 6 meses a <-65 °C.

La figura 12 muestra los titulos diarios de los candidatos clonales HT1080 + T5.0002 para la produccién de
titulos de cultivos confluentes.

La figura 13 muestra la propagacion viral del vector T5.0006 (GFP) en tres lineas celulares de glioma canino a
los dias 1, 3 y 6 dias de infeccion.

La figura 14 muestra las tendencias de los titulos medidos de los lotes T003-002-40L y GMP a < -65 °C durante
12 meses.

La figura 15 muestra analisis de la transduccion de Toca 511 y Toca 621 sobre la cinética del crecimiento de
células tumorales S91 subQ. Se inyectaron tumores S91con el vector 10 dias después de la implantacion.

La figura 16 muestra la extensiéon de T5.0006 purificado (vector GFP) producido en una linea productora estable
a través de tumores subcutaneos U87 en ratones desnudos, con el tiempo (0, 5, 9, 12, 26 dias).

Descripcion detallada

Como se usa en el presente documento y las reivindicaciones adjuntas, las formas “uno”, “una” y “el" incluyen las
referencias en plural a menos que el contenido indique claramente lo contrario. Por tanto, por ejemplo, la referencia
a "una célula" incluye una pluralidad de tales genes y la referencia a "el vector" incluye la referencia a uno o mas
vectores, y asi sucesivamente.

A menos que se defina otra cosa, todos los términos técnicos y cientificos usados en la presente memoria
descriptiva tienen el mismo significado que un experto en la técnica a la que la presente divulgacion pertenece
entiende habitualmente. Aunque en la practica de los métodos y composiciones divulgados se pueden usar cualquier
método y reactivo similar o equivalente a los descritos en el presente documento, a continuaciéon se describen
ejemplos de métodos y materiales.

Asimismo, el uso de “o” significa “y/0”, a menos que se indique lo contrario. De forma similar, "comprenden”,
"comprende”, "que comprende”, "incluyen”, "incluye" y "que incluye" son intercambiables y no pretenden ser
limitantes.

También se entendera que cuando las descripciones de diversas realizaciones usan el término "que comprende”, los
expertos en la técnica entenderian que, en algunos casos especificos, una realizaciéon se puede describir de forma
alternativa utilizando un lenguaje “consistente esencialmente en" o "que consiste en".

Las publicaciones tratadas anteriormente y a lo largo del texto se proporcionan ricamente para su divulgacion antes
de la fecha de presentacion de la presente solicitud. En el presente documento nada se tiene que interpretar como
admision de que los inventores no tienen el derecho de antedatar dicha divulgacion en virtud de la divulgacion
previa.

El término "RCR" tal como se utiliza en el presente documento pretende significar un retrovirus competente para la
replicacion (RCR). Un virus competente para la replicacion es una particula virica que tiene la capacidad para
replicarse por si misma en una célula huésped.

Como se usa en el presente documento, la expresion "vector plasmidico de RCR" significa un plasmido que incluye
todo o parte de un genoma retroviral, que incluye secuencias retrovirales de repeticion largas (LTR), una sefial de
empagquetamiento (@), y pueden incluir uno o mas polinucleétidos que codifican una o mas proteinas o polipéptidos
de interés, tal como un agente terapéutico o un marcador seleccionable. El término "terapéutico” se usa en un
sentido genérico e incluye agentes de tratamiento, agentes profilacticos y agentes de reemplazo.

Los términos "que transfecta" o "transfeccion" tal como se usan en el presente documento, se entiende que
significan la transferencia de al menos un acido nucleico exdgeno en una célula. El acido nucleico puede ser ARN,
ADN o una combinacién de ambos. El acido nucleico exdgeno se refiere a un acido nucleico que no se encuentra
como resultado de la division celular del huésped o la multiplicacion de la célula huésped.

Con el término "virus" tal como se usa en el presente documento se pretende significar el virus fisico o particula de
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retrovirus.

La expresion “linea celular’, como se usa en el presente documento, se refiere a células cultivadas que se pueden
pasar (dividir) mas de una vez. La divulgacion se refiere a lineas celulares que se pueden pasar mas de 2 veces,
hasta 200 veces o mas e incluye cualquier numero entero entre ellas.

Las expresiones “expresion estable” y “que se expresa de forma estable” como se usa en el presente documento se
entiende que significan que el material genético se esta expresando de forma estable y/o esta integrado de forma
permanente y estable en el genoma de la célula huésped y, por lo tanto, tiene el mismo potencial de expresion en el
tiempo que el material genético nativo de la célula huésped.

Las expresiones “expresion transitoria” y “que se expresa de forma transitoria” como se usa en el presente
documento se entiende que significan que el periodo de expresion del material genético es temporal y/o no esta
integrado de forma permanente y estable en el genoma de la célula huésped y, por lo tanto, no tiene el mismo
potencial de expresion en el tiempo que el material genético nativo de la célula huésped.

Como se usa en el presente documento, el término secuencia de acido nucleico “heterdloga” o transgén se refiere a
(i) una secuencia que normalmente no existe en un retrovirus de tipo salvaje, (ii) una secuencia que se origina a
partir de una especie extrana o (iii) si procede de la misma especie, se puede modificar sustancialmente de su forma
original. Como alternativa, una secuencia de acido nucleico sin cambios que no se expresa normalmente en una
célula es una secuencia de acido nucleico heteréloga.

El término "terapéutico”, tal como se utiliza en el presente documento, se refiere a una accidén que previene, invierte
o retarda el curso natural de una enfermedad o sus sintomas. Una accién terapéutica puede ser preventiva, curativa
o simplemente paliativa y no significa que el paciente humano o animal afectado no muera de la enfermedad.

En un aspecto, una linea celular productora de la divulgacion es capaz de crecer en suspension o en un medio libre
de suero. La linea celular productora también puede crecer tanto en medio libre de suero como en suspension
simultaneamente. Aunque el medio libre de suero y la capacidad para crecer en suspension son las condiciones
tipicas, las células de la divulgacion (por ejemplo, células 293T) pueden cultivarse de manera adherente con medio
que contenga suero normal para lograr fines concretos. Tales fines pueden ser, por ejemplo, facilitar la transfeccion
de células o seleccionar clones de células. En la presente invencion, la linea celular HT180 se ha adaptada para
crecer en medio libre de suero y en suspension.

El tipo de células productoras utilizadas para generar el retrovirus (descrito con mas detalle a continuacion) es util
para la produccion de particulas viricas competentes para la replicacion para liberacion génica y terapia génica.

La divulgacion proporciona un método para generar una linea celular productora que comprende transformar o
transfectar un primer tipo de células de mamifero con un vector de plasmido de RCR de la divulgacion, cultivar el
primer tipo de célula para producir particulas retrovirales, obtener un medio libre de células del primer tipo celular
que produce las particulas retrovirales, donde el medio libres de células comprende particulas retrovirales, poner en
contacto un segundo tipo de célula de mamifero con el medio para infectar el segundo tipo de células y cultivar el
segundo tipo de células para producir una linea celular productora que produce un vector retroviral competente para
la replicacion para su uso en la transformacion de células de mamiferos. El primer tipo de célula puede ser casi
cualquier tipo de célula de mamifero que sea capaz de producir virus después de la transfeccion y puede incluir
células HelLa, COS, de ovario de hamster chino (CHO) y HT1080, y la transfeccion puede ser con fosfato calcico u
otros agentes, tales como formulaciones lipidicas conocidas por los expertos en la técnica como utiles para la
transfeccion.

En la presente invencion, el primer tipo de célula es una célula 293 de rifion embrionario humano (también
denominada a menudo células HEK 293, células 293, o menos exactamente células HEK), que son una linea celular
derivada originalmente de células renales embrionarias humanas cultivadas en cultivo tisular. Las células HEK 293
se generaron mediante la transformacion de cultivos de células renales embrionarias humanas normales con ADN
de adenovirus 5 cortados. Las células HEK 293 son faciles de cultivar y transfectar muy facilmente y se han usado
ampliamente en la investigacion de biologia celular durante muchos afios. También se usan en la industria
biotecnoldgica para producir proteinas y virus terapéuticos para terapia génica.

En otra realizacion, el primer tipo de célula es una célula de mamifero transformada con un antigeno T grande de
SV40. En una realizacidn concreta se utilizan células 293T HEK. Una variante importante de esta linea celular es la
linea de células 293T que contiene el antigeno T grande de SV40, lo que permite la replicacion episomal de
plasmidos transfectados que contienen el origen de replicacion de SV40. Esto permite la amplificacion de los
plasmidos transfectados y la expresion temporal extendida de los productos génicos deseados.

El término "célula 293 humana", tal como se utiliza en el presente documento, incluye la linea celular HEK 293T, la
linea celular 293 humana (ATCC N.° CRL 1573) (Graham et al., J. Gen. Virol., Vol. 36, paginas 59-72 (1977)), o una
linea celular formada mediante transfeccién de células 293 con uno o mas vehiculos de expresion (por ejemplo,
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vectores plasmidicos), incluyendo polinucleétidos que codifican diversas proteinas gag, pol y env. La envoltura
puede ser una envoltura anfotrépica, una envoltura ecotrépica, una envoltura xenotrépica, una envoltura GALV, una
envoltura RD114, una envoltura FeLV u otra envoltura retroviral. La envoltura también puede ser una envoltura de
una fuente heterdloga, tal como una envoltura de alfavirus. Tales células también pueden incluir otros polinucleétidos
tales como, por ejemplo, polinucledtidos que codifican marcadores seleccionables. Ejemplos de tales lineas
celulares incluyen, pero no se limitan a, 293T/17 (ATCC No. CCRL 11268); Anjou 65 (ATCC N.° CCRL 11269); Bosc
23 (CCRL 11270); y CAKS, también conocida como la linea celular (ATCC N.° CCRL 11554).

El primer tipo de célula (por ejemplo, células HEK 293T) puede transformarse con un vector plasmidico RCR de la
divulgacién en cualquier nimero de medios, incluyendo fosfato de calcio y similares. En la técnica se conocen las
condiciones de cultivo tipicas para células de mamifero, en particular células 293 humanas.

Una vez transformado el primer tipo de célula, se cultiva en condiciones para la produccién de particulas viricas.
Tales condiciones incluyen tipicamente células de realimentacion en medios apropiados, CO, y humedad. Las
condiciones de cultivo también pueden incluir la adicion de antibidticos, antifungicos, factores de crecimiento y
similares. Tipicamente, el medio de realimentacion se recoge después de 24, 48, 72 o0 96 horas, y tal procedimiento
se conoce como procedimiento de transfeccidon de expresion transitoria.

Los medios de las células cultivadas anteriores pueden usarse directamente en cultivos adicionales. Como
alternativa, las particulas viricas en el medio de células cultivadas pueden aislarse usando cualquier nimero de
técnicas conocidas en la materia, incluyendo centrifugacion, técnicas de exclusion por tamafo, cromatografia de
intercambio anidénico y similares.

Cuando el medio se usa directamente, los medios se pueden afadir al medio utilizado en el cultivo del segundo tipo
celular. Cuando las particulas viricas se purifican en primer lugar sustancialmente, las particulas pueden lavarse o
resuspenderse en un tampdén o medio apropiado o en una concentracion particular para la infectividad antes de la
adicioén al segundo tipo celular, dando lugar a la generacion de una linea celular productora de expresion estable.

En la presente invencion, el segundo tipo celular es una linea celular HT1080 o un derivado de la misma. La linea
celular HT1080 de fibrosarcoma humano (ATCC, n.° de catalogo CCL-121) se puede obtener directamente de la
coleccion Americana de Cultivos Tipo (P.O. Box 1549, Manassas, VA). El método incluye infectar las células HT1080
con un RCR de la divulgacién para proporcionar una célula huésped transfectada de forma estable. La célula
huésped transfectada de forma estable puede cultivarse para producir particulas viricas para su uso en terapia
génica o liberacion génica o puede "depositarse en el banco" para su uso posterior, y puede ser un grupo de células
transfectadas o una linea celular clonada. Las células depositadas en el banco se pueden congelar y almacenar
usando técnicas conocidas en la materia.

Tipicamente, las células se cultivaran en medio libre de suero. En una realizacién, las células se cultivan en un
medio libre de animales o un medio definido utilizado para la preparacién de sustancias biolégicas para su
administracién a seres humanos. En la presente invencién, la linea celular HT180 productora de retrovirus se ha
adaptado para crecer en medio libre de suero y en suspension.

Inesperadamente, el proceso descrito anteriormente produce particulas viricas para terapia génica a partir de la
linea celular productora de expresion estable que tienen una estabilidad incrementada en comparacién con la
particula virica producida mediante un procedimiento de expresion transitoria.

La particula virica de RCR (por ejemplo, AC3-yCD2 (V)) se puede purificar sustancialmente a partir de los medios de
las células HT1080 + T5.002. El vector purificado puede lavarse, diluirse y resuspenderse en un vehiculo
farmacéuticamente aceptable apropiado. Como alternativa, el vector purificado puede almacenarse por congelacion
o liofilizacion.

En una realizacion, AC3-yCD2 (V) se administrara como particulas retrovirales en solucion. La formulacion del vector
lleno final se denomina Toca 511 y se suministrara como una solucion acuosa estéril que contiene los siguientes
excipientes de formulacion (en mg / ml): sacarosa 10,0, manitol 10,0, NaCl 5,3, seroalbumina humana (HSA, Baxter)
1,0 y acido ascorbico 0,10.

Tal como se describe adicionalmente en el presente documento, se puede usar cualquier nimero de vectores
retrovirales de la divulgacion con la linea celular productora y el proceso divulgados en el presente documento.

En los ejemplos especificos proporcionados en el presente documento, TOCA 511 se usa para demostrar los
métodos y composiciones de la invencién. Como se describe en el presente documento, TOCA 511 se refiere a un
vector retroviral competente para la replicacion codificado en un plasmido designado pAC3-yCD2 (también conocido
como T5.0002). El vector viral estda compuesto por un retrovirus competente para la replicacion derivado de un virus
de la leucemia murina (MLV) que codifica todos los componentes retrovirales (gag, pol y env) requeridos para la
replicacion viral, con la envoltura ecotrépica original reemplazada con la envoltura anfotrépica del virus 4070A.
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El vector TOCA 511 codifica un gen de la citosina desaminasa (CD) de levadura. Esta secuencia génica se ha
insertado aguas abajo de un sitio de entrada al ribosoma interno (IRES) derivado del virus de de la
encefalomiocarditis (EMCV), que se inserta aguas abajo del gen env viral como se muestra en la Figura 5, a
continuacion. El gen en el vector TOCA 511 es un gen modificado de la citosina desaminasa de levadura. La
justificacion del uso de un gen de la CD modificado es permitir una conversion in vivo mas eficiente del profarmaco
flucitosina oral (5-FC) en el agente citotdxico activo fluorouracilo (5-FU).

Los métodos y composiciones de la divulgacion son aplicables a otros vectores y vectores retrovirales
recombinantes. La divulgacion describe varios vectores de modificacion y recombinantes que pueden ser producidos
por las lineas celulares y métodos de la divulgacion.

Los métodos y lineas celulares de la divulgacion incluyen construcciones recombinantes que comprenden una o mas
de las secuencias de acido nucleico que codifican un acido nucleico heterélogo de interés (por ejemplo, una citosina
desaminasa, tal como los polinucledtidos y polipéptidos proporcionados en las SEQ ID NO: 1-13), un gen de
interferon gamma o cualquiera de un numero de genes terapéuticos, tales como los divulgados en la solicitud de
patente publicada W0O2010036986. En una realizacion, el vector viral es un vector retroviral.

Los términos "vector", "construccion vectorial "y" vector de expresion" significan el vehiculo mediante el cual se
puede introducir una secuencia de ADN o ARN (por ejemplo, un gen extrafio) en una célula huésped, con el fin de
transformar el huésped y estimular la expresion (por ejemplo, la transcripcion y traduccion) de la secuencia
introducida. Los vectores tipicamente comprenden el ADN de un agente transmisible, donde se inserta ADN extrafio
que codifica una proteina mediante tecnologia de enzima de restriccion. Un tipo habitual de vector es un "plasmido”,
que generalmente es una molécula autocontenida de ADN bicatenario que puede aceptar faciimente ADN adicional
(extrafio) y que puede introducirse facilmente en una célula huésped adecuada. Un gran numero de vectores,
incluyendo plasmidos y vectores fungicos, se han descrito para la replicacion y / o expresion en diversos huéspedes
eucariotas y procariotas. Entre los ejemplos no limitantes se incluyen plasmidos pKK (Clonetech), plasmidos pUC,
plasmidos pET (Novagen, Inc., Madison, Wis.), plasmidos pRSET o pREP (Invitrogen, San Diego, CA) o plasmidos
pMAL (New England Biolabs, Beverly, Mass.) y muchas células huésped apropiadas, usando métodos divulgados o
citados en el presente documento o conocidos de otro modo por los expertos en la técnica relevante. Los vectores
de clonacién recombinantes incluiran a menudo uno o mas sistemas de replicacién para la clonaciéon o expresion,
uno o mas marcadores para la seleccion en el huésped, por ejemplo resistencia a los antibiéticos y uno o mas
casetes de expresion.

Los términos "expresa" y "expresion” significan permitir o hacer que la informacion en un gen o secuencia de ADN se
manifieste, por ejemplo produciendo una proteina activando las funciones celulares implicadas en la transcripcion y
traduccion de un correspondiente gen o secuencia de ADN. Una secuencia de ADN se expresa dentro o a través de
una célula para formar un "producto de expresion" tal como una proteina. El propio producto de expresion, por
ejemplo, la proteina resultante, también se puede decir que es "expresado" por la célula. Un polinucleétido o
polipéptido se expresa de forma recombinante, por ejemplo, cuando se expresa o se produce en una célula huésped
extrafia, bajo el control de un promotor extrafio o nativo, o en una célula huésped nativa bajo el control de un
promotor extraio.

En una realizacion, el vector es un vector viral. En una realizacién adicional, el vector viral es un vector retroviral
competente para la replicacién capaz de infectar solo las células de mamifero en replicacion. Los retrovirus se han
clasificado de varias maneras, pero la nomenclatura se ha normalizado en la ultima década (véase ICTVdB - The
Universal Virus Database, v 4 en la red en ncbi.nim.nih.gov/ICTVdb/ICTVdB/ y el libro de texto "Retroviruses," Eds.
Coffin, Hughs y Varmus, Cold Spring Harbor Press 1997. El vector retroviral competente para la replicacion deriva de
la familia de virus Retroviridae y puede comprender un miembro de la subfamilia de Orthoretrovirinae, o mas
tipicamente comprende Un retrovirus del género gammaretrovirus. En una realizacién, un vector retroviral
competente para la replicacion comprende un sitio interno de entrada al ribosoma (IRES) en 5' un polinucleétido que
codifica una citosina desaminasa. En una realizacion, el polinucleétido que codifica una citosina desaminasa esta en
3' de un polinucleétido de env de un vector retroviral.

La divulgacion proporciona vectores retrovirales modificados. Los vectores retrovirales modificados pueden derivar
de miembros de la familia retroviridae. La clasificacion de esta familia ha cambiado varias veces durante los ultimos
diez a quince afos. En la actualidad, la familia Retroviridae se compone de dos subfamilias: Spumaretrovirinae, que
tiene un solo género, espumavirus (o virus espumosos), tal como el virus espumoso humano y de simio (HFV), y la
subfamilia Orthoretroviriniae, que tiene 6 géneros, betaretrovirus (por ejemplo, MMTV), gammaretrovirus (por
ejemplo, MLV), alfaretrovirus (por ejemplo ALV), deltaetrovirus (por ejemplo, BLV y HTLV-1) lentivirus (por ejemplo,
VIH 1) y retrovirus epsilon. Estas clasificaciones se hacen sobre la base de caracteristicas moleculares comunes,
tales como los marcos de lectura relativos para gag, pol y env, el procesamiento de las poliproteinas, los ARNt
individuales usados para cebar la transcripcion inversa y la naturaleza de las estructuras LTR. El método original de
clasificacion de retrovirus fue en los grupos A, B, C y D sobre la base de la morfologia de las particulas, como se
observo en el microscopio electréonico durante la maduracion viral. Las particulas de tipo A representan las particulas
inmaduras de los virus de tipo B y D observadas en el citoplasma de las células infectadas. Estas particulas no son
infecciosas. Las particulas de tipo B brotan como viriones maduros de la membrana plasmatica mediante la
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envoltura de particulas intracitoplasmicas de tipo A. En la membrana poseen un nucleo toroidal de 75 nm, del cual
se proyectan proyecciones de glicoproteinas largas. Después de la gemacion, las particulas de tipo B contienen un
nucleo excéntrico denso para los electrones. El betaretrovirus virus de tumor mamario de ratén (MMTV) tiene una
morfologia de tipo B, pero los betaretrovirus también pueden tener una estructura de tipo D. Las particulas de tipo D
se asemejan a las particulas de tipo B en que muestran como estructuras anulares en el citoplasma celular
infectado, que brotan de la superficie de la célula, pero el viridn incorpora proyecciones cortas de glicoproteinas en
la superficie. Los nucleos densos para los electrones también estan localizados excéntricamente dentro de las
particulas. El virus Mason Pfizer de mono (MPMV), también un betaretrovirus, es el prototipo de virus de tipo D. No
se pueden observar particulas intracitoplasmicas en las células infectadas por virus de tipo C. En su lugar, las
particulas maduras brotan directamente de la superficie celular a través de una condensaciéon en forma de 'C'
creciente que luego se cierra sobre si misma y queda encerrada por la membrana plasmatica. Las proyecciones de
glicoproteina de la envoltura pueden ser visibles, junto con un nudcleo uniformemente denso para los electrones. La
gemacion se puede producir desde la membrana plasmatica superficial o directamente en vacuolas intracelulares.
Los alfetaretrovirus, los gammaretrovirus, los deltaetrovirus y los epsilonretrovirus tienen el aspecto estructural del
tipo C.

Los retrovirus se definen por la forma en que replican su material genético. Durante la replicacion, el ARN se
convierte en ADN. Después de la infeccion de la célula, se genera una molécula de doble cadena de ADN a partir de
las dos moléculas de ARN que se transportan en la particula virica mediante el proceso molecular conocido como
transcripcion inversa. La forma de ADN se integra covalentemente en el genoma de la célula huésped como un
provirus, a partir del cual se expresan ARN viricos con la ayuda de factores celulares y / o viricos. Los ARN viricos
expresados se empaquetan en particulas y se liberan como virién infeccioso.

La particula de retrovirus esta compuesta por dos moléculas de ARN idénticas. Cada genoma de tipo silvestre tiene
una molécula de ARN monocatenario de sentido positivo, que esta protegida en el extremo 5 'y poliadenilada en la
cola 3'. La particula del virus diploide contiene las dos cadenas de ARN en complejo con proteinas gag, enzimas
viricas (productos del gen pol) y moléculas de ARNt del huésped dentro de una estructura 'nucleo’ de proteinas gag.
Alrededor y de esta capside y protegiéndola hay una bicapa lipidica, derivada de las membranas de las células
huésped y que contiene proteinas de la envoltura virica (env). Las proteinas env se unen a un receptor celular para
el virus y la particula entra tipicamente en la célula huésped a través de endocitosis mediada por receptor y / o
fusion de membrana.

Después de que la envoltura externa se desprende, el ARN del virus se copia a ADN mediante transcripcion inversa.
Esto esta catalizado por la enzima transcriptasa inversa codificada por la region pol y utiliza el ARNt de la célula
huésped empaquetado en el viridn como cebador para la sintesis de ADN. De esta manera, el genoma del ARN se
convierte en el genoma de ADN mas complejo.

ElI ADN lineal bicatenario producido mediante transcripcién inversa puede o no tener que circularizarse en el nucleo.
Ahora, el provirus tiene dos repeticiones idénticas en cada extremo, conocidas como repeticiones terminales largas
(LTR). Los extremos de las dos secuencias LTR producen el sitio reconocido por un producto de pol, la proteina
integrasa, que cataliza la integracion, de tal manera que el provirus esta siempre unido a dos pares de bases (pb)
del ADN del huésped desde los extremos de las LTR. Se observa una duplicacién de secuencias celulares en los
extremos de ambas LTR, que recuerdan el patron de integracion de elementos genéticos transponibles. Se piensa
que la integracion ocurre esencialmente de forma aleatoria dentro del genoma de la célula diana. Sin embargo,
modificando las repeticiones terminales largas es posible controlar la integracion de un genoma de retrovirus.

La transcripcion, el corte y empalme dl ARN vy la traduccion del ADN virico integrado estan mediadas por proteinas
de la célula huésped. Se generan transcripciones de corte y empalme variadas. En el caso de los retrovirus
humanos, las proteinas viricas HIV-1/2 y HTLV-I / Il también se usan para regular la expresion génica. La interaccion
entre los factores celulares y viricos es un factor en el control de la latencia del virus y la secuencia temporal en que
se expresan los genes viricos.

Los retrovirus pueden transmitirse horizontal y verticalmente. La transmision infecciosa eficiente de retrovirus
requiere la expresion en la célula diana de receptores que reconocen especificamente las proteinas de la envoltura
de virus, aunque los virus pueden usar rutas de entrada no especificas, independientes del receptor, con baja
eficiencia. Ademas, el tipo de célula diana debe ser capaz de soportar todas las etapas del ciclo de replicacion
después de que el virus se ha unido y ha penetrado. La transmision vertical se produce cuando el genoma del virus
se integra en la linea germinal del huésped. A continuacion, el provirus es transmitido de generacion en generacion
como si fuera un gen celular. Por lo tanto, se establecen provirus endégenos que frecuentemente estan latentes,
pero que pueden activarse cuando el huésped se expone a los agentes adecuados.

Como se ha mencionado anteriormente, el intermedio de ADN integrado se denomina provirus. La terapia génica
previa o los sistemas de liberacion de genes utilizan métodos y retrovirus que requieren la transcripcion del provirus
y el ensamblaje en virus infecciosos cuando estan en presencia de un virus auxiliar apropiado o en una linea celular
que contiene secuencias apropiadas que permiten la encapsidacion sin produccion coincidente de un virus auxiliar
contaminante. Como se describe mas adelante, no se requiere un virus auxiliar para la produccién del retrovirus
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recombinante de la divulgacién, puesto que las secuencias para la encapsidacion se proporcionan en el genoma,
proporcionando de este modo un vector retroviral competente para la replicacién para la liberacion o terapia génicas.

El genoma retroviral y el ADN proviral de la divulgacion tienen al menos tres genes: gag, pol y env, estos genes
pueden estar flanqueados por una o dos repeticiones terminales largas (LTR), o en el provirus estan flanqueadas por
dos repeticiones terminales largas (LTR) y secuencias que contienen secuencias que actdan en cis, tales como psi.
El gen gag codifica las proteinas estructurales internas (de la matriz, la capside y la nucleocapside); el gen pol
codifica las proteinas ADN polimerasa dirigida por ARN (transcriptasa inversa), proteasa e integrasa; y el gen env
codifica las glicoproteinas de la envoltura viral. Las LTR en 5’ y/o 3’ controlan la transcripcion y la poliadenilacion de
los ARN de los viriones. La LTR contiene todas las demas secuencias de accidon en cis necesarias para la
replicacion del virus. Los lentivirus tienen genes adicionales que incluyen vif, vpr, tat, rev, vpu, nefy vpx (en VIH-1,
HIV-2y /o SIV).

Adyacente a la LTR en 5' se encuentran secuencias necesarias para la transcripcion inversa del genoma (el sitio de
union del cebador en ARNt) y para la encapsidacion eficaz del ARN del virus en particulas (el sitio Psi). Si las
secuencias necesarias para la encapsidacion (o empaquetamiento del ARN del retrovirus en el virién infeccioso) no
estan en el genoma viral, el resultado es un defecto cis que evita la encapsidacion del ARN virico genémico. Este
tipo de vector modificado es lo que se ha usado tipicamente en los sistemas de liberacion génica anteriores (es
decir, sistemas que carecen de elementos que son necesarios para la encapsidacion del virion).

En una primera realizacion, la divulgacion proporciona un retrovirus recombinante capaz de infectar un gen que no
esta en divisidn, una célula en division o una célula que tiene un trastorno proliferativo celular. El retrovirus
recombinante competente para la replicacion de la divulgacion comprende una secuencia polinucleotidica que
codifica una GAG virica, una POL virica, una ENV virica y un polinucleétido heterdlogo que se expresa después de
que el vector virico infecta una célula diana, encapsulada dentro de un virién.

En una realizacion, la secuencia de acido nucleico heterdloga esta precedida por un promotor y esta unida
operablemente al promotor.

En otra realizacion, la secuencia de acido nucleico heterdloga esta precedida por un sitio interno de entrada al
ribosoma interno (IRES) y esta operativamente unida a los IRES.

Un sitio internos de entrada al ribosoma (“IRES") se refiere a un segmento de acido nucleico que estimula la entrada
o retencion de un ribosoma durante la traduccion de una secuencia de codificacion normalmente en 3' del IRES. En
algunas realizaciones, el IRES puede comprender un sitio donante/aceptor de corte y empalme, sin embargo, los
IRES preferidos carecen de un sitio donante/aceptor de corte y empalme. Normalmente, la entrada de los ribosomas
en el ARN mensajero tiene lugar a través de la tapa situada en el extremo 5' de todos los ARNm eucariéticos. Sin
embargo, hay excepciones a esta regla universal. La ausencia de una tapa en algunos ARNm viricos sugiere la
existencia de estructuras alternativas que permiten la entrada de ribosomas en un sitio interno de estos ARN. Hasta
la fecha, se ha identificado una serie de estas estructuras, denominadas IRES por su funcion, en la regiéon no
codificante 5' de los ARNm del virus no protegidos, tales como, en particular, los picornavirus, tales como el virus de
la poliomielitis (Pelletier et al., 1988, Mol. Cell. Biol., 8, 1103-1112) y el virus EMCV (virus de la encefalomiocarditis
(Jang et al., J. Virol., 1988, 62, 2636-2643). La divulgacion proporciona el uso de un IRES en el contexto de un
vector de retrovirus competente para la replicacion.

Dependiendo del uso pretendido del vector de retrovirus de la divulgacion, cualquier nimero de secuencias
polinucleotidicas o de acidos nucleicos heterdlogas se pueden insertar en el vector de retrovirus. Algunos ejemplos
se dan en el documento W0O2010/036986. Por ejemplo, para los estudios in vitro usados habitualmente se pueden
usar genes marcadores o genes indicadores, incluyendo resistencia a antibiéticos y moléculas fluorescentes (por
ejemplo, GFP). Las secuencias polinucleotidicas adicionales que codifican cualquier secuencia polipeptidica
deseada también se pueden insertar en el vector de la divulgacién. Cuando se busca la liberacion in vivo de una
secuencia de acido nucleico heterdloga, pueden usarse secuencias tanto terapéuticas como no terapéuticas. Por
ejemplo, la secuencia heterdloga puede codificar una molécula terapéutica, que incluye moléculas antisentido o
ribozimas dirigidas a un gen particular asociado con un trastorno proliferativo celular, la secuencia heteréloga puede
ser un gen suicida (por ejemplo, HSV-tk o PNP o citosina desaminasa), un ARN de interferencia pequefio o micro-
ARN, un factor de crecimiento o una proteina terapéutica (por ejemplo, Factor IX). Otras proteinas terapéuticas
aplicables a la divulgacion se identifican facilmente en la materia.

En una realizacioén, el polinucledtido heterdlogo dentro del vector comprende una citosina desaminasa que se ha
optimizado para la expresion en una célula humana. En una realizacién adicional, la citosina desaminasa comprende
una secuencia que se ha optimizad para codones humanos y comprende mutaciones que aumentan la estabilidad
de la citosina desaminasa (por ejemplo, degradacion reducida o estabilidad térmica aumentada) en comparacion con
una citosina desaminasa de tipo silvestre. En aun otra realizacion, el polinucledtido heterélogo codifica una
construccion de fusion que comprende una citosina desaminasa (optimizada para codones humanos o no
optimizada, mutada o no mutada) unida operablemente a un polinucledtido que codifica un polipéptido que tiene
actividad de UPRT u OPRT. En otra realizacion, el polinucleétido heterélogo comprende un polinucleétido CD de la
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divulgacion (por ejemplo, SEQ ID NO: 3, 5, 11, 13, 15, 0 17).

En otra realizacion, el vector de retrovirus competente para la replicacién puede comprender un polinucleétido
heterélogo que codifica un polipéptido que comprende una citosina desaminasa (como se describe en el presente
documento) y puede comprender ademas un polinucleétido que comprende una molécula de miARN o ARNic unida
a un promotor especifico de tejido o de tipo celular.

Como se usa en el presente documento, la expresion "interferencia de ARN" (ARNi) se refiere al proceso de
silenciamiento génico postranscripcional especifico de secuencia mediado por acidos nucleicos de interferencia
cortos (ARNic). La expresion "agente capaz de mediar en la interferencia de ARN" se refiere a ARNic, asi como a
vectores de ADN y ARN que codifican ARNic cuando se transcriben dentro de una célula. Como se usa en el
presente documento, el término "ANic" se refiere a acido nucleico de interferencia corto. Con el término se pretende
abarcar cualquier molécula de acido nucleico que sea capaz de mediar en la interferencia de ARN especifica de
secuencia, por ejemplo ARN de interferencia corto (ARNic), ARN de doble cadena (ARNbc), microARN (miARN),
ARN de horquilla corto (ARNhc), oligonucleétido de interferencia corto, acido nucleico de interferencia corto,
oligonucledtido modificado de interferencia corto, ARNic modificado quimicamente, ARN silenciador de genes
posranscripcional (ARNsgpt) y otros.

El intervalo adecuado para disefiar longitudes del tallo de un duplex en horquilla incluye longitudes del tallo de 20-30
nucledétidos, 30-50 nucledétidos, 50-100 nucledtidos, 100-150 nucledtidos, 150-200 nucledtidos, 200-300 nucledtidos,
300-400 nucledtidos, 400-500 nucledtidos, 500-600 nucledtidos y 600-700 nucledtidos. El intervalo adecuado para
disefiar longitudes dl bucle de un duplex en horquilla incluye longitudes del bucle de 4-25 nucledtidos, 25-50
nucleotidos, o mas si la longitud del tallo del duplex de la horquilla es sustancial. En cierto contexto, las estructuras
en horquilla con regiones duplex que son mas largas de 21 nucleétidos pueden estimular el silenciamiento dirigido
por ARNic eficaz, con independencia de la secuencia del bucle y la longitud.

Los retrovirus replicantes de la divulgacion también pueden usarse para maodificar la enfermedad mediante la
expresion de ARNic o miARN modificado por ingenieria genética (Dennis, Nature, 418: 122 2002) que apaga o
disminuye la expresion de genes clave que gobiernan la proliferacion o la supervivencia de células enfermas,
incluyendo células tumorales. Dichas dianas incluyen genes como Rad 51, una enzima central en la reparacion del
ADN vy sin la cual el crecimiento celular se restringe drasticamente. Otras dianas incluyen muchas de las moléculas
de la via de sefalizacidon que controlan el crecimiento celular (Marquez y McCaffrey Hum Gene Ther. 19:27 2008).
Los vectores se replicaran a través del tumor y antes de que se produzca la inhibicion del crecimiento, el virus se
integra primero en el genoma del huésped y continua haciendo que el virus después del crecimiento de esa célula se
inhiba. Los métodos para seleccionar secuencias funcionales de miARN o ARNic son conocidos en la técnica. Es
una caracteristica clave en general en el disefio eficaz de secuencias de ARNic o miARN eficaces es, generalmente,
evitando los efectos "fuera de la diana". Sin embargo, para el uso de vectores de replicacion que son altamente
especificos de las células tumorales, tales como las de la divulgacion, estos efectos secundarios no son muy
importantes, ya que se espera que, en ultimo término, las células mueran. El vector de esta divulgacion se haria
usando células de otras especies para las que la proteina correspondiente no esta significativamente dirigida. Dichas
células incluyen lineas celulares de perro o lineas celulares de pollo. Como alternativa, el virus se produce mediante
transfeccion transitoria en células derivadas de 293 humanas u otra linea celular que permite una transfeccion
transitoria eficiente. Para este uso, el virus no necesita expresar un IRES y la secuencia de ARNic o miran
simplemente puede insertarse en un sitio conveniente en el genoma del virus. Este sitio incluye la regién aguas
abajo de la envoltura y aguas arriba de la 3'LTR del retrovirus de replicacién. Como alternativa, se pueden insertar
unidades de transcripcion de pollll en el genoma del virus con los ARNic o miARN apropiados, preferiblemente
aguas abajo del gen de la envoltura en 3'. Pueden insertarse diferentes secuencias de ARNic o miARN para
asegurar una regulacion por disminucion eficiente del gen diana o la regulacion por disminucién de mas de un gen.
Se pueden obtener secuencias y dianas adecuadas a partir de fuentes conocidas por los expertos en la técnica. Por
ejemplo:

e La base de datos de ARNic de MIT/ICBP http:(//)web.mit.edu/sirna/ - "The MIT [Massachusetts Institute of
Technology]/ICBP [Integrative Cancer Biology Program] siRNA Database es un esfuerzo realizado a nivel
universitario para catalogar estos reactivos validadse de forma experimental y poner la informacién a disposicion
de otros investigadores, tanto dentro como fuera de la comunidad del MIT. (Massachusetts Institute of
Technology).

e Recursos de RNAi Central - http:(//)katahdin.cshl.org:9331/RNAi_web/scripts/main2.pl RNAI, incluyendo
herramientas de disefio de ARNic o ARNhc. (Hannon Lab, Cold Spring Harbor Laboratory)

e Laweb de ARNi, http:(//)www.rnaiweb.com/ General resource.

e El programa de disefio de ARNic especifico de dianas siDIRECT - http:(//)genomics.jp/sidirect/ Online target-
specific para interferencia de ARN de mamifero. (Universidad de Tokio, Japon).

e Base de datos de ARNic — Una exhaustiva base de datos de ARNic que contiene dianas de ARNic contra todas
las secuencias de ARNm conocidas a lo largo de diversos organismos. (Parte del sitio web de biologia de los
sistemas de Protein Lounge) Base de datos de ARNic y recursos para estudios de interferencia de ARN
http:(//)www.rnainterference.org/
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e Selector de ARNic, http:(//)bioinfo.wistar.upenn.edu/siRNA/siRNA.htm. Se us6 un conjunto de normas para
evaluar la funcionalidad del ARNic en base a los parametros termodinamicos (Khvorova et al., 2003, Schwarz et
al., 2003) y determinantes relacionados con la secuencia desarrollados por Dharmacon (Reynolds et al., 2004).
La especificidad se determina usando BLAST contra las bases de datos UniGene. (Wistar Institute)

e Buscador de dianas de ARNic http:(//)www.ambion.com/techlib/misc/siRNA_finder.html (Ambion)

Los retrovirus de replicacion de la divulgacion también pueden expresar dianas para ARNic de origen natural que
estan restringidos en cuando a la expresion a tipos celulares concretos, de modo que la replicacion del vector se
inhibe significativamente en dichos tipos de células. Para fines antitumorales, algunas células normales en el cuerpo
que se replican de forma natural en algun nivel son células hematopoyéticas, células del revestimiento del intestino y
algunas células endoteliales. Estos son entonces sitios potenciales donde el virus que esta en la circulaciéon podria
infectar productivamente. En general esto seria indeseable. Cualquier infeccion dispersa de células como estas
puede inhibirse mediante la inclusion de una diana para ARNic de origen natural o una combinacion de ARNic en
estos tipos de células. Ya se ha demostrado alguna viabilidad del uso de dianas de ARNic para suprimir las
respuestas inmunitarias. (Brown et al. Nat Biotechnol. 2007 25:1457-67). Estos dianas son pequefias secuencias de
ARN con una coincidencia homéloga con las secuencias de ARNic que se producen de forma natural. Estas
secuencias pueden insertarse en cualquier sitio conveniente en los vectores de la presente invencién sin, en
general, una consecuencia perjudicial significativa para la viabilidad del vector, que no sea en una célula del tipo
deseado. Los vectores se pueden fabricar y utilizar como se ha descrito anteriormente. La diana del ARNic puede
insertarse en 3' del transgén pero antes de la 3'LTR o aguas arriba del IRES, pero después del extremo 3' de la
envoltura. En general, la diana no se insertaria en las secuencias de codificacion de proteinas.

En ofras realizaciones adicionales, el polinucleétido heterélogo puede comprender una citocina, tal como una
interleucina, interferon gamma o similar.

Generalmente, el virus recombinante de la divulgacién es capaz de transferir una secuencia de acido nucleico a una
célula diana.

La expresion "dominio regulador de acido nucleico" se refiere colectivamente a secuencias promotoras (por ejemplo,
secuencias promotoras de pol Il), sefiales de poliadenilacion, secuencias de terminacion de la transcripcion,
dominios reguladores aguas arriba, origenes de replicacion, potenciadores y similares, que colectivamente
proporcionan la replicacion, transcripcion y traduccion de una secuencia de codificacion una célula receptora. No
todas estas secuencias de control deben estar siempre presentes, con la condicién de que la secuencia de
codificacion seleccionada pueda replicarse, transcribirse y traducirse en una célula huésped apropiada. Un experto
en la técnica puede identificar facilmente la secuencia de acido nucleico reguladora a partir de bases de datos y
materiales publicos. Adicionalmente, un experto en la técnica puede identificar una secuencia reguladora que sea
aplicable para el uso pretendido, por ejemplo, in vivo, ex vivo o in vitro.

La expresion “region promotora” se utiliza en el presente documento en su sentido habitual para hacer referencia a
una region nucleotidica que comprende una secuencia reguladora de ADN, donde la secuencia reguladora deriva de
un gen que es capaz de unirse a la ARN polimerasa e iniciar la transcripcion de una secuencia codificante aguas
abajo (direccién 3'). La secuencia reguladora puede ser homologa o heterdloga de la secuencia génica deseada. Por
ejemplo, se puede utilizar una amplia gama de promotores, incluyendo promotores de virus o de mamifero, como se
ha descrito anteriormente.

La secuencia de acido nucleico heteréloga esta tipicamente bajo el control de las sefiales promotoras-potenciadoras
de LTR del virus o un promotor interno y sefiales retenidas dentro de la LTR del retrovirus todavia puede dar lugar a
una integracion eficiente del vector en el genoma de la célula huésped. Por consiguiente, los vectores de retrovirus
recombinantes de la divulgacion, las secuencias, genes y / o fragmentos génicos deseados pueden insertarse en
varios sitios y bajo diferentes secuencias reguladoras. Por ejemplo, un sitio para la insercion puede ser el sitio
proximal del promotor / potenciador del virus (es decir, el locus del gen dirigido por LTR 5'). Como alternativa, las
secuencias deseadas pueden insertarse en un sitio distal de la secuencia reguladora (por ejemplo, la secuencia
IRES en 3' del gen env) o cuando hay dos o mas secuencias heterélogas presentes, una secuencia heterologa
puede estar bajo el control de una primera region reguladora y una segunda secuencia heteréloga bajo el control de
una segunda region reguladora. Otros sitios distales incluyen secuencias promotoras del virus, donde la expresion
de la secuencia o secuencias deseadas es mediante corte y empalme del cistron proximal del promotor, se puede
usar un promotor heterélogo interno como SV40 o CMV, o un sitio interno de entrada al ribosoma (IRES).

En una realizacion, el genoma del retrovirus de la divulgacion contiene un IRES que comprende un sitio de clonacion
para la insercién de una secuencia polinucleotidica deseada. En una realizacion, el IRES se localiza en 3' del gen
env en el vector del retrovirus, pero en 5' del acido nucleico heterélogo deseado. De acuerdo con esto, una
secuencia polinucleotidica heteréloga que codifica un polipéptido deseado puede estar operativamente unida al
IRES.

En otra realizacion, se incluye una secuencia polinucleotidica de direccionamiento como parte del vector de
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retrovirus recombinante de la divulgacion. La secuencia polinucleotidica dirigida es un ligando dirigido (por ejemplo,
hormonas peptidicas, tales como heregulina, anticuerpos de cadena sencilla, un receptor o un ligando para un
receptor), un elemento regulador especifico de tejido o especifico de tipo celular (por ejemplo, un promotor o
potenciador especifico de tejido o especifico de tipo de célula), o una combinacién de un ligando dirigido y un
elemento regulador especifico de tejido/especifico de tipo celular. Preferiblemente, el ligando dirigido esta unido
operativamente a la proteina env del retrovirus, creando una proteina env retrovirica quimérica. Las proteinas GAG
virica, POL virica y ENV virica pueden derivar de cualquier retrovirus adecuado (por ejemplo, derivado de MLV o de
lentivirus). En otra realizacion, la proteina ENV virica no deriva de retrovirus (por ejemplo, alfavirus, CMV o VSV).

El retrovirus recombinante de la divulgacion esta, por lo tanto, genéticamente modificado de tal manera que el virus
esta dirigido a un tipo de célula particular (por ejemplo, células de musculo liso, células hepaticas, células renales,
fibroblastos, queratinocitos, células madre mesenquimatosas, células de médula 6sea, condrocitos, células
epiteliales, células intestinales, células neoplasicas, células de glioma, células neuronales y otras conocidas en la
técnica), de forma que el genoma de acido nucleico se libera a una diana que no esta en division, una célula diana
en division o a una célula diana que tiene un trastorno proliferativo celular. El direccionamiento se puede lograr de
dos maneras. La primera forma dirige el retrovirus a una célula diana mediante la uniéon a células que tienen una
molécula sobre la superficie externa de la célula. Este método de dirigir el retrovirus utiliza la expresion de un ligando
dirigido sobre la capa del retrovirus para ayudar a dirigir el virus a células o tejidos que tienen un receptor o molécula
de unién que interacciona con el ligando dirigido sobre la superficie del retrovirus. Después de la infeccion de una
célula por el virus, el virus inyecta su acido nucleico en la célula y el material genético del retrovirus puede integrarse
en el genoma de la célula huésped. El segundo método de dirigir utiliza elementos reguladores especificos de
células o de tejidos para estimular la expresion y la transcripcion del genoma viral en una célula diana que utiliza
activamente los elementos reguladores, como se describe con mayor detalle a continuacion. A continuacion, el
material genético de retrovirus transferido se transcribe y se traduce en proteinas dentro de la célula huésped. El
elemento regulador dirigido esta tipicamente unido alaLTR en 5'y /o 3', creando una LTRB quimérica.

Mediante la insercion de una secuencia heteréloga de acido nucleico de interés en el vector viral de la divulgacion,
junto con otro gen que codifica, por ejemplo, el ligando de un receptor sobre una célula diana especifica, el vector es
ahora especifico de la diana. Los vectores viricos pueden hacerse especificos de la diana a través de la unién de,
por ejemplo, un azucar, un glicolipido o una proteina. El direccionamiento se puede lograr usando un anticuerpo
para dirigir el vector viral. Los expertos en la técnica conoceran, o pueden determinar facilmente, secuencias de
polinucledtidos especificos que pueden insertarse en el genoma del virus o proteinas que se pueden unir a una
envoltura virica para permitir la liberacion especifica de la diana del vector virico que contiene la secuencia de acido
nucleico de interés.

De este modo, la divulgacion incluye, en una realizacion, una proteina env quimérica que comprende una proteina
env del retrovirus unida operativamente a un polipéptido dirigido. El polipéptido de orientaciéon puede ser una
molécula receptora especifica de célula, un ligando para un receptor especifico de célula, un anticuerpo o fragmento
de anticuerpo para un epitopo antigénico especifico de célula o cualquier otro ligando facilmente identificado en la
técnica que sea capaz de unirse o interaccionar con una célula diana. Entre los ejemplos de polipéptidos o
moléculas dirigidos se incluyen anticuerpos bivalentes usando biotina-estreptavidina como enlazadores (Etienne-
Julan et al., J. Of General Virol., 73, 3251-3255 (1992); Roux et al., Proc. Natl. Acad. Sci USA 86, 9079-9083
(1989)), virus recombinante que contiene en su envoltura una secuencia que codifica una region variable del
anticuerpo monocatenario contra un hapteno (Russell et al., Nucleic Acids Research, 21, 1081-1085 (1993)),
clonacion de ligandos de hormonas peptidicas en la envoltura del retrovirus (Kasahara et al., Science, 266, 1373-
1376 (1994)), construcciones quiméricas EPO/env (Kasahara et al., 1994), anticuerpo monocatenario contra el
receptor de lipoproteinas de baja densidad (LDL) en la envoltura del MLV ecotropico, lo que da lugar a una infeccion
especifica de células HeLa que expresan el receptor de LDL (Somia et al., Proc. Natl. Acad. Sci USA, 92, 7570-7574
(1995)), de forma similar, la gama de huéspedes del ALV se puede alterar mediante la incorporacion de un ligando
de integrina, lo que permite al virus cruzar la barrera de las especies para infectar especificamente células de
glioblastoma de rata (Valsesia-Wittmann et al., J. Virol. 68, 4609-4619 (1994)), y Dornberg y colaboradores (Chu y
Dornburg, J. Virol 69, 2659-2663 (1995)) han comunicado el direccionamiento especifico de tejido del virus de
necrosis del bazo (SNV), un retrovirus aviar, usando envolturas que contienen anticuerpos monocatenarios contra
marcadores tumorales.

La divulgacién proporciona un método de produccion de un retrovirus recombinante capaz de infectar una célula
diana, que comprende transfectar una célula huésped adecuada con lo siguiente: un vector que comprende una
secuencia polinucleotidica que codifica una gag virica, una pol virica y una env virica, donde el vector contiene un
sitio de clonacién para la introduccion de un gen heterélogo, operativamente unido a una secuencia de acido
nucleico reguladora, y la recuperacion del virus recombinante.

El retrovirus y los métodos de la divulgacion proporcionan un retrovirus competente para la replicacion que no
requiere virus auxiliar ni secuencia de acido nucleico o proteinas adicionales para propagar y producir viriones. Por
ejemplo, las secuencias de acido nucleico del retrovirus de la divulgacion codifican, por ejemplo, un antigeno
especifico de grupo y transcriptasa inversa, (e integrasa y enzimas proteasas necesarias para la maduracion y la
transcripcion inversa), respectivamente, como se ha tratado anteriormente. Las gag y pol viricas pueden derivar de
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un lentivirus, tal como VIH o un gammaretrovirus tal como MoMLV. Ademas, el genoma de acido nucleico del
retrovirus de la divulgacion incluye una secuencia que codifica una proteina de la envoltura del virus (ENV). El gen
env puede derivar de cualquier retrovirus. La proteina env puede ser una proteina anfotropica de la envoltura que
permite la transduccion de células de seres humanos y de otras especies, una proteina ecotrépica de la envoltura,
que es capaz de transducir solo células de raton y de rata, una envoltura xenotrépica, una envoltura GALV, una
envoltura RD114, una envoltura de FeLV u otra envoltura de retrovirus. La envoltura también puede ser una
envoltura de una fuente heteréloga, tal como un alfavirus, CMV o VSV. Ademas, puede ser deseable dirigir el virus
recombinante mediante la unién de la proteina de la envoltura con un anticuerpo o un ligando en particular dirigido a
un receptor de un tipo celular en particular. Como se ha mencionado anteriormente, los vectores retrovirales pueden
hacerse especificos de la diana mediante la insercion de, por ejemplo, un glicolipido o una proteina. El
direccionamiento se logra a menudo usando un anticuerpo para dirigir el vector retroviral a un antigeno en un tipo de
célula en particular (por ejemplo, un tipo celular encontrado en un cierto tejido, o un tipo de célula cancerosa). Los
expertos en la técnica conoceran, o pueden determinar facilmente sin experimentacién excesiva, métodos
especificos para lograr la liberacién de un vector retroviral a un objetivo especifico. En otra realizacion, el gen env no
deriva de un retrovirus (por ejemplo, alfavirus, CMV o VSV). Entre los ejemplos de genes env derivados de retrovirus
se incluyen, pero no se limitan a: virus de la leucemia murina Moloney (MoMuLV), virus del sarcoma murino de
Harvey (HaMuSV), virus del tumor mamario murino (MuMTYV), virus de la leucemia del mono gibén (GaLV), virus de
la inmunodeficiencia humana (VIH) y el virus del sarcoma de Rous (RSV). También pueden usarse otros genes env,
tales como el virus de la estomatitis vesicular (VSV) (proteina G), la envoltura de citomegalovirus (CMV) o la
hemaglutinina (HA) del virus de la gripe.

En una realizacion, el genoma retroviral deriva de un gammaretrovirus y, mas particularmente, un gammaretrovirus
de mamifero. Por "derivado" se entiende que la secuencia polinucleotidica parental es un gammaretrovirus de tipo
salvaje que se ha modificado mediante insercion o eliminacién de secuencias de origen natural (por ejemplo,
insercion de un IRES, insercion de un polinucledétido heterdlogo que codifica un polipéptido o acido nucleico inhibidor
de Interés, mezcla de un promotor mas eficaz de un retrovirus o virus diferente en lugar del promotor de tipo salvaje
y similares).

A diferencia de los retrovirus recombinantes producidos por métodos estandar en la técnica que son defectuosos y
requieren ayuda para producir particulas de vectores infecciosas, la divulgacion proporciona un retrovirus que es
competente para la replicacion.

En ofra realizaciéon, la divulgacion proporciona vectores retrovirales que son dirigidos usando secuencias
reguladoras. Se pueden utilizar secuencias reguladoras especificas de células o tejidos (por ejemplo, promotores)
para dirigir la expresion de secuencias génicas en poblaciones de células especificas. Los promotores de mamifero
y viricos adecuados para la divulgacion se describen en otra parte del presente documento. Por consiguiente, en
una realizacion, la divulgacion proporciona un retrovirus que tiene elementos promotores especificos de tejido en el
extremo 5 'del genoma retroviral. Preferiblemente, los elementos / secuencias reguladoras especificas de tejido
estan en la regién U3 de la LTR del genoma retroviral, incluyendo, por ejemplo, promotores y potenciadores
especificos de células o tejidos a células neoplasicas (por ejemplo, potenciadores y promotores especificos de
células tumorales) y promotores inducibles (por ejemplo, tetraciclina).

Las secuencias de control de la transcripcion de la divulgacion también pueden incluir secuencias de control de la
transcripcion de origen natural asociadas de forma natural con un gen que codifica un superantigeno, una citocina o
una quimiocina.

En algunas circunstancias, puede ser deseable regular la expresion. Por ejemplo, se pueden utilizar diferentes
promotores del virus con intensidades variables de actividad, dependiendo del nivel de expresion deseado. En
células de mamifero, el promotor temprano inmediato de CMV se utiliza a menudo para proporcionar una fuerte
activacion de transcripcion. También se han utilizado versiones modificadas del promotor de CMV que son menos
potentes cuando se desean niveles reducidos de expresion del transgén. Cuando se desea la expresion de un
transgén en células hematopoyéticas, se usan a menudo promotores retrovirales tales como las LTR de VLM o
VTMM. Otros promotores virales que pueden usarse incluyen SV40, LTR de VRS, LTR de VIH-1 y VIH-2,
promotores de adenovirus tales como de la regién E1A, E2A o MLP, LTR de VAA, virus del mosaico de coliflor, VHS-
TK'y virus de sarcoma aviar.

De manera similar, pueden usarse promotores selectivos o especificos de tejidos para efectuar la transcripcion en
tejidos especificos o células de modo que se reduzca la toxicidad potencial o los efectos no deseados a tejidos no
seleccionados como diana. Por ejemplo, pueden usarse promotores tales como el PSA, probasina, fosfatasa de
acido prostatico o calicreina glandular especifica de la prostata (hK2), para dirigir la expresion génica en la prostata.
Otros promotores/dominios reguladores que se pueden usar se exponen en la Tabla 1.

En ciertas indicaciones, puede ser deseable activar la transcripcion en momentos especificos tras la administracion
del vector de terapia génica. Esto puede hacerse con promotores tales como aquéllos que son regulables por
hormonas o citocinas. Por ejemplo, en las aplicaciones de terapia génica donde la indicaciéon es un tejido gonadal
donde se producen o al que se envian esteroides especificos, puede ser ventajoso el uso de promotores regulados
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por andrégenos o estrégenos. Tales promotores que son regulables por hormonas incluyen VTMM, MT-1, ecdisona
y RuBisco. Se pueden usar otros promotores regulados por hormonas tales como aquellos que responden a
hormonas tiroideas, hipofisarias y suprarrenales. Los promotores que responden a citocinas y proteinas inflamatorias
que pueden usarse, incluyen cininégeno Ky T (Kageyama et al., 1987), c-fos, TNF-alfa, proteina reactiva C (Arcone
et al., 1988), haptoglobina (Oliviero et al., 1987), suero amiloide A2, C/EBP alfa, IL-1, IL-6 (Poli y Cortese, 1989),
complemento C3 (Wilson et al., 1990), IL-8, alfa-1 glicoproteina acida (Prowse y Baumann, 1988), alfa-1 antitripsina,
lipoproteina lipasa (Zechner et al., 1998), angiotensindgeno (Ron et al., 1991), fibrindgeno, c-jun (inducible por
ésteres de forbol, TNF-alfa, radiacion UV, acido retinoico y peréxido de hidrégeno), colagenasa (inducida por ésteres
de forbol y acido retinoico), metalotioneina (inducible por glucocorticoide y metales pesados), estromelisina
(inducible por éster de forbol, interleucina-1 y EGF), alfa-2-macroglobulina y alfa-1-antiquimotripsina. También
pueden usarse promotores especificos de tumores, tales como osteocalcina, elemento respondedor a la hipoxia
(HRE), MAGE-4, ACE, alfa-fetoproteina, GRP78/BiP y tirosinasa, para regular la expresién génica en células
tumorales.

Ademas, esta lista de promotores no debe interpretarse como que es exhaustiva o limitante, los expertos en la
técnica conoceran otros promotores que pueden usarse junto con los promotores y métodos dados a conocer en el
presente documento.

TABLA 1 PROMOTORES ESPECIFICOS DE TEJIDO

Tejido Promotor

Pancreas Insulina Elastina Amilasa pdr-1 pdx-1 glucoquinasa

Higado Albumina PEPCK potenciador de HBV a fetoproteina apolipoproteina C a-1 antitripsina
vitelogenina, NF-AB Transtiretina

Musculo Cadena H de miosina creatina quinasa de musculo Distrofina calpaina p94 a-actina esquelética

esquelético troponina 1 rapida

Piel Queratina K6 Queratina K1

Pulmon CFTR Citoqueratina humana 18 (K18) Proteinas tensioactivas pulmonares A, By C CC-10 P1

Mdusculo liso sm22 a SM-alfa-actina

Endotelio Endotelina-1 E-selectina factor de von Willebrand TIE (Korhonen et al., 1995) KDR / flk-1
tirosinasa de melanocitos

Tejido adiposo Lipoproteina lipasa (Zechner et al, 1988) Adiposina (Spiegelman et al., 1989) acetil-CoA
carboxilasa (Pape y Kim, 1989) glicerofosfato deshidrogenasa (Dani et al., 1989) adipocito P2
(Hunt et al., 1986)

Sangre B-globina
Glioma GFAP, nestina, Msi 1 (J. Huang et al. Acta Biochim Biophys Sin 2010, 42: 274-280)

Los “elementos reguladores especificos de los tejidos” son elementos reguladores (por ejemplo, promotores) que
son capaces de dirigir la transcripcion de un gen en un tejido mientras permanece en gran parte "silencioso" en
otros. Se entenderd, sin embargo, que los promotores especificos de tejidos pueden tener una cantidad detectable
de actividad "de fondo" o "base" en los tejidos donde son silenciosos. El grado en el que un promotor se activa
selectivamente en un tejido diana se puede expresar como una relacion de selectividad (actividad en un tejido /
actividad diana en un tejido de control). A este respecto, un promotor especifico de tejido util en la practica de la
divulgacion tiene tipicamente una relacion de selectividad mayor de aproximadamente 5. Preferiblemente, la relacion
de selectividad es mayor que aproximadamente 15.

Se entendera ademas que ciertos promotores, aunque no estan restringidos en actividad a un solo tipo de tejido,
puede mostrar, sin embargo, selectividad en cuanto a que pueden ser activos en un grupo de tejidos y menos
activos o silenciosos en otro grupo. Tales promotores se denominan también "especificos de tejido" y se contemplan
para su uso con la divulgacion. Por ejemplo, los promotores que son activos en una diversidad de neuronas del
sistema nervioso central (SNC) pueden ser terapéuticamente Utiles en la proteccion contra el dafo debido a
accidentes cerebrovasculares, que puede afectar a cualquiera de varias regiones diferentes del cerebro. De acuerdo
con ello, los elementos reguladores especificos de tejido utilizados en la divulgacion tienen aplicabilidad a la
regulacion de las proteinas heterdlogas, asi como una aplicabilidad como una secuencia polinucleotidica diana en
los presentes vectores retrovirales.

Los vectores retrovirales y el polinucleétido CD vy el polipéptido de la divulgacion pueden usarse para tratar una
amplia gama de enfermedades y trastornos que incluyen una serie de enfermedades y trastornos proliferativos de
células (véanse, por ejemplo, las patentes de los Estados Unidos 4.405.712 y 4.650.764; Friedmann, 1989, Science,
244:1275-1281; Mulligan, 1993, Science, 260:926-932, R. Crystal, 1995, Science 270:404-410, véase también, The
Development of Human Gene Therapy, Theodore Friedmann, Ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring
Harbor, N.Y., 1999. ISBN 0-87969-528-5.
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La frase célula "que no se divide" se refiere a una célula que no pasa por mitosis. Las células que no se dividen
pueden estar bloqueadas en cualquier punto del ciclo celular (por ejemplo, Go/G+, Gyss, G2m), siempre que la célula
no se esté dividiendo de forma activa. Para la infeccién ex vivo, una célula en division se puede tratar para bloquear
la divisién celular mediante técnicas estandar utilizadas por los expertos en la técnica, incluyendo irradiacion,
tratamiento con afidocolina, inanicion de suero e inhibicion de contacto. Sin embargo, debe entenderse que la
infeccion ex vivo se realiza a menudo sin bloquear las células, ya que muchas células ya estan detenidas (por
ejemplo, células madre). Por ejemplo, un vector lentivirus recombinante es capaz de infectar muchas células que no
se dividen, independientemente del mecanismo usado para bloquear la division celular o el punto en el ciclo celular
donde la célula esta bloqueada. Entre los ejemplos de células preexistentes que no se dividen en el cuerpo se
incluyen células neuronales, musculares, hepaticas, de piel, de corazon, de pulmén y de médula 6sea, y sus
derivados. Para las células en division pueden usarse vectores gamma-retrovirales, ya que solo son capaces de
infectar células que se estan dividiendo.

Por célula "en divisiéon" se entiende una célula que experimenta mitosis activa, o meiosis. Tales células de division
incluyen células madre, células de la piel (por ejemplo, fibroblastos y queratinocitos), gametos y otras células en
divisiéon conocidas en la técnica. De interés particular y abarcadas por el término célula en divisién son células que
tienen trastornos proliferativos celulares, tales como células neoplasicas. El término "trastorno proliferativo celular"
se refiere a una afeccién caracterizada por un ndmero anormal de células. La afeccidon puede incluir tanto el
crecimiento celular hipertréfico (la multiplicacion continua de células que da como resultado un crecimiento excesivo
de una poblacion de células dentro de un tejido) como hipotréfico (falta o deficiencia de células dentro de un tejido) o
un exceso de afluencia o migracion de células hacia un area de un cuerpo. Las poblaciones celulares no son
necesariamente células transformadas, tumorigénicas o malignas, sino que también pueden incluir células normales.
Los trastornos proliferativos de las células incluyen trastornos asociados con un crecimiento excesivo de tejidos
conectivos, tales como diversas afecciones fibroticas, incluyendo esclerodermia, artritis y cirrosis hepatica. Los
trastornos proliferativos celulares incluyen trastornos neoplasicos, tales como carcinomas de cabeza y cuello. Los
carcinomas de cabeza y cuello incluirian, por ejemplo, carcinoma de la boca, eséfago, garganta, laringe, glandula
tiroides, lengua, labios, glandulas salivales, nariz, senos paranasales, nasofaringe, béveda nasal superior y tumores
sinusales, estesioneuroblastoma, cancer de células escamosas, melanoma maligno, carcinoma senonasal
indiferenciado (CSNI), cerebro (incluyendo glioblastomas) o neoplasia sanguinea. También se incluyen los
carcinomas de los ganglios linfaticos regionales, incluidos los ganglios linfaticos cervicales, los ganglios linfaticos
prelaringeos, los ganglios linfaticos yuxtaesofagicos pulmonares y los ganglios linfaticos submandibulares
(Harrison's Principles of Internal Medicine (eds., Isselbacher, et al., McGraw-Hill, Inc., 132 Edicion, pag. 1850-1853,
1994). Otros tipos de cancer incluyen, pero no se limitan a los mismos, cancer de pulmén, cancer colorrectal, cancer
de mama, cancer de prostata, cancer del tracto urinario, linfoma de cancer uterino, cancer oral, cancer de pancreas,
leucemia, melanoma, cancer de estdmago, cancer de piel y cancer de ovarios.

La divulgacion también proporciona terapia génica para el tratamiento de trastornos proliferativos celulares. Tal
terapia conseguiria su efecto terapéutico mediante la introduccion de una secuencia polinucleotidica terapéutica
apropiada (por ejemplo, antisentido, ribozimas, genes suicidas, ARNic), en células del sujeto que tiene el trastorno
proliferativo. La liberacion construcciones polinucleotidicas se puede lograr utilizando el vector retroviral
recombinante de la divulgacion, particularmente si esta basado en MLV, que sera capaz de infectar solo a las células
en divisidon y que contintia haciéndolo en células infectadas, incluso después de que las células dejen de dividirse.

Ademas, los métodos terapéuticos (por ejemplo, la terapia génica o los métodos de administracion génica) como se
describen en el presente documento pueden realizarse in vivo o ex vivo. Puede ser preferible eliminar la mayoria de
un tumor antes de la terapia génica, por ejemplo quirdrgicamente o por radiacion. La cirugia o la radiaciéon también
se pueden utilizar después de la terapia génica. En algunos aspectos, la terapia retroviral puede estar precedida o
seguida de quimioterapia.

De este modo, la divulgacién proporciona un retrovirus recombinante capaz de infectar una célula que no se divide,
una célula en division o una célula neoplasica, en ella, el retrovirus recombinante comprende una GAG del virus; una
POL del virus; una ENV del virus; un acido nucleico heterélogo unido operativamente a un IRES o a un promotor
interno; y secuencias de acido nucleico que actian en cis necesarias para el empaquetamiento, la transcripcion
inversa y la integracion. El retrovirus recombinante puede ser un lentivirus, tal como el VIH, o puede ser un
gammaretrovirus. Como se ha divulgado anteriormente para el método de produccién de un retrovirus recombinante,
el retrovirus recombinante de la divulgacion puede incluir ademas al menos una de las proteinas VPR, VIF, NEF,
VPX, TAT, REV y VPU. Aunque no se desea estar limitado por una teoria particular, se cree que uno o mas de estos
genes / productos proteicos son importantes para aumentar el titulo viral del retrovirus recombinante producido (por
ejemplo, NEF) o puede ser ventajoso para la infeccion y el empaquetamiento del virién en células con altos niveles
de elementos de restriccion virica (por ejemplo, VIF para células con APOBEC3G activo o equivalente).

La divulgacién también proporciona un método de transferencia de acido nucleico a una célula diana para
proporcionar la expresion de un acido nucleico particular (por ejemplo, una secuencia heteréloga). Por lo tanto, en
otra realizacién, la divulgacion proporciona un método para la introduccion y expresion de un acido nucleico
heterdélogo en una célula diana que comprende infectar la célula diana con el virus recombinante de la divulgacion y
expresar el acido nucleico heterdlogo en la célula diana. Como se ha mencionado anteriormente, la célula diana

16



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 609 336 T3

puede ser cualquier tipo de célula, incluyendo los tipos de células en divisién, que no se dividen, neoplasicas,
inmortalizadas, modificadas y otras reconocidas por los expertos en la técnica, siempre que sean capaces de
infectarse con un retrovirus.

Puede ser deseable modular la expresion de un gen en una célula mediante la introduccién de una secuencia de
acido nucleico (por ejemplo, la secuencia de acido nucleico heteréloga) mediante el método de la divulgacién, donde
la secuencia de acido nucleico da lugar, por ejemplo, a una molécula antisentido o ribozima. El término "modular"
prevé la supresion de la expresion de un gen cuando esta sobreexpresado o el aumento de la expresion cuando
esta subexpresado. Cuando un trastorno proliferativo celular esta asociado con la expresiéon de un gen, pueden
usarse secuencias de acidos nucleicos que interfieren con la expresion del gen a nivel de la traduccion. Este
enfoque utiliza, por ejemplo, acido nucleico antisentido, ribozimas o agentes triplex para bloquear la transcripcion o
la traduccion de un ARNm especifico, ya sea enmascarando ese ARNm con un acido nucleico antisentido o triplex, o
escindiéndolo con una ribozima.

Los acidos nucleicos antisentido son moléculas de ADN o ARN que son complementarias de al menos una porcion
de una molécula de ARNm especifica (Weintraub, Scientific American, 262:40, 1990). En la célula, los acidos
nucleicos antisentido hibridan con el ARNm correspondiente, formando una molécula bicatenaria. Los acidos
nucleicos antisentido interfieren con la traducciéon del ARNm, ya que la célula no traducira un ARNm que sea de
doble cadena. Se prefieren oligémeros antisentido de aproximadamente 15 nucleétidos, ya que son facilmente
sintetizados y son menos propensos a causar problemas que las moléculas mas grandes cuando se introducen en la
célula diana. El uso de métodos antisentido para inhibir la traduccion in vitro de genes es bien conocido en la técnica
(Marcus-Sakura, Anal. Biochem., 172:289, 1988).

El acido nucleico antisentido puede usarse para bloquear la expresion de una proteina mutante o un producto génico
predominantemente activo, tal como una proteina precursora amiloide que se acumula en la enfermedad de
Alzheimer. Tales métodos son también utiles para el tratamiento de la enfermedad de Huntington, el parkinsonismo
hereditario y otras enfermedades. De particular interés son el bloqueo de genes asociados con trastornos
proliferativos de células. Los acidos nucleicos antisentido también son Utiles para la inhibiciéon de la expresién de
proteinas asociadas con la toxicidad.

La utilizacién de un oligonucledtido para detener la transcripcion se conoce como la estrategia triplex, ya que el
oligébmero se enrolla alrededor del ADN de doble hélice formando una hélice de tres cadenas. Por lo tanto, estos
compuestos triplex pueden disefiarse para reconocer un sitio Unico en un gen elegido (Maher, et al., Antisense Res.
and Dev., 1(3):227, 1991; Helene, C., Anticancer Drug Design, 6(6):569, 1991).

Las ribozimas son moléculas de ARN que poseen la capacidad de escindir especificamente otro ARN
monocatenario de una manera analoga a las endonucleasas de restriccion de ADN. Mediante la modificacion de las
secuencias de nucledtidos que codifican estos ARN, es posible disefiar moléculas que reconozcan secuencias de
nucledtidos especificas en una molécula de ARN y escindirlas (Cech, J. Amer. Med. Assn., 260:3030, 1988). Una
ventaja importante de este enfoque es que, debido a que son especificos de secuencia, solo se inactivan los ARNm
con secuencias particulares.

Puede ser deseable transferir un acido nucleico que codifica un modificador de la respuesta bioldgica (por ejemplo,
una citocina). Se incluyen en esta categoria agentes inmunopotenciadores que incluyen acidos nucleicos que
codifican una serie de citocinas clasificadas como "interleucinas". Estas incluyen, por ejemplo, las interleucinas 1 a
15. También se incluyen en esta categoria, aunque no necesariamente funcionan segun los mismos mecanismos,
los interferones y, en particular, el interferén gamma, el factor de necrosis tumoral (TNF) y el factor estimulante de
las colonias de granulocitos y macréfagos (GM - CSF). Otros polipéptidos incluyen, por ejemplo, factores
angiogénicos y factores antiangiogénicos. Puede ser deseable suministrar tales acidos nucleicos a células de
médula 6sea o macrofagos para tratar deficiencias enzimaticas o defectos inmunes. Los acidos nucleicos que
codifican factores de crecimiento, péptidos toxicos, ligandos, receptores u otras proteinas fisiol6gicamente
importantes también se pueden introducir en células diana especificas.

Por ejemplo, HER2 (véase, por ejemplo, las SEQ ID NO: 23 y 24), un miembro de la familia del receptor de EGF, es
la diana para la unién del farmaco trastuzumab (Herceptin TM, Genentech). Trastuzumab es un mediador de la
citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (CCDA). La actividad esta dirigida. Preferentemente, a células que
expresan HER2 con niveles de sobreexpresion 2+ y 3+ mediante inmunohistoquimica en lugar de células 1+ y sin
expresion (ficha técnica de Herceptin, Crommelin 2002). El aumento de la expresion de HER2 mediante la
introduccion de un vector que expresa HER2 o HER2 truncado (que expresa solo los dominios extracelular y
transmembrana) en tumores bajos de HER2 puede facilitar el desencadenamiento éptimo de CCDA vy superar la
resistencia de desarrollo rapido a HER2 que se observa en el uso clinico.

La sustitucion de yCD2 para el dominio intracelular de HER2 permite la expresion en la superficie celular de HER2 y
la localizacion citosolica de yCD2. El dominio extracelular de HER2 (DEC) y el dominio transmembrana (TM)
(aproximadamente 2026 pb desde aproximadamente la posicion 175 a 2200) pueden amplificarse por PCR
(Yamamoto et al., Nature 319:230-234, 1986; Chen et al., Canc. Res., 58:1965-1971, 1998) o sintetizarse
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quimicamente (BioBasic Inc., Markham, Ontario, Canada) e insertarse entre el IRES y el gen yCD2 en el vector
pAC3-yCD2 SEQ ID NO: 19. Como alternativa, el gen yCD puede ser escindido y reemplazado por un polinucleétido
que codifica un polipéptido HER2 o fragmento del mismo. Se puede amplificar o sintetizar quimicamente otro HER2
truncado con solo el dominio IV de unién a Herceptin de los dominios DEC y TM (aproximadamente 290 pb desde la
posicion 1910 a 2200) (Landgraf 2007; Garrett et al., J. of Immunol., 178:7120-7131, 2007) y usar como se ha
indicado anteriormente. Una modificacion adicional de esta forma truncada con el péptido senal nativo
(aproximadamente 69 pb desde la posicion 175-237) fusionado al dominio IV y al TM puede sintetizarse
quimicamente y utilizarse como se ha indicado anteriormente. Los virus resultantes pueden usarse para tratar un
trastorno proliferativo celular en un sujeto en combinacién con trastuzumab o trastuzumab y 5-FC.

Como alternativa, HER2 y las modificaciones divulgadas anteriormente se pueden expresar en un vector separado
que contiene un gen de ENV diferente u otra proteina de superficie apropiada. Este vector puede ser competente
para la replicacion (Logg et al. J.Mol Biol. 369:1214 2007) o un vector retroviral no replicativo de "primera
generacion" que codifica la envoltura y el gen de interés (Emi et al. J.Virol 65:1202 1991). En este ultimo caso, la
infeccion virica preexistente proporcionara gag y pol complementarias para permitir la propagacion infecciosa del
vector "no replicativo" de cualquier célula previamente infectada. La ENV vy las glicoproteinas alternativas incluyen
ENV y glicoproteinas xenotropicas y politropicas capaces de infectar células humanas, por ejemplo secuencias ENV
de la cepa NZB de MLV Yy glicoproteinas de MCF, VSV, GALV vy otros virus (Palu 2000, Baum et al., Mol. Therapy,
13(6):1050-1063, 2006). Por ejemplo, un polinucleétido puede comprender una secuencia donde se suprimen los
genes GAG y POL y yCD2 de la SEQ ID NO 19, la ENV corresponde a un dominio de ENV xenotrépico de NZB MLV
0 VSV-g, y el IRES o un promotor tal como RSV esta unido operativamente directamente a HER2, HER2 ECDTM,
HER2 ECDIVTM, o HER2 SECDIVTM.

La infeccion mixta de células por virus VSVG pseudotipado y retrovirus anfotrépico da como resultado la produccion
de viriones de progenie que llevan el genoma de un virus encapsulado por las proteinas de la envoltura del otro [Emi
1991]. Lo mismo es cierto para otras envolturas que pseudotipan particulas retrovirales. Por ejemplo, la infeccion por
retrovirus derivados como anteriormente da lugar a la produccién de viriones de progenie capaces de codificar yCD2
y HER2 (o variante) en células infectadas. Los virus resultantes pueden usarse para tratar un trastorno proliferativo
celular en un sujeto en combinacion con trastuzumab o trastuzumab y 5-FC.

Otro aspecto del desarrollo de resistencia al trastuzumab se refiere a la interferencia con la sefializacién intracelular
requerida para la actividad del trastuzumab. Las células resistentes muestran pérdida de PTEN y menor expresion
de p27kip1 [Fujita, Brit J. Cancer, 94:247, 2006; Lu et al., Journal of the National Cancer Institute, 93(24): 1852-1857,
2001; Kute et al., Cytometry Part A 57A:86-93, 2004).

Por ejemplo, un polinucleétido que codifica PTEN (SEQ ID NO: 25) puede sintetizarse quimicamente (BioBasic Inc.,
Markham, Canada) e insertarse de forma operativa directamente después del gen yCD2 en el vector pAC3-yCD2
SEQ ID NO: 19 o0 22, o con una secuencia enlazadora como se ha descrito anteriormente, o como sustituto de
yCD2. En un ejemplo adicional, el polinucledtido que codifica PTEN se puede sintetizar como se ha indicado
anteriormente e insertarse entre las secuencias IRES y yCD2 o con un enlazador como se ha descrito
anteriormente.

Como alternativa, PTEN se puede expresar en un vector separado que contiene un gen de ENV diferente u otra
proteina de superficie apropiada. Este vector puede ser competente para la replicacion (Logg et al. J.Mol Biol.
369:1214 2007) o un vector retroviral no replicativo de "primera generacion" que codifica la envoltura y el gen de
interés (Emi et al., J.Virol 65:1202 1991). En este Ultimo caso, la infeccion virica preexistente proporcionara gag y pol
complementarias para permitir la propagacion infecciosa del vector "no replicativo" de cualquier célula previamente
infectada. La ENVI y las glicoproteinas alternativas incluyen ENV y glicoproteinas xenotrépicas y politropicas
capaces de infectar células humanas, por ejemplo secuencias ENV de la cepa NZB de MLV y glicoproteinas de
MCF, VSV, GALV y otros virus (Palu, Rev Med Virol. 2000, Baum, Mol. Ther. 13(6):1050-1063, 2006). Por ejemplo,
un polinucledtido puede comprender una secuencia donde se suprimen los genes gag y pol y yCD2 de la SEQ ID
NO 19, la ENV corresponde a un dominio de ENV xenotropico de NZB MLV o VSV-g, y el IRES o un promotor tal
como RSV esta unido operativamente directamente a PTEN.

La infeccion mixta de células por virus VSVG pseudotipado y retrovirus anfotrépico da como resultado la produccion
de viriones de progenie que llevan el genoma de un virus encapsulado por las proteinas de la envoltura del otro [Emi
1991]. Lo mismo es cierto para otras envolturas que pseudotipan particulas retrovirales. Por ejemplo, la infeccion por
retrovirus derivados como anteriormente da lugar a la produccién de viriones de progenie capaces de codificar yCD2
y PTEN (o variante) o PTEN solo en células infectadas. Los virus resultantes pueden usarse para tratar un trastorno
proliferativo celular en un sujeto en combinacién con trastuzumab o trastuzumab y 5-FC.

De un modo similar, un polinucleétido que codifica p27kip1 (SEQ ID NO: 27 y 28) puede sintetizarse quimicamente
(BioBasic Inc., Markham, Canada) e insertarse de forma operativa directamente después del gen yCD2 en el vector
pAC3-yCD2 SEQ ID NO: 19 o con una secuencia enlazadora. En un ejemplo adicional, el polinucleétido que codifica
p27kip1se puede sintetizar como se ha indicado anteriormente e insertarse entre las secuencias IRES y yCD2 o con
un enlazador como se ha descrito anteriormente previamente o en lugar del gen yCD2.
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Como alternativa, p27kip1 se puede expresar en un vector separado que contiene un gen de env diferente u otra
proteina de superficie apropiada. Este vector puede ser un vector retroviral de "primera generacion" competente para
la replicacién o no replicativo que codifica la envoltura y el gen de interés (Emi et al. J.Virol 65:1202 1991). En este
ultimo caso, la infeccion virica preexistente proporcionara gag y pol complementarias para permitir la propagacion
infecciosa del vector "no replicativo" de cualquier célula previamente infectada. La ENVI y las glicoproteinas
alternativas incluyen ENV y glicoproteinas xenotrépicas y politropicas capaces de infectar células humanas, por
ejemplo secuencias ENV de la cepa NZB de MLV vy glicoproteinas de MCF, VSV, GALV vy otros virus (Palu 2000,
Baum 2006, citado anteriormente). Por ejemplo, un polinucleétido puede comprender una secuencia donde se
suprimen los genes gag y pol y yCD2 de la SEQ ID NO: 19, la ENV corresponde a un dominio de ENV xenotropico
de NZB MLV o VSV-g, y el IRES o un promotor tal como RSV esta unido operativamente directamente a p27kip1.

La infeccion mixta de células por virus VSVG pseudotipado y retrovirus anfotrépico da como resultado la produccion
de viriones de progenie que llevan el genoma de un virus encapsulado por las proteinas de la envoltura del otro [Emi
1991]. Lo mismo es cierto para otras envolturas que pseudotipan particulas retrovirales. Por ejemplo, la infeccion por
retrovirus derivados como anteriormente de la SEQ ID NO: 19y TT da como resultado la produccion de viriones de
progenie capaces de codificar yCD2 y p27kip1 (o variante) en células infectadas. Los virus resultantes pueden
usarse para tratar un trastorno proliferativo celular en un sujeto en combinacién con trastuzumab o trastuzumab y 5-
FC.

En otro ejemplo, CD20 es la diana para la union del farmaco rituximab (Rituxan™, Genentech). Rituximab es un
mediador de la citotoxicidad dependiente del complemento (CDC) y CCDA. Las células con mayor intensidad de
fluorescencia media por citometria de flujo muestran una sensibilidad mejorada a rituximab (van Meerten et al., Clin
Cancer Res 2006; 12(13):4027-4035, 2006). El aumento de la expresion de CD20 mediante la introduccién de un
vector que expresa CD20 en células B bajas en CD20 puede facilitar el desencadenamiento 6ptimo de CCDA.

Por ejemplo, un polinucleétido que codifica CD20 (SEQ ID NO: 29 y 30) puede sintetizarse quimicamente (BioBasic
Inc., Markham, Canada) e insertarse de forma operativa directamente después del gen yCD2 en el vector pAC3-
yCD2(-2) SEQ ID NO: 19 0 22, o con una secuencia enlazadora como se ha descrito anteriormente, o como sustituto
del gen yCD2. En un ejemplo adicional, el polinucleétido que codifica CD se puede sintetizar como se ha indicado
anteriormente e insertarse entre las secuencias IRES y yCD2 o con un enlazador como se ha descrito
anteriormente. Como otra alternativa, la secuencia CD20 puede insertarse en el vector pAC3-yCD2 después de la
escision del gen CD por digestion con Psi1 y Not1.

En otro ejemplo adicional, un polinucledtido que codifica CD20 (SEQ ID NO: 29 y 30) puede sintetizarse
quimicamente (BioBasic Inc., Markham, Canada) e insertarse en un vector que contiene un gen env no anfotréfico u
otra proteina de superficie adecuada (Tedder et al., PNAS, 85:208-212, 1988). La ENV vy las glicoproteinas
alternativas incluyen ENV y glicoproteinas xenotrépicas y politropicas capaces de infectar células humanas, por
ejemplo secuencias ENV de la cepa NZB de MLV vy glicoproteinas de MCF, VSV, GALV vy otros virus (Palu 2000,
Baum 2006). Por ejemplo, un polinucleétido puede comprender una secuencia donde se suprimen los genes gag y
poly yCD2 de la SEQ ID NO: 19, la ENV corresponde a un dominio de ENV xenotrépico de NZB MLV o VSV-g, y el
IRES o un promotor tal como RSV esta unido operativamente directamente a CD20.

La infeccién mixta de células por virus VSVG pseudotipado y retrovirus anfotrépico da como resultado la produccion
de viriones de progenie que llevan el genoma de un virus encapsulado por las proteinas de la envoltura del otro [Emi
1991]. Lo mismo es cierto para otras envolturas que pseudotipan particulas retrovirales. Por ejemplo, la infeccion por
retrovirus derivados como anteriormente de la SEQ ID NO: 19 o 22 da como resultado la produccion de viriones de
progenie capaces de codificar yCD2 y CD20 en células infectadas. Los virus resultantes pueden usarse para tratar
un trastorno proliferativo celular en un sujeto en combinacién con Rituxan y/o 5-FC. De forma similar, la infeccion de
un tumor con un vector que codifica solo el marcador CD20 puede hacer que el tumor sea tratable mediante el uso
de Rituxan.

Los niveles de las enzimas y cofactores implicados en el anabolismo pirimidinico pueden ser limitantes. La expresion
de OPRT, timidina quinasa (TK), uridina monofosfato quinasa y pirimidina nucledsido fosforilasa es baja en las
células cancerosas resistentes a 5-FU en comparacion con las lineas sensibles (Wang et al., Cancer Res., 64:8167-
8176, 2004). Los analisis en poblaciones grandes muestran una correlacion de los niveles enzimaticos con el
desenlace de la enfermedad (Fukui et al., Intl. J. OF Mol. Med., 22:709-716, 2008). La coexpresion de CD y otras
enzimas del anabolismo de las pirimidinas (PAE) puede explotarse para aumentar la actividad y, por lo tanto, el
indice terapéutico de los farmacos de fluoropirimidina.

Para aumentar adicionalmente la estabilidad genética (véase, por ejemplo, la Figura 5) de vectores que contienen
yCD2 / PAE, el gen que codifica la enzima puede sintetizarse quimicamente con mutaciones aleatorias a lo largo de
la secuencia. Estas mutaciones pueden ser esencialmente aleatorias o pueden consistir Unicamente en mutaciones
en la posicién de oscilacién para cada aminoacido. La biblioteca de secuencias mutadas se inserta aguas abajo del
gen yCD2 tal como se ha descrito previamente para las SEQ ID NO: 11 y 13 para crear una biblioteca de plasmidos
que pueda usarse entonces para generar una biblioteca de particulas infecciosas mediante transfeccion transitoria
de células 293T o equivalentes. Las células sensibles pueden infectarse con retrovirus que codifican el polipéptido
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de fusion y someterse a seleccion con sustancias quimicas apropiadas. Por ejemplo, la herpes timidina quinasa (TK)
mutagenizada aleatoriamente se sintetiza quimicamente (Bio Basic Inc, Markham, Canada). La secuencia sintética
se inserta en 3' de la secuencia de yCD2 en la SEQ ID NO: 19 o por si misma en los huesos traseros del vector
pAC3-yCD2 después de la escision del gen CD2. La mezcla de vectores retrovirales se empaqueta como se ha
descrito anteriormente. Las células LMTK de fibroblasto de raton se infectan con el vector y se seleccionan segun la
actividad de TK en medio HAT (Hiller et al., Mol. Cell Biol. 8(8):3298-3302, 1988). El paso en serie de sobrenadantes
de células resistentes a células LMTK- recientes seleccionadas de nuevo en medio HAT da como resultado la
seleccion de vectores estables que expresan TK. Las células TK+ resistentes pueden aislarse y las secuencias de
TK rescatarse mediante técnicas estandar basadas en PCR para el analisis de mutaciones (Cowell et al., CDNA
Library Protocols, Publicado por Humana Press, 1996). De esta manera, las secuencias se seleccionan tanto para la
expresion de la proteina funcional como para la estabilidad gendmica de la construccion del vector retroviral. Se
pueden emplear estrategias similares para la UPRT (SEQ ID NO: 11, 13), OPRT (SEQ ID NO: 15, 17) (Olah et al.,
Cancer Res. 40:2869-2875, 1980; y Suttle, Somatic Cell & Mol. Genet., 15(5):435-443, 1989) y otros genes de
interés.

Como alternativa, OPRT, UPRT, TK u otro PAE se puede expresar en un vector separado que contiene un gen de
ENV diferente u otra glicoproteina de superficie apropiada. Este vector puede ser competente para la replicacion
(Logg et al. J.Mol Biol. 369:1214 2007) o un vector retroviral no replicativo de "primera generacion" que codifica la
envoltura y el gen de interés (Emi et al. J.Virol 65:1202 1991). En este ultimo caso, la infeccion virica preexistente
proporcionara gag y pol complementarias para permitir la propagacion infecciosa del vector "no replicativo" de
cualquier célula previamente infectada. La ENVI y las glicoproteinas alternativas incluyen ENV vy glicoproteinas
xenotropicas y politrépicas capaces de infectar células humanas, por ejemplo secuencias ENV de la cepa NZB de
MLV y glicoproteinas de MCF, VSV, GALV y otros virus [Palu 2000, Baum 2006, citado anteriormente]. Por ejemplo,
un polinucledtido puede comprender una secuencia donde se delecionan los genes GAG y POL, la ENV
corresponde a un dominio ENV xenotropico de NZB MLV o VSV-g y el IRES o un promotor tal como RSV esta
operativamente unido directamente a OPRT, UPRT, TK u otro gen de PAE.

La infeccién mixta de células por virus VSV-g pseudotipado y retrovirus anfotrépico da como resultado la produccion
de viriones de progenie que llevan el genoma de un virus encapsulado por las proteinas de la envoltura del otro (Emi
et al., J. Virol. 65:1202, 1991). Lo mismo es cierto para otras envolturas que pseudotipan particulas retrovirales. Por
ejemplo, la infeccion por retrovirus derivados como anteriormente de la SEQ ID NO: 19 y 20 da como resultado la
produccion de viriones de progenie capaces de codificar YCD2 y OPRT en células infectadas. Los virus resultantes
pueden usarse para tratar un trastorno proliferativo celular en un sujeto en combinacién con 5-FC.

El retrovirus recombinante de la divulgacion puede usarse para el tratamiento de un trastorno neuronal por ejemplo,
puede contener, opcionalmente, un gen exégeno, por ejemplo, un gen que codifica un receptor o un gen que codifica
un ligando. Tales receptores incluyen receptores que responden a dopamina, GABA, adrenalina, noradrenalina,
serotonina, glutamato, acetilcolina y otros neuropéptidos, como se ha descrito anteriormente. Ejemplos de ligandos
que pueden proporcionar un efecto terapéutico en un trastorno neuronal incluyen dopamina, adrenalina,
noradrenalina, acetilcolina, acido gamma-aminobutirico y serotonina. La difusién y captacion de un ligando requerido
después de la secrecién por una célula donante infectada seria beneficiosa en un trastorno donde la célula neural
del sujeto es defectuosa en la produccioén de tal producto génico. Una célula modificada genéticamente para secretar
un factor neurotréfico, tal como el factor de crecimiento nervioso, (NGF), podria utilizarse para prevenir la
degeneracion de neuronas colinérgicas que, de otro modo, podrian morir sin tratamiento.

Como alternativa, las células se injertan en un sujeto con un trastorno de los ganglios basales, tales como la
enfermedad de Parkinson, pueden modificarse para que contengan un gen exdgeno que codifica L-DOPA, el
precursor de la dopamina. La enfermedad de Parkinson se caracteriza por una pérdida de neuronas dopaminérgicas
en la sustancia negra del mesencéfalo, que tiene los ganglios basales como su principal 6rgano diana.

Otros trastornos neuronales que pueden tratarse de manera similar por el método de la divulgacién incluyen la
enfermedad de Alzheimer, la enfermedad de Huntington, los dafios neuronales producidos por un accidente
cerebrovascular y los dafios en la médula espinal. La enfermedad de Alzheimer se caracteriza por la degeneracion
de las neuronas colinérgicas del prosencéfalo basal. El neurotransmisor de estas neuronas es la acetilcolina, que es
necesaria para su supervivencia. El injerto de células colinérgicas infectadas con un retrovirus recombinante de la
divulgaciéon que contiene un gen exdégeno para un factor que estimularia supervivencia de estas neuronas puede
conseguirse mediante el método de la divulgacidon, tal como se ha descrito. Después de un accidente
cerebrovascular, hay pérdida selectiva de células en el CA1 del hipocampo, asi como pérdida de células corticales
que pueden subyacer a la pérdida de funcion cognitiva y de memoria en estos pacientes. Una vez identificadas, las
moléculas responsables de la muerte celular CA1 pueden inhibirse mediante los métodos de la presente divulgacion.
Por ejemplo, las secuencias antisentido o un gen que codifica un antagonista pueden transferirse a una célula
neuronal e implantarse en la region hipocampal del cerebro.

Para enfermedades debidas a la deficiencia de un producto proteico, la transferencia génica podria introducir un gen

normal en los tejidos afectados para la terapia de reemplazo, asi como para crear modelos animales para la
enfermedad usando mutaciones antisentido. Por ejemplo, puede ser deseable insertar un acido nucleico que codifica
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el factor IX en un retrovirus para la infeccién de una célula muscular o hepatica.

La divulgacion también proporciona terapia génica para el tratamiento de trastornos proliferativos celulares o
inmunolégicos. Dicha terapia conseguiria su efecto terapéutico mediante la introduccion de un polinucleétido
antisentido, de ARNsi o codificante dominante negativo en células que tienen el trastorno proliferativo, donde el
polinucledtido se une y evita la traduccién o la expresion de un gen asociado con un trastorno proliferativo celular. La
liberacion de acidos nucleicos heterdlogos utiles en el tratamiento o modulacién de un trastorno proliferativo celular
(por ejemplo, polinucledtidos antisentido o de ARNic) se puede conseguir usando un vector retroviral recombinante
de la divulgacion. En otra realizacion, un trastorno proliferativo celular se trata introduciendo un polinucleétido CD de
la divulgacion, expresando el polinucleétido para producir un polipéptido que comprende actividad de citosina
desaminasa y poniendo en contacto la célula con 5-fluorocitosina en una cantidad y durante un periodo de tiempo
para producir una cantidad citotoxica de 5- FU.

Ademas, la divulgacion proporciona una secuencia polinucleotidica que codifica un vector retroviral recombinante de
la divulgacion. La secuencia polinucleotidica puede incorporarse en diversas particulas del virus. Por ejemplo,
diversos vectores viricos que pueden utilizarse para la terapia génica incluyen adenovirus, virus del herpes, vaccinia
o, preferiblemente, un virus de ARN tal como un retrovirus y mas particularmente un gamma retrovirus de mamifero.
El vector retroviral puede ser un derivado de un retrovirus murino, simio o humano. Ejemplos de vectores retrovirales
en que puede insertarse un gen extrafio (por ejemplo, una secuencia polinucleotidica heteréloga) incluyen, pero no
se limitan a: derivados del virus de la leucemia murina (MLV), virus de la leucemia murina Moloney (MoMuLV), virus
de tumor mamario murino (MuMTYV), virus del sarcoma de Rous (RSV), virus de la leucemia de mono de gibon
(GALV), virus enddégeno del babuino (BEV) y el virus felino RD114. Todos estos vectores pueden transferir o
incorporar un gen para un marcador seleccionable para que las células transducidas puedan identificarse y
generarse. Mediante la insercion de una secuencia heteréloga de interés en el vector viral, junto con otro gen que
codifica, por ejemplo, el ligando de un receptor sobre una célula diana especifica, el vector es ahora especifico de la
diana. Los vectores retrovirales pueden hacerse especificos de la diana a través de la unién de, por ejemplo, un
azucar, un glicolipido o una proteina. El direccionamiento se logra utilizando un anticuerpo o ligando para dirigirse al
vector retroviral. Los expertos en la técnica sabran, o pueden determinar facilmente, sin experimentacion indebida,
secuencias polinucleotidicas especificas que pueden insertarse en el genoma retroviral o fijarse a una envoltura de
virus para permitir la liberacion especifica del vector retroviral que contiene el polinucleétido heterélogo. Ademas, el
vector retroviral puede dirigirse a una célula utilizando un elemento regulador especifico de células o tejidos
contenido en la LTR del genoma retroviral. Preferiblemente, el elemento regulador especifico de células o tejidos
esta en la region U3 de las LTR. De esta manera, después de la integracion en una célula, el genoma retroviral solo
se expresara en células donde el promotor especifico de células o tejidos esta activo.

En ofra realizacion mas, la divulgacion proporciona plasmidos que comprenden una construccion derivada de
retrovirus recombinante. El plasmido puede introducirse directamente en una célula diana o en un cultivo celular, tal
como NIH 3T3 u otras células de cultivo de tejidos. Las células resultantes liberan el vector retroviral en el medio de
cultivo.

La divulgaciéon proporciona una construccion polinucleotidica que comprende de 5 'a 3" un promotor o region
reguladora util para iniciar la transcripcion; una sefial de empaquetamiento psi; una secuencia de acido nucleico que
codifica gag, una secuencia de acido nucleico que codifica pol; una secuencia de acido nucleico codificante env; una
secuencia de acido nucleico del sitio interno de entrada al ribosoma; un polinucleétido heterélogo que codifica un
marcador, polipéptido terapéutico o de diagndstico; y una secuencia de acido nucleico LTR. Como se ha descrito en
otra parte del presente documento y como sigue, los diversos segmentos de la construccion de polinucleétido de la
divulgacion (por ejemplo, un polinucledtido retroviral recombinante competente para la replicacion) se modifica
genéticamente dependiendo, en parte, de la célula huésped deseada, del tiempo o cantidad de expresiéon y del
polinucleétido heterdlogo. Una construccion retroviral competente para la replicacion de la divulgacion puede
dividirse en una serie de dominios que los expertos en la técnica pueden modificar individualmente.

Por ejemplo, el promotor puede comprender un promotor de CMV que tiene una secuencia como se expone en la
SEQ ID NO: 19, 20 o 22 desde el nucledtido 1 hasta aproximadamente el nucleédtido 582 y puede incluir la
modificacion de uno o mas (por ejemplo, 2-5, 5-10, 10-20, 20-30, 30-50, 50-100 o mas bases de acido nucleico)
siempre que el promotor modificado sea capaz de dirigir e iniciar la transcripciéon. En una realizacién, el promotor o
region reguladora comprende un polinucleétido de dominio CMV-R-U5. El dominio CMV-R-U5 comprende el
promotor inmediatamente temprano del citomegalovirus humano a la region R-U5 de MLV. En una realizacion, el
polinucleétido del dominio CMV-R-U5 comprende una secuencia como se expone en la SEQ ID NO: 19, 20 o 22
desde aproximadamente el nucleétido 1 hasta aproximadamente el nucleétido 1202 o secuencias que son al menos
un 95 % idénticas a una secuencia tal como se ha expone en las SEQ ID NO: 19, 20 o 22, donde el polinucleétido
promueve la transcripcion de una molécula de acido nucleico unida operativamente a la misma. El dominio gag del
polinucledtido puede derivar de cualquier nimero de retrovirus, pero tipicamente derivara de un gamma-retrovirus y,
mas particularmente, de un gamma-retrovirus de mamifero. En una realizacién, el dominio gag comprende una
secuencia desde aproximadamente el nucleétido nimero 1203 hasta aproximadamente el nucleétido 2819 o una
secuencia que tiene al menos una identidad del 95 %, 98 %, 99 % 0 99,8 % (redondeada a la 10a mas préxima) con
la misma. El dominio pol del polinucleétido puede derivar de cualquier nUmero de retrovirus, pero tipicamente

21



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 609 336 T3

derivara de un gamma-retrovirus y, mas particularmente, de un gamma-retrovirus de mamifero. En una realizacion,
el dominio pol comprende una secuencia desde aproximadamente el nucleétido numero 2820 hasta
aproximadamente el nucleétido 6358 o una secuencia que tiene al menos una identidad del 95 %, 98 %, 99 % 0 99,9
% (redondeada a la 10a mas proxima) con la misma. El dominio env del polinucleétido puede derivar de cualquier
numero de retrovirus, pero tipicamente derivara de un gammaretrovirus o gamma-retrovirus y, mas particularmente,
de un gammaretrovirus o gamma-retrovirus de mamifero. En algunas realizaciones, el dominio de codificacion de
env comprende un dominio env anfotrépico. En una realizacién, el dominio env comprende una secuencia desde
aproximadamente el nucleétido nimero 6359 hasta aproximadamente el nucleétido 8323 o una secuencia que tiene
al menos una identidad del 95 %, 98 %, 99 % o0 99,8 % (redondeada a la 10a mas préxima) con la misma. El dominio
IRES del polinucleétido puede obtenerse a partir de cualquier nimero de sitios internos de entrada al ribosoma. En
una realizacién, el IRES deriva de un virus de encefalomiocarditis. En una realizacion, el dominio de IRES
comprende una secuencia desde aproximadamente el nucleétido numero 8327 hasta aproximadamente el
nucledtido 8876 o una secuencia que tiene al menos una identidad del 95 %, 98 %, o 99 % (redondeada a la 10a
mas préxima) con la misma, siempre que el dominio permita la entrada de un ribosoma. El dominio heterdélogo puede
comprender una citosina desaminasa de la divulgacién. En una realizacion, el polinucleétido CD comprende una
secuencia optimizada para codones humanos. En otra realizacién mas, el polinucleétido CD codifica un polipéptido
mutante que tiene citosina desaminasa, donde las mutaciones confieren una estabilizacién térmica incrementada
que aumenta la temperatura de fusion (Tm) en 10 °C, permitiendo una actividad cinética sostenida en un intervalo de
temperatura mas amplio y mayores niveles acumulados de proteina. En una realizacion, la citosina desaminasa
comprende una secuencia como se expone en la SEQ ID NO: 19 o 22 desde aproximadamente el nucleétido
numero 8877 hasta aproximadamente 9353. El dominio heterélogo puede estar seguido de un dominio rico en
polipurina. La LTR en 3' puede derivar de cualquier numero de retrovirus, tipicamente un gammaretrovirus vy,
preferiblemente, un gammaretrovirus de mamifero. En una realizacion, la LTR 3' comprende un dominio U3-R-U5.
En otra realizacion mas, la LTR comprende una secuencia como se expone en la SEQ ID NO: 19 o 22 desde
aproximadamente el nucleétido 9405 hasta aproximadamente 9998 o una secuencia que es al menos un 95 %, 98 %
0 99,5 % (redondeada a la décima mas préxima) idéntica a la misma.

La divulgacion también proporciona un vector retroviral recombinante que comprende de 5' a 3' un R-U5 de CMV,
fusion del promotor temprano inmediato de citomegalovirus humano a la regién R-U5 de MLV; un PBS, sitio de union
del cebador para la transcriptasa inversa; un sitio de corte y empalme en 5'; una seial de empaquetamiento y; un
gag, ORF para el antigeno especifico del grupo MLV; un pol, ORF para la poliproteina polimerasa MLV; un sitio de
corte y empalme en 3'; un env 4070A, ORF para la proteina de la envoltura de la cepa 4070A de MLV; un IRES, sitio
interno de entrada al ribosoma del virus de encefalomiocarditis; una citosina desaminasa modificada
(termoestabilizada y optimizada por codones); un PPT, tira de polipurina; y una repeticion terminal larga U3-R-U5 de
MLV. Esta estructura se representa adicionalmente en la Figura 3.

La divulgacion también proporciona un vector retroviral que comprende una secuencia como se expone en la SEQ
ID NO: 19, 20 0 22.

Un ndmero de agentes quimioterapéuticos estan actualmente en el mercado con diferentes grados de éxito desde la
remision completa a la remisién temporal y la vida prolongada con recurrencia esperada. Algunos de los agentes
terapéuticos contra el cancer en el mercado estan dirigidos a las propiedades angiogénicas vasculares del tumor. La
composicion esta dirigida a la angiogénesis de los tumores, buscando reducir la irrigacion de sangre y suministro
nutrientes al tumor o al cancer y, de este modo, reducir el tumor y prolongar la vida del sujeto. El VEGF es un factor
angiogénico conocido por desempefiar un papel en el crecimiento tumoral. De este modo, se han desarrollado
antagonistas del VEGF como agentes anticancerosos.

El VEGF humano participa en la neoangiogénesis en la vasculatura normal y maligna; esta sobreexpresado en la
mayoria de las neoplasias malignas y los altos niveles se han correlacionado con un mayor riesgo de metastasis y
un mal pronédstico en muchos. Cuando el VEGF interacciona con su receptor en los modelos in vitro de
angiogénesis, se producen proliferacion de células endoteliales y formacion de nuevos vasos sanguineos. En
modelos animales, se ha demostrado que el VEGF induce la proliferacién / migracion de células endoteliales
vasculares, sostiene la supervivencia de los vasos sanguineos recién formados y aumenta la permeabilidad
vascular.

Un agente antagonista de VEGF es uno que esta dirigido o regula negativamente la via de sefalizacion del VEGF.
Entre los ejemplos se incluyen inhibidores de VEGF (por ejemplo, agentes que inhiben directamente el VEGF (por
ejemplo, VEGF-A, -B, -C, o -D), tal como mediante la uniéon de VEGF (por ejemplo, anticuerpos anti-VEGF tales
como bevacizumab (AVASTIN®) o ranibizumab (LUCENTIS®) u otros inhibidores tales como pegaptanib,
NEOVASTAT®, AE-941, VEGF Trap, y PI-88)), moduladores de la expresion de VEGF (por ejemplo, INGN-241,
tetratiomolibdato oral, 2-metoxiestradiol, metoxiestradiol en dispersiéon de nanocristales, bevasiranib sédico, PTC-
299, Veglin), inhibidores de un receptor de VEGF (por ejemplo, KDR o receptor Ill de VEGF (Flt4), por ejemplo
anticuerpos anti-KDR, anticuerpos frente a VEGFR2 tales como CDP-791, IMC-1121B, bloqueadores de VEGFR2
tales como CT-322), moduladores de la expresion de VEGFR (por ejemplo, modulador de expresion de VEGFR1
Sirna-027) o inhibidores de la sefalizacion aguas abajo del receptor de VEGF. En algunos aspectos descritos en el
presente documento, el agente antagonista de VEGF es bevacizumab, pegaptanib, ranibizumab, sorafenib, sunitinib,
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AE-941, VEGF Trap, pazopanib, vandetanib, vatalanib, cediranib, fenretinida, esqualamina, INGN-241,
tetratiomolibdato oral, tetratiomolibdato, Panzem NCD, 2-metoxiestradiol, AEE-788, AG-013958, bevasiranib sédico,
AMG-706, axitinib, BIBF-1120, CDP-791, CP-547632, PI-88, SU-14813, SU-6668, XL-647, XL-999, IMC-1121B,
ABT-869, BAY-57-9352, BAY-73-4506, BMS-582664, CEP-7055, CHIR-265, CT-322, CX-3542, E-7080, ENMD-
1198, OSI-930, PTC-299, Sirna-027, TKI-258, Veglin, XL-184 o ZK-304709.

Bevacizumab (AVASTATIN®) (rhuMAb-VEGF) (anticuerpo monoclonal anti-VEGF) es un anticuerpo monoclonal
recombinante humano / murino quimérico dirigido contra el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF)). Se
prepara mediante ingenieria de residuos de union a VEGF de un anticuerpo monoclonal murino anti-VEGF en
regiones estructurales de la inmunoglobulina-1 humana (IgG1) (Ficha técnica de Avastin, 2004). Solo el 7 % de la
secuencia de aminoacidos deriva del anticuerpo murino y un 93 % de IgG1. Bevacizumab se une y neutraliza todas
las formas de VEGF humanas mediante el reconocimiento de los sitios de unién para los dos tipos de receptores
VEGF humanos (flt-1 y flk-1). En modelos animales, se ha demostrado que el anticuerpo estabiliza tumores
establecidos o suprime el crecimiento tumoral inhibiendo la angiogénesis inducida por VEGF.

La farmacocinética del bevacizumab es lineal después de dosis de 0,3 mg / kg o mayores (Anon, 2002). Después de
infusiones intravenosas de 90 minutos de 0,3, 1, 3 y 10 mg / kg en pacientes con cancer avanzado (n = 25), las
concentraciones séricas maximas de bevacizumab oscilaron entre 5y 9 mcg / ml, 21 a 39 mcg / ml, de 52 a 92 mcg /
ml, y de 186 a 294 mcg / ml, respectivamente; se observo ligera acumulacion con dosis repetidas (semanalmente),
pero esto no fue significativo y la farmacocinética se mantuvo lineal. Se obtuvieron niveles estacionarios de
bevacizumab 100 dias después de 1 a 20 mg / kg por semana, cada 2 semanas o cada 3 semanas.

La dosis recomendada de bevacizumab es de 5 miligramos / kilogramo infundidos por via intravenosa durante 30
minutos cada 2 semanas hasta que la progresion de la enfermedad disminuye. Bevacizumab debe seguir a la
quimioterapia. No se ha establecido la eficacia del bevacizumab en monoterapia. Bevacizumab (que puede
coadministrarse con gemcitabina y docetaxel, o dentro de una semana antes o después de la quimioterapia), se
administra por via intravenosa, a aproximadamente 1 mg / kg a aproximadamente 15 mg / kg, preferiblemente
aproximadamente 5 mg / kg.

Los métodos y las composiciones de la divulgacion son utiles en terapias de combinacion, incluyendo terapias con
bevacizumab. Como se divulga en el presente documento, un retrovirus competente para la replicacion (RCR) de la
divulgacion que comprende un gen terapéutico (por ejemplo, un gen citotoxico) es util en el tratamiento de trastornos
proliferativos celulares. Una ventaja del RCR de la divulgacion incluye su capacidad para infectar células en
replicacion cancerosas. Cuando el transgén del vector comprende un gen citotdxico (por ejemplo, un gen que
codifica un polipéptido que convierte un agente no citotdxico en un agente citotoxico) proporciona la capacidad para
destruir células cancerosas.

La divulgacion proporciona métodos para tratar trastornos proliferativos celulares, tales como cancer y neoplasias,
que comprenden administrar un vector de RCR de la divulgacion producido por las células HT1080 + T5.0002 o
células derivadas de HT1080 similares que producen vectores que codifican otros genes heterdlogos, seguido de
tratamiento con un agente quimioterapéutico O un agente anticanceroso. En una realizacion, el vector de RCR se
administra a un sujeto durante un periodo de tiempo previo a la administracion del agente quimioterapéutico o
anticanceroso que permite que el RCR infecte y se replique. El sujeto se trata después con un agente
quimioterapéutico o un agente anticanceroso durante un periodo de tiempo y dosis para reducir la proliferacion o
matar las células cancerosas. En un aspecto, si el tratamiento con el agente quimioterapéutico o anticanceroso
reduce, pero no mata el cancer / tumor (por ejemplo, remision parcial o remision temporal), el sujeto puede tratarse
después con un agente terapéutico no toxico (por ejemplo, 5-FC) que se convierte en un agente terapéutico toxico
en la células que expresan un gen citotdxico (por ejemplo, citosina-desaminasa) del RCR. Usando dichos métodos,
los vectores RCXR de la divulgacion se propagan durante un proceso de replicacion de las células tumorales, dichas
células pueden después ser destruidas por el tratamiento con un agente anticanceroso o quimioterapéutico y puede
matarlas adicionalmente utilizando el procedimiento de tratamiento con RCR descrito en el presente documento.

En aun otra realizaciéon de la divulgacion, el gen heterélogo puede comprender una secuencia codificante para un
antigeno diana (por ejemplo, un antigeno de cancer). En esta realizacion, las células que comprenden un trastorno
proliferativo celular se infectan con un RCR que comprende un polinucleétido heterélogo que codifica el antigeno
diana para proporcionar la expresion del antigeno diana (por ejemplo, la sobreexpresion de un antigeno de cancer).
A continuacion, se administra al sujeto un agente anticanceroso que comprende un resto afin dirigido que
interacciona especificamente con el antigeno diana. El resto afin dirigido puede estar unido operativamente a un
agente citotdxico o puede ser por si mismo un agente anticanceroso. Por lo tanto, una célula cancerosa infectada
por el RCR que comprende las secuencias codificantes del antigeno diana, aumenta la expresion de la diana en la
célula cancerosa, dando como resultado un aumento de la eficiencia/ eficacia del direccionamiento citotéxico.

Se ha demostrado que el bloqueo de las interacciones entre las células del sistema inmunoldgico tiene efectos
inmunoldgicos significativos, ya sea de activacion o de supresion (Waldmann Annu Rev Med. 57:65 2006). Por
ejemplo, se ha demostrado que el bloqueo de la interaccion de CTLA-4 (CD 152) y B7.1 (CD80) que modula la
activacion de células T causa estimulacion inmunitaria, presumiblemente bloqueando esta interacciéon supresora
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(Peggs et al. Curr. Opin. Immunol. 18:206, 2006). Este bloqueo se puede lograr potencialmente mediante
anticuerpos contra CTLA-4 o por B7.1 soluble. La administracion sistémica de estos tipos de moléculas puede tener
efectos globales indeseables que pueden conducir, como minimo, a efectos secundarios perjudiciales, o incluso a la
muerte, en el caso de un agonista de C28 (Suntharalingam et al. NEJM 355 1018 2006). Pfizer ha estado
desarrollando uno de estos anticuerpos anti-bloqueo CTLA-4 (CP-675,206) como un reactivo contra el cancer, pero
recientemente ha dejado de desarrollarlo debido a los efectos secundarios significativos. La administracion local de
moléculas de bloqueo que se liberan en el medio ambiente local, del tumor después de la infeccién con un vector
competente para la replicacion que codifica dichas moléculas que se liberan en el espacio extracelular, proporciona
la modulacion inmunolégica localmente y evita estos serios efectos secundarios. Las moléculas de bloqueo son
anticuerpos, anticuerpos de cadena sencilla, versiones solubles del ligando natural u otros péptidos que se unen a
tales receptores.

Asi, en otra realizacién mas, un RCR de la divulgacion puede comprender una secuencia codificante que comprende
un dominio de unién (por ejemplo, un anticuerpo, fragmento de anticuerpo, dominio de anticuerpo o ligando de
receptor) que interacciona especificamente con un antigeno o ligando afin. EI RCR que comprende la secuencia de
codificacion para el dominio de unién puede usarse después para infectar células en un sujeto que comprende un
trastorno proliferativo celular, tal como una célula cancerosa o célula neoplasica. A continuacion, la célula infectada
expresara el dominio de unién o anticuerpo. Un antigeno o afin unido operativamente a un agente citotdxico o que
es citotoxico en si mismo puede administrarse a un sujeto. Por consiguiente, el afin citotoxico matara selectivamente
las células infectadas que expresen el dominio de unién. Como alternativa, el propio dominio de unién puede ser un
agente anticanceroso.

Tal como se utiliza en el presente documento, el término “anticuerpo” se refiere a una proteina que incluye al menos
un dominio variable de inmunoglobulina o una secuencia de dominio variable de inmunoglobulina. Por ejemplo, un
anticuerpo puede incluir una regién variable de la cadena pesada (H) (abreviada en el presente documento como
VH), y una region variable de la cadena ligera (L) (abreviada en el presente documento como VL). En otro ejemplo,
un anticuerpo incluye dos regiones variables de la cadena pesada (H) y dos regiones variables de la cadena ligera
(L). El término anticuerpo engloba fragmentos de anticuerpos de unién al antigeno (por ejemplo, anticuerpos de
cadena sencilla, fragmentos Fab, F(ab');, fragmento Fd, fragmentos Fv y fragmentos dAb) asi como anticuerpos
completos.

Las regiones VH y VL pueden subdividirse adicionalmente en regiones de hipervariabilidad denominadas regiones
determinantes de la complementariedad (CDR), intercaladas con regiones que estan mas conservadas que se
denominan regiones estructurales (FR). La extension de la region estructural y las CDR se ha definido con precision
(véase, Kabat, E. A., et al. (1991) Sequences of Proteins of Immunological Interesa, Quinta edicién, U.S. Department
of Health and Human Services, Publicacion del NIH N.° 91-3242 y Chothia, C. et al. (1987) J. Mol. Biol. 196:901-
917). En el presente documento se usan las definiciones de Kabat. Cada VH y VL esta compuesta tipicamente por
tres CDR y cuatro FR dispuestas desde el extremo amino al extremo carboxi, en el orden siguiente: FR1, CDR1,
FR2, CDR2, FR3, CDR3, FRA4.

Un "dominio de inmunoglobulina" se refiere a un dominio del dominio variable o constante de las moléculas de
inmunoglobulina. Los dominios de inmunoglobulina contienen tipicamente dos laminas [ formadas por
aproximadamente siete hebras B y un enlace disulfuro conservado (véase, por ejemplo, A. F. Williams y A. N.
Barclay 1988 Ann. Rev Immunol. 6:381-405). Las estructuras canodnicas de los bucles hipervariables de una variable
de inmunoglobulina pueden deducirse a partir de su secuencia, como se divulga en Chothia et al. (1992) J. Mol. Biol.
227:799-817; Tomlinson et al. (1992) J. Mol. Biol. 227:776-798); y Tomlinson et al. (1995) EMBO J. 14(18):4628-38.

Tal como se utiliza en el presente documento, una "secuencia de dominio variable de inmunoglobulina" se refiere a
una secuencia de aminoacidos que puede formar la estructura de un dominio variable de inmunoglobulina. Por
ejemplo, la secuencia puede incluir todo o parte de la secuencia de aminoacidos de un dominio variable de origen
natural. Por ejemplo, la secuencia puede omitir uno, dos o0 mas aminoacidos N o C-terminales, los aminoacidos
internos, puede incluir una o mas inserciones o aminoacidos terminales adicionales, o puede incluir otras
alteraciones. En una realizacién, un polipéptido que incluye una secuencia de dominio variable de inmunoglobulina
puede asociarse con otra secuencia de dominio variable de inmunoglobulina para formar una estructura de union
diana (o "sitio de unién a antigeno"), por ejemplo, una estructura que interacciona con Tie1, por ejemplo se une a o
inhibe Tie1.

La cadena de VH o VL del anticuerpo puede incluir ademas toda o parte de una region constante de cadena pesada
o ligera, para formar de este modo una cadena de inmunoglobulina pesada o ligera, respectivamente. En una
realizacion, el anticuerpo es un tetramero de dos cadenas pesadas de inmunoglobulina y dos cadenas ligeras de
inmunoglobulina, donde las cadenas pesadas y ligeras de inmunoglobulina estan interconectadas a través de, por
ejemplo, enlaces disulfuro. La regidon constante de la cadena pesada incluye tres dominios CH1, CH2 y CH3. La
region constante de la cadena ligera incluye un dominio CL. La region variable de las cadenas pesada y ligera
contiene un dominio de unién que interacciona con un antigeno. Las regiones constantes de los anticuerpos
tipicamente participan en la unién del anticuerpo a tejidos o factores del huésped, incluidas varias células del
sistema inmunoldgico (p. €j., células efectoras) y el primer componente (Clq) del sistema de complemento clasico. El
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término “anticuerpo” incluye inmunoglobulinas intactas de los tipos IgA, 1gG, IgE, IgD, IgM (asi como subtipos de los
mismos). Las cadenas ligeras de la inmunoglobulina pueden ser de los tipos lambda o kappa. En una forma de
realizacion, el anticuerpo esta glicosilado. Un anticuerpo puede ser funcional para citotoxicidad dependiente de
anticuerpo y / o citotoxicidad mediada por complemento.

El término "anticuerpo monoespecifico" se refiere a un anticuerpo que muestra una Unica especificidad de unién y
afinidad para una diana particular, por ejemplo epitopo. Este término incluye un "anticuerpo monoclonal" que se
refiere a un anticuerpo que se produce como una Unica especie molecular, por ejemplo, a partir de una poblacion de
células aisladas homogéneas. Una "composicion de anticuerpo monoclonal" se refiere a una preparacion de
anticuerpos o fragmentos de los mismos en una composicidon que incluye una Unica especie molecular de
anticuerpo. En una realizacién, un anticuerpo monoclonal es producido por una célula de mamifero. Una o mas
especies de anticuerpos monoclonales pueden combinarse.

Una o mas regiones de un anticuerpo pueden ser humanas o efectivamente humanas. Por ejemplo, una o mas de
las regiones variables pueden ser humanas o efectivamente humanas. Por ejemplo, una o mas de las CDR pueden
ser humanas, por ejemplo, CDR1 de HC, CDR2 de HC, CDR3 de HC, CDR1 de LC, CDR2 de LC y CDR3 de LC.
Cada una de las CDR de cadena ligera puede ser humana. La CDR3 de la CH puede ser humana. Una o mas de las
regiones estructurales pueden ser humanas, por ejemplo, FR1, FR2, FR3 y FR4 de las CH o CL. En una realizacion,
todas las regiones estructurales son humanas, por ejemplo, derivadas de una célula somatica humana, por ejemplo,
una célula hematopoyética que produce inmunoglobulinas o una célula no hematopoyética. En una realizacion, las
secuencias humanas son secuencias de lineas germinales, por ejemplo, codificadas por un acido nucleico de linea
germinal. Una o mas de las regiones constantes pueden ser humanas o efectivamente humanas. En otra realizacion,
al menos 70, 75, 80, 85, 90, 92, 95 o0 98 % de las regiones estructurales (por ejemplo FR1, FR2 y FRS,
colectivamente, o FR1, FR2, FR3 y FR4, colectivamente) o el anticuerpo entero puede ser humano o efectivamente
humano. Por ejemplo, FR1, FR2 y FR3 pueden ser colectivamente, por lo menos, 70, 75, 80, 85, 90, 92, 95, 98 0 99
% idénticos a una secuencia humana codificada por un segmento V de la linea germinal humana de un locus que
codifica una secuencia de la cadena ligera o pesada.

Todo o parte de un anticuerpo puede estar codificado por un gen de inmunoglobulina o un segmento del mismo.
Ejemplos de genes de inmunoglobulina humana incluyen los genes de region constante kappa, lambda, alfa (IgA1y
IgA2), gamma (IgG1, IgG2, 1gG3, IgG4), delta, epsilon y mu, asi como la miriada de genes de la region variable de
las inmunoglobulinas. Las cadenas ligeras de inmunoglobulina de longitud completa (aproximadamente 25 kDa o
214 aminoacidos) estan codificadas por un gen de la region variable en el extremo NH2 (aproximadamente 110
aminoacidos) y un gen de la regiéon constante kappa o lambda en el extremo COOH. Las “cadenas pesadas” de
inmunoglobulinas de longitud completa (aproximadamente 50 Kd o 446 aminoacidos) estan codificadas, de forma
similar, por el gen de la regién variable (aproximadamente 116 aminoacidos) y uno de los otros genes de la region
constante mencionadas en lo que antecede, por ejemplo gamma (que codifica aproximadamente 330 aminoacidos).
Una cadena ligera se refiere a cualquier polipéptido que incluya un dominio variable de la cadena ligera. Una cadena
pesada se refiere a cualquier polipéptido que incluya un dominio variable de la cadena pesada.

La divulgacion proporciona un método para tratar un sujeto que tiene un trastorno proliferativo celular. El sujeto
puede ser cualquier mamifero y, preferentemente, es un ser humano. El sujeto se pone en contacto con un vector
retroviral competente para la replicacién recombinante de la divulgacion. El contacto puede ser in vivo o ex vivo. Los
métodos de administracion del vector retroviral de la divulgacion son conocidos en la técnica e incluyen, por ejemplo,
administracion sistémica, administracion tépica, administracién intraperitoneal, administracion intramuscular,
intracraneal, cerebroespinal, asi como administraciéon directamente en el sitio de un tumor o trastorno proliferativo
celular. Otras vias de administraciéon conocidas en la técnica.

Por lo tanto, la divulgacioén incluye diversas composiciones farmacéuticas Utiles para tratar un trastorno proliferativo
celular. Las composiciones farmacéuticas de acuerdo con la divulgacion se preparan llevando a un vector retroviral
que contiene una secuencia polinucleotidica heteréloga util en el tratamiento o modulacién de un trastorno
proliferativo celular de acuerdo con la divulgacién a una forma adecuada para la administracion a un sujeto usando
vehiculos, excipientes y aditivos o auxiliares. Los vehiculos o auxiliares usados con frecuencia incluyen carbonato de
magnesio, diéxido de titanio, lactosa, manitol y otros azucares, talco, proteina de leche, gelatina, almidén, vitaminas,
celulosa y sus derivados, aceites animales y vegetales, polietilenglicoles y disolventes, tales como agua estéril,
alcoholes, glicerol y alcoholes polihidricos. Los vehiculos intravenosos incluyen reponedores de liquidos y nutrientes.
Entre los conservantes se incluyen antimicrobianos, antioxidantes, agentes quelantes y gases inertes. Otros
vehiculos farmacéuticamente aceptables incluyen soluciones acuosas, excipientes no toxicos, incluyendo sales,
conservantes, tampones y similares, como se describe en, por ejemplo, Remington's Pharmaceutical Sciences, 152
ed. Easton: Mack Publishing Co., 1405-1412 y 1461-1487 (1975) y el The National Formulary XIV, 14?2 ed.
Washington: American Pharmaceutical Association (1975). El pH y la concentracion exacta de los diversos
componentes de la composicion farmacéutica se ajustan de acuerdo con las habilidades de rutina en la técnica.
Véase Goodman y Gilman's The Pharmacological Basis for Therapeutics (72 ed.)

Por ejemplo, y no a modo de limitacion, un vector retroviral Util en el tratamiento de un trastorno proliferativo celular
incluira una proteina ENV anfotrépica, proteinas GAG y POL, una secuencia del promotor en el genoma retroviral de
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la regiéon U3, y toda la secuencia que actua en cis necesaria para la replicacion, empaquetamiento e integracion del
genoma retroviral en la célula diana.

Como se ha descrito anteriormente, la divulgacion proporciona células huésped (por ejemplo, células 293 o células
HT1080) que se transducen (transforman o transfectan) con un vector proporcionado en el presente documento. El
vector puede ser, por ejemplo, un plasmido (por ejemplo, tal como se utiliza con células 293T), una particula virica
(tal como se utiliza con células HT1080), un fago, etc. Las células huésped pueden cultivarse en medios nutrientes
convencionales modificados segun sea apropiado para activar promotores, seleccionar transformantes, o amplificar
un polinucledtido codificador. Las condiciones de cultivo, tales como la temperatura, el pH y similares, son las que se
usaron previamente con la célula huésped seleccionada para la expresion y seran evidentes para los expertos en la
técnica y en las referencias citadas en el presente documento, incluyendo, por ejemplo, Sambrook, Ausubel y
Berger, asi como, por ejemplo, Freshney (1994) Culture of Animal Cells: A Manual of Basic Technique, 32 ed. (Wiley-
Liss, New York) las referencias citadas en el mismo.

En una realizacion de la divulgacion, una célula productora produce vectores retrovirales competentes para la
replicacion que tienen una estabilidad incrementada con respecto a los vectores retrovirales producidos por técnicas
convencionales de transfeccion transitoria. Dicha estabilidad incrementada durante la produccion, la infeccion y la
replicacién es importante para el tratamiento de trastornos proliferativos celulares. La combinacién de eficiencia de la
transduccion, estabilidad de los transgenes y selectividad de la diana se proporciona por el retrovirus competente
para la replicacion. Las composiciones y métodos proporcionan estabilidad del inserto y mantienen la actividad de
transcripcion del transgén y la viabilidad de traduccion del polipéptido codificado.

Los ejemplos siguientes tienen por objeto ilustrar la invencion y no pretenden limitar la divulgacion mas amplia
anterior.

Ejemplos

Se produjo AC3-yCD2 (particula virica "V") a partir de una linea productora HT1080 + T5.0002 derivada de la linea
celular de fibrosarcoma humano HT1080 (ATCC, n.° de catalogo CCL-121) obtenida directamente de la Coleccion
Americana de Cultivos Tipo (PO Box 1549, Manassas, VA).

La linea celular HT1080 + T5.0002 se expandid para crear un pre-banco y un posterior banco de de células
maestras (MCB). MCB se utilizd para producir lotes clinicos. El diagrama de flujo para generar el pre-banco y el
banco de células maestras se muestra en la Figura 1.

El vector viral Toca511 esta codificado por un plasmido (pAC3-yCD2; también conocido como T5.0002) que consiste
en 11.893 pares de bases de nucledtidos. El diagrama 1 a continuacién proporciona un mapa de enzimas de
restriccion de la construccion total del plasmido pAC3-yCD2 junto con la localizacién de la secuencia de ciertos
elementos genéticos.

Esquema general para preparar lineas celulares productoras de expresion estable que construyen el vector
competente para la replicacion AC3-yCD2 (V). La linea de células productoras de vectores "HT1080 + T5.0002",
se produjo mediante transduccion de células HT1080 intactas con virus AC3-yCD2 producidos de forma transitoria
en células 293T mediante transfeccion (véase la figura 1). La transfeccion transitoria utilizada para producir AC3-
yCD2 (particulas viricas) se llevé a cabo usando la "reserva de plasmido cualificada" secuenciada con GLP. Mas
especificamente, el vector AC3-yCD2 producido de forma transitoria se recogié después de 48 horas después de la
transfeccion y se filtré a través de un filiro de 0,45 pym con 0,8 ml de sobrenadante filtrado usado para transducir un
cultivo confluente al 75 % de células HT1080 que contienen 15 ml de medio. Este volumen de infeccidn se convirtid
en una dosis de transduccion aproximada de aproximadamente 0,1 unidades de transduccion (UT) por célula. Se
dejo que la transduccion se extendiera por todo el cultivo durante 9 dias con células realimentadas o pasadas cada
2-4 dias antes de congelar la reserva de prebanco inicial que consistia en 12 viales, de modo que cada vial contenia
aproximadamente 5 x 10° células por vial. Los medios de congelacién incluian DMSO al 10 %, USP (Cryoserv,
Bioniche Pharma USA, LLC, Lake Forest, IL) y suero bovino fetal al 90 % irradiado con rayos gamma (Hyclone
laboratorios. Inc, Logan Utah). Las células se congelaron en un congelador a -80 °C y después se transfirieron a un
congelador de nitrégeno liquido en condiciones de fase de vapor al dia siguiente. El medio utilizado para el
crecimiento de células HT1080 + T5.0002 para producir el vector comprende un medio DMEM definido, GlutaMax
(sustituto de L-glutamina), aminoacidos no esenciales (NEAA) y suero bovino fetal (FBS) definido.

La linea celular 293T se desarrollé6 a partir de células 293 HEK (rifion embrionario humano) y se describid
originalmente en 1987 (Dubridge 1987). La linea celular se desarrollé transfectando un mutante de antigeno-T de
SV40 sensible a la temperatura, tsA1609 (Dubridge 1987), en células HEK 293 (Graham 1977). Las células 293T
son mas susceptibles a la transfeccion que la linea celular HEK 293 original. Debido a su mayor transfectabilidad, las
células 293T se han usado habitualmente para producir vectores de titulo elevado mediante transfeccion transitoria
(Yang et al., Hum. Gene Ther. 10: 123 - 132 1999).

Ejemplo 2: Preparacion del vector a partir de la linea productora de expresion estable HT1080 + T5.0002

26



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2 609 336 T3

como una linea adherente con suero bovino fetal. Las células HT1080 + T5.0002 se cultivan en recipientes de
cultivo de células multicapa desechables (Cell Stack, Corning). La produccion del vector retroviral Toca 511 bruto se
lleva a cabo recolectando el medio acondicionado de cultivos confluentes de células HT1080 + T5.0002 recolectadas
cada 10-24 horas durante 2-4 ciclos de recoleccién usando un proceso discontinuo alimentado manualmente usando
multiples pilas de células que contienen aproximadamente 1,2 | de medios acondicionados cada uno. El vector
retroviral TOCA 511 en bruto se recoge directamente en bolsas de proceso de 10 — 20 | y se almacena a 2-8 °C
hasta que se recogen aproximadamente 40 | de material. La muestra de la cosecha bruta combinada utilizada para
PTC micloplasma, pruebas viricas in vitro, carga bioldgica, titulacion de PCR informativa y retenciones.

El material de vector en bruto se clarifica pasando a través de un cartucho de filtro de 0,45 micrémetros y se trata
con Benzonasa para digerir el ADN genomico de la célula huésped. El vector TOCA 511 digerido con ADN vy
clarificado se captura a continuacién y se concentra usando cromatografia de intercambio aniénico (AEX). El
producto en bruto concentrado eluido se somete a continuacion a una etapa de intercambio de tampén y purificacion
usando cromatografia de exclusion por tamafio (SEC). El tampdn de formulacion comprende tampdn de formulacion
basado en Tris que contiene cloruro de sodio, sacarosa, manitol, ascorbato, acido ascorbico y seroalbumina
humana. El volumen formulado se filtré a través de 0,2 ym para asegurar la esterilidad, se obtuvieron muestras para
ensayo y después se repartido en multiples recipientes como material a granel almacenado congelado por debajo de
(<) -65 °C.

El vector producido a partir de células HT1080 + T5.0002 se analizé en células PC3 (adenocarcinoma de prostata
humana) intactas o células U-87 (glioblastoma-astrocitoma humano), dependiendo de la prueba. Estas pruebas
incluyeron; (1) transferencia de la expresion de la proteina CD (citosina desaminasa) mediante analisis Western, (2)
actividad de CD funcional de la proteina CD para convertir 5-FC en 5-FU mediante analisis HPLC, asi como (3)
medicion de la capacidad para que 5-FC mate células U-87 (ensayo MTS) transducidas con AC3-yCD2 (V).

Ejemplo 3: Construccion de vectores que codifican citosina desaminasa, proteina fluorescente verde (GFP),
interferon gamma (IFN) de ratén y otras proteinas o acidos nucleicos. Estos vectores retrovirales replicativos se
construyeron como se ha descrito previamente en el documento WO 2010/036986. La Tabla 1 que describe la
naturaleza de algunos de estos vectores se incluye a continuacion.

Tabla 1: Construcciones de vectores y nombres

Codigo | Nombre de | Nombre Prom. Envoltura | Vector | IRES | Transgén 3'LTR
de ref. referencia original en
5'LTR

T5.0000 | pACE-yCD pACE-CD (Tai | CMV Anfo. pACE | EMCV | CD de | MLV
et al. 2005) (4070A) levadura u3

salvaje
T5.0001 | pAC3-yCD1 CD secuencia | CMV Anfo. pAC3 EMCV | CD MLV
opt. (4070A) modificada U3
T5.0002 | pAC3-yCD2 CDopt+3pt CMV Anfo. pAC3 | EMCV | CD MLV
(4070A) modificada U3
T5.0006 | pAC3-eGFP pAC3-emd, CMvV Anfo. pAC3 | EMCV | GFP MLV
pAC3GFP (4070A) esmeralda U3
T5.0007 | pAC3-yCD pAC3-yCD CMV Anfo. pAC3 | EMCV | CD de | MLV
(4070A) levadura u3

salvaje
pAC3-mIFNg | pAC3-mIFNg CMV Anfo. pAC3 EMCV | IFN gamma | MLV
(4070A) de raton U3
pAC3-hIFNg pAC3-hIFNg CMV Anfo. pAC3 EMCV | IFN gamma | MLV
(4070A) humano U3

Otros vectores que se pueden producir usando las lineas celulares y los métodos descritos en la presente solicitud
también se describen en el documento WO 2010/036986. Estos incluyen vectores que codifican anticuerpos de
cadena sencilla, IL-2, ARNim y ARNic bajo el control de un promotor pol lll y secuencias diana de ARNic.

Ejemplo 4: Ensayo de titulacion de PCR cuantitativa La concentracion del vector funcional, o titulo, se determina
usando un método basado en PCR cuantitativa (PCRc). En este método, el vector se titula infectando una linea
celular huésped transducible (por ejemplo, células de carcinoma prostatico humano PC-3, ATCC n.° cat. CRL-1435)
con un volumen estandar del vector y midiendo la cantidad resultante de provirus presente dentro de las células
huésped después de la transduccion. Las células y el vector se incuban en condiciones de cultivo estandar (37 °C, 5
% de CO;) durante 24 horas para permitir una infeccion completa antes de la adicion del AZT antirretroviral para
detener la replicacion del vector. A continuacion, se recogen las células de la placa de cultivo y se purifica el ADN
gendémico (ADNg) usando un kit de purificacion de ADNg de Invitrogen Purelink y se eluye de la columna de
purificaciéon con agua estéril libre de RNasa / DNasa. La relacion de absorbancia Agzso/Azso se mide en un
espectrofotometro para determinar la concentracion y la pureza relativa de la muestra. Las concentraciones de
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ADNg se normalizan con agua adicional libre de RNasa / DNasa hasta la concentracion mas baja de cualquier
conjunto dado de preparaciones de ADNg de tal manera que el ADN de entrada para la PCRc sea constante para
todas las muestras analizadas. La pureza del ADN gendmico se evalia ademas mediante electroforesis de una
alicuota de cada muestra en un gel de agarosa al 0,8 % tefiido con bromuro de etidio. Si la muestra pasa por un
intervalo de absorbancia Azeso/Azs0 de 1,8-2,0 y muestra una Unica banda de ADNg, la muestra esta lista para el
analisis PCRc del numero de copias del provirus del vector. Utilizando cebadores que interrogan la regién LTR del
provirus (ADN del vector transcrito inversamente y ADN del vector que esta integrado en el ADNg del huésped), la
PCRc se realiza para estimar el nimero total de eventos de transducciéon que se produjeron cuando se uso el
volumen conocido del vector para transducir el nimero de células conocido. El nimero de eventos de transduccion
mediante reaccién se calcula a partir de una curva estandar que utiliza un plasmido portador de la diana de un
numero de copias conocido que se diluye en serie desde 10" a 10 copias y se mide en condiciones idénticas de
PCRc como las muestras. Conociendo cuantos equivalentes gendmicos se usaron para cada reaccion de PCRc (a
partir de la concentracion previamente determinada) y cuantos acontecimientos de transduccion que se produjeron
por reaccion, los inventores determinaron el nimero total de acontecimientos de transduccién que se produjeron en
base al numero total de células que estaban presentes en el tiempo de transduccién. Este valor es el titulo del vector
después de la dilucion en el medio que contiene las células durante la transduccion inicial. Para calcular el valor de
titulo corregido, la dilucion se corrige multiplicando por el volumen de cultivo y el volumen del titulo dividido por el
volumen de titulo. Estos experimentos se realizan en cultivos por duplicados y se analizan mediante PCRc usando
mediciones por triplicado para cada condiciéon para determinar un titulo promedio y con su desviaciéon estandar y
coeficiente de varianza asociados.

Ejemplo 5: Ensayo de potencia para vectores que codifican citosina desaminasa. Este ensayo evalia muestras
de células para determinar la actividad de citosina desaminasa 4 dias después de la transduccion y mide tanto la
capacidad de replicacion del vector como la correspondiente actividad de citosina desaminasa. Se cultivaron células
U-87 en placas de 96 pocillos y se transdujeron con una serie de diluciones de virus (hasta 12 diluciones a intervalos
de semilog). Se afiadio 5-fluorocitosina a las células durante una hora, se detuvo la reaccién mediante la adicion de
acido tricloroacético al 10 % y la mezcla filtrada resultante se analizé mediante HPLC para determinar la actividad de
la citosina desaminasa midiendo el 5-fluorouracilo producido. El ensayo de HPLC se realizé en una unidad
Shimadzu LC20AT conectada en serie con un detector de fotomatriz y un autoinyector. El método de HPLC utilizd
una columna Hypersil BDS C18N de forma isocratica a 1 ml / min con 95 % de tampodn A: fosfato de amonio 50 mM
que contiene 0,1 % de perclorato de tetra-n-butilamonio con ajuste de pH del tampén a 2,1 con acido fosféricoy 5 %
de disolvente B: 100 % de metanol. El tiempo de carrera fue de 6 minutos. El conjunto de detectores de fotodiodos
explora de 190 a 350 nm con cromatogramas seleccionados para mostrar absorbancia a 264 nm para 5-
fluorouracilo. La funcién Buscador se utiliza para transferir datos en un informe masivo con el tiempo de retencién de
5-fluorouracilo y el area a 264 nm y el tiempo de retencion de 5-fluorocitosina y el area a 285 nm. El area del pico se
representa después frente a la dilucion introducida para generar un ajuste de curva de 4 parametros y los valores de
CEso de la muestra de ensayo se comparan con un vector de referencia interno (véanse las figuras 10 y 11 para
ejemplos de estos graficos).

Ejemplo 6: Purificacion y concentracion del vector. Los vectores de la divulgacion se fabricaron mediante
transfeccion transitoria sobre las células 293T o de un grupo de células productoras o de una linea celular
productora clonada. El medio puede estar con suero o libre de suero y las células se pueden cultivar como células
adherentes o en suspension, normalmente en el modo de perfusion. El medio se recogié y cuando se hizo a partir de
las lineas de células productoras estables, se almacend durante hasta 2 semanas a 2-8 grados centigrados. El
vector de las lineas celulares estables tuvo una semivida a 2-8 grados C que es mayor de 7 dias, mientras que esto
no es cierto para el material producido mediante transfeccion transitoria. Esta cosecha a granel se filtré después a
través de un cartucho de filtro de 0,45 micrometros, se tratdé con benzonasa (L. Shastry et al Hum Gene Ther 15:221
2004) y otras etapas de cromatografia en columna. (véase, por ejemplo, US5792643; T. Rodriguez et al. J Gene
Med 9:233 2007; P.Sheridan et al Mol.Ther. 2:262-275 2000). Las preparaciones de vectores se cargaron en una
columna de intercambio anionico y el vector se eluy6 en un gradiente de NaCl. La fraccién que contiene el vector se
identificé inicialmente utilizando el ensayo de PCR (ejemplo 4), y posteriormente mediante la A260, y las fracciones
positivas se recogieron y agruparon. A continuacion, la preparacion se cargé en una columna de exclusion por
tamafio (SEC) para eliminar la sal y otros contaminantes restantes. La SEC se eluye con tampén de formulacién y la
fraccion de vector en la columna SEC se recogi6 a partir del volumen de huecos y se ensay6é como material a granel
para el titulo. A continuacion, se filtro a través de filtros de 0,2 micrometros y 0,8 a 3 ml se alicuotaron en viales. El
material clinico se libera en base a pruebas estandar, tales como esterilidad, micoplasma y endotoxinas, ademas de
la potencia especifica del producto (ejemplo 5, Figuras. 10 y 11), resistencia (ejemplo 4) y ensayo de identidad. El
titulo se determina como unidades de transduccién (UT) mediante cuantificacion por PCR del ADN del vector virico
integrado en las células diana (Ejemplo 4). El producto final tiene como objetivo tener un titulo de hasta 10° TU / ml
formulado en solucién de sacarosa isotonica tamponada con Tris, como un inyectable estéril.

En general, para determinar con exactitud y precision la resistencia de los lotes de vectores, se ha desarrollado un
ensayo del titulo basado en PCR cuantitativa (descrito en términos generales en el ejemplo 4). Los detalles del
procedimiento de ensayo consisten en las siguientes etapas:

Transduccion. Las transducciones se realizan en un formato de placa de 12 pocillos usando la linea celular PC-3
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derivada del adenocarcinoma prostatico humano estable. Para cada muestra de ensayo, se usan tres diluciones de
la preparacion del vector no titulada para transducir las células PC-3 en pocillos por triplicado. La replicacion del
virus se detiene 24 horas después de la transduccion con azidotimidina (AZT). Las células se mantienen durante 24
- 64 horas adicionales antes de la recoleccion y purificacion del ADN genémico.

Ejemplo 8: Clonaciéon de un grupo no clonal de células HT1080 infectadas. Siembra de la dilucion. Los medios
precalentados y multiples placas de cultivo celular de 96 pocillos se marcaron con el fin de identificar el clon basado
en la placa y la posicion del pocillo y los pocillos se llenaron con medios precalentados que contenian una
suspension de células individuales del HT1080. Un pase temprano de células HT1080 infectadas al 100 % se
recogié mediante tripsinizacion y creacion de una suspension de células que consistia en 1 célula por 600
microlitros. Se suministraron 200 microlitros en cada pocillo de una placa de 96 pocillos con el fin de sembrar
aproximadamente 0,3 células por pocillo. Al realizar este procedimiento, una mayoria de los pocillos recibieron 0, 1 o
2 células por pocillo. Las células se dejaron unir durante aproximadamente 4 horas y cada pocillo se examiné para
eliminar los pocillos que habian recibido mas de 1 célula por pocillo o que estaban vacios.

Propagacion del clon. Los pocillos que contenian inicialmente 1 célula por pocillo se cultivaron reemplazando 2 del
medio (aproximadamente 100 pl) con 100 pl fresco cada 3-4 dias por cada pocillo. Se evitd la transferencia
accidental de células de un pocillo a otro sustituyendo la punta utilizada para alimentar cada pocillo durante el
reemplazo del medio. Se requirié un reemplazo de medio completo cuando las células comenzaron a aproximarse a
la confluencia en el pocillo. Una vez que las células alcanzaron la confluencia, cada candidato clonal se pasé a un
pocillo de una placa de 48 pocillos para continuar la expansion. Cada clon se propagé y se paso a un pocillo de una
placa de 6 pocillos, seguido de un matraz T-25, seguido de un matraz T-75 cada vez que las células alcanzaron la
confluencia. Una vez que las células clonales alcanzaron la confluencia en un matraz T-75, se prepararon al menos
2-3 viales de células crioconservadas que contenian 1-2x1 0° células por vial.

Seleccion de clones basada en el rendimiento. Una vez que los candidatos a clon se congelaron, se llevaron a cabo
experimentos de cultivo celular para identificar el clon de mejor rendimiento y los clones de repuesto basados en el
rendimiento de la produccion del titulo y en las caracteristicas ideales del cultivo celular. EI mejor clon se eligio
basandose en (1) la capacidad del clon para proporcionar los titulos sostenidos mas altos durante 2-4 dias
posteriores con sustitucion diaria de medio [véase la Figura 12 y la Tabla 2, a continuacion]; (2) la capacidad del
virus producido para transferir la expresion del gen deseado de interés a una célula intacta (véanse las Figuras 10 y
11); (3) la capacidad del clon para dividirse razonablemente con un tiempo de duplicaciéon entre 18 - 30 horas y la
capacidad para alcanzar la confluencia al 100 % como un césped uniforme de células con un desprendimiento
celular minimo al llegar a la confluencia.

Ejemplo 1.101: Infeccion de lineas celulares -17 y Cf2-Th para producir un conjunto no clonal y posteriores
candidatos a la linea celular productora del vector clonal. Para producir grupos de productores de vectores de
las lineas celulares D-17 (osteosarcoma canino ATCC # CCL-183) y Cf2-Th (de timo canino ATCC n.° CRL-1430)
que expresan el vector retroviral competente para la replicacién de MLV, se usaron los exactos mismos métodos
descritos anteriormente para las células HT-1080 para crear las lineas celulares D-17 y Cf2-Th. Los resultados se
muestran en la tabla 2 a continuacion.

Tabla 2: Datos que apoyan la creacion de grupos de productores y los posteriores clones de dilucion de
vectores retrovirales competentes para la replicacion de HT-1080, D-17 y Cf2-Th

Linea celular Vector competente para la Linea Muestra de Titulos
productora del replicacion de MLV expresado celular titulacion observad
vector de la parental os
linea celular (UT/ml)*
HT1080+T5.000 | AC3-yCD2 HT-1080 | HT+T5.0002, Dia 2 1,56E+06
2 (grupo no HT+T5.0002, Dia 3 2,23E+06
clonal) HT+T5.0002, Dia 4 1,90E+07
HT+T5.0002, Dia 5.5 | 2,57E+07
HT5.yCD2.128A | AC3-yCD2 HT-1080 | Clone 12-8, Dia 0 5,26E+06
(clon de dilucion) Clone 12-8, Dia 1 7,94E+06
Clone 12-8, Dia 2 1,00E+07
Clone 12-8, Dia 3 1,02E+07
D17+T5.0002 AC3-yCD2 D-17 D17+T75.0002, Dia 2 | 4,20E+06
(grupo no clonal) D17+T5.0002, Dia 3 | 3,83E+06
D17+T5.0002, Dia 4 | 4,87E+06
D17+T5.0002, Dia | 1,39E+06
5.5
D5.yCD2.1G7A | AC3-yCD2 D-17 D5.yCD2.1G7A, Dia | 1,78E+06
(clon de dilucion) 1
D5.yCD2.1G7A, Dia | 2,54E+06
2
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D5.yCD2.1G7A Dia | 4,24E+06

3
CF2+T5.0002 AC3-yCD2 Cf2-Th CF2+T5.0002, Dia 2 | 4,17E+04
(grupo no clonal) CF2+T5.0002, Dia3 | 6,97E+03

CF2+T5.0002, Dia4 | 4,97E+06
CF2+T5.0002, Dia | 3,14E+06
55
CF5.yCD2.3A12 | AC3-yCD2 Cf2-Th CF5.yCD2.3A12A, 1,81E+07
A (clon de Dia 1
dilucion) CF5.yCD2.3A12A, 2,68E+07
Dia 2
CF5.yCD2.3A12A, 3,78E+06
Dia 3
*UT/ml indica unidades de transduccién por ml, segun se determina mediante métodos de PCRc
cuantitativa para determinar el numero de copias de los genomas de MLV proviricos integrados después
de la transduccién en una linea celular U-87 intacta de titulacion.

Ejemplo 10: Ensayo de infectividad y transferencia de expresion de vectores retrovirales competentes para
la replicacion producidos a partir de células Cf2-Th infectadas con T5.0006 (vector competente para la
replicacion de expresion de GFP). Se realizd6 una evaluacion con el vector retroviral competente para la
replicacion, T5.0006 (V), que codifica el gen DE la proteina fluorescente verde (GFP) para evaluar la capacidad del
vector para infectar y propagarse en lineas celulares tumorales derivadas de caninos. Para este estudio, se
recibieron tres lineas celulares de glioblastoma canino, J3T-bg, SDT-3G y GO06-A del laboratorio del Dr. Peter
Dickinson (University of California, Davis; Vet Med Surgery and Radiological Sciences). Las tres de estas lineas
celulares derivaron originalmente de explantes espontaneos de glioma y estaban dentro de 8-14 pases de los
aislados originales. Para probar la infectividad viral, se introdujeron 0,1 ml de sobrenadantes del virus T5.0006 (V)
filtrados con 0,45 micrémetros en cultivos por triplicado de 2 ml que contenian 4,4 x 10° celulas de cada tipo de
tumor en placas de cultivo de 6 pocillos con la excepcion de SDT-3G, que estaba a 1,9 x10* células. Se prepararon
placas por triplicado, una placa para cada punto de tiempo. Para rastrear la infectividad, se recolectd una placa con
infecciones por triplicado y pocillos de control no infectados los dias 1, 3 y 6 para realizar el analisis FACS de
determinar la presencia de fluorescencia de GFP para determinar el porcentaje de células infectadas cada dia
después de la infeccidn. El sobrenadante de virus T5.0006 de inoculacion derivé de cultivos infectados internos de
células productoras estables Cf2-Th hechas como se ha descrito anteriormente y caracterizadas por el titulo del
virus producido.

Linea productora Cf2-Th+T5.0006 y virus T5.0006(V): Un cultivo de células Cf2-Th, se infectd previamente con el
virus T5.0006 (V) producido transitoriamente generado transfectando el plasmido pAC3-emd (también conocido
como pT5.0006) en células 293T usando procedimientos estandar de transfeccion con fosfato calcico. Después de
varios pases y el dia de la infeccion de las tres lineas de células tumorales de glioma canino, se recogieron los
sobrenadantes viricos frescos de un cultivo Cf2-Th infectado confluente y se pasaron a través de un filtro de jeringa
de 0,45 um para eliminar cualquier célula Cf2-Th infectada viable.

Infeccién de las tres lineas celulares de glioblastoma canino y la linea celular HT-1080 de control positivo: Las tres
lineas celulares de glioblastoma canino: J3Tbg, SDT-3G y G06-A, se recibieron como células crioconservadas el 20
de noviembre de 2008 del laboratorio de Dr. Peter Dickinson, University of California, Davis; Vet Med Surgery and
Radiological Sciences. Las tres de estas lineas celulares derivaron originalmente de gliomas espontaneos y estaban
dentro de 8-14 pases de los aislados originales como se indica en la documentacion adjunta con la recepcion de los
viales congelados. La linea celular de control positivo HT1080 se obtuvo a partir de existencias congeladas internas
originarias de la ATCC (CCL-121, Lote 6805248).

Se descongeld un vial de cada linea celular y se cultivo para varios pases en medio DMEM suplementado con suero
bovino fetal al 10 % y Glutamax 200 mM y se incubé a 37 °C en cond|C|ones de CO; al 5 %. Un dia antes de infectar
las células, se sembré una placa de 6 pocillos con células 5E4 / cm? (4,4E5 células / pocillo) para cada linea celular
tumoral en 2 ml de medio DMEM completo recién preparado con la excepcion de las placas SDT-3G que se
prepararon a 1,9E4 células / pocillo. Los cultivos HT1080 de control positivo se sembraron 3,5 horas antes de la
adicion del virus el mismo dia de las infecciones viricas de la linea celular tumoral. Las infecciones viricas se
realizaron mediante la adicion de 0,1 ml de T5.0006 (V) filtrado a tres pocillos de cada placa de 6 pocillos dejando
tres pocillos no infectados para servir como controles negativos para el analisis FACS. Después de la infeccion, las
placas se devolvieron a la incubadora a 37 °C. Después de la infeccidn, las placas se devolvieron a la incubadora a
37 °C. Se prepararon placas por triplicado para cada linea celular.

Alos 1, 3 y 6 dias después de la infeccion, se recogieron pocillos por triplicado de cada linea celular infectada y no
infectada usando reactivo de triceano (Sigma-Aldrich), se lavaron en medio completo y después se fijaron con 1 %
de paraformaldehido en PBS con 2 % de FBS y 0,09 % de azida sodica y se almacenaron refrigerados en la
oscuridad o sobre hielo hasta que se sometieron a analisis FACS. Obsérvese que los cultivos restantes tras el punto
de recoleccion del dia 3 se pasaron el dia 3.
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Analisis FACS: Todas las células fijadas con paraformaldehido se analizaron en una maquina BD LSRIlI FACS
localizada en Sidney Kimmel Cancer Center (SN H47200068) con analisis usando BD FACS Diva Software Version
5.0.1. HT1080 y HT1080 y 100 % de células infectadas con GFP de una infeccion previa se utilizaron para
establecer el acotamiento. Cada muestra se ley6 una vez.

La Tabla 3 muestra los resultados promedio de las lecturas por triplicado del porcentaje de células infectadas
después de 1, 3 y 6 dias desde la infeccion. La figura 13 muestra la representacion grafica de los datos. Los datos
sugieren que cada linea tumoral canina infectada con T5.0006 (V) demostr6 algun nivel de expresién de GFP por
encima de los controles negativos de fondo, pero se observaron diferencias en la cinética de propagacion del virus
entre las diferentes lineas celulares tumorales. La linea tumoral G06-A demostré 94,5 % de positividad de GFP 6
dias después de la infeccion, seguida de J3T-bg y SDT-3G, lo que demuestra un 81,2 % y 30,9 % de positividad
para GFP en el mismo punto de recoleccién, respectivamente. Todos los controles fueron validos con los controles
no infectados y mostraron niveles insignificantes de fondo de expresién de GFP y la linea celular de control positivo
permisivo de HT1080 que demuestra un 73,6 % de positividad de GFP al dia 3 desde la infeccion (las muestras del
dia 6 se perdieron). En experimentos anteriores similares, usando las mismas condiciones, la linea de glioma U87
humana se convierte en un 80-90 % positiva para GFP.
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Ejemplo 11: Adaptacion de la linea celular productora de vectores del virus de MLV competentes para la
replicacion a partir de suero y dependencia de la adherencia de un cultivo en suspension sin suero. El
proceso de adaptacion libre de suero se realizé después del cribado e identificacién de un clon de diluciéon adecuado
de la linea celular productora de vectores competentes para la replicaciéon de HT-1080. El proceso de adaptacion
libre de suero también se puede realizar con una linea celular HT1080 productora del vector no clonal. El proceso de
adaptacion se inicié sembrando aproximadamente 2x10’ células en un matraz agitador de 125 ml que contenia 10 ml
de medio acondicionado que contiene 5 % de suero y 10 ml de un medio libre de suero seleccionado de eleccion,
que dio como resultando una concentraciéon sérica reducida del 2,5 %. En este caso, el medio sin suero fue medio
de expresion FreeStyle 293 distribuido a través de Invitrogen Corp, Carlsbad, CA. El cultivo se introdujo en una
plataforma de agitacion situada en una incubadora de cultivo de tejidos con control tanto de la temperatura como del
gas de CO». La plataforma de agitacion se fijé una velocidad preferida de 80 RPM vy la incubadora se fijé a unas
condiciones preferidas de 37 °C y unas condiciones preferidas de COz al 5 %. Cada 3-7 dias, el cultivo se realimenté
recogiendo células que estaban en suspension y se sembraron nuevamente en un nuevo matraz agitador que
contenia 10 ml del mismo medio acondicionado inicial y 10 ml de medio fresco sin suero manteniendo un nivel de
suero de aproximadamente 2,5 %. El cultivo se examiné en cada acontecimiento de realimentacién con recuentos de
células viables realizados segun lo necesario para comprobar la propagacion de células. Cuando las células
mostraron evidencia de crecimiento basado en la duplicacion de las células o el consumo de glucosa, una
concentracion de suero de 1,67 % se dirigié después ajustando la cantidad de volumen del medio acondicionado y
medio libre de suero fresco. El cultivo se examind nuevamente y se realimentdé cada 3 - 7 dias. Cuando las células
muestran evidencia de crecimiento, se dirigié una concentracion sérica de 1,25 % ajustando nuevamente el volumen
de medio acondicionado y medio libre de suero fresco. Este proceso se continué apuntando condiciones suero
posteriores de 1,0 %, 0,9 %, 0,83 % hasta que las células estaban en condiciones libres de suero al 100 %. Durante
este proceso de adaptacion, el cultivo celular se expandié hasta aproximadamente 200 ml de volumen en un matraz
de agitacion de 1.000 ml dirigido a un cultivo viable minimo de aproximadamente 0,5 a 1,0 x 10° células / ml. Una
vez que las células alcanzaron condiciones libres de suero al 100 %, las células se pasaron continuamente en
condiciones libres de suero aislando células suspendidas individuales permitiendo que las células aglutinantes mas
pesadas se asentaran durante cortos periodos de tiempo sin agitacion. Una vez que el cultivo consiste en
aproximadamente el 95 % de la poblacion de la suspension de células individuales de forma consistente, el cultivo
podria congelarse en medio de crioconservacion consistente en DMSO al 10 % y 90 % de medio libre de suero
usando condiciones estandar de congelacién de células de mamifero.

Ejemplo 12: El vector hecho a partir de las lineas celulares productoras estables es mas estable que el
vector hecho mediante transfeccion transitoria en almacenamiento a largo plazo. Produccion del vector
mediante transfeccion transitoria. El sobrenadante bruto que contenia el virus MLV competente para la replicacion
que codifica el gen para la citosina desaminasa o el gen para la proteina fluorescente verde se produjeron mediante
dos métodos de transfeccion transitoria. El primer método usé el procedimiento estandar de transfeccion con fosfato
calcico divulgado por Graham y van der Eb usando células 293T que se han usado habitualmente para producir
vectores de titulo alto, tal como describieron originalmente Yang 1999. El segundo método de transfeccion utilizo el
reactivo transfectante patentado disponible comercialmente (Fugene) distribuido por Promega (Madison, WI)
Cuarenta y ocho horas después de la transfeccion, los sobrenadantes del virus se filtraron usando un filtro de 0,2 ym
0 0,45 um, con partes alicuotas congeladas y almacenadas a temperaturas < -65 °C. Los sobrenadantes clarificados
congelados se titularon mediante el método de PCRc cuantitativa para establecer una concentracion inicial de titulo
infeccioso. Las pruebas posteriores del titulo en varias fechas revelaron que las preparaciones de virus no eran
estables y perdian al menos un logaritmo del titulo tan rapidamente como 14 dias como se analiz6 mediante el
mismo método de PCRc cuantitativa (véase la Tabla 4).

Produccién de vectores a partir de lineas estables. Para comparar este perfil de estabilidad con respecto al virus
MLV competente para la replicacién producido a partir de células HT-1080 infectadas de forma estable, se
produjeron preparaciones del virus T5.0002 como se describe en el ejemplo anterior y posteriormente se purificaron
y formularon en un tampon isoténico de cloruro de sodio Tris que contenia 10 mg /ml de sacarosa y 1 mg / ml de
seroalbumina humana. Los lotes de T5.0002 especificos utilizados en este estudio de estabilidad son los lotes TO03-
002-40L, M100-09, M101-09 y M102-09, con los ultimos tres lotes producidos conforme a las buenas practicas de
fabricacion (GMP). Para evaluar la estabilidad del virus, se usaron procedimientos para abordar (1) el titulo
infeccioso; y (2) la transferencia de la expresion en células intactas.

Almacenamiento. Se retiraron dosis no diluidas y diluidas al 1/100 de T5.0002 del lote T003-002-40L de las

condiciones de almacenamiento a largo plazo <-65 °C con viales descongelados posteriormente a los 3, 6 y 12
meses después del vial y probados dentro de los siguientes ensayos: Resistencia, potencia y DICTso.
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Tabla 4. Varios virus MLV competente para la replicacion producidos mediante transfeccion transitoria

Descripcion del virus ML | Linea celular parental (método de | ID de la muestra Titulo de
de replicacion transfeccion) PCRc (UT/ml)
T75.0002 293T (Fosfato de calcio) 051508-RCR-2 3,2x10"
75.0002 293T (Fosfato de calcio) 051508-RCR-2 1,4x10°
T75.0002 293T (Fosfato de calcio) CS003 (2-D3-IN- | 1,3x10°
080108-CS)
T75.0002 293T (Fosfato de calcio) CS003 (2-D3-IN- | 2,4x10°
080108-CS)
75.0006? HT-1080 (Fugene) HT1080-D4-102508 | 2,3x10°
T75.0006 HT-1080 (Fugene) HT1080-D4-102508 | 2,8x10°
T75.0006 293T (Fugene) 293T-D2-102308 2,6x10°
T75.0006 293T (Fugene) 293T-D2-102308 2,3x10°

Se prepararon lotes producidos conforme a las GMP, M100-09, M101-09 y M102-09 a partir de la linea celular
productora estable HT1080 + T5.0002 purificada y almacenada a < -65 ° C desde su preparacion. Se extrajeron y
descongelaron los viales a los 3 y 6 meses después del vial y se analizaron los siguientes ensayos: Resistencia,
potencia, DICT50, pH, osmolalidad y aspecto.

Titulo infeccioso mediante PCRc cuantitativa. No se observa ninguna disminucién del titulo para el vector viral
purificado producido a partir de la linea celular HT-1080 infectada de forma estable cuando se almacena a < -65 °C
durante un maximo de 12 meses para todos los lotes analizados. Las Tablas 5 y 6 muestran los titulos medidos para
los lotes T003-002-40L (Tabla 5) y GMP (Tabla 6). La Figura 14 muestra la tendencia del titulo generado durante 12
meses para todos los lotes analizados.

Tabla 5.Titulos medidos de los lotes de desarrollo T003-002-40L (sin diluir y a 1/100) a la liberaciény 3,6 y 12
meses almacenados a <-65°C.

T003-002-40L Liberacion | 3M | 6M | 12M
UT/ml
Sin diluir 1,14E+08 1,73 E+08 1,09E+08 2,71E+08
1/100 1,08E+06 2,79E+06 1,66E+06 3,82E+06

Tabla 6. Titulos medidos de los lotes M100-09 (dosis alta), M101-09 (dosis media) y M102-09 (dosis baja) en la
liberacion y a los 3 y 6 meses de almacenamiento a <-65 °C.

Liberacion | 3M | 6M | xEm
UT/ml
M100-09 1,90E+08 1,00E+08 2,49E+08 2,38E+08
M101-09 2,00E+07 1,08E+07 3,52E+07 3,56E+07
M102-09 2,70E+06 1,22E+06 4,15E+06 4,01E+06
*Se descongelaron los viales en el punto de tiempo 3M, se volvieron a congelar a <-65 °C y se analizaron con
las muestras de 6 M.

Ensayo de transferencia de expresion bioldgica usando cultivo celular y analisis HPLC para evaluar la estabilidad del
vector viral almacenado a <-65 °C. La estabilidad del vector se evalué midiendo la capacidad del vector para infectar
un tipo de célula intacta con varias diluciones y analizar la capacidad para convertir 5-fluorocitosina (5-FC) en 5-
flurouracilo (5-FU) a partir de la transferencia del gen de la citosina desaminasa del vector viral a la célula intacta
infectada. La conversiéon de 5-FC en 5-FU se cuantifica mediante HPLC con los datos brutos procesados utilizando
un método de regresion no lineal de los valores de dilucién transformados. Ambas dosis (sin diluir y muestras
diluidas a 1/100) del lote T003-002-40L no muestran disminucién en la transferencia de la capacidad de expresion
cuando se almacenan a < -65 ° C durante hasta 12 meses. Tanto T003-002-40L (sin diluir) como M100-09 generaron
una curva de dosis comparable a la del vector de referencia actual. M101-09 generd la curva esperada a 1/10 del
vector no diluido (M100-09). T003-002-40L (1/100) y M102-09 generaron la curva esperada a 1/100 de su vector no
diluido, respectivamente. Las Figuras 10 y 11 muestran la respuesta de la dosis de conversiéon de 5-FC para los
lotes T003-002-40L (Figura 10) y GMP (Figura 11) en el ultimo punto de tiempo analizado.

Ensayo de DICTs, sobre los lotes del vector. La estabilidad del vector se evalué midiendo la capacidad del vector
para infectar un tipo de célula intacta calculando la dosis infecciosa a la que el 50 % de las células se infectarian en
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condiciones de cultivo de tejidos (DICT50). EI método utilizado para determinar si una célula estaba infectada se
determiné mediante deteccion por PCR. En esta evaluacién, no se observoé disminucion en la infectividad en base a
la DICT50 cuando se almacend a < -65 °C durante un maximo de 12 meses para todos los lotes analizados dentro
de la variabilidad actual del ensayo (% de CV del vector de referencia en 8 ensayos fue del 45 %). Las Tablas 13y
14 muestran el valor de DICT50/ml medido para el lote T003-002-40L (Tabla 7) y GMP (Tabla 8).

Tabla 7. DICTs del lote T003-002-40L (sin diluir y a 1/100) en la liberacion y a los 3 y 12 meses a £-65°C

T003-002-40L Liberacion | 3M | 12M
DICTsoml
Sin diluir 2,0E+08 9,0E+07 2,00E+08
1/100 1,3E+06 6,5E+05 7,95E+05

Tabla 8. DICTs de los lotes de GMP M100-09 (dosis alta), M101-09 (dosis media) y M102-09 (dosis baja) en la
liberacion y a los 3 y 6 meses de almacenamiento a <-65 °C.

Liberacion 3Mm | 6M | xET
DICTsoml
M100-09 5,0E+07 5,0E+07 7,9E+07 5,01E+07
M101-09 7,9E+06 1,3E+06 1,3E+07 1,26E+07
M102-09 5,0E+05 5,0E+05 7,9E+05 5,01E+05
*Se descongelaron los viales en el punto de tiempo 3M, se volvieron a congelar a <-65 °C y se analizaron
con las muestras de 6 M.

Basandose en los datos de estabilidad anteriores, el vector viral de MLV competente para la replicacion purificado
producido a partir de células HT - 1080 infectadas de forma estable es mas estable que el vector idéntico producido
por transfeccion transitoria cuando se almacena a temperaturas de < 65 °C.

Ejemplo 13: El vector T5.0002 hecho a partir de un clon de HT1080 y producido a partir de cultivos libres de
suero en suspension es tan potente como el vector fabricado a partir de la linea HT1080 + T5.0002 adherente
en medio con suero bovino fetal, en un modelo de tumor de ratén. El vector se preparé a partir de uno de los
clones de suspension libre de suero y de la linea celular HT1080 + T5.0002, y se purificd y proces6 como se
describe en el ejemplo 6.

En experimentos separados, estas preparaciones de vectores se usaron para tratar un modelo de tumor de glioma
de ratén - Tu2449 en ratones B6C3F1 (H M. Smilowitz J Neurosurg 106: 652 - 659, 2007), en ratones se implanté
intracranealmente el tumor y cuatro dias mas tarde se administraron dosis ascendentes del vector (10%, 10° UT/g de
cerebro) a cohortes de 10 animales para ambas preparaciones de vectores. Al dia 13, la dosificacion de 5-FC se
llevd a cabo dos veces al dia mediante inyecciones i.p. (500 mg / kg dos veces al dia) durante cuatro dias y el
tratamiento con 5-FC se llevd a cabo con un programa de 10 dias sin tratamiento 4 dias con tratamiento. Los
graficos de Kaplan-Meyer mostraron que la supervivencia con el material de la linea clonada era al menos tan buena
como la de la linea HT1080 + T5.0002. Ambos mostraron una supervivencia de 80-90 en los grupos de 10°V7
después del dia 100, mientras que los controles tuvieron una supervivencia mediana de aproximadamente 30 dias.

Ejemplo 14: Uso de vector purificado que codifica interferon gamma de raton como terapia en un modelo de
cancer de ratén singénico. El objetivo de este estudio fue evaluar la eficacia de Toca 511 (que codifica yCD2) y
Toca 621 (que codifica interferbn gamma de raton) en el modelo S91 / BALB/c mediante la evaluacion de la
propagacion de nuevos vectores retrovirales basados en MLV en tumores S91 subcutaneos S91 de ratén (subQ) en
ratones BALB / ¢ inmunocompetentes. El vector se prepard a partir de: 1) HT108+T5.0002 (Toca 511) y es una
preparacion de un vector retroviral competente para la replicacion portador del gen optimizado de la citosina
desaminasa; 2) HT1080 + mIFN una linea de productores estable de Toca 621, un vector retroviral competente para
la replicacion portador del gen de interferon gamma; y 3) HT1080 + T5.0006 (GFP Vector) m, se administraron cada
uno mediante inyeccion intratumoral (i.t.).

Ratones. Los ratones BALB / ¢ hembra (edad ~ 8 semanas) se adquirieron en los Jackson Laboratories. Los ratones
se aclimataron durante 7 dias después de su llegada.

Células tumorales. Las células S91 Cloudman (ATCC, Manassas VA) derivadas del clon M-3, una linea celular
productora de melanina se adaptaron al cultivo celular por Y. Yasumura, AH Tashjian y G. Sato de un melanoma
Cloudman S91 en una F1 de raton mecho (CX DBA). Las células se cultivaron en medio Eagles modificado de
Dulbecco con suero bovino fetal al 10 %, piruvato sédico y Glutamax (Hyclone, Logan UT e Invitrogen, San Diego
CA). Las células se resuspendieron en PBS (Hyclone, Logan UT) para su implantacién. Las S91 se inyectaron 1E5
en 200 pli.v.y 1E5 en 100 pl s.c.
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Se implantaron s.c. en cuatro grupos de ratones BALB / ¢ hembra (65 ratones, ~ 8 semanas de edad) en el flanco
derecho células tumorales S91. Después de dejar que los tumores crecieran hasta alcanzar aproximadamente 50-
125mm?, se administré a 3 ratones i.t. PBS (Grupo 1), a 10 ratones se inyecté i.t. Toca 511 4,7E8 / ml (Grupo 2), a 5
ratones se inyectd i.t. Toca 621 2,8E8 / ml (Grupo 3) y a 6 ratones se inyecto i.t. GFP (Grupo 4) de los dias 15-19.

Asignaciones de grupos

Grupo | Tratamiento

1 Control: PBS 2
2 Toca 511 10
3 Toca 621 5
4 Vector GFP 6

Numero total de animales | 23

Vector. Se inyectd Toca 511 y Toca 621 (50 pl) lentamente intratumoralmente usando una jeringa de insulina.

Se utilizé Toca 511 (que codifica el gen yCD2 de la citosina desaminasa) de numero de lote T511019-FNL para
todos los animales del Grupo 2 y Toca 621 (que codifica interferon gamma de ratén) numero de lote T621006 SEC
se uso6 para todos los animales del Grupo 3. Este material se produjo usando el mismo proceso usado para el
material de ensayo clinico, pero no se hizo de acuerdo con cGMP.

Toca 511 nimero de lote T511019-FNL tenia un titulo de 4,7E8 UT / ml.
Toca 621 numero de lote T621006 SEC tiene un titulo de 2,8E8 UT / ml.
MLV-GFP (T5.0006) es el nimero de lote TGFP004-FNL con un titulo de 9,0E7 UT/ml.

Los tumores a los que se inyectdé Toca 621 mostraron una disminucién (p = 0,0016) en el crecimiento tumoral en
comparacion con los tumores inyectados con Toca 511 (Figura 15). En un animal de la inyeccién Toca 621
desapareci6 el tumor. Un analisis posterior mostré que los genomas podrian detectarse en algunos de los tumores
Toca 511 y Toca 621 hasta 24 dias después de la inyeccion. Uno de los dos explantes de los tumores inyectados
con Toca 621 tenian una secrecion detectable de IFNy (18,8pg / ml) mediante ELISA.

Ejemplo 15. Velocidad de propagacion viral de GFP en un modelo de xenoinjerto subcutaneo U-87 en ratones
desnudos, usando el vector GFP de una linea productora estable. Determinar la velocidad de propagacion viral
basandose en una unica administracion del vector 3e5 / 100 ul en xenoinjertos U-87 establecidos, determinando el
porcentaje de las células que expresan GFP en diversos puntos temporales, en un modelo subcutaneo de un tumor
en ratones desnudos.

Descripcién del estudio. Un total de 5 ratones (ID n.° 71 a n.° 75) se sometieron a implante en el flanco dorsal
derecho e izquierdo de 2e6 células U-87 administradas s.c. el dia 0. Al dia 13 se inyecto el tumor dorsal derecho de
cada raton con T50006 purificado (vector GFP) 3x10° UT / 100 ul hechas a partir de un grupo productor de HT1080
construido como se ha descrito anteriormente, y purificado como se describe en el ejemplo YYY. El mismo dia se
sacrificé al animal de ID N.° 71; se sacrificd a los animales de IDn.° 72, IDn.°73,IDn.°74 e ID n.° 75 los dias 5, 9,
12 y 26 después de la inoculacion del vector, respectivamente. Se extirparon los tumores y se procesaron para
andlisis FACS de GFP. Los resultados se muestran en la figura 16 y muestran un aumento constante en el % de
células positivas de GFP con el tiempo, lo que indica la propagacion del vector en este modelo.
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15

20

<210> 1

<211> 477
<212> ADN

<213> Saccharomyces cerevisiae

<220>

<221> CDS
<222> (1)..(477)

<400> 1

atg
Met

att
Ile

att
Ile

ggt
Gly

ate
Ile
65

gat
Asp

geo
Ala

aat
Asn

gtt
val

gtg
val

gcc
Ala

ggc
Gly

cae
His
50

tee
Ser

acce
Thr

atc
Ile

tte
Phe

gtt
val

130

aca
Thr

tat
Tyr

gga
Gly
325

aac
Asn

act
Thr

act
Thr

ate
Ile

aaa
Lys
115

gtt
val

999
Gly

gag
Glu
20

tgt
Cys

atg
Met

ttg
Leu

ttyg
Leu

atg
Met
100

agt

Ser

gtt
val

gya
Gly

gag
Glu

cktt
Leu

aga
Arg

gaa
Glu

tat
Tyr
85

tat

Tyr

aag
Lys

gagc
Asp

atg
Met

gcg
Ala

ate
Ile

ttt
Phe

aac
Asn
¥it

aeg

Thr

ggt
Gly

gge
Gly

gat
Asp

atc gat gaa aga cect cag
Ile Asp Glu Arg Pro Gln
145

<210>2

<211> 158
<212> PRT

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 2

150

ES 2 609 336 T3

gea
Ala

gcc
Ala

aat
Asn

caa
Gln
55

tgt
Cys

acg
Thr

att
Ile

gag
Glu

gag
Glu

135

gat
Asp

age
Sar

tta
Lau

aac
Asn
449

aag
Lys

999
Gly

ctyg
Leu

coa
Pro

aaa
Lys
120

agg
Arg

tgg
Trp

aag tygg
Lys Trp
10

ggt tac
Gly Tvr
25

aaa gaec
Lys Asp

gga tcoeo
Gly Ser

aga tta
Arg Leu

tet cea
Ser Pro
90

cge tgt
Arg Cys
105

tat tta

Tyr Leu

tgt aaa
Cys Lys

gat
Asp

aaa
Lys

gga
Gly

g
Ala

gag
Glu
75

tge
Cys

gtt
Val

caa
Gln

aag
Lys

cag
Gln

gag
Glu

agt
Ser

aca
Thr
60

gge
Gly

gae
Asp

gte
Val

act
Thr

ate
Ile

140

aag
Lys

ggt
Gly

gtt
val
45

cta
Leu

aaa
Lys

atg
Met

ggt
Gly

aga
Arg
125

atg
Met

ggt
Gly

ggt
Gly
30

cto
Leu

eat
His

agtg
val

tgt
Cys

qgag
Glu
110

ggt
Gly

aaa
Lys

atg
Met
15

gtt
val

agt
Gly

ggt
Gly

tac
Tyr

aca
Thr
95

aac
Asn

cac
His

caa
Gln

gac
Asp

cct
Pro

cgt
Arg

gag
Glu

aaa
Lys
80

ggt
Gly

gtt
Val

gag
1lu

ttt
Phe

ttt gaa gat att ggt gag tag
Phe Glu 2sp Ile Gly Glu

37

155

48

96

144

192

2490

288

3386

384

432

477
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15

Thr

Tyr

Gly

Asn

Thr

Thr

Il=

Lys

115

Val

Glu

Gly

Glu

20

Cys

Met

Leu

Leu

Met

100

Ser

Val

Arg

Gly

Glu

Leu

Arg

Glu

Tyr

85

Tyr

Lys

Asgsp

Pro

<223> Citosina desaminasa modificada

Met Val
1
Ile 2la
Ile Gly
Gly His
50
Ile Ser
65
Asp Thr
Ala Ile
Asn Phe
Val val
130

Ile Asp
145

<210> 3

<211> 477

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<220>

<221>CDS

<222> (1)..(477)

<400> 3

ES 2 609 336 T3

Met

Ala

Ile

Phe

Asn

70

Thr

Gly

Gly

Asp

Gln
150

Ala

Ala

Asn

Gln

55

Cys

Thr

Ile

Glu

Glu

135

Asp

Ser

Leu

Asn

Lys

Gly

Leu

Pro

Lys

120

Arg

Txp

38

Lys

Gly

25

Lys

Gly

Arg

Ser

Arg

105

Tyr

Cys

Phe

Trp

10

Tyr

Asp

Ser

Leu

Pro

90

Cys

Leu

Lys

Glu

Asp

Lys

Gly

Ala

Glu

75

Cys

Val

Gln

Lys

Asgp
155

Gln

Glu

Ser

Thr

60

Asp

Val

Thr

Ile

140

Ile

1lys

Gly

Val

Leu

Lys

Met

Gly

Arg

125

Met

Gly

Gly

Gly

Leu

His

val

Cys

Glu

110

Gly

Lys

Glu

Met

15

val

Gly

Gly

Tyr

Thr

95

Asn

His

Gln

Asp

Pro

Arg

Glu

Lys

80

Gly

Val

Glu

Phe
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ES 2 609 336 T3

atg gtg aca ggg gga atg gea age aag tgg gat cag aag ggt atg gac 43
Met Val Thr Gly Gly Met Ala Ser Lys Trp Asp Gln Lys Gly Met Asp

att gee tat gag gag geg tta tta ggt tac aaa gag ggt ggt gtt cet %96
Ile Ala Tyr Glu Glu Ala Leu Leu Gly Tyr Lys Glu Gly Gly Val Pro
20 25 30

att gge gga tgt ctt atc aat aac aaa gac gga agt gtt cte ggt cgt 144
Ile Gly Gly Cys Leu Ile Asn Asn Lys Asp Gly Ser Val Leu Gly Arg

ggt cac aac atg aga ttt caa aag gga tee gec aca cota cat ggt gag 192
Gly His Asn Met Arg Phe Gln Lys Gly Ser Ala Thr Leu His Gly Glu
50 55 60

ate toee act ttg gaa aac tgt ggyg aga tta gag gge aaa gtg tac aaa 240
Ile Ser Thr Leu Glu Asn Cys Gly Arg Leu Glu Gly Lys Val Tyr Lys
65 70 75 80

gat acce act ttg tat acqg acqg ctg teot ¢ea tge gac atg tgt aca ggt 288
Asp Thr Thr Leu Tyr Thr Thr Leu Ser Pro Cys Asp Met Cys Thr Gly
85 90 95

gee ate ate atg tat ggt att cca cge tgt gte ate ggt gag aac gtt 336
Ala Ile Ile Met Tyr Gly Ile Pro Arg Cys Val Ile Gly Glu Asn Val
100 105 110

aat tte aaa agt aag ggc gag aaa tat tta caa act aga ggt cac gag 384
Asn Phe Lys Ser Lys Gly Glu Lys Tyr Leu Gln Thr Arg Gly His Glu
115 120 125

gtt gttt gtt gtt gac gat gag agg tgt aaa aag tta atg aaa caa ttt 432
Val Val Val Val Asp Asp Glu Arg Cys Lys Lys Leu Met Lys Gln Phe
130 135 149

atec gat gaa aga cct cag gat tgg ttt gaa gat att ggt gag tag 477
Ile Asp Glu Arg Pro Gln Asp Trp Phe Glu Asp Ile Gly Glu
145 150 155

<210> 4

<211> 158

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion Sintética

<400> 4

Met Val Thr Gly Gly Met Ala Ser Lys Trp Asp Gln Lys Gly Met Asp
1 5 140 15

Ile Ala Tyr Glu Glu Ala Leu Leu Gly Tyr Lys Glu Gly Gly Val Pre
20 25 30

Ile Gly Gly Cys Leu Ile Asn Asn Lys Asp Gly Ser Val Leu Gly Arg
35 40 45

39
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15

<210>5
<211> 480
<212> ADN

Gly

Ile

65

Asp

Ala

Asn

val

Ile
145

His

50

Ser

Thr

Ile

Phe

val

130

Asp

Asn

Thr

Thr

Ile

Lys

115

Vval

Glu

<213> Secuencia Artificial

<220>

Met

Leu

Leu

Met

100

Sar

val

Arg

Arg

Glu

Tyr

85

Tyr

Lys

Asp

Pro

ES 2 609 336 T3

Phe

Asn

70

Thr

Gly

Gly

Asp

Gln
150

Gln

55

Cys

Thr

Ile

Glu

Glu

135

Asp

Lys

Gly

Leu

Pro

Lys

120

Arg

Trp

Gly

Arg

Ser

Arg

105

Tyr

Cys

Phe

Ser

Leau

Pro

80

Cys

Leu

Lys

Glu

Ala

Glu

75

Cys

val

Gln

Lys

Asp
155

<223> Citosina desaminasa con codones optimizados para ser humano

<220>
<221> CDS

<222> (1)..(480)

<400> 5

40

Thr

&0

Gly

Asp

Ile

Thr

Leu

140

Ile

Leu

Lys

Met

Gly

Arg

125

Met

Gly

His

val

Cys

Glu

110

Gly

Lys

Glu

Gly

Tyr

Thr

95

Asn

His

Gln

Glu

Lys

80

Gly

val

Glu

Phe



10

atg
Met

ate
Ile

atc
Ile

gde
Gly

atec
Ile
65

gac
Asp

get
Ala

aac
Asn

gtg
Val

ate
Ile
145

<210>6
<211> 158
<212> PRT

gtg
Val

gct
Ala

ggc
Gly

cac
His
50

tac
Ser

acc
Thr

ate
Ila

tteo
Phe

gtg
vVal
130

gac
Asp

acec
Thr

tac
Tyr

ggc
Gly
35

aac
Asn

agcc
Thr

aAgcc
Thx

ate
Ile

aaqg
Lys
115

gtt
val

gag
Glu

ggec
Gly

gag
Glu
20

tgt
Cys

atg
Mt

ctg
Leu

ctyg
Leu

atg
Met
100

tae
Ser

gtt
Val

agg
Arg

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

ggc
Gly

gag
Glu

ctyg
Leu

agy

gag
Glu

tac
Tyr

85
tac

Tyr

aag
Lys

gac
Asp

cect
Pro

<223> Construccion Sintética

<400> 6

atg
Met

gac
Ala

atc
Ile

tte
Phe

aac
Asn
70

ace
Thr

gge
Gly

ggc
Gly

gat
Asp

cag
Gln
150

ES 2 609 336 T3

gee
Ala

gca
Ala

aac
Asn

cag
Gln
55

tgt
Cys

acc
Thr

ate
Ile

gag
Glu

gag
Glu
135

gac
Asp

tece
Ser

ctg
Len

aac
Asn
40

aag
Lys

ggc
Gly

ctg
Leu

cet
Pro

aaqg
Lys
120

agg
Arg

tgg
Trp

aag tgg
Lys Trp
10

ggc tac
Gly Tyr

aag gac
Lys Asp

gge tee
Gly Ser

agg ctg
Arg Leu

tee cet
Ser Pro

90
agy tgt
Arg Cys
105
tac ctg
Tyr Leu

tgt aag
Cys Lys

tte gag
Phe Glu

41

gat
Asp

aaqg
Lys

ggc
Gly

gac
Ala

gag
Glu
75

tgt
Cys

gtg
val

caa
Gln

aag
Lys

gat
Asp
155

caa
Gln

gag
Glu

agt

Ser

ace
Thr
60

gge
Gly

gac
Asp

gte
Val

aca
Thr

ate
Ile
140

ate
Ile

aag
Lys

gge
Gly

gty
Val
45

ctyg
Leu

aag
Lys

ateg
Met

gge
Gly

agg
Arg
125

ateg
Met

age
Gly

ggc
Gly

ggc
Gly
30

ctg
Leu

cac
His

gtg
val

tgt
Cys

gag
Glu
1140

ggc
Gly

aag
Lys

gag
Glu

atg
Met
15

gtg
Val

ggc
Gly

gge
Gly

tac
Tyr

acc
Thr

95

aac
Asn

cac
His

cag
Gln

tga

gat
Asp

[afal st
Pro

age

gag
Glu

aaqg
Lys
a0

gge
Gly

gtg
val

gag
Glu

tte
Phe

taa

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480
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<210>7
<211> 756
<212> ADN

Met

Ile

Ile

Gly

Ile

65

Asp

Ala

Asn

Val

val

Ala

Gly

His=

50

Ser

Thr

Ile

Phe

Val
130

Ile
145

Thr

Tyr

Gly

Asn

Thr

Thr

Ile

Lys

115

Val

Asp

Gly

Glu

290

Cys

Met

Leu

Leu

Met

100

Ser

Val

Glu

<213> Saccharomyces cerevisiae

<220>
<221> CDS

<222> (1)..(756)

<400> 7

Leu

Arg

Glu

Tyr

85

Tyr

Lys

Asp

Arg

ES 2 609 336 T3

Met

Ala

Ile

Phe

Asn

70

Thr

Gly

Gly

Asp

Pro

Ala

Ala

Asn

Gln

55

Cys

Thr

Ile

Glu

Glu
135

Gln
150

Ser

Leu

Asn

40

Lys=

Gly

Leu

Pro

Lys

120

Arg

Asp

42

Lys

Gly

25

Lys

Gly

Arg

Ser

Arg

105

Tyrxr

Cys

Trp

Trp

10

Tyr

Asp

Sear

Leu

Pro

90

Cys

Leu

Lys

Phe

Asp

Lys

Gly

Ala

Glu

75

Cys

Val

Gln

Lys

Glu

Gln

Glu

Ser

Thr

&0

Gly

Asp

Val

Thr

Ile
140

Asp
155

Lys

Gly

val

415

Lau

Lys

Met

Gly

Arg

125

Met

Ile

Gly

Gly

Leu

His=

vVal

Cys

Glu

110

Gly

Lys

Gly

Met

15

vVal

Gly

Gly

Tyr

Thr

95

Asn

His

Gln

Glu

Asp

Pro

Arg

Glu

Lys

80

Gly

val

Glu

Phe



ES 2 609 336 T3

atg aac ceg tta tte ttt ttg get teotk cca tte thg tac ettt aca tat 48
Met Asn Pro Leu Phe Phe Leu Ala Ser Pro Phe Leu Tyr Leu Thr Tyr
1 5 10 15
ctt ata tat tat cca aac aaa ggg tet tte gtt age aaa cect aga aat 96
Leu Ile Tyr Tyr Pro Asn Lys Gly Ser Phe Val Ser Lys Pro Arg Asn

20 25 30
ctg caa aaa atg tet teg gaa cca ttt aag aac gtc tac ttg cta cet 144
leu Gln Lys Met Ser Ser Glu Pro Phe lys Asn Val Tyr Leu Leu Pro

35 40 45
caa aca aac caa ttg ctg ggt ttg tac ace atec ate aga aat aag aat 192
Gln Thr Asn Gln Leu Leu Gly Leu Tyr Thr Ile Tle Arg Asn Lys Asn
50 55 60
aca act aga cct gat tte att ttc tac tee gat aga atc ate aga ttg 240
Thr Thr Arg Pro Asp Phe Ile Phe Tyr Ser Asp Arg Ile Ile Arg Leu
€5 70 75 80
ttg gtt gaa gaa ggt ttg aac cat cta cect gtg caa aag caa att gtg 288
Leu Val Glu Glu Gly Leu Asn His Leu Pro Val Gln lys Gln Ile Val
85 20 95

gaa act gac acc aac gaa aac tte gaa ggt gte tea tte atg ggt aaa 336
Glu Thr Asp Thr Asn Glu Asn Phe Glu Gly Val Ser Phe Met Gly Lys

100 105 110
ate tgt ggt gtt tee att gte aga got ggt gaa teg atg gag caa gga 384
Ile Cys Gly Val Ser Ile Val Arg Ala Gly Glu Ser Met Glu Gln Gly

115 120 125
tta aga gac tgt tgt agg tct gtg cgt atc ggt aaa att tta att caa 432
Leu Arg Asp Cys Cys Arg Ser Val Arg Ile Gly lys Ile Leu Ile Gln
130 135 140
agg gac gag gag act get tta cca aag tta tte tac gaa aaa tta ceca 480
Arg Asp Glu Glu Thr Ala Leu Pro Lys Leu Phe Tyr Glu Lys Leu Pro
145 150 155 160
gag gat ata tct gaa agg tat gte tte cta tta gac ¢ca atg ctg geo 528
Glu Asp Ile Ser Glu Arg Tyr Val Phe Leu Leu Asp Pro Met Leu Ala
165 170 175

acc ggt ggt agt get atc atg get aca gaa gtc ttg att aag aga ggt 576
Thr Gly Gly Ser 2Ala Ile Met Ala Thr Glu Val Leu Ile Lys Arg Gly

180 185 150
gtt aag cca gag aga att tac tte tta aac ¢ta atc tgt agt aag gaa 624

Val Lys Pro Glu Arg Ile Tyr Phe Leu Asn Leu Ile Cys Ser Lys Glu

195 200 205

ggg att gaa aaa tac cat gee gece tte cca gag gte aga att gttt act 672
Gly Ile Glu Lys Tyr His Ala Ala Phe Pro Glu Val Arg Ile Val Thr
210 215 220

ggt geec cte gac aga ggt cta gat gaa aac aag tat cta ght cca ggg 720
Gly Ala Leu Asp Arg Gly Leu Asp Glu Asn Lys Tyr Leu Val Pro Gly
225 230 235 240

ttg ggt gac ttt ggt gac aga tac tac tgt gtt taa 756

Leu Gly Asp Phe Gly Asp Arg Tyr Tyr Cys Val
245 250

43



<210> 8

<211> 251

<212> PRT

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 8

ES 2 609 336 T3

44



<210>9
<211> 1443

Met

Leu

Len

Gln

Thr

63

Leu

Glu

Ile

Leu

Arg

145

Glu

Thr

val

Gly

Gly

225

Leu

Azn

Ile

Gln

Thr

50

Thr

val

Thr

Cys

Arg

130

Asp

Asp

Gly

Lys

Ile

210

Ala

Gly

Pro

Tyr

Lys

35

Asn

Arg

Glu

Asp

Gly

115

Asp

Glu

Ile

Gly

Pro

195

Glu

Leu

Asp

Leu

Tyr

20

Met

Gln

Pro

Glu

Thr

100

Vval

Cys

Glu

Sear

Ser

180

Glu

Lys

Asp

Phe

Phe

Pro

Ser

Leu

Asp

Gly

85

Asn

Ser

Cys

Thr

Glu
165

Ala

Arg

Tyr

Arg

Gly
245

ES 2 609 336 T3

FPhe

Asn

Ser

Leu

Fhe

70

Leu

Glu

Ile

Arg

Ala

150

Arg

Ile

Ile

Hisg

Gly

230

Asp

Leu

Lys

Glu

Gly

Ile

Asn

Asn

Vval

Ser

135

Leu

Tyr

Met

Tyr

Ala

215

Leu

Arg

Ala

Gly

Preo

40

Leu

Phe

His

Phe

Arg

120

val

Pro

val

Ala

Phe

200

Ala

Asp

Tyr

45

Ser

Ser

25

Phe

Tyr

Tyr

Leu

Glu

105

Ala

Arg

Lys

Phe

Thr

185

Leu

Phe

Glu

Tyr

Pro

10

Phe

Lys

Thr

Ser

Pro

90

Gly

Gly

Ile

Leu

Leu
170

Glu

Asn

Pro

Asn

Cys
250

Phe

Val

Asn

Ile

Asp

75

val

val

Glu

Gly

Phe

155

Leu

vVal

Leu

Glu

Lys

235

val

Leu

Ser

Val

Ile

60

Arg

Gln

Ser

Ser

Lys

140

Tyr

Asp

Leu

Ile

Val
220

Tyr

Tyr

Lys

Tyr

45

Arg

Ile

Lys

Phe

Met

125

Ile

Glu

Pro

Ile

Cys

245

Arg

Leu

Leu

Pro

30

Leu

Asn

Ile

Gln

Met

110

Glu

Leu

Lys

Met

Lys

190

Ser

Ile

val

Thr

15

Arg

Leu

Lys

Arg

Ile

95

Gly

Gln

Ile

Leu

Leu
175

Arg

Lys

Val

Pro

Tyr

Asn

Pro

Asn

Leu

840

val

Lys

Gln

Pro

160

Ala

Gly

Glu

Thr

Gly
240



ES 2 609 336 T3

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(1443)

<400> 9

atg got gtt got cgt got geot ctt ggt oot ctt gtt act ggt ctt tat 48
Met Ala Val Ala Arg Ala Ala Leu Gly Pro Leu Val Thr Gly Leu Tyr

gat gtt caa get ttt aaa ttt ggt gat ttt gtt ctt aaa tet ggt ctt 26
Asgp Val Gln Ala Phe Lys Phe Gly Asp Phe Val Leu Lys Ser Gly Leu
20 25 30

tct toet oot att tat att gat ctt eogt ggt att gtt tect cogt coct eogt 144
Ser Ser Pro Ile Tyr Ile Asp Leu Arg Gly Ile Val Ser Arg Pro Arg
35 40 45

ctt ctt tot caa gtt got gat att ctt ttt caa act got caa aat get 192
Leu Leu Ser Gln Val Ala Asp Ile Leu Phe Gln Thr ala Gln Asn Ala
50 55 60

ggt att tet ttt gat act gtt tgt ggt gtt cct tat act get ctt cect 240
Gly Ile Ser Phe Asp Thr Val Cys Gly Val Pro Tyr Thr Ala Le&u Pro
65 70 75 80

ctt got act gtt att tgt teot act aat caa att cct atg ctt att cgt 288
Leu Ala Thr Val Ile Cys Ser Thr Asn Gln Ile Pro Met Leu Ile Arg
g5 90 25

cgt aaa gaa act aaa gat tat ggt act aaa cgt ctt gtt gaa ggt act 336
Arg Lys Glu Thr Lys Asp Tyr Gly Thr Lys Arg Leu Val Glu Gly Thr
100 105 110
att aat cct ggt gaa act tgt ctt att att gaa gat gtt gtt act tect 384
Ile Asn Pro Gly Glu Thr Cys Leu Ile Ile Glu Asp Val Val Thr Ser
115 120 125

ggt tet tet gtt ctt gaa act gtt gaa gtt ctt caa aaa gaa ggt ctt 432

46
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Gly Ser Ser Val Leu Glu Thr Val Glu Val Leu Gln Lys Glu Gly Leu

130 135 140
aaa gtt aect gat get att gtt ottt ottt gat cgt gaa caa ggt ggt aaa 480
Lys Val Thr Asp Ala Ile Val Leu Leu Asp Arg Glu Gln Gly Gly Lys
145 150 155 160
gat aaa ctt caa geot cat ggt att cgt ¢ttt cat tet gttt tgt act ctt 528
Asp Lys Leu Gln Ala His Gly Ile Arg Leu His Ser Val Cys Thr Leu
165 170 175
tet aaa atg ctt gaa att ctt gaa caa caa aaa aaa gttt gat get gaa 576
Ser Lys Met Leu Glu Ile Leu Glu Gln Gln Lys Lys Val Asp Ala Glu
180 185 190
act gtt ggt cgt gtt aaa cgt ttt att caa gaa aat gtt ttt gtt get 624
Thr Val Gly Arg Val Lys Arg Phe Ile Gln Glu Asn Val Phe Val Ala
195 200 205
get aat cat aat gght tet cet ottt tet att aaa gaa got cct aza gaa 672
Ala Asn His Asn Gly Ser Pro Leu Ser Ile Lys Glu Ala Pro Lys lu
210 215 220
att tet ttt ggt get egt get gaa ctt <ot cgt att cat ect gtt get 720
Leu Ser Phe Gly Ala Arg Ala Glu Leu Pro Arg Ile His Pro Val Ala
225 230 235 240
tet aaa ¢ttt ottt egh ettt atg caa aaa aaa gaa act aat ctt tgt ctt 768
Ser Lys Leu Leu Arg Leu Met Gln Lys Lys Glu Thr Asn Leu Cys Leu
245 250 255
tet got gat gtt tet okt get gt gaa <ttt ctt caa ettt get gat gek 816
Ser Ala Asp Val Ser Leu Ala Arg Glu Leu Leu Gln Leu Ala Asp Ala
260 265 270
ctt ggt cet tet att tgt atg ettt aaa act cat gttt gat att ettt aat 864
Leu Gly Pro Ser Ile Cys Met Leu Lys Thr His Val Asp Ile Leu Asn
275 280 285
gat ttt act ctt gat gtt atg aaa gaa cott att act cott got aaa tgt 912
Asp Phe Thr Leu Asp Val Met Lys Glu Leu Ile Thr Leu Ala Lys Cys
290 295 300
cat gaa ttt ctt att ttt gaa gat cgt aaa ttt gct gat att ggt aat 960
His Glu Phe Leu Ile Phe Glu Asp Arg Lys Phe Ala Asp Ile Gly Asn
305 310 315 320
act gtt aaa aaa caa tat gaa ggt ggt att ttt aaa att get tet tgg 1008
Thr Val Lys Lys Gln Tyr Glu Gly Gly Ile Phe Lys Ile Ala Ser Trp
325 330 335
get gat ott gtt aat geot cat gtt gtt oct ggt tot ggt gtt gtt aaa 10586
Ala Asp Leu Val Asn Ala His Val Val Pro Gly Ser Gly Val Val Lys
3440 345 350
ggt ctt caa gaa gtt ggt ctt cct ctt cat cgt ggt tgt ctt ctt att 1104
Gly Leu Gln Glu vVal Gly Leu Pro Leu His Arg Gly Cys Leu Leu Ile
355 360 365
get gaa atg tet tet act ggt tet ctt get act ggt gat tat act egt 1152
Ala Glu Met Ser Ser Thr Gly Ser Leu Ala Thr Gly Asp Tyr Thr Arg
370 378 380
get get gtt cgt atg get gaa gaa cat tet gaa ttt gbt gtt ggt ttt 1200

Ala Ala Val Arg Met Ala Glu Glu His Ser Glu Phe Val vVal Gly FPhe

47



385

att
Ile

cot
Pro

aat
Asn

gtt
Val

atg
Meat
465

taa

<210>10
<211> 480
<212> PRT

tet
Sar

ggt
Gly

tet
Ser

agt
Gly

450

tat
Tyr

ggt
Gly

gtt
Val

cct
Pro
435

cgt
Arg

egt
Arg

<213> Homo sapiens

<400> 10

Asgp

Ser

Leu

Gly

65

Leu

Arg

Ile

Gly

Ala Va

50

Ser

Ala

val Gl

35

Leu Se

Ile Se

Lys Gl

Asn Pr

11

Ser Se

Pro

Thr

tet
Ser

caa
Gln
420

caa

Gln

ggt
Gly

aaa
Lys

1 ala

n Ala

cgt
Arg
405

ctt

Leu

gaa
Glu

att
Ile

get
Ala

20

r Gln

r Phe

u Thr

Ile

val

390

gtt
val

gaa
Glu

gtt
Val

att
Ile

gct
Ala
470

Arg

Phe

Tyr

vVal

Asp

Ile

85

100

o Gly

5

r vVal

Lys

Glu

Leu
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tet
Ser

get
Ala

att
Ile

tet
Ser
455

tgg
Trp

Ala

Lys

Ile

Ala

Thr

70

Cys

Asp

Thr

Glu

atg
Met:

ggt
Gly

ggt
Gly
440

get
Ala

gaa
Glu

Ala

Phe

Asp

Asp

Val

Ser

Tyr

Cys

Thr

aaa
Lys

ggt
Gly
425

aaa
Lys

get
Ala

get
Ala

Leu

Gly

Leu

40

Ile

Cys

Thr

Gly

Leun

120

Vval

cct
Pro
410

gat
Asp

gt
Arg

gat
Asp

tat
Tyr

Gly

Asp

25

Arg

Leu

Gly

Asn

Thr

105

Ile

Glu

48

395

gaa ttt ctt
Glu Phe Leu

aat ctt ggt
Asn Leu Gly

ggt tet gat
Gly Ser Asp

445

cgt ctt gaa
Arg Leu Glu
460

ctt tet cgt
Leu Ser Arg

475

Pro

10

Phe

Gly

Phe

Val

Gln

90

Lys

Ile

val

Leu Val

Val Leu

Ile vVal

Gln Thr

cat
His

caa
Gln
430

att
Ile

gct
Ala

att
Leu

Thr

Ser

ctt
Leu
415

caa
Gln

att
Ile

get
Ala

ggt
Gly

Lys

400

act
Thr

tat
Tyr

att
Ile

gaa
Glu

gtt
val
480

Gly

Ser

30

45

60

Pro Tyr

75

Ile Pro

Arg Leu

Glu Asp

Leu Gln

Ala

Thr

val

Val

Met

125

Lys

Arg

Gln

Ala

Leu

Glu

110

Val

Glu

Leu

15

Gly

Pro

Asn

Leu

Ile

95

Gly

Thr

Gly

1248

1296

1344

1392

1440

1443

Tyr

Leun

Arg

Ala

Pxo

80

Arg

Thr

Ser

Leu



Lys

145

Asp

Ser

Thr

Ala

Leu

225

Ser

Ser

Leu

Asp

His

305

Thr

Ala

Gly

Ala

Ala
385

130

val

Lys

Lys

Val

AsSn

210

Ser

Lys

Ala

Gly

Phe

290

Glu

Val

Asp

Leu

Glu

370

Ala

Thr

Leu

Met

Gly

155

His

Fhe

Len

Asp

Pro

275

Thr

Phe

Lys

Leu

Gln

355

Met

Val

Asp

Gln

Leu

180

Arg

ASn

Gly

Leu

val

280

Ser

Leu

Leu

Lys

val

340

Glu

Ser

Arg

Ala

Ala

1645

Glu

val

Gly

Ala

Arg

245

Ser

Ile

Asp

Ile

Gln

325

Asn

Val

Sar

Met
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Ile

150

His

Ile

Lys

Ser

Arg

230

Leu

Leu

Cys

Val

Phe

310

Tyr

Ala

Gly

Thr

Ala
390

138

val

Gly

Leu

Arg

Pro

2135

Ala

Met

Ala

Met

Met

295

Glu

Glu

His

Leu

Gly

3758

Glu

Leu

Ile

Glu

Phe

200

Leu

Glu

Gln

Arqg

Leu

280

Lys

Asp

Gly

val

Pro

360

Ser

Glu

49

Leu

Arg

Gln

185

Ile

Ser

Leau

Lys

Glu

265

Lys

Glu

Arg

Gly

Val

345

Leu

Leau

His

Asp

Leu

170

Gln

Gln

Ile

Fro

Lys

250

Leu

Thr

Leu

Lys

Ile

330

Pro

His

Ala

Ser

Arg

155

His

Lys

Glu

Lys

Arg

235

Glu

Leu

His

Ile

Phe

315

Phe

Gly

Arg

Thr

Glu
395

140

Glu

Ser

Lys

Asn

Glu

220

Ile

Thr

Gln

Val

Thr

300

Ala

Lys

Ser

Gly

Gly

380

Phe

G1n

val

val

val

205

Ala

His

Asn

Leu

Asp

285

Leu

Asp

Ile

Cys
365

Aszp

val

Gly

Cys

Asp

190

Fhe

Fro

Fro

Leu

Ala

270

Ile

Ala

Ile

Ala

Val

350

Leu

Tyr

val

Gly

Thr

175

Ala

Val

Lys

val

Cys

255

Asp

Leu

Lys

Gly

Ser

335

vVal

Leu

Thr

Gly

Lys

160

Leu

Glu

Ala

Glu

Ala

240

Leu

Ala

Asn

Cys

Asn
320

Tzp

Lys

Ile

Arg

Phe
400
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15

Ile Ser

Pro Gly

Asn Ser

Val Gly

450

Met Tyr
465

<210> 11
<211> 1227
<212> ADN

Gly

val

Pro

435

Arg

Arg

<213> Secuencia Artificial

<220>

Ser

Gln

420

Gln

Gly

Lys

Arg

405

Leu

Glu

Ile

Ala

ES 2 609 336 T3

Val

Glu

val

Ile

Ala
470

<223> Construccion de fusiéon CDopt-UPRT

<220>
<221> CDS

<222> (1)..(1227)

<400> 11

atg
Met
1

atc

Ile

atc
Ile

ggc
Gly

atc
Ile
65

gac
Asp

get
Ala

aac

gtg acc
val Thr

get tac
Ala Tyr

gge gge
Gly Gly

cace aac
His Asn
50

tce ace
Ser Thr

acc ace
Thr Thr

ate atce
Ile Ile

ttec aag

gge
Gly

gag
Glu
20

tgt
Cys

aty
Met

ctg
Leu

ctg
Leu

atg
Met
100

tee

gge
Gly

gag
Glu

ctg
Leu

agy
Arg

gaqg
Glu

tac
Tyr
B85

tac
Tyr

aag

atg
Met

gae
aAla

atc
Ile

tte
Phe

aac
Asn
70

ace
Thr

gge
Gly

ggc

goe
aAla

ctg
Leu

aac
Asn

cag
Gln
55

tgt
Cys

ace
Thr

ate
Ile

gag

Ser

Ala

Ile

Ser

Met

Gly

Gly

Lys Pro Glu

410

Gly Asp Asn

425

440

455

Trp

teoe
Ser

ctg
Leu

aac
Asn
40

aag
Lys

ggec
Gly

ctg
Leu

cet
Pro

aag

aaqg
Lys

gge
Gly
25

aag

Lys

gge
Gly

agg
Arg

tae
Ser

agg
Arg
105

tac

Ala

Glu

tgg
Trp
10

tac

Tyr

gac
Asp

tee
Ser

ctg
Leu

cet
Pro
90

tgt
Cys

ctyg

50

Lys Arg Gly

Ala Asp Arg

Ala Tyr Leu

475

gat caa aag
Asp Gln Lys

aag gag ggc
Lys Glu Gly

ggc agt gtg
Gly Ser Val
45

gee ace etg
Ala Thr Leu
60

gaqg ggc aag
Glu Gly Lys
5

tgt gac atg
Cys Asp Met

gtg atc ggc
Val Ile Gly

caa acc agyg

Phe

Leu

Ser

Leu
460

Ser

gge
Gly

ggc
Gly

ctg
Leu

cac
His

gtg
Val

tgt
Cys

gag
Glu
1140

gg<

Leu

Gly

Asp
445

Glu

Arg

atg
Met
15

gtg
Vval

gge
Gly

ggc
Gly

tac
Tyr

ace
Thr
95

aac
Asn

cac

His

Gln
430

Ile

Ala

Leu

gat
hsp

cct
Pro

agg
Arg

gag
Glu

aaqg
Lys
80

ggec
Gly

qgtg
val

gag

Leu

415

Gln

Ila

Ala

Gly

Thr

Tyr

Tla

Glu

Val
480

48

926

144

192

240

288

336

384
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Asn Phe Lys Ser Lys 5ly Glu Lys Tyr Leu Gln Thr Arg Gly His Glu

115 120 125
gtg gtg gtt gtt gac gat gag agg tgt aag aag ctg atg aag cag tte 432
val Val Val Val Asp Asp Glu Arg Cys Lys Lys Leu Met Lys Gln Phe
130 135 140
ate gac gag agg cct cag gac tgg tte gag gat atec gge gag aac ccog 480
Ile Asp Glu Arg Pro Gln Asp Trp Phe Glu Asp Ile Gly Glu Asn Pro
145 150 155 160
tta tte ttt ttg get tet cca tte ttg tac ctt aca tat ctt ata tat 528
Leu Phe Phe Leu Ala Ser Preo Phe Leu Tyr Leu Thr Tyr Leu Ile Tyr
165 170 175
tat cca aac aza ggg tct tte gtt age aaa cet aga aat ctg caa aaa 576
Tyr Pro Asn Lys Gly Ser Phe Val Ser Lys Pro Arg Asn Leu Gln Lys
180 185 190
atg tet teg gaa ofa ttt aag zac gte tae ttg ota oot caa aca aac 624
Met Ser Ser Glu Prc Phe Lys Asn Val Tyr Leu Leu Pro Gln Thr Asn
195 2900 208
caa ttg otg ggt ttg tac ace ate ate aga aat aag aat aca aect aga 672
Gln Leu Leu Gly Leu Tyr Thr Ile Ile Arg Asn Lys Asn Thr Thr Arg
210 215 220
cot gat tte att tte tac tec gat aga ate ate aga ttg ttg gttt gaa T20
Pro Asp Phe Ile Phe Tyr Ser Asp Arg Ile Ile Arg Leu Leu Val Glu
225 230 235 240
gaa ggt ttg aac cat cta ect gtg caa aag caa att gtg gaa act gac 768
Glu Gly Leu Asn His Leu Pro Val Gln Lys Gln Ile Val Glu Thr Asp
245 250 255
acc aac gaa aac tte gaa ggt gtc tea tte atg ggt aaa atc tgt ggt 81sé
Thr Asn Glu Asn Phe Glu Gly Val Ser Phe Met Gly Lys Ile Cys Gly
260 265 270
gtt tce att gtec aga gct ggt gaa tcocg atyg gag caa gga tta aga gac g64
Val Ser Ile Val Arg Ala Gly Glu Ser Met Glu Gln Gly Leu Arg Asp
275 280 285
tgt tgt agg tct gbtg cgt atc ggt aaa att tta att caa agg gac gag 912
Cys Cys Arg Ser Val Arg Ile Gly Lys Ile Leu Ile Gln Arg Asp Glu
290 295 300
gag act get tta cca aag tta tte tac gqaa aaa tta ¢ca gag gat ata 960
Glu Thr Ala Leu Pre Lys Leu Phe Tyr Glu Lys Leu Pro Glu Asgp Iles
305 310 315 320
tct gaa agg tat gte tte cta tta gac cca atg ctg goc acc ggtb ggt 1008
Ser GG1lu Arg Tyr Val Phe Leu Leu Asp Pro Met Leu Ala Thr Gly Gly
325 330 335
agt gct ate atg goct aca gaa gte ttg att aag aga ggt gtt aag cca 1056
Ser Ala Ile Met Ala Thr Glu Val Leu Ile Lys Arg ly Val Lys Pro
340 345 350
gag aga att tac tte tta aas cta ate tgt agt aag gaa ggg att gaa 1104
Glu Arg Ile Tyr Phe Leu Asn Leu Ile Cys Ser Lys Glu Gly Ile Glu
355 360 365
aaa tac cat geoc geoc tte cca gag gbke aga att gtt act ggt gec cte 1152

Lys Tyr His Ala Ala Phe Pro Glu Val Arg Ile Val Thr Gly Ala Leu

51
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370

gac aga
Asp Arg
385

ttt ggt
Phe Gly

<210> 12
<211> 408
<212> PRT

ggt cta
Gly Leu

gac aga
Asp Arg

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

gat gaa
Asp Glu

3920

tac tac
Tyr Tyr

405

<223> Construccion Sintética

<400> 12

Met Val

Ile Ala

Ile Gly

Gly His
50

Ile Ser
65

Asp Thr

Ala Ile

Asn Phe

Vval val
130

Ile Asp
145

Leu Phe

Thr

Tyr

Gly

Asn

Thr

Thr

Ile

Lys

115

val

Glu

Phe

Gly

Glu

20

Cys

Met

Leu

Leu

Met

100

Ser

val

Arg

Leun

Gly

Glu

Lau

Arg

Glu

Tyr

85

Tyr

Lys

Asp

Pro

Ala
165
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375

aac
Asn

tgt
Cys

Met

Ala

Ile

Phe

Asn

70

Thr

Gly

Gly

Asp

Gln

150

Ser

aag
Lys

gtt
val

Ala

Leu

Asn

Gln

55

Cys

Thr

Ile

Glu

Glu

135

Asp

Pro

380

tat cta gtt cca ggg ttg ggt gac
Tyr Leu Val Pro Gly Leu Gly Asp
385

taa

Ser

Leu

Asn

40

Lys

Gly

Leu

Pro

1lys

120

Arg

Trp

Phe

52

Lys

Gly

Lys

Gly

Arg

Ser

Arg

105

Tyr

Cys

Phe

Leu

Trp

10

Tyr

Asp

Ser

Leu

Pro

90

Cys

Leu

Lys

Glu

Tyr
170

Asp

Lys

Gly

Ala

Glu

75

Cys

Val

Gln

Lys

Asp

155

Leu

Gln

Glu

Sar

Thr

60

Gly

Asp

Ile

Thr

Leu

140

Ile

Thr

400

Lys

Gly

val

45

Leu

Lys

Gly

Arg

125

Met

Gly

Tyr

Gly

Gly

Leu

His

Val

Cys

Glu

110

Gly

Lys

Glu

Len

Met

15

Val

Gly

Gly

Tyr

Thr

95

Asn

His

Gln

Asn

Ile
175

1200

1227

Asp

Pro

Arg

Glu

Lys

80

Gly

val

Glu

Phe

Pro

160

Tyr



5

Tyr

Met

Gln

Pro

225

Glu

Thr

Val

Cys

Glu

305

Ser

Ser

Glu

Lys

Asp

385

Phe

<210>13
<211> 1287
<212> ADN

Preo

Ser

Leu

210

Asp

Gly

Asn

Ser

Cys

290

Thr

Glu

Ala

Arg

Tyr

370

Arg

Gly

Asn

Ser

195

Leu

Phe

Leu

Glu

Ile

275

Arg

Ala

Arg

Ile

Ile

355

His

Gly

Asp

Lys

180

Glu

Gly

Ile

Asn

Asn

260

Val

Ser

Leu

Tyr

Met

340

Tyr

Ala

Leu

Arg

Gly

Pro

Leu

Phe

His

245

Phe

Arg

Val

Pro

Val

325

Ala

Phe

Ala

Asp

Tyr
405
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Ser

Phe

Tyr

Tyr

230

Leu

Glu

Ala

Arg

Lys

310

Phe

Thr

Leu

Phe

Glu

390

Tyr

Phe

Lys

Thr

215

Ser

Pro

Gly

Gly

Ile

295

Leu

Leu

Glu

Asn

Pro

375

Asn

Cys

Val

Asn

200

Ile

Asp

Val

Val

Glu

280

Gly

Phe

Leu

Val

Leu

360

Glu

Lys

Val

53

Ser

185

Val

Ile

Arqg

Gln

Ser

265

Ser

Lys

Tyr

Asp

Leu

345

Ile

Val

Tyr

Lys

Tyr

Arg

Ile

Lys

250

Phe

Met

Ile

Glu

Pro

330

Ile

Cys

Arqg

Leu

Pro

Leu

Asn

Ile

235

Gln

Met

Glu

Leu

Lys

315

Met

Lys

Ser

Ile

Val
395

Arg

Leu

Lys

220

Arqg

Ile

Gly

Gln

Ile

300

Leu

Leu

Lys

Val
380

Pro

Asn

Pro

205

Asn

Leu

Val

Lys

Gly

285

Gln

Pro

Ala

Gly

Glu

365

Thr

Gly

Leu

120

Gln

Thr

Leu

Glu

Ile

270

Leu

Arg

Glu

Thr

Val

350

Gly

Gly

Leu

Gln

Thr

Thr

Val

Thr

255

Cys

Arqg

Asp

Asp

Gly

335

Lys

Ile

Ala

Gly

Lys

Asn

Arg

Glu

240

Asp

Gly

Asp

Glu

Ile

320

Gly

Pro

Glu

Leu

Asp
400
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<213> Secuencia Atrtificial

<220>

ES 2 609 336 T3

<223> Construccioén de fusion - CDopt - enlazador - UPRT

<220>
<221> CDS

<222> (1)..(1287)

<400> 13

atg
Met
1

ate
Ile

ate
Ile

ggc
Gly

ate
Ile
65

gac
Asp

get
Ala

aac
Asn

gtg
Val

ate
Ile
145

gac
Gly

ggc
Gly

tat
Tyr

aat
Asn

gty
val

get
Ala

gg¢
Gly

cac
His
50

tee
Ser

ace
Thr

ate
Ile

tte
Phe

gtg
Val
120

gac
Asp

gac
Gly

gee
Ala

ctt
Leu

ctg

210

ace
Thr

tac
Tyx

gg¢
Gly
35

aac
Asn

ace
Thr

ace
Thr

ate
Ile

aag
Lys
115

gtt
Val

gag
Glu

geoe
Ala

aac
Asn

ata
Ile
195

caa
Gln

gge
Gly

gayg
Glu
20

tgt
Cys

atg
Met

ctg
Leu

ctg
Leu

atg
Met
100

tee
Sexr

gtt
Val

agg
Arg

tee
Sexr

ceqg
Pro
180

tat
Tyxr

aaa
Lys

ggc
Gly

gayg
Glu

ctg
Leu

agg

gag
Glu

tac
Tyr
85

tac
Tyrxr

aag
Lys

gac
Asp

cct
Pro

gge
Gly
165

tta
Leu

tat
Tyrxr

atg
Met

atg
Met

gece
Ala

ate
Ile

tte
Phe

aac
Asn
70

ace
Thr

ggc
Gly

gge
Gly

gat
Asp

cag
Gln
150

ggc
Gly

tte
Phe

cca
Pro

tct
Ser

gee
Ala

oty
Leu

aac
Asn

cag
Gln
55

tgt
Cys

ace
Thr

ate
Ile

gag
Glu

gag
Glu
135

gac
Asp

gac
Gly

ttt
Phe

aac
Asn

teg
Ser
215

tee
Ser

oty
Leu

aac
Asn
40

aag
Lys

ggc
Gly

ctg
Leu

cot
Pro

aag
Lys
120

agyg
Arg

tgg
Trp

gee
Ala

ttg
Leu

aaa
Lys
200

gaa
Glu

aag
Lys

gge
Gly
25

aaq
Lys

ggc
Gly

agg
Arg

tec
Ser

agg
Arg
105

tac
Tyx

tgt
Cys

tte
Phe

tee
Serxr

get
Ala
185

gag
Gly

cca
Pro

tag
10

tac
Tyx

gac
Asp

tee
Serxr

ctg
Leu

cect
Pro
20

tot
Cys

ctg
Leu

aaq
Lys

gag
Glu

gge
Gly
170

tet

Ser

tet
Ser

ttt
Phe

54

gat
Asp

aag
Lys

ggc
Gly

gce
Ala

gag
Glu
75

tgt
Cys

gtg
Vval

caa
Gln

aaq
Lys

gat
Asp
155

ggc
Gly

cca
Pro

tte
Phe

aag
Lys

caa
Gln

gag
Glu

agt
Ser

ace
Thr
60

gdc
Gly

gac
Asp

ate
Ile

ace
Thr

ctyg
Leu
140

ate
Ile

gac
Gly

tte
Phe

gtt
Val

aac
Asn
220

aag
Lys

gac
Gly

gtg
Val
45

ctg
Leu

aag
Lys

atg
Met

gdac
Gly

agg
Arg
125

atg
Met

gdac
Gly

gee
Ala

ttg
Leu

age
Ser
205

gte
val

gge
Gly

ggc
Gly

ctg
Leu

cac
His

gtg
Vval

tgt
Cys

gag
Glu
110

gage
Gly

aaq
Lys

gag
Glu

tee
Sex

tac
Tyr
190

aaa

Lys

tac
Tyx

atg
Met
15

gtg
val

gge
Gly

ggc
Gly

tac
Tyrxr

acc
Thr
95

aac
Asn

cac
His

cag
Gln

tee
Ser

gge
Gly
175

ctt
Leu

cct
Pro

ttg
Leu

gat
Asp

cct
Pro

agg
Arg

gag
Glu

aag
Lys
§0

ggc
Gly

gtg
Vval

gag
Glu

tte
Phe

ggc
Gly
160

ggc
Gly

aca
Thr

aga
Arg

cta
Leu

48

26

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672
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oot
Pro
225

aat
Asn

ttg
Leu

gtg
Val

aaa
Lys

gga
Gly
305

caa

Gln

cca
Pro

gce
Ala

ggt
Gly

gaa
Glu
385

act
Thr

999
Gly

<210> 14

<211> 428

caa
Gln

aca
Thr

ttg
Lau

gaa
Glu

atec
Ile
290

tta
Leau

agyg
Arg

gag
Glu

ace
Thr

gtt
val
370

g99
Gly

ggt
Gly

ttg
Leu

<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial

<220>

aca
Thr

act
Thr

gtt
val

act
Thr
275

tgt
Cys

aga
Arg

gac
Asp

gat
Asp

ggat
Gly
355

aaqg

Lys

att
Ile

gce
Ala

ggt
Gly

aac
Asn

aga
Arg

gaa
Glu
260

gac
Asp

ggt
Gly

gac
Asp

gag
Glu

ata
Ile
340

ggt
Gly

cca
Pro

gaa
Glu

cte
Leu

gac
Asp
420

caa
Gln

cct
Pro
245

gaa
Glu

ace
Thr

gtt
Val

tgt
Cys

gag
Glu
325

tet
Ser

agt
Ser

gag
Glu

aaa
Lys

gac
Asp
405

ttt
Phe

<223> Construccion Sintética

<400> 14

ttyg
Leu
230

gat
Asp

ggt
Gly

aac
aAsn

tec
Ser

tgt
Cys
310

act
Thr

gaa
Glu

gct
Ala

aga
Arg

tac
Tyr
3%0

aga

Arg

ggt
Gly

ES 2 609 336 T3

¢ty
Leu

tte
Phe

ttg
Leu

gaa
Glu

att
Ile
285

agg
Arg

gct
Ala

agy
Arg

atc
Ile

att
Ile
375

cat

His

ggt
Gly

gac
Asp

ggt
Gly

att
Ile

aac
Asn

aac
Asn
280

gte
val

tet
Sar

tta
L&au

tat
Tyr

atg
Met
360

tac

Tyr

gce
Ala

cta
Leu

aga
Arg

ttg
Lau

tte
Phe

cat
His
265

tte
Phe

aga
Arg

gtg
Val

cca
Fro

gte
Val
345

gct
Ala

tte
Phe

gce
Ala

gat
Asp

tac
Tyr
425

tac
Tyr

tac
Tyx
250

cta
Leu

gaa
Glu

gct
Ala

cgt
Arg

aag
Lys
330

tte
Phe

aca
Thr

tta
Leu

tte
Phe

gaa
Glu
410

tac
Tyr

ace ate
Thr Ile
235

teec gat
Ser Asp

cct gtg
Pro val

ggt gte
Gly Vval

ggt gaa
Gly Glu
300

atc ggt
Ile Gly
315

tta tte
Leu Phe

cta tta
Leu Leu

gaa gtc
Glu Val

aac cta
Asn Leu
380

cca gag
Pro Glu
385

aac aag
Asn Lys

tgt gtt
Cys Val

ate
Ile

aga
Arg

caa
Gln

tca
Ser
285

tecg

Ser

aaa
Lys

tac
Tyxr

gac
Asp

ttg
Leu
365

atec
Ile

gte
val

tat
Tyr

taa

aga
Arg

atec
Ile

aag
Lys
270

tte
Phe

atg
Met

att
Ile

gaa
Glu

cca
Pro
350

att
Ile

tgt
Cys

aga
Arg

cta
Leu

aat
Asn

atec
Ile
255

caa
Gln

atg
Met

gag
Glu

tta
Leau

aaa
Lys
335

atg
Met

aaqg
Lys

agt
Ser

att
Ile

gtt
Val
415

aaqg
Lys
240

aga
Arg

att
Ile

ggt
Gly

caa
Gln

att
Ile
320

tta
Lau

ctg
Leu

aga
Arg

aaqg
Lys

gtt
Val
400

cca
Pro

720

768

B16

864

912

960

1008

1056

1104

1152

1200

1248

1287

Met Val Thr Gly Gly Met Ala Ser Lys Trp Asp Gln Lys Gly Met Asp

1

5

55

10

15



Ile

Ile

Gly

Ile

65

RAsp

Ala

Asn

Val

Ile

145

Gly

Gly

Tyr

Asn

Pro

225

Asn

Leu

Ala

Gly

His

50

Ser

Thr

Ile

Phe

Val

130

Asp

Gly

Ala

Leu

Leu

210

Gln

Thr

Leu

Tyr

Gly

Asn

Thr

Thr

Ile

Lys

115

Val

Glu

Ala

Asn

Ile

195

Gln

Thr

Thr

Val

Glu

29

Cys

Het

Leu

Leu

Met

100

Ser

val

Arg

Ser

Pro

180

Tyr

Lys

Asn

Arg

Glu
260

Glu

Leu

Arg

Glu

Tyx

85

Tyx

Lys

Asp

Pro

Gly

165

Leu

Tyr

Met:

Gln

Pro

245

Glu

ES 2 609 336 T3

Ala

Ile

Phe

Asn

70

Thr

Gly

Gly

Asp

Gln

150

Gly

Phe

Pro

Sar

Leu

230

Asp

Gly

Leu

Asn

Gln

55

Cys

Thr

Ile

Glu

Glu

135

Asp

Gly

Phe

Asn

Ser

215

Leu

Phe

Leu

Leu

Lsn

40

Lys

Gly

Leu

Pro

Lys

120

Arg

Trp

Ala

Leu

Lys

200

Glu

Gly

Ile

Asnh

56

Gly

25

Lys

Gly

Arg

Ser

Arg

105

Tyr

Cysa

Phe

Ser

Ala

185

Gly

Pro

Leu

Phe

His
265

Tyr

Bsp

Ser

Leu

Pro

90

Cys

Leu

Lys

Glu

Gly

170

Ser

Ser

Phe

Tyr

Tyr

250

Leu

Lys

Gly

Ala

Glu

75

Cysa

Val

Gln

Lys

Asp

155

Gly

Pro

Phe

Lys

Thr

235

Ser

Pro

Glu

Ser

Thr

60

Gly

Rsp

Ile

Thr

Leu

140

Ile

Gly

Phe

Val

Asn

220

Ile

Asp

Val

Gly

Val

45

Leu

Lys

Met

Gly

Arg

125

Met

Gly

Ala

Leu

Ser

205

Val

Ile

Arg

Gln

Gly

20

Leu

Hisg

val

Cys

Glu

110

Gly

Lys

Glu

sSer

Tyr

190

Lys

Tyr

Arg

Ile

Lys
270

val

Gly

Gly

Tyr

Thr

95

Asn

His

Gln

Ser

Gly

175

Leu

Pro

Leu

Asn

Ile

255

Gln

Pro

Arg

Glu

Lys

840

Gly

Val

Glu

Phe

Gly

160

Gly

Thr

Arg

Leu

Lys

240

Arg

Ile
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15

Val Glu

Lys Ile
290

Gly Leu
305

Gln Arg

Pro Glu

Ala Thr

Gly val
370

Glu Gly
385

Thr Gly

Gly Leu

<210> 15
<211> 1200
<212> ADN

Thr Asp Thr
275

Cys

Arg

Aszp

Asp

Gly

Gly val

Asp Cys

Glu Glu

325

Ile Ser

340

355

Lys

Ile

Ala

Gly

Gly Ser

Pro Glu

Glu Lys

Leu Asp

405

Asp Phe

420

<213> Secuencia Artificial

<220>

ES 2 609 336 T3

Azn

Ser

Cys

310

Thr

Glu

Ala

Arg

Tyr

390

Arg

Gly

Glu

Ile

295

Arg

Ala

Arg

Ile

Ile

375

His

Gly

Asp

<223> Construccioén de fusion - CDopt3 - OPRT

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(1200)

<400> 15

atg gtg
Met Val

ate get
Ile Ala

atc ggc
Ile Gly

aca
Thr

tac
Tyr

ggc
Gly

gge
Gly

gag
Glu
20

tgt
Cys

gge atg
Gly Met

gag gcc
Glu Ala

ctg atc
Leu Ile

gca
aAla

ctyg
Leu

aac
Asn

tce
Ser

ctyg
Leu

aac
Asn

Azn

280

Val

Ser

Leu

Tyr

Met

360

Tyr

Ala

Leu

Arg

Phe Glu

Arg Ala

Val Arg

Pro Lys
330

Val Phe

345

Ala Thr

Phe Leu

Ala Phe

Asp Glu
410

Tyr Tyr

425

aag tgg gat
Lys Trp Asp

gge tac aag
Gly Tyr Lys

25

aag gac gge
Lys Asp Gly

57

caa
Gln

gag
Glu

agt
Ser

Gly

Gly

Ile
315

Leu

Leu

Glu

Asn

Pro
395

Asn

Cys

aag
Lys

gge
Gly

gtg
Val

Val

Glu
300

Gly

Phe

Leu

Val

Leu
380

Glu

Lys

Val

ggc
Gly

gge
Gly
30

ctg
Leu

Ser Phe
285

Ser Met

Lys Ile

Tyr Glu

Asp Pro
350

Leu Ile
365

Ile Cys

Val Arg

Tyr Leu

atg gat
Met Asp
15

gtg ccet
Val Pro

ggc agg
Gly Arg

Met

Glu

Leu

Lys

335

Met

Lys

Ser

Ile

Val
415

Gly

Gln

Ile

320

Leu

Leu

Arg

Lys

Val

400

Pro

48

96

144



ggc
Gly

ate
Ile
65

gac
Asp

gqct
Ala

aac
AsSn

gtg
Val

ate
Ile
145

gct
Ala

get
aAla

atc
Ile

cag
Gln

ttt
Phe
225

gtt
val

aca
Thr

gga
Gly

gtt
val

cag
His
50

teo
Ser

acc
Thr

atc
Ile

tte
Phe

gtg
Val
130

gac
Asp

cgt
Arg

tte
Phe

tac
Tyr

gtt
val
210

gac
AsSp

ate
Ile

aaqg
Lys

gaa
Glu

ttg
Leu
290

35

aac
Asn

ace
Thr

acc
Thr

atc
Ile

aag
Lys
115

gtt
Val

gag
Glu

gca
Ala

aag
Lys

atc
Ile
195

goa
Ala

acec
Thr

tgt
Cys

gat
Asp

acc
Thr
275

gaa
Glu

atg
Met

otg
Leu

ctg
Leu

atg
Met
100

tea
Ser

gtt
Val

agg
Axrg

gct
Bla

Lttt
Phe
180

gat
Asp

gat
Asp

gtg
Val

tea
Ser

tat
Tyr
260

tgt
Cys

act
Thr

agyg
Arg

gag
Glu

tac
Tyr
85

tac
Tvyr

aag
Lys

gac
Asp

cct
Pro

ttg
Leu
165

gdg
Gly

ctg
Leu

att
Ile

tgt
Cys

ace
Thr
245

gga
Gly

tta
Leu

gtt
Val

tte
Phe

aac
Asn
70

acc
Thr

agc
Gly

ggc
Gly

gat
Asp

cag
Gln
150

ggg
Gly

gac
Asp

<gg
Arg

tta
Leu

gga
Gly
230

aat

Asn

act
Thr

atc
Ile

gag
Glu

ES 2 609 336 T3

cag
Gln
55

tgt
Cys

acc
Thr

ate
Ile

gag
Glu

gag
Glu
135

gac
Asp

cca
Fro

tte
Phe

gge
Gly

tte
Phe
215

gtg
val

caa
Gln

aag
Lys

att
Ile

gtt
val
295

40

aag
Lys

ggc
Gly

ctg
Leu

cct
Froc

aag
Lys
120

agg
Arg

tgg
Trp

ttg
Leu

gtg
val

ato
Ile
200

caa
Gln

cct
Pro

att
Ile

cgt
Arg

gaa
Glu
280

ctt
Leu

gge
Gly

agg
Arg

tec
Ser

agg
Arg
1405

tac
Tyr

tgt

tte
Phe

gtg
val

ctg
Leu
1385

gtg
Val

act
Thr

tat
Tyr

cca
Pro

ottt
Leu
265

gat
Asp

cag
Gln

teoe
Ser

otg
Leu

cct
Pro
90

tgt
Cys

ctg
Leu

aag
Lys

gag
Glu

acg
Thr
170

aaqg
Lys

tet
Ser

gae
Ala

aca
Thr

atqg
Met
250

gta
Val

gtt
val

aag
Lys

58

geo
Ala

gag
Glu
75

tgt
Cys

atga
val

<aa
Gln

aag
Lys

gat
Asp
155

ggt
Gly

aga
Ser

cga
Arg

caa
Gln

gct
Ala
235

ctt

Leu

gaa
Glu

gtc
val

gag
Glu

ace
Thr
60

ggc
Gly

gac
AsSp

ate
Ile

acc
Thr

ctyg
Leu
140

ate
Ile

ctg
Leu

ggg9
Gly

ccg
Pro

aat
Asn
220

ttg
Leu

att
Ile

gga
Gly

age
Thr

ggc
Gly
300

45

ctg
Leu

aaqg
Lys

atg
Met

agc
Gly

agg
Arg
125

atg
Met

agc
Gly

tac
Tyr

ctt
Leu

cgt
Arg
205

goa
Ala

cca
Pre

aga
Arg

act
Thr

agt
Ser
285

ttg
Leu

cac
His

atg
val

tgt
Cys

gag
Glu
110

gge
Gly

aag
Lys

gag
Glu

gac
Asp

tee
Ser
120

ctt
Leu

ggc
Gly

ttg
Leu

agg
Arg

att
Ile
270

gga
Gly

aag
Lys

gge
Gly

tac
Iyr

acoc
Thr
95

aac
Asn

cac
His

cag
Gln

gog
Ala

gtg
vVal
175

toe
Ser

ctg
Leu

ate
Ile

get
Ala

ama
Lys
255

aat

Asn

tet
Ser

gte
Vval

gag
Glu

aag
Lys
80

gge
Gly

gty
Val

gag
Glu

tte
Phe

gte
Val
160

cag
E1n

cee
Pro

agt
Ser

agt
Ser

aca
Thr
240

gaa

Glu

cca
Pro

agt
Ser

act
Thr

192

2440

288

336

384

432

480

528

576

624

672

720

768

8le

864

212
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gat gcc ata gtg ctg ttg gac
Asp Ala Ile Val Leu Leu Asp
305 310

cayg geg cac ggg ate ¢ge cte
Gln Ala His Gly Ile Arg Leu
325

ctg gag att ctc gag cag cag
Leu Glu Ile Leu Glu Gln Gln
340

aga gtg aag agg ttt att cag
Arg Val Lys Arg Phe Ile Gln
355

aat ggt tet cec ettt tet ata
Asn Gly Ser Pro Leu Ser Ile
270 375

ggt gea cgt gea gag ctg cec

Gly Ala Arg Ala Glu Leu Pro
385 380
<210> 16
<211> 399
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Construccion Sintética

<400> 16

Met Val Thr Gly Gly Met

Ile Ala Tyr Glu Glu Ala
20

Ile Gly Gly Cys Leu Ile
35

Gly His Asn Met Arg Phe
50

Ile Ser Thr Leu Glu Asn
65 70

Asp Thr Thr Leu Tyr Thr
85

Ala Ile Ile Met Tyr Gly
100

Asn Phe Lys Ser Lys Gly

aga
Arg

cac
His

aaa
Lys

gag
Glu
360

aag
Lys

adgg
Arg

Ala

Leu

Asn

Gln

55

Cys

Thr

Ile

Glu

gag
Glu

tea
Ser

aaa
Lys
345

aat
Asn

gaa
Glu

ate
Ile

Ser

Leu

Asn

40

Lys

Gly

Leu

Pro

Lys

cag gga
Gln Gly

315

gtg tgt
Val Cys

330

gtt gat
Val Asp

gte ttt
Val Phe

gea cce
Ala Pro

cac cca
His Pro

Lys

Gly

25

Lys

Gly

Arg

Ser

Arg

105

Tyr

59

gge aag
Gly Lys

aca ttg
Thr Leu

gct gag
Ala Glu

gtg gea
Val Ala

365

aaa gaa
Lys Glu

380

395

Trp

10

Tyr

Asp

Ser

Leu

Pro

90

Cys

Leu

gttt geca
Val Ala

Asp Gln

Lys Glu

Gly Ser

Ala Thr

gac
Asp

tog
Ser

aca
Thr
350

gcg
Ala

cte
Leu

teg
Ser

Lys

Gly

val

aag
Lys

aaa
Lys
335

gtt
val

aat
Asn

age
Ser

aag
Lys

ttg
Leu
320

atyg
Met

999
Gly

cat
His

tte
Fhe

taa

Gly

Gly

30

45

60

Glu Gly

75

Cys Asp

Val Ile

Gln Thr

Leu

Lys

Met

Gly

Arg

Leu

His

Val

Cys

Glu

110

Gly

Met

15

Val

Gly

Gly

Tyr

Thr

85

Asn

His

960

1008

1056

1104

1152

1200

Rsp

Pro

Arg

Glu

Lys

80

Gly

Val

Glu



Val

Ile

145

Ala

Ala

Ile

Gln

Phe

225

val

Thr

Gly

val

Asp

305

Gln

Leu

Arg

Asn

Vval

130

Asp

Arg

Phe

Tyr

Val

210

Asp

Ile

Ly=

Glu

Leu

280

Ala

Ala

Glu

Val

Gly
370

115

val

Glu

Ala

Lys

Ile

125

Ala

Thr

Cys

Asp

Thr

275

Glu

Tle

His

Ile

Lys

355

Ser

Val

Arg

Ala

Phe

130

Asp

Asp

val

Ser

Tyr

260

Cys

Thr

Val

Gly

Leu

340

Arg

Pro

Asp

Pro

Leu

165

Gly

Leau

Ile

Cys

Thr

245

Gly

Leu

Val

Leu

Ile

325

Glu

Phe

Leu

ES 2 609 336 T3

Asp

Gln

150

Gly

Asp

Arg

Leu

Gly

230

Asn

Thr

Ile

Glu

Leu

310

Arg

Gln

Ile

Ser

Glu

135

Asp

Pro

Phe

Gly

Phe

215

Val

Gln

Lys

Ile

val

295

Asp

Leu

Gln

Gln

Ile
375

120

Arg

Trp

Lau

val

Ile

200

Gln

Pro

Ile

Arqg

Glu

280

Leu

Arg

His

Lys

Glu

360

Lys

60

Cys

Phe

Val

Leu

185

val

Thr

Tyr

Pro

Leu

265

Asp

Gln

Glu

Ser

Lys

345

Asn

Glu

Lys

Glu

Thr

170

Lys

Sar

Ala

Thr

Met

250

Val

val

Lys

Gln

val

330

val

val

Ala

Lys

Asp

155

Gly

Ser

Arg

Gln

Ala

235

Leu

Glu

Val

Glu

Gly

315

Cys

Asp

Phe

Pro

Leu

140

Ile

Leu

Gly

Pro

Asn

220

Leu

Ile

Gly

Thr

Gly

300

Gly

Thr

Ala

Vval

Lys
380

125

Met

Gly

Tyr

Leu

Axrg

205

Ala

Pro

Axrg

Thr

Ser

285

Leu

Lys

Leu

Glu

Ala

365

Glu

Lys

Glu

Asp

Ser

130

Leu

Gly

Leun

Ile

270

Gly

Lys

Asp

Ser

Thr

350

Ala

Leu

Gln

Ala

val

175

Ser

Leu

Ile

Ala

Lys

255

Asn

Ser

Val

Lys

Lys

335

val

Asn

Ser

Phe

val

160

Gln

Pro

Ser

Ser

Thr

240

Glu

Pro

Ser

Thr

Leu

320

Met

Gly

His

Phe
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<210> 17

ES 2 609 336 T3

Gly Ala Arg Ala Glu Leu Pro Arg Ile His Pro Val Ala Ser Lys
385

<211> 1260
<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Construccioén de fusion - CDopt3 - enlazador - OPRT

<220>

<221> CDS
<222> (1)..(1260)

<400> 17

atg
Met

ate
Ile

ate
Ile

ggc
Gly

ate
Ile
65

gac

Asp

gect
Ala

aac
Asn

gtg
Val

atec
Ile
145

ggc
Gly

gge

gtg
Val

got
Ala

gge
Gly

cac
His
50

too

Ser

ace
Thr

atec
Ile

tte
Phe

gty
Val
130

gac
Asp

ggc
Gly

gec

acc
Thr

tac
Tyr

gge
Gly
35

aac

Azn

ace
Thr

ace
Thr

atc
Ile

aaqg
Lys
115

gtt
Val

gag
Glu

geo
Ala

gcg

ggc
Gly

gag
Glu
20

tgt
Cys

atg
Met

ctg
Leu

ctg
Leu

atg
Met
100

tea
Ser

gtt
val

agg
Arg

tea
Ser

gtc

ggc
Gly

gag
Glu

ctg
Leu

agg
Arg

gag
Glu

tac
Tyr
85

tac

Tyr

aaqg
Lys

gac
Asp

act
Pro

ggc
Gly
165

gct

atg
Met

goc
Ala

atc
Ile

tte
Fhe

aac
Asn
70

acae

Thr

ggc
Gly

ggc
Gly

gat
Asp

cag
Gln
150

ggc
Gly

cgt

3%0

gce
Ala

ctyg
Leu

aac
Asn

caqg
Gln
55

tygt
Cys

ace
Thr

atc
Ile

gag
Glu

Jag
Glu
135

gac
Asp

gge
Gly

geca

tea
Ser

oty
Leu

aac
Asn
49

aaqg

Lys

gge
Gly

ctg
Leu

cct
Preo

aag
Lys
120

agyg
Arg

tgg
Trp

gco
Ala

gct

aag
Lys

gge
Gly
25

aag

Lys

gge
Gly

agg
Arg

tca
Ser

agg
Arg
105

tac
TyTr

tgt
Cys

tte
Phe

tce
Ser

ttg

tgg
Trp
10

tac
Tyr

gac
Asp

tca
Ser

ctg
Leu

acct
Pro
80

tgt
Cys

ctg
Leu

aag
Lys

gag
Glu

gygc
Gly
170

gqg

61

gat
Asp

aag
Lys

ggc<
Gly

gee
Ala

gag
Glu
75

tgt
Cys

gtg
Val

caa
Gln

aag
Lys

gat
Asp
155

ggc
Gly

cca

caa
Gln

gag
Glu

agt
Sar

aca
Thr
60

ggc
Gly

gac
Asp

atc
Ile

ace
Thr

ctyg
Leu
140

atc
Ile

ggc
Gly

ttg

355

aag
Lys

gge
Gly

gtg
Val
45

ctg

Leu

aayg
Lys

atg
Mat

ggc
Gly

agg
Arg
125

atg
Met

ggc
Gly

gee
Ala

gtg

gge
Gly

gge
Gly
30

ctg

Leu

caq
His

gtg
val

tgt
Cys

gag
Glu
110

gyge
Gly

aag
Lys

gag
Glu

tece
Ser

acg

atg
Met
15

gtg
Val

gg<
Gly

gge
Gly

tac
Tyr

ace
Thr
95

aac
Asn

cac
His

cag
Gln

tec
Ser

gge
Gly
175

ggt

gat
Asp

aet
Pro

agg
Arg

gag
Glu

aag
Lys
80

gge
Gly

gtg
Val

gag
Glu

tte
Phe

ggc
Gly
160

gg<
Gly

ctg

48

96

144

192

2440

288

336

384

432

4840

528

576



Gly

tae
Tyr

ctt
Leu

gt
Arg
225

gea
aAla

cca
Pro

aga

act
Thr

agt
Ser
305

ttg
Leu

aaqg
Lys

ttyg
Leu

gag
Glu

gea
Ala
385

gaa
Glu

gca
Ala

<210> 18
<211> 419
<212> PRT

Ala

gae
Asp

tee

Ser
2140

3
Leu

gge
Gly

ttg
Leu

agg
Arq

att
Ile
299

gga
Gly

aag
Lys

gac
Asp

toa
Ser

aca
Thr
370

geg
Ala

cte
Leu

tcg
Ser

Ala

gtg
Val

195

tee
Ser

ctyg
Leu

ate
Ile

gct
Ala

aaa
Lys
275

aat
Asn

tet
Ser

gta
Val

aaqg
Lys

aaa
Lys
355

gtt
val

aat
Asn

age
Ser

aag
Lys

Vval
180

cag
Gln

ccc
Pro

agt
Ser

agt
Ser

aca
Thr
260

gaa

Glu

cca
Pro

agt
Ser

act
Thr

ttg
Lau
340

atg
Met

gag
Gly

cat
His

tte
Phe

taa

<213> Secuencia Atrtificial

Ala

get
Ala

atc
Ile

cag
Gln

ttt
Phe
245

gtt
Val

aca
Thr

gga
Gly

gtt
val

gat
aAsp
325

cag

Gln

ety
Leu

aga

aat
Asn

ggt
Gly
405

Arg

Lt
Phe

tac
Tyr

gtt
Val
230

gac
Asp

atc
Ile

aag
Lys

gaa
Glu

ttg
Leu
3140

gqoe
Ala

gcg
Ala

gqag
Glu

gtyg
val

ggt
Gly
350

gca
Ala

ES 2 609 336 T3

Ala

aag
Lys

ate
Ile
Z15

gea
Ala

ace
Thr

tgt
Cys

gat
Azp

acc
Thr
295

gaa
Glu

ata
Ile

cac
His

att
Ile

aag
Lys
375

tet

Ser

cgt
Arg

Ala

Lttt
Phe
200

gat
Asp

gat
Asp

gtg
Val

tca
Ser

tat
Tvr
280

tgt
Cys

act
Thr

gt
Val

ggg
Gly

ota
Leu
360

agg
Arg

fadale
Pro

gca
Ala

Leu
185

g999
Gly

ctg
Leu

att
Ile

tgt
Cys

acc
Thr
265

gga
Gly

tta
Leu

gtt
Val

ety
Leu

atec
Ile
345

gag
Glu

ttt
Phe

ettt
Leu

gag
Glu

Gly

gae
Asp

cgg
Arg

tta
Leu

gga
Gly
250

aat
Asn

act
Thr

atc
Ile

gag
Glu

ttg
Leu
330

cgc

cag
Gln

att
Ile

tet
Ser

ctg
Leu
410

62

Fro

Lt
Phe

ggc
Gly

tte
Phe
235

gty
val

cada
Gln

aag
Lys

att
Ile

gtt
val
315

gac
asp

cte
Leu

cag
Gln

cag
Gln

ata
Ile
395

cCoC
Fro

Len

gtg
val

atc
Ile
2290

caa
Gln

cot
Pro

att
Ile

egt
Arg

gaa
Glu
300

ottt
Leu

aga
Arg

cac
His

aaa
Lys

gay
Glu
3840

aag

Lys

agg
Arg

val

atg
Leu
205

gtg
val

act
Thr

tat
Tyr

cca
Pro

ctt
Leu
285

gat
Asp

cag
Gln

gag
Glu

teca
Ser

aaa
Lys
365

aat

Asn

gaa
Glu

atc
Ile

Thr
190

aaqg
Lys

tect
Ser

goo
Ala

aca
Thr

atg
Met
270

gta
Val

gtt
vVal

aag
Lys

cag
Gln

gtg
val
350

gttt
Val

gte
val

gca
Ala

cac
His

Gly

age
Ser

cga
Arg

caa
Gln

got
Ala
255

ctt
Leu

gaa
Glu

gte
Val

gag
Glu

gga
Gly
335

tgt
Cys

gat
Asp

ttt
Phe

coc
Pro

cca
Pro
415

Len

g9g
Gly

ccg
Pro

aat
Asn
240

ttg
Leu

att
Ile

gga
Gly

acc
Thr

gge
Gly
320

gge
Gly

aca
Thr

get
Ala

gtg
Val

aaa
Lys
400

gtt
val

624

672

720

768

816

864

212

960

1008

1056

1104

1152

1200

1248

1260



<220>

<223> Construccion Sintética

<400> 18

Met

Ile

Ile

Gly

Ile

65

Asp

Ala

Asn

val

Ile

145

Gly

Gly

Tyr

Leu

val

Ala

Gly

His

50

Ser

Thr

Ile

Phe

val

130

Asp

Gly

Ala

Asp

Ser
210

Thr

Tyr

Gly

35

Aszn

Thr

Thr

Ile

Lys

115

val

Glu

Ala

Ala

val

195

Ser

Gly

Glu

20

Cys

Met

Leu

Leu

Met

100

Ser

val

Arg

Ser

Vval

180

Gln

Pro

Gly

Glu

Leu

Arg

Glu

Tyr

85

Tyr

Lys

Asp

Pro

Gly

165

Ala

Ala

Ile

ES 2 609 336 T3

Mat

Ala

Ile

Phe

Asn

T0

Thr

Gly

Gly

Asp

Gln

150

Gly

Arg

Phe

Tyxr

Ala

Leu

Asn

Gln

55

Cys

Thr

Ile

Glu

Glu

135

Asp

Gly

Ala

Lys

Ile
215

Sar

Leu

Asn

40

Lys

Leu

Pro

Lys

120

Arg

Trp

Ala

Ala

Phe

200

Asp

63

Lys

Gly

25

Lys

Gly

Arg

Ser

Arg

105

Tyr

Cys

Phe

Ser

Leu

185

Gly

Leu

Trp

14

Tyr

Asp

Ser

Leu

Pro

90

Cys

Leu

Lys

Glu

Gly

170

Gly

Asp

Arg

Asp

Lys=

Gly

Ala

Glu

75

Cys

val

Gln

Lys

Asp

155

Gly

Pro

Phe

Gly

Gln

Glu

Ser

Thr

&80

Gly

Asp

Ile

Thr

Leu

140

Ile

Gly

Leu

val

Ile
220

Lys

Gly

Val

45

Leu

Lys

Met

Gly

Arg

125

Met

Gly

Ala

Val

Leu

2405

val

Gly

Gly

30

Leu

His

val

Cys

Glu

110

Gly

Lys

Glu

Ser

Thr

190

Lys

Ser

Mat

15

val

Gly

Gly

Tyr

Thr

95

Asn

His

Gln

Ser

Gly

175

Gly

Ser

Arg

Asp

Pro

Arg

Glu

Lys

80

Gly

val

Glu

Phe

Gly

160

Gly

Leu

Gly

Pro



10

<210>19
<211> 11

Arg

225

Ala

Pro

Axrg

Thr

Ser

305

Leu

Lys

Leu

Glu

Ala

385

Glu

Ala

892

<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial

<220>

Len

Gly

Leu

Arg

Ile

290

Gly

Lys

Asp

Ser

Thr

370

Ala

Leu

Ser

Leu

Ile

Ala

Lys

275

Asn

Ser

vVal

Lys

Lys

355

Val

Asn

Ser

Lys

Ser

Ser

Thr

260

Glu

Pro

Ser

Thr

Leu

340

Met

Gly

His

Phe

<223> Vector RCR - pAC3-yCD2

<400> 19

Gln

Phe

245

val

Thr

Gly

val

Asp

325

Gln

Leu

Arg

Asn

Gly
405

ES 2 609 336 T3

Val

230

Aszp

Ile

Lys

Glu

Leu

310

Ala

Ala

Glu

Val

Gly

390

aAla

Ala

Thr

Cys

Asp

Thr

295

Glu

Ile

His

Ile

Lys

375

Ser

Arg

Asp

val

Ser

Tyr

280

Cys

Thr

Val

Gly

Leu

360

Arqg

Pro

Ala

Ile

Cys

Thr

265

Gly

Leu

val

Leu

Ile

345

Glu

Phe

Leu

Glu

Leu

Gly

250

Asn

Thr

Ile

Glu

Leu

330

Arg

Gln

Ile

Ser

Leu
410

Phe

235

val

Gln

Lys

Ile

val

315

Asp

Leu

Gln

Gln

Ile

395

Pro

Gln

Pro

Ile

Axrg

Glu

300

Leu

Arg

His

Lys

Glu

380

Ly=

Arg

Thr

Tyr

Pro

Leu

285

Azp

Gln

Glu

Ser

Lys

365

Asn

Glu

Ile

Ala

Thr

Met

270

val

Val

Lys

Gln

Val

350

Val

Val

Ala

His

Gln

Ala

255

Leu

Glu

Val

Glu

Gly

335

Cys

Asp

Phe

Pro

Pro
415

tagttattaa tagtaatcaa ttacggggte attagtteat agoccatata tggagtteocg

cgttacataa cttacggtaa atggcccgee tggetgacocg cccaacgace ceocgeecatt

64

Asn

240

Leu

Ile

Gly

Thr

Gly

320

Gly

Thr

Ala

Val

Lys

400

val

a0

120



gacgtcaata
atgggtggag
aagtacgece
catgacctta
catggtgatg
atttccaagt
ggacttteca
acgatgggagy
actgagtege
ggtctegety
ttteatttgg
ccgggaggta
tgattttatg
tggtggaact
cgggggcegt
gtgcacceee
toceogectec
tetgetgeag
atatgggeeca
ageggatege
ctgcagaatg
tecatcacceca
tecccotacat
ttgtacacec
ctegtegtte
ccaaacctaa
aagaccceec
gagaagcgac
gqagacggga
gaggaaacgg
ataataacce
tcatcaccca

gagaagaaaa

atgacgtatg
tatttacggt
cetattgacyg
tgggacttte
cggttttgge
ctocacceca
aaatgtegta
gtctatataa
ccgggtacec
ttecttggga
gggctegtec
agctggccag
cgectgegte
gacgagtteg
ttttgtggec
cttagaggag
gtctgaattt
categttetg
gactgttace
teacaaceag
gecaacettt
ggttaagatc
cgtgacetgyg
taagecteag
gaceeegect
acctcaagtt
gccttatagg
ccocetgeggga
gecccctgty
acagcttcaa
ttetttttet
tcagcccace

acaacgggtyg

ES 2 609 336 T3

tteccatagt
aaactgocea
teaatgacgg
ctacttggea
agtacatcaa
ttgacgtcaa
acaactcoge
geagagetgy
gtgtatccaa
gggtctecte
gggatcggga
caacttatct
ggtactagtt
gaacaccegg
cgacctgagt
ggatatgtgg
ttgetttegg
tgttgtetet
agtgocettaa
teggtagatg
aacgtcggat
aaggtetttt
gaagccttygyg
cctectette
cgateetoce
ctttctgaca
gacccaagac
gaggecaccgyg
geoeogacteca
tactggecegt
gaagatccag
tgggacgact

ctettagagg

aadgacaata
cttggeagta
taaatggese
gtacatctac
tgggcgtgga
tgggagtteyg
cceattgacyg
tttagtgaac
taaacectct
tgagtgatty
gacccetgec
gtgtcotgtoce
agctaactag
cegeoaaceet
ccaaaaatce
ttetggtagyg
tttgggaccg
gtetgactgt
gtttgacectt
teaagaagaqg
ggecgcgaga
cacctggeecc
cttttgacec
ctecatecge
tttatecage
gtggggggcc
cacccectte
accectcecace
ctacctcgea
totectette
gtaaactgac
gtcagcaget

ctagaaagge

65

gggactttec
catcaagtgt
gectggeatt
gtattagtea
tageggttty
ttttggcacc
caaatgggceyg
cggegocage
tgcagttgea
actacecgte
cagggaccac
gattgtctag
ctetgtatet
gggagacgtc
cgatogtttt
agacqagaac
aagcecgegec
gtttetgtat
aggtcactgg
acgttgggtt
cggeacettt
gocatggacac
cectecctgg
ccegtatate
ccteactoet
gctcatcgac
cgacagggac
aatggeatcet
ggcattecec
tgacctttac
agatetgate
gttggggact

ggtgegggge

attgacgtcea
atecatatgee
atgececagta
tegetattac
actcacqggyg
aaaatcaacy
gtaggegtgt
cctcecgatty
tecegacttgt
ageggaggte
cgacccacca
tgtctatgac
ggoggacesg
ccagggactt
ggactctttg
ctaaaacagt
gogeogtettg
ttgtetgaga
aaagatgteog
acettetgeot
aaccgagace
ccagaccagg
gtecaagecct
ccecttgaac
tetetaggeg
ctacttacag
ggaaatggtg
cgectacgtyg
ctcegegeag
aactggaaaa
gqagtetgtte
ctgctgacceg

gatgatggge

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

T80

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100



gocccactca
attacaccac
gtctccaaaa
ggcccaatga
ctecttatga
agtctgecece
ttggagattt
gagaggaacq
agcagaaaga
ctgtegttag
atcgcgacca
aaccacgagyg
gaggtcaggg
cegteacett
ccctaagtga
ccacggateqg
cagactgtecc
actttgaggg
cccktaaatat
tagggteccac
tggcagtteg
taaaacaata
tgttggacca
ttaagaaacc
gggt.ggaaga
agteccacca
accccaccaqg
gacaattgac
aggcactgoa
agtacgtgga
gggccctgtt

tttgccagaa

actgcocceaat
ccaggcaggt
cgcgggcaga
gbtcteocccteg
ccctgaggac
agacattggg
ggttagagag
tatcaggaga
gaaagaaaga
tggacagaaa
gtgtgcctac

accteogggga

tcaggagccc
cetggtagat
taagtctgece
caaagtacat
ctatcectcetyg
atcaggagcc
agaagatgag
atggetgtet
ccaagctect
cecccatgtea
gggaatactg
agggactaat
catecaccce
gtggtacact
tcagcctctc
ctggaccaga
cagagaccta
tgacttactg
acaaacccta

acaggtcaag
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gaaqtcgatg
aggaaccacc
agceccacca
goettectag
ccagggcaaqg
agaaagttag
gcagaaaaga
gaaacagagg
gatecgtagga
caggatagac
tgcaaagaaa
ccaagacccc
cccocectgaac
actggggead
tgggtccaag
ctagctaceg
ttaggaagag
caggttatgg
catecggctac
gattttecte
ctgatcatac
caagaagoca
gtaccctgeco
gattataggc
accegtgecca
gtgettgatt
ttegeetttg
cteoccacagg
goagacttee
ctggcoogeca
gggaaccteg

tatetggggt

ceqotttteo
tagtccacta
atttggccaa
agagacttaa
aaactaatgt
agagqgttaga
tetttaataa
aaaaagaaga
gacatagaga
agggaggaga
aggggcactg
agaccteoct
ccaggataac
aacactecgt
gggctactgg
gtaaggtecac
atttgctgac
gaccaatggg
atgagacctc
aggcctggge
ctctgaaage
gactggggat
agteecececetg
ctgteocagga
accettacaa
tasaggatge
agtggagaga
gtttcaaaaa
ggatccagea
ctteotgaget

ggtatcggge

atcttectaaa

66

cctogqagogeoe
tegecagtty
ggtaaaagga
ggaagectat
gtctatgtet
agatttaaaa
acgagaaace
acgecegtagg
gatgagcaag
acgaaggagyg
ggctaaagat
catgacccta
cctecaaagtce
getgacecaa
aggaaagcgg
ccactectttc
taaactaaaa
gcagcccctg
aaaagagcca
ggaaaccggyg
aacetetacce
Caagecccac
gaacacgccc
totgagagaa
coctettgage
ctttttetge
tccagagatg
cagtceccace
cocagacttg
agactgeccaa
ctcggecaag

ag. agggt cag

ccaqactggg
ctcctagegg
ataacacaag
cgcaggtaca
ttecatttgge
aacaagacgc
ccggaagaaa
acagaggatg
ctattggcca
teccaactey
tgtececcaaga
gatgactagg
ggggggcaac
aatcetggac
tatcgetgga
ctccatgtac
gcoccaaatca
caagtgttga
gatgtttcte
ggcatgggac
cccgtgteca
atacagagac
ctgetaceeg
gtcaacaage
gggetoccas
ctgagactea
ggaatctcag
ctgtttgatg
atcetgetac
caaggtactc
aaagcccaaa

agatggctga

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020



ctgaggecag
gggagttect
cagecgccett
aaaaggecta
atttgactaa
taacgcaaaa
cagtageage
aggatgcagy
aggcactagt
aggecttget
ctacgetget
aagecoacgy
ggtacacgga
ccaccgagac
ctgaactgat
atactgatag
gtgggttget
taaaagcect
gacacagege
tcacagagac
aacattttca
ataaaacaaa
ttgaattatt
tcctagagag
tcactgagac
gaactagggh
agocecggatt
tagaagcett
agatecttece
tetecaaggt
catacagace

taactaaatt

tgtaccgage

daaagagact
agggacggea
gtacectete
tcaagaaate
gccctttgaa
actgggacct
tgggtggeee
caagctaace
caaacaaccc
tttggacacqg
cccactgect
aaccogaces
tggaageagt
cgaggtaate
agecactoacc
cegttatget
cacatecagaa
ctttetgeee
cgaggetaga
tocagacace
ttacacagty
gaagtattgqg
agactttctt
aagccacagt
ctgeaaaget
ccgegggeat
gtatggctat
cccaaccaaq
caggttegge
gagtcagaca
ccaaagctca
aacgettgea

ccgoaacacy
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gtgatgggge
ggettetgte
accaaaacgg
aageaagetc
ctctttgteg
tggcgtegge
ccttgeetac
atgggacagce
cccgaccgcet
gacegggtec
gaggaaggge
gacctaacgyg
ctcttacaag
tgggctaaag
caggeectaa
tttgetactg
ggcaaagaga
aaaagactta
ggcaacegga
tctaccectee
actgatataa
gtctaccaag
catcagctga
cactactaca
tgtgeacaag
cggoceggea
aaatatette
aaagaaaccqg
atgoctoagg
gtggecgate
ggccaggtag
actggctceta

cegggecece

agectactec
gecteotggat
ggactetgtt
ttetaactge
acgagaagca
cggrggecta
ggatggtage
cactagtcat
ggctttecaa
agttcggace
tgecaacacaa
accageoget
agggacageq
ccetgecage
agatggecaga
cccatateca
tcaaazataa
gcataatceca
tggetgacea
tcatagaaaa
aggacctaac
gaaaacctgt
ctecaccteag
tgotgaaceg
tecaacgecag
cteattggga
tagtttttat
ccaaggtegt
tattgggaac
tgttggggat
aaagaatgaa
gagactgggt

atggceteac
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gaagaccect
cectgggttt
taattgggge
cecageeetg
gggctacgce
cctgtcecaaa
agocattgee
tctggecece
cgcecggatg
ggtggtagee
ctgecttgat
cecagacgee
taaggeggga
cgggacatce
aggtaagaag
tggagaaata
agacgagate
ttgtccagga
ageggeceyga
ttcatcacce
caagttgggg
gatgectgac
cttectcaaaa
ggatogaaca
caagtetgee
gategattte
agataccttt
aaccaagaag
tgacaatggg
tgattggaaa
tagaaccate
getoctacte

cccatatgag

cgacaactaa
geagaaatgg
ccagaccaac
gggttgeecag
aaaggtgtec
aagectagace
gtactgacaa
catgcagtag
actcactatc
ctgaacecgyg
atcctggeeg
gaccacacet
getgeggtga
gcteageggg
ctaaatgttt
tacagaaggc
ttggeoctas
catcaaaagg
aaggcagoca
tacacctcag
gccatttatg
cagtttactt
atgaaggctc
ctcaaaaata
gttaaacagg
accgagataa
teoctggotgga
ctactagagg
cotgoctteg
ttacattgtg
aaggagactt
cccttagece

atcttatatg

4080

41490

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

58290

5880

5940

6000



gggcacceec
cctcteteca
tggcggcage
gogacacagt
cttacacagt
tacacgcege
ggegegttoa
agtcatggga
aacctggaga
aactgtacaa
gtgggacecct
acagecggace
tgggggacca
ctggaagege
cacgggatge
cttccaaggg
aggaaaaaaqg
aacagatect
ccccataggg
tgtacegget
tacacccteca
tagactacta
gacccaagaa
cgtgggcact
taagottace
teacoagges
accegecgga
gctcaatcta
ctecnuagat
atcattgace

agggacgdgg

ccagacagac

gccoccettgta
agctcactta
ctaccaagaa
gtgggtccge
cctgetgace
ccacgtgaag
acgetetcaa
gtcctgttag
gtcaccaacc
gatgeocttee
tcagaccagg
cggacttttyg
ggagaggget
acatcategt
tctaaagttyg
gectactcgag
gectaactggg
attaccatgt
cccaacccag
ccacagccac
accteceocta
gcktctagtca
tgttggectgt
tataccaate
ctatcetgaag
ttatgtaaca
acaatgtggg
accacagatt
tatatgtatg
ctggeccctte
accactgcct

cteaacgaag
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aacttccctg
caggctctct
caactggacce
cgacaccaga
acccccaceyg
gotgecgace
aaccocctea
gagtagggat
tgatgactgg
caaaattata
aaccgtatgt
acttttacgt
actgtggtaa
gggacctaat
cetgtggece
ggggcagatg
acgggcccaa
toteocectgac
tattacccga
ctagcccect
caagtccaag
aaggagccta
gecttagtgte
attccaccge
tgacaggaca
cecacccaaag
cttgcagcac
attgtgtatt
gteagettga
tactaggagyg
taattaaaac

taegaaaagte

accctgacat
acttagtcca
gaccggtggt
ctaagaacct
cecctcaaagt
cegggggtgg
agataagatt
ggcagagage
gocgtaccgece
ttttgatcta
cgggtatgge
gtgccctggg

atgggggtgt

¢teecttaag
ctgectacgac
caacccteta
ategtgggga
coggeaggte
ccaaagacte
caataccagt
tgtccocacag
tocaggecgett
gggacctect
tocggcoccaac
gggcctatge
cgecggetoa
tggattgact
agttgaacte
acagegtace
attaaccatg
ccagcagttt

aattaccaac
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gacaagagtt
gcacgaagtc
acctcacecct
agaacctoge
agacggecatc
accatcctct
aaccogtgga
ccccatcagg
aatgccacct
tgtgatctgyg
tgcaagtacc
cataccgtaa
gaaaccaccqg
cgeggtaaca
ctectcocaaag
gtcctagaat
ctgagactgt
cttaatgtgg
ccttectcac
taccceeett
ccacccccag
aacctcacca
tattacgaag
tgtacggcca
atgggggcag
ggatectact
cectgettgt
tggcccagag
Asatataaaa
ggagggatty
gagcagctte

ctagaaaagt

actaacagcce
tggagacctc
taccgagteqg
tggaaaggac
gcagcttgga
agactgacat
agecettaat
tetttaatgt
coctectggqg
teggagagga
cogeagggag
agtcggggtyg
gacaggctta
ceccctggga
tatccaattc
tocactgatge
accggacagyg
gacccogagt
caatagagat
ccactaccag
gaactggaga
atcccgacaa
gagtagecggt
cttcccaaca
tacctaaaac
acettgoage
ccaccacggt
taatttacca
gagagocagt
cagctggaat
atgccgcectat

cactgaceta

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020

T080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

T620

T680

T740

7800

7860

TIZ0



gttgtctgaa
aggtctectge
gagagacagc
aggecaagga
caccatcatyg
caategattyg
tecageaatat
geogettgga
cttttggeaa
gtetttoecece
ctetggaage
ceccacetygyg
aggeggeaca
tetectcaag
gatctgatct
gtetaggece
tgaccggegyg
ccctgetggg
acggeagtgt
acggcegagat
ccaccctgta
gcatceoctag
tgcaaaccag
agcagttcat
cagataaaat
tgtaggtttyg
ctgagaatag
aacaggatat
getgaatatg
agaacagatg
ttteocagggh
ttegettete

ceoocteacte

gtagtectac
gecagecctaa
atggceaaat
tggttegaag
ggacctetaa
gtecaatttg
caccagctaa
ataaggcegg
tgtgagggee
tectegecaaa
ttettgaaga
cgacaggtge
accecagkge
cgtattcaac
ggggcctegg
cocogaaccac
catggectee
ctacaaggag
gotgggeagy
ctecacectyg
caccaccctyg
gtgtgtgatce
gggccacgag
cgacgagagg
aaaagatttt
geaagetage
agaagttcaqg
ctgtggtaag
ggccaaacaqg
gtecccagat
gocccaagga

gettetgtte

ggggcgecag
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agaaccgeay
aagaagaatg
taagagaaag
ggectgtttaa
tagtactett
ttaaagacaqg
aacccataga
tgtgegtttg
cggaaacetyg
ggaatgcaag
caaacaacgt
ctetgeggoe
cacgttgtga
aaggggctga
tgcacatget
ggggacgtgyg
aagtgggatce
ggcggeghge
ggccacaaca
gagaactgtyg
tececttgtyg
ggcgagaacg
gtggtggttyg
cetcaggact
atttagtcte
ttaagtaacyg
atcaaggteca
cagttcectge
gatatetgtg
goggtecage
cckgaaatga
gegegettet

toctecgatt

aggectagat
ttgtttttat
gcttaatcag
tagatceoceoe
actgatctta
gatctcagtyg
gtacgagcea
tctatatgtt
gaccetgtett
gtetgttgaa
ctgtagegac
aaaageocacy
gttggatagt
aggatgecca
ttacatgtgt
ttttectttyg
aaaagggcat
ctateggegyg
tgaggttcca
geaggetgga
acatgtgtac
tgaacttcaa
ttqacgatga
ggttcgagga
cagaaaaagg
coattttgea
ggaacagatg
ceocggetbeag
gtaagecagtt
cotcageagt
cecctgtgect
getecceceogag

gactgagteg
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ttgetattec
gcagaccaca
agacaaaaac
tggtttacca
ctetttggac
gtecaggete
tgaacgegtt
attttecacc
cttgacgage
tgteghgaag
cotttgeagg
tgtataagat
tgtggaaaga
gaaggtacce
ttagtecgagg
aadaacacga
ggatatcget
ctgtetgate
gaagggcteoce
gggcaaggtyg
cggegetate
gtcecaaggge
gaggtgtaag
tatcggegag
ggggaatgaa
agqgeatggaa
gaacagctga
ggccaagaac
cetgececgy
ttetagagaa
tatttgaact
ctcaataaaa

coegggtace

tazaggagayg
cggggetagt
tatttgagac
ccttaatete
cttgeattet
tggttttgac
actggccocgaa
atattgeegt
atteatagqgyg
gaagcagtte
cagcggaacc
acacatgeaa
gteaaatgge
cattgtatgg
ttaaaaaaac
ttataaatgg
tacgaggagyg
aacaacaagyg
gcocaceotge
tacaaggaca
atcatgtacyg
gagaagtacc
aagetgatga
taageggeeg
agaccccace
asatacataa
atatgggcea
agatggaaca
cteagggeca
coatcagatyg
aaccaatcag

gagcccacaa

cgtgtateca

7980

8040

8100

8160

B220

B280

8340

8400

8460

8520

8580

8640

8700

8760

8820

g884Q

8940

9000

9060

9120

9180

2240

9300

9360

9420

9480

9540

9600

9660

9720

9780

9840

9200



ataaaceete
ctgagtgatt
aaaggooagy
tgacgageat
aagataccag
gettacogga
acgctgtagg
agecceeght
ggtaagacac
gtatgtagge
gacagtattt
cbckttgatec
gattacgege
cgetcagtgg
ctteacctag
gtaaacttgg
tctatttegt
gggettacea
agatttatea
tttatcegec
agttaatagt
gtttggtatg
catgttgtge
ggeegeaghyg
atccgtaaga
tatgcggecga
cagaacttta
cttaccgetyg
atcttttact
aaagggaata
ttgaageatt

aaataaacaa

ttgcagttge
gactaccogt
aaccgtaaaa
cacaaaaatc
gegtttecce
tacctgtecg
tatcteagtt
cageeogace
gacttatege
ggtgctacag
ggtatctgeg
ggcaaacaaa
agaaaaaaag
aacgaaaact
ateccttttaa
tetgacagtt
tcatccatag
tetggeccea
geaataaace
tcecatccagt
ttgegoaacy
getteattea
aaaaaagegy
ttatcactea
tgettttotg
ccgagttget
aaagtgctca
ttgagatececa
ttcaccagcg
agggcgacac
tatcagggtt

ataggggttc
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atcegacttyg
cagegggggt
aggecgegtt
gacgctcaag
ctggaagete
cotttetone
cggtgtaggt
getgaegeett
cactggeage
agttcttgaa
ctetgetgaa
ceaccgetgg
gatcteaaga
cacgttaagg
attaaaaatg
accaatgett
ttgoctgact
gtgetgeaat
agecageogy
ctattaattg
ttgttgecat
gateeggtte
ttagctectt
tggttatgge
tgactggtga
cttgecegge
tcattggaaa
gttegatgta
tttectgggtg
ggaaatgttg
attgteteat

cgegeacatt

tggteteget
cttbcattac
getggegttt
tcagaggtgg
cctegtgege
ttegggaage
cgttcgetee
ateeggtaas
agecactggt
gtggtggect
gecagttace
tageggtggt
agatectttyg
gqattttggte
aagttttaaa
aateagtgag
ccccgtegtg
gataccgega
aagggecgag
ttgoccgggaa
tgctgoagge
ccaacgatca
aggtectecg
agcactgeat
gtactcaacc
gtcaacacgg
acgttctteqg
acecactegt
agcaaaaaca
aatactcata
gageggatac

tocccocgaaaa

aaccattatt atcatgacat taacctataa aaataggcgt

tcaagaatte at

<210> 20
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gtteettggy
atgtgagceaa
ttecatagge
cgaaacccga
tetectgtte
gtggegettt
aagctgggcet
tateghbottyg
aacaggatta
aactacggct
tteggaaaaa
ttttttgttt
atetttteta
atgagattat
tcaatectaaa
geacctatet
tagataacta
gacccacget
cgcagaagtg
gectagagtaa
ategtggtgt
aggegagtta
ategttgtea
aattetotta
aagtcattet
gataatacecg
gggcgaaaac
geacccaact
ggaaggcaaa
ctckttecttt
atatttgaat

gtgccacctg

atcacgaggc

agggtetaet
aaggccagaea
teegeoeces
caggdactata
egaccetgee
cteaatgete
gtgtgcacga
agtecaaces
geagagegag
acactagaagq
gagttggtag
gcaageagea
cggggtetga
cazaaaggat
gtatatatga
cagegatctyg
cgatacggga
caceggetoc
gtectgeaac
gtagttogec
cacgetogts
catgateogos
gaagtaagtt
ctgteatgee
gagaatagtyg
cgccacatag
tectcaaggat
gatctteage
atgccgcaaa
ttcaatatta
gtatttagaa

acgtctaaga

cctttegtet

9960

10020

10080

10140

10200

10260

10320

10380

10440

10500

10560

10620

10680

10740

10800

10860

10920

10980

11040

11100

11160

11220

11280

11240

11400

11460

11520

11580

11640

11700

117690

11820

11880

11892



<211> 11892
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Vector RCR - pAC3-yCD

<400> 20

tagttattaa
cgttacataa
gacgtcaata
atgggtggag
aagtacgecs
catgacctta
catggtgatyg
attteccaagt
ggactttcca
acggtgggag
actgagtege
ggtetegetyg
ttteatttygg
ccgggaggta
tgattttaty
tggtggaact
cgggggcegt
gtgcacceee
tecegectes
tectgetgeag
atatgggeca
agcggatcge
ctgcagaatg
teateaceca
tecectacat

ttgtacacce

tagtaatcaa
cttacggtaa
atgacgtatg
tatttacggt
cctattgacy
tgggacttte
cggttttgge
ctccacccca
aaatgtcgta
gtctatataa
cegggtaces
ttecttggga
gggctegtec
agctggecag
cgectgegte
gacgagtteg
ttttgtggece
cttagaggag
gtctgaattt
catcgttctg
gactgttace
tcacaaccag
gccaaccttt
ggttaagate
egtgacctgyg

taagectceg
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ttacggyggtae
atggccegee
tteccatagt
aaactgecca
toaatgacgg
ctacttggea
agtacatceaa
ttgacgtcaa
acaactccge
geagagetgg
gtgtatcacaa
gggtctacte
gggatcggga
caacttatct
ggtactagtt
gaacaccegg
cgacctgagt
ggatatgtgg
ttgctttegyg
tgttgtetet
actcecttaa
teggtagatyg
aacgteggat
aaggtetttt
gaagccttgg

ccteoctette

attagtteat
tggetgaccg
aacgcecaata
cttggecagta
taaatggeec
gtacatctac
tgggegtgga
tgggagtttg
cccattgacg
tttagtgaac
taaaccetet
tgagtgattyg
gaccectgec
gtgtetgtee
agctaactag
cogcaacact
ccaaaaatee
ttetggtagy
tttgggaccy
gtctgactgt
gtttgacctt
tcaagaagag
ggccgegaga
cacctggece
cttttgacce

ctecateocge
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ageocatata
cgeaacgace
gggactttec
catcaagtgt
gectggeatt
gtattagtca
tageggtttg
ttttggecacce
caaatgggcg
cggegecagt
tgcagttgea
actacecgte
cagggacoac
gattgtctag
ctetgtatet
gggagacgtc
cgategtttt
agacgagaac
aagcegegec
gtttctgtat
aggtcactgyg
acgttgggtt
cggcaccttt
geatggacac
ccctecetgyg

cecgteteote

tggagtteey
cecgeecatt
attgaegtca
atcatatgce
atgcecagta
tegetattac
actcacgggy
aaaatcaacg
gtaggcegtgt
cetecgattg
teegacttgt
ageggyggte
cgacocacea
tgtctatgac
dggcggacceqg
ccagggactt
ggactetttg
ctaaaacagt
gegegtettg
ttgtectgaga
aaagatgtcg
accttctget
aaccgagace
ccagaccagyg
gtecaagcect

ccecttgaac

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

200

260

1020

1080

1140

1200

1260

1329

1380

1440

1500

1560



ctectegtte
cecaaacctaa
aagaccocoed
gagaagcgac
ggagacggyga
gaggaaacgy
ataataacce
teatecaccea
gagaagaaaa
gccecactea
attacaccac
gtctccaaaa
ggoccaatga
ctcettatga
agtctgecce
ttggagattt
gagaggaacg
agcagaaaga
ctgtegttag
atcgegacca
aaccacgagg
gaggtcaggg
cogteacett
cactaagtga
coacggateg
cagactgteo
actttgaggg
ccctaaatat
tagggtecac
tggeagtteg
taaaacaata

tgttggacea

gaccceogect
acckbeaagtt
gecttatagy
cectgcggga
geeecctgtyg
acagcttceaa
ttetttttet
teageccace
acaacgggtyg
actgcccaat
cecaggeaggt
cgocgggeaga
gtcteocteg
ccctgaggac
agacattggg
ggttagagag
tatcaggaga
gaaagaaaga
tggacagaaa
gtgtgcctac
acctcgggga
teaggagoce
cctggtagat
taagtctgeco
caaagtacat
ctatectety
atcaggagee
agaagatgag
atggetgtet
ceaagetact
cceccatgtca

gggaatacty
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cgatectece
ctttotgaca
gacecaagac
gaggcacegg
geegacteca
tactggeegt
gaagatccag
tgggacgact
ctettagagy
gaagtcgatg
aggaaccace
agccccacca
gecttectag
ceagggcaaq
agaaagttag
gcagaaaaga
gaaacagagq
gatecgtagga
caggatagac
tgcaaagaaa
ccaagacccce
coccoctgaac
actggggecc
tgggteocaaqg
ctagetaccyg
ttaggaagag
caggttatgg
catcggetac
gatttteete
ctgatcatac
caagaagcca

gtaccctgee

tttatccage
gtggggggee
caccceette
accactccae
ctacctegea
tetectette
gtaaactgac
gteageaget
ctagaaagge
cogettttoe
tagtecacta
atttggccaa
agagacttaa
aaactaatgt
agaggttaga
tectttaataa
aaaaagaaga
gacatagaga
agggaggaga
aggggcactg
agacctecct
ccaggataac
aacactecgt
gggcetactgg
gtaaggtcac
atttgetgae
gaccaatggyg
atgagacctc
aggectggge
ctetgaaage

gactggggat

agtececety
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cetcactect
geteategac
Cgacagggac
aatggcatct
ggeatteece
tgacetttac
agetectgate
gttggggact
ggtgcgggge
cctegagege
tegecagttg
ggtaaaagga
ggaagcctat
gtctatgtet
agatttaaaa
acgagaaace
acgccgtagg
gatgagcaag
acgaaggagy
ggctaaagat
cctgacccta
ccteaaagte
getgacccaa
aggaaagcgg
ccactcttte
taaactaaaa
geageaccty
aaaagagcca
ggaaaceggqg
aacctectace
caagccccac

gaacacgeee

tctectaggeg
ctacttacag
ggaaatggtyg
cgactacgtg
ctocgegeay
aactggazaa
gagtctgtte
ctgctgacey
gatgatggge
ccagactggyg
ctoctagegy
ataacacaag
cgeaggtaca
ttcatttgge
aacaagacgc
coggaagaaa
acagaggatg
ctattggcca
teecaacteg
tgtccocaaga
gatgactagg
gggggygcaac
aatcctggac
tategetgga
ctecatgtac
geccaaatee
caagtgttga
gatgtttcte
ggeatgggac
ccegtgtaca
atacagagac

ctgctacecyg

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1380

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

2120

2180

3240

3300

3360

3420

3480



ttaagasacc
gggtggaaga
cgteccacca
accecaceoayg
gacaattqac
aggeactgea
agtacgtgga
gggeectgtt
tttgecagaa
ctgaggeccag
gggagttect
cagecceaett
aaaaggecta
atttgactaa
taacgcaaaa
cagtageage
aggatgcagy
aggeactagt
aggccttget
ctacgetget
aagcecacygg
ggtacacgga
coacegagac
ctgaactgat
atactgatag
gtgggttget
taaaagacet
gacacagage
tcacagagac
aacattttca
ataaaacaaa
ttgaattatt

tectagagayg

agggactaat
catccaccee
gtggtacact
tcageetete
ctggaccaga
cagagadcta
tgacttactg
acaaaccceta
acaggtcaaqg
azaagagact
agggacggoa
gtaccetete
tcaagaaate
gcectttgaa
actgggacct
tgggtggcee
caagctaace
cadaacaacec
tttggacacg
cocactgect
aaccegacees
tggaagcagt
cgaggtaate
agcactcade
ccegttatget
cacatcagaa
ctttetgece
cgaggetaga
tccagacace
ttacacagtg
gaagtattgyg
agactttett

aagecacagt
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gattatagge
accgtgccca
gtgcttgatt
ttocgeoctttg
cteccacagg
geagacttee
ctggocgoea
gggaaccteyg
tatctggggt
gtgatgggge
ggettetgte
accaaaacqgyg
aageaagete
ctctttgteg
tggegtegge
cottgegtae
atgggacage
cecgaceget
gaccgggteo
gaggaaggge
gqacctaacgg
ctettacaag
tggqgctaaag
caggccctaa
tttgectactg
ggraaagaga
aaaagactta
ggeaacegga
tctaccctee
actgatataa
gtctaceaag
catcagctga

cectactaca

ctgtecagga
acccttacaa
taaaggatgc
agtggagaga
gqtttcasaaa
ggatecagea
cttctgaget
ggtatcggge
atettetaaa
agectactec
guctetggat
ggactctgtt
ttetaactge
acgagaagca
cggtggecta
ggatggtage
cactagtcat
ggctttecaa
agttoggacc
tgcaacacaa
accagecget
agggacageg
cectgecage
agatqgeaga
ceccatatcea
tuaaaaataa
gqeataatcca
tggetgaceoa
tcatagaaaa
aggacctaac
gaaaacctgt
ctcacctcag

tgetgaaceg
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tetgagagaa
cctettgage
ctttttetge
toccagagatg
cagteccace
cocagacttq
agactgccaa
cteggocaag
agagggtcag
gaagaccect
coctgggttt
taattgggge
cecageestyg
gggctacgee
cctgtccaaa
agecattges
tetggeceee
cgeceggaty
ggtggtagee
ctgeettgat
cecagacges
taaggeggga
cgggacatcae
aggtaagaaq
tggagaaata
agacgagate
ttgtecaqgga
ageggecega
ttecatcacece
caagttgggg
gatgectgac
cttctcaaaa

ggatcgaaca

gtcaacaage
gggctcccac
ctgagactee
ggaatctcag
ctgtttgatg
atcetgoetas
caaggtacte
aaagcccaaa
agatggctga
cgacaactaa
geagaaatgyg
ccagaccaac
gggttgecag
aaaggtgtce
aagctagace
gtactgacaa
catgcagtag
actecactate
ctgaaccegg
atcetggeeg
gaccacacet
gotgeggtga
getcageqggg
ctaaatgttt
tacagaaggc
ttggecetae
catcaaaagq
aaggeageea
tacacctecag
gcecatttatyg
cagtttactt
atgaaggcte

ctcaaaaata

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3800

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460



teactgagac
gaactagggt
ageceggatt
tagaagoeett
agatcttece
tetecaaggt
catacagacc
taactaaatt
tgtacegage
gggcacceea
ccteteteca
tggcggcage
gegacacagt
cttacacagt
tacacgcege
ggegegttea
agtcatggga
aacctggaga
aactgtacaa
gtgggaccect
acagcggace
tgggggacca
ctggaagcec
cacgggatge
cttecaagygy
aggaaaaaag
aacagatcet
ccccataggg
tgtaccgget
tacaccctea
tagactacta

gacccaagaa

ctgeaaaget
cogoagggeat
gtatggectat
cecaageaag
caggttegge
gagtcagaca
ccaaagectca
aacgettgea
cegeaacacy
gcccecttgta
ageteactta
ctaccaagaa
gtgggteege
coctgetgace
ccacgtgaag
acgetcteaa
gtcctgttag
gtcaccaacc
gatgecttes
tocagaccagg
cggacttttyg
ggagagggct
acatcatecgt
tetaaagttyg
getactegag
getaactggy
attaccatgt
cccaacccag
ccacageccac
acctccecta

getctagtca

tgttggetgt

ES 2 609 336 T3

tgtgcacaag
cggocogygea
aaatatctte
daagaaaccg
atgecteoagy
gtggeccgate
ggccaggtag
actggeteta
segggeceee
aacttcectg
caggetetet
caactggacc
cgacaccaga
acccccaccg
gctgocegace
aacccectea
gagtagggat
tgatgactgg
caaaattata
aaccgtatgt
acttttacgt
actgtggtaa
gggacctaat
cectgtggoee
ggggsagatg
acgggeccaa
tetecetgac
tattacccga
ctagccecct
caagtecaag

aaggagccta

gcttagtgte

tcaacgecag
cteatbggga
tagtttttat
ceaaggtegt
tattgggaac
tgttggggat
aaagaatgaa
gagactgggt
atggecteac
accctgacat
acttagteca
gaccggtggt
ctaagaacet
cccteoaaagt
ccgggggtgg
agataagatt
ggcagagage
gogtacegec
ttttgateta
cgggtatgge
gtgccctggg

atgggggtgt

ctcecttaag
ctgetacgac
caaceeteta
atcgtgggga
coggeaggte
ccaaagacte
caataccagt
tgtcecacag
tcaggogett

gggaccteet

74

caagtctgee
gatcgatttc
agatacettt
aaccaagaag
tgacaatggg
tgattggaaa
tagaaccatc
getectacte
cecatatgag
gacaagagtt
geacgaagte
acctcaccct
agaacctoge
agacggcate
accatcctet
aacccgtgga
cceccatcagg
aatgccacct
tgtgatetgg
tgcaagtace
catacecgktaa
gaaaccaceg
cqgeggtaaca
ctetocaaag
gtectagaat
ctgagactgt
cttaatgtgy
ccttecteac
taccccectt
ccacccccag
aacctcacca

tattacgaag

gttaaacagg
accgagataa
tetggetgga
ctactagagg
cetgecttog
ttacattgtg
aaggagactt
cecttagece
atettatatg
actaacagcc
tggagaccte
taccgagteg
tggaaaggac
gcagettgga
agactgacat
agececttaat
tetttaatgt
coctectggg
teggagagga
cegeagggag
agtcggggty
gacaggcetta
ccccctggga
tatccaatte
tecactgatge
acceggacagyg
gacccoccgagt
caatagagat
ccactaccag
gaactggaga
atcccgacaa

gagtageggt

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

62440

6300

6360

6420

6480

6540

6500

6660

6720

6780

6840

6300

6360

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380



agtgggeact
taagcttace
toaccaggoe
accogoegga
gotceaatota
ctecccegat
atcattgage
agggacgggqg
ccagacagac
gttgtctgaa
aggtctetge
gagagacagc
aggecaagga
caccatcatg
caatcgattg
tecageaatat
gccgocttgga
cttttggeaa
gtcttteoeec
ctetggaage
coccacetygy
aggcggeaca
teotecteaag
gatetgatet
gtctaggeooe
tgacaggggy
cggecttagyg
acggaagtgt
atggtgagat
ccactttgta
gtattccacg
tacaaactag

aacaatttat

tataccaate
ctatctgaag
ttatgtaaca
acaatgtggg
accacagatt
tatatgtatg
ctggecette
accactgect
ctcaacgaag
gtagtectac
gcagccctaa
atggccaaat
tggttegaag
ggacctctaa
gtccaatttg
caccagetaa
ataaggccgyg
tgtgagggee
tectogecaaa
ttettgaaga
cgqacaggktge
acceccagtge
cgtatteaac
ggggectegy
cocgaaccac
aatggeaage
ttacaaagag
toteggtegt
ctacactttyg
tacgacgetg
ctgkbgttgte
aggtcacgag

cgatgaaaga

ES 2 609 336 T3

attocacege
tgacaggaca
ccacccaaayg
cttgeageac
attgtgtatt
gteagettga
tactaggagg
taattaaaac
tcgaaaagtce
agaacecgeaq
aagaagaatg
taagagaaaqg
ggetgtttaa
tagtactett
ttaaagacag
aacccataga
tgtgegtttg
cggasacetyg
ggaatgcaag
caaacaacygt
ctetgeggec
cacgttgtga
aaggggetga
tgeacatget
ggggacgtgg
aagtgggate
ggtggtgtte
ggtcacaaca
gaaaactgtyg
tetecatgeg
ggtgagaacg
gttgttgttyg

cetcaggatt

tecggecaac
gggcctatge
cgeeggetca
tggattgact
agttgaacte
acagegtace
attaaccatyg
ccagecagttt
aattaccaac
aggcetagat
ttgtttttat
gcttaatcag
tagatcecen
actgatctta
gatctcagtyg
gtacgageca
tetatatgtt
geectgtett
gtctgttgaa
ctgtageqac
aaaagceacy
gttggatagt
aggatgecca
ttacatgtgt
ttttcetttyg
agaagggtat
ctattggegyg
tgagatttca
ggagattaga
acatgtgtac
ttaatttcaa
ttgacgatga

ggtttgaaga
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tgtacggeca
atgggggcag
ggatcctact
ceckgottgt
tggeccagag
aaatataaaa
ggagggattg
gagcagcette
ctagaaaagt
ttgetattee
gcagaccaca
agacaaaaac
tggtttacca
ctetttggac
gtecaggete
tgaacgegtt
atttteccacc
cttgacgage
tgtcgtgaag
cetttgeagy
tgtataagat
tgtggaaaga
gaaggtacee
ttagtegagy
aaaaacacga
ggacattgea
atgtettate
aaagggatce
gggcaaagtyg
aggtgececatce
aagtaaggge
gaggtgtaaa

tattggtgag

cttocraaca
tacctaaaac
accttgeage
ceaccacggh
taatttacca
gagagecagt
cagetggaat
atgccgetat
cactgaccte
taaaggaggg

cggggcetagt
tatttgagac
ccttaatete
cttgcattct
tggttttgac
actggecgaa
atattgccgt
atteoctaggyg
gaagcagttc
cageggaace
acacchtygcaa
gtcaaatgge
cattgtatgg
ttaaaaaaac
ttatazaatgg
tatgaggagg
aataacaaag
gocacactac
tacaaagata
atcatgtatg
gagaaatatt
aagatcatga

taggeggecg

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7920

7980

B04Q

B10Q

8160

B220

B280

8340¢

8400

8460

B520Q

8580

8647

8700

B760

B82Q

8880

B94Q

9000

9060

9120

9180

9240

9300

9360



cagataaaat
tgtaggtttg
ctgagaatag
aacaggatat
gctgaatatg
agaacagatg
tttecagyggt
ttegettote
ccocctecacte
ataaaccete
ctgagtgatt
aaaggocagy
tgacgagcat
aagataccag
gettacegga
acgctgtagg
aceccougtt
ggtaagacac
gtatgtagge
gacagtattt
ctettgatee
gattacgcge
cgetcagtygy
cttecacctag
gtaaacttgg
tetatttegt
gggcttacca
agatttatca
tttatccgeo
agttaatagt
gtttggtatg

catgttgtge

aaaagatttt
gcaagctage
agaagttcag
ctgtggtaag
ggccaaacag
gtcoccoccocagat
gooccaagyga
gocttetgtte
ggggcgccag
ttgeagttge
gactaccegt
aaccgtaaaa
cacaaaaatc
gegtttedcce
tacctgtoeg
tatcteoagtt
cagortgace
gacttatoge
ggtgctacag
gatatectgeg
ggcaaacaaa
agaaaaaaad
aacgaaaact
atcettttaa
tctgacagtt
tcatceoatag
tctggcccca
geraatazace
tccatccagt
ttgegeaacyg
gettcattea

aaaaaagcgg
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atttagtcte
ttaagtaacyg
atcaaggtca
cagttectge
gatatctgtg
geggtocage
cetgaaatga
gegegettet
tecctoecgatt
atecegacttyg
cagegggggt
aggecgegtt
gacgctcaag
ctggaagete
cettteteoce
cggtgtaggt
gotgegeckt
cactggeage
agttcttgaa
ctetgetgaa
ceaccgetgg
gatecteoaaga
cacgttaagyg
attaaaaatg
accaatgcectt
ttgectgact
gtgoctgcaat
agecagecygy
ctattaattg
ttgttgeecat
goteeggthe

ttagetectt

cagaaaaagg
ccattttgea
ggaacagatg
ceeggotoag
gtaagcagtt
ccteoagecagt
cectgtgect
gotcoccogaqg
gactgagtcg
tggtcteoget
cttteattac
getggegttt
tcagaggtgg
cetegtgege
ttegggaage
cgttegetee
atceggtaac
agacactggt
gtggtggect
gecagttace
tageggtggt
agatcctttg
gattttggte
aagttttaaa
aatcagtgag
cocogtegtg
gataccgcga
aagggeegag
ttgoocgggaa
tgectgecagge
ceaacgatea

cggtoctocg
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ggggaatgaa

aggcatggaa
gaacagctga
ggocaagaac
cctgeccegg
ttctagagaa
tatttgaact
ctcaataaaa
cccgggtace
gttocttggy
atgtgagcaa
ttocatagge
cgaaaccecga
tetectgtte
gtggegettt
aagctggget
tategtettyg
aacaggatta
aactacgget
tteggasaaa
ttttttgttt
atcttttecta
atgagattat
tcaatctaaa
gcacctatct
tagataacta
gacccacgct
cgcagaagty
gctagagtaa
atcgtggtgt
aggegagtta

atcgttgtea

agaccccace
aaatacataa
atatgggcca
agatggaaca
ctcagggcea
ccatcagatg
aaccaatcag
gagcccacaa
cgtgtatcca
agqggtectect
aaggccagca
jtatats falalalatata]
caggactata
cgaceetges
cteaatgete
gtgtgcacga
agtecaacon
gcagagcgag
acactagaag
gagttggtag
goaageagea
cggggtctga
caaaaaggat
gtatatatga
cagcgatctg
cgatacggga
caccggetceo
gtectgeaac
gtagttcgcc
cacgctegte
catgateces

gaagtaagtt

9420

9480

9540

9600

9660

9720

9780

9840

9900

9960

10020

10080

10140

10200

10260

10320

10380

10440

10500

10560

10620

10680

10740

10800

10860

10920

10380

11040

11100

11160

11229

11280



10

ggecgeagty
atcogtaaga
tatgcggega
cagaacttta
cttacegetg
atcttttact
aaagggaata
ttgaageatt
aaataaacaa
aaceattatt

tcaagaatte

ttatcactca
tgettttetyg
ccgagttget
aaagtgetea
ttgagatcea
ttcaccageg
agggcgacac
tatcagggtt
ataggggttc
ateatgacat

at
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tggttatgge
tgactggtga
cttgcecgyge
teattggaaa
gttegatgta
tttetgggtyg
ggaaatgttg
attgtctcat
cgcgeacatt

taacectataa

agcactgeat
gtactcaace
gteaacacygyg
acgttcetteg
acccactegt
agcaaaaaca
aatactcata
gagocggatac
tceccegaaaa

aaataggegt

<210>21

<211> 12007

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Vector RCR - pACE-CD

<400> 21

tagttattaa
cgttacataa
gacgtcaata
atgggtggag
aagtacgaca
catgaectta
catggtgatg
atttccaagt
ggacttteoca
acggtgggay
actgagtaegc
ggtetegetg
tttecatttgg
cegggaggta
tgattttaty
tggtggaact

cgggggcegt

tagtaatcaa
cttacggtaa
atgacgtatg
tatttacggt
ectattgacy
tgggactttc
eggttttgge
ctocaccocca
aaatgtcgta
gtctatataa
acgggtaccc
ttecttggga
gggctogtec
agotggocay
cgectgegte
gacgagttey

ttttgtggee

ttacggggte
atggceocgee
tteccatagt
aaactgecca
teaatgacygg
ctacttggea
agtacatecaa
ttgacgtcaa
acaacteocge
geagagetyy
gtgtatccaa
gggtcteocte
gggatcggga
caacttatct
ggtactagtt
gaacaceegy

cgacctgagt

attagttcat
tggctgaceg
aacgccaata
cttggecagta
taaatggcec
gtacatctac
tgggegtgga
tygggagttty
cocattgacy
tttagtgaac
taaaccctet
tgagtgattyg
gaccactgeco
gtgtetgtec
agetaactag
cogcaacect

ccaaaaatec
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aattctetta
aagtcattet

gataataccg

gggcgaaaac
geaccecaact
ggaaggcaaa
ctcttecttt
atatttgaat
gtgecacetg

atcacgagge

agcecatata
cccaacgace
gggactttece
catcaagtgt
gectggeatt
gtattagtca
tageggtttg
ttttggcace
caaatgggeg
cggegecagt
tgcagttgca
actaccegte
cagggaccac
gattgtctag
ctetgtatcet
gggagacgte

cgatcgtttt

ctgteoatgee
gagaatagtyg
cgecacatag
tcectcaagygat
gatcttcage
atgcogeaaa
ttcaatatta
gtatttagaa
acgtetaaga

cetttegtet

tggagttceg
cceogeccatt
attgacgtca
atcatatgec
atgcecagta
tegetattac
actcacgggg
aaaatcaacy
gtaggegtgt
cetececgatty
teccgacttgt
agegggggtce
cgacccacea
tgtctatgac
ggeggaccey
ccagggactt

ggactctttg

11340

11400

11460

11520

11580

11640

11700

11760

11820

11880

11892

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

200

9260

1020



gtgcaccecec
teccgectee
tctgetgeag
atatgggcca
agcggatege
ctgeagaatg
tcatcaccca
tecccctacat
ttgtacacece
ctcoctogtte
ccaaacctaa
aagaceoece
gagaagcgac
ggagacggga
gaggaaacgyg
ataataacce
teatecaceca
gagaagaaaa
gecccactca
attacaccac
gtetecaaaa
ggcccaatga
cteettatga
agtetgacod
ttggagattt
gagaggaacg
agcagaaaga
ctgtegttag
atcgecgacca
aaccacgagg
gaggteaggy

ccgtcacctt

cttagaggag
gtctgaattt
catcgttetg
gactgttacc
tcacaaccag
gocaaccttt
ggttaagatc
cgtgacctgg
taagcctecg
gacccogect
acctcaagtt
geettatagg
cectgoggga
geeccctgty
acagetteaa
tretttttot
tcageccace
acaacgggtg
actgcccaat
ceaggcaggt
cgegggeaga
gtctceecteg
cootgaggac
agacattggg
ggttagagag
tatcaggaga
gaaagaaaga
tggacagaaa
gtgtgeetac
acctcgggga
teaggagece

cctggtagat
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ggatatgtgg
ttgeotttaogy
tgttgtetet
actcocttaa
tcggtagatg
aacgteoggat
aaggtctttt
gaagccttgg
cctoctette
cgatcctcoc
ctttergaca
gacccaagac
gaggeaccgy
goegacteaca
tactggecgt
gaagatreccag
tgggacgact
ctettagagg
gaagtcgatg
aggaaccace
agcoccacca
gccttectag
coagggeaiy
agaaagttag
gcagaaaaga
gaaacagagg
gatcgtagga
caggatagac
tgcaaagaaa
ccaagacccc
cooectgaac

actggggccc

ttectggtagg
tttgggaceg
gtctgactgt
gtttgacctt
tcaagaagag
ggccgegaga
cacctggcoc
cttttgacce
ctocatcege
tttatccage
gtggggggee
caceeeokte
-Talalatal datalal.!
ctacetegea
tetectatbe
gtaaactgac
gteageaget
ctagaaagge
ccagettttee
tagtceacta
atttggecaa
agagacttaa
aaactaatgt
agaggttaga
tetttaataa
aaaaagaaga
gacatagaga
agggaggaga
aggggcactg
agacctcect
ceaggataac

aacactccgt

78

agacgagaac
aagccgcegec
gtttetgtat
aggtcactgg
acgttgggtt
cggcaccttt
gcatggacac
acctcccotgg
cccgtetote
ccteactcct
gotcatcegac
cgacagggac
aatggeatct
ggcattecece
tgacetttac
agetctgate
gttggggact
ggtgegggge
cctegagege
tegeeagttyg
ggtaaaagga
ggaagcctat
gtetatgtet
agatttaaaa
acgagaaacc
acgccgtagg
gatgagcaag
acgaagygagy
ggctaaagat
cctgacecta
coteaaagte

gctgacccaa

ctaaaacagt
gegegtotty
ttgtctgaga
aaagatgtcg
accttctget
aaccgagacce
ccagaccagg
gtcaagcecet
cccocttgaac
totetaggeg
ctacttacag
ggaaatggtyg
cgectacgty
cteegegeay
aactggaaaa
gagtetgtte
ctgetgaceyg
gatgatggge
ccagactggg
ctectagegy
ataacacaag
cgcaggtaca
ttcatttgge
aacaagacgo
ccggaagaaa
acagaggatg
ctattggcca
toccaacteyg
tgteoceocaaga
gatgactagg

ggggggeaac

aatcctggac

1080

1140

1200

1260

1320

13280

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1820

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2540



cectaagtga
ccacggatog
cagactgtec
actttgaggg
coctaaatat
tagggtcecac
tggecagttcg
taaaacaata
tgttggacca
ttaagaaacc
gggtggaaga
cgteceacca
acecccaccag
gacaattgac
aggeactgea
agtacgtgga
gggeoctgtt
tttgecagaa
ctgaggecag
gggagtteet
cageeccectt
aaaaggccta
atttgactaa
taacgeaaaa
cagtagcage
aggatgcagg
aggcactagt
aggeettget
ctacgetget
aagedeacgg
ggtacacgga
coacagagac

ctgaactgat

taagtetgec
caaagtacat
ctatcctety
atcaggageoce
agaagatgayg
atggctgtet
ccaagetoct
caccatgtea
gggaatactg
agggactaat
catecacece
gtggtacact
tecageecteke
ctggaccaga
cagagaccta
tgacttacty
acaaacccta
acaggteaayg
aaaagagact
agggacggea
gtacecctcte
tcaagaaaktc
geectttgaa
actgggacat
tgggtggece
caagetaace
caaacaacec
tttggacacg
cacactgoot
aacoogacod
tggaagecagt
cgaggtaate

ageacteace
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tgggtecaag
ctagetacocy
ttaggaagayg
caggttatgg
catesggetac
gattttacte
ctgateatac
caagaagcca
gtaccetgec
gattatagge
accegtgecca
gtgettgatt
ttecgeectttg
ctceccacagg
gcagacttcce
ctggecgeca
gggaacctoyg
tatctggggt
grgatgggge
ggecttotgte
accaaaacyg
aagcaagctc
ctetttgteg
tggegteqge
ccttgectac
atgggacagce
cecgacaget
gaccgggtece
gaggaagggc
gacctaacgyg
ctettacaag
tgggctaaag

caggecectaa

gggctactgg
gtaaggtcac
atttgctgac
gaccaatggg
atgagaccte
aggcctggge
cteotgaaage
gactggggat
agtacceckyg
ctgtocagga
acccttacaa
taaaggatge
agtggagaga
gtttcaaaaa
ggatccageca
cttetgaget
ggtatoggge
atettetaaa
agectactce
gectetggat
ggactctgtt
ttctaactge
acgagaagea
cggtggecta
ggatggtage
cactagtcat
ggcetttecaa
agttecggace
tgcaacacaa
accageaget
agggagageqg
ccetgeocage

agatggeaga

79

aggaaagegyg
ccactcottte
taaactaaaa
goageegctg
aaaagageca
ggaaaceggg
aacectcotace
caageoocac
gaacacgeoe
tctgagagaa
cotettgage
ctttttetge
tccagagatg
cagtecceace
cccagactty
agactgecaa
ctoggecaag
agagggteag
gaagacecct
coctgggttt
taattggygge
cccageoctg
gggetacgee
cctgtacaaa
agccattgeoe
tetggocace
cgeceggatyg
ggtggtagec
ctgecttgat
cocagasged
taaggeggga
cgggacatec

aggtaagaag

tategetgga
ctoccatgtac
geccaaatee
caagtgttga
gatgtttete
ggcatgggac
ceoghgteoca
atacagagac
ctgetaceey
gtcaacaage
gggceteccac
ctgagactee
ggaatctecag
ctgtttgatyg
atcctgetac
caaggtacte
aaagcccaaa
agatggetga
cgacaactaa
gsagaaatqgg
ccagaccaac
gggttgccag

aaaggtgtee

aagetagace
gtactgacaa
catgecagtag
acteactate
ctgaaccegg
atactggoey
gaccacacet
gotgeggtga
gotcagegay

ctaaatgttt

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920



atactgatag
gtgggttget
taaaagecet
gacacagege
teacagagac
aacattttea
ataaaacaaa
ttgaattatt
tectagagag
tcactgagac
gaactagggt
aqgcceggatt
tagaagoctt
agatcttecc
tcoteoecaaggt
catacagaca
taactaaatt
tgtaccgage
gggcacacee
cctectcteeca
tggcggeage
gegacacaght
cttacacagt
tacacgcoege
ggegegttea
agtcatggga
aacctggaga
aactgtacaa
gtgggacect
acagcggacc

tgggggacca

ctggaagcoe

cegttatget
cacatcagaa
ctttetgeee
cgaggetaga
tecagacace
ttacacagty
gaagtattgg
agactttett
aagecacagt
ctgcaaaget
cegegggeat
gtatggectat
cocaaccaay
caggttogge
gqagtcagaca
cgaaagatca
aacgcttgea
cogoaacacg
gaacettgta
agctcactta
ctaccaagaa
gtgggteege
actgoctgace
<ccacgtgaag
acgetetean
gtectgttag
gtcaccaacc
gatgccttec
tcagaccagy
cggacttttg
ggagaggget

acatcategt

ES 2 609 336 T3

ttigetactyg
ggcaaagaga
aaaagactta
ggcaaccegga
tcotacecctee
actgatataa
gtetaccaag
catcagetga
cectactaca
tgtgcacaag
cggeecyggea
aaatatcttce
aaagaaacocy
atgectoagg
gtggccgate
ggecaggtagyg
actggecteta
ccgggeccee
aacttaocty
caggctetet
caactggace
cgacaceaga
accccocacceg
getgecgace
aaccecctea
gagtagggat
tgatgactgg
caaaattata
aaccgtatgt
acttttacgt
actgtggtaa

gggacctaat

cecatateca
tcaaaaataa
geataateca
tggetgacea
tecatagaaaa
aggacctaac
gaaaacctgt
ctecaccteag
tgetgaaceg
tcaacgecag
cteattggga
tagtttttat
ccaaggtogt
tattgggaac
tgttggggat
daagaatgaa
gagactgggt
atggoctcac
accctgacat
acttagtceca
gaccggtggt
ctaagaacet
ccctocaaagt
ccgggggtag
agataagatt
ggcagagage
gegtacegeco
ttttgateta
cgggtatgge
gtgcecetggg

atgggggtgt

ctogettaag

80

tggagaaata
agacgagate
ttgtecagga
agaggeccga
tteatecacee
caagttgggyg
gatgectgac
cttetcaaaa
ggategaaca
caagtetgee
gategattte
agataccttt
aaccaagaag
tgacaatggg
tgattggaaa
tagaaccatc
gctectacte
cccatatgag
gacaagagtt
gcacgaagte
acctecaccct
agaacctoge
agacggcatc
accatcctct
aaccegtaga
cecgateagg
aatgccacet
tgtgatctgg
tgcaagtace
cataccgtaa
gaaaccaccg

cgoeggtaaca

tacagaagge
ttggecctac
catcaaaagg
aaggcageca
tacaccteoag
gecatttatg
cagtttactt
atgaaggctae
ctcaaaaata
gttaaacagy
accgagataa
tetggetgga
ctactagagg
cctgectteg
ttacattgtg
aaggagactt
cccttageee
atcttatatg
acttaacageao
tggagaccte
taccgagtceg
tggaaaggac
gcagettgga
agactgacat
agecettaat
tetttaatgt
ccctectggg
teggagagga
cdageagggag
agtcggggtg
gacaggctta

coceckggga

45980

5040

5100

5160

5220

5280

3340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

€120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

€720

6780

6840



cacgggatge
cttccaaggg
aggaaaaaag
aacagatect
ceccatagygyg
tgtacegget
tacacecteoa
tagactacta
gacccaagaa
cgtgggcact
taagcttace
tcaccaggee
accecgoegga
gctecaatcta
ctceoceocgat
atcattgace
agggacgggy
coagacagac
gttgtetgaa
aggtetatge
gagagacagc
aggecaagga
caccatcatg
caatcgatta
tecaacaatat
ageccgettgg
tettttggeoa
ggtetttees
cctetggaag
cecococacchg
aaggeggeac
ctotootoaa

ggatetgate

tctaaagttg
gcetactecgag
getaactggg
attacecatgt
cocaacacag
ceacagacac
accteosocta
getetagtea
tgttggctgt
tataccaate
ctatctgaag
ttatgtaaca
acaatgtggg
accacagatt
tatatgtatg
ctggeecette
accactgecct
cteaacgaag
gtagtectac
geagacetaa
atggocaaat
tggttegaag
ggacctctaa
gtccaatttg
caccagetga
aataaggccg
atgtgaggge
ctetegecaa
cttettgaag
gcgacaggtyg
aaccacagtyg
gogtatteoaa

tggggecetayg

ES 2 609 336 T3

cetgtggeen
ggggcagatg
acgggoeccaa
teoteoctgac
tattaccega
ctageededt
caagtecaag
aaggagccta
gcttagtgte
atteocacege
tgacaggaca
ccacccaaaq
cttgeageac
attgtgtatt
gtcagcettga
tactaggagg
taattaaaac
togaaaagtc
agaacegeag
aagaagaatq
taagagaaag
ggctgtttaa
tagtactett
ttaaagacaq
agcctataga
gtgtgegttt
ccggaaacct
aggaatgeaa
acaaacaacg
cctetgogge
ccacgttgtyg
caaggggetyg

gtgcacatge

ctgetacgac
caaccctota
atcgtgggga
coggeagghta
ccaaagacte
caataccagt
tgteccacag
tcaggegett
gggacctect
toceggocaac
gggcctatge
cgeccggetea
tggattgact
agttgaactce
acagcgtace
attaacecatg
ccagcagttt
aattaccaac
aggectagat
ttgtttttat
gottaatcag
tagatceocce
actgatctta
gatatcagtyg
gtacgagcea
gtctatatgt
ggccetgtet
ggtctgttga
totgtagega
caaaagccac
agttggatag
aaggatgeece

tttacatgtg

81

ctetecaaag
gtcctagaat
ctgagactgt
cttaatgtgg
ccttecteac
tacccecett
craccoecag
aaccrtcacea
tattacgaag
tgtacgygcca
atgggggcag
ggatcctact
ccctgettgt
tggeoccagag
aaatataaaa
ggagggattg
gagcagcttco
ctagaaaagt
ttgetatteoo
gragaccaca
agacaaaaac
tggkttacea
ctectttyggac
gtcrcaggcte
tgacgtacgt
tattttcecac
tettgacgag
atgtecgtgaa
coctttgeag
gtgtataaga
ttgtggaaag
agaaggtaco

tttagtegag

tateceaatte
tcactgatge
accggacagg
gaccocegagh
caatagagat
coactaccag
gaactggaga
atcccgacaa
gagtagcggt
cttoccaaca
tacctaaaac
accttgcage
ccaccacggt
taatttaceca
gagagccagt
cagectggaat
atgccgetat
cactgaccte
taaaggaggg
cggggctagt
tatttgagac
cettaatete
cttgecattet
tagttttgac
tactggeega
catattgceg
cattcctagg
ggaagcagtt
gcagcggaac
tacacctgea
agtcaaatgg
coattgtatg

gttaaaaaaa

6500

6960

7020

7080

71440

7200

7260

7320

7380

7440

7500

75640

7620

7680

77440

7800

7860

79240

79840

8040

28100

8160

8220

8280

8340

2400

84640

8520

8580

86490

8700

8760

88240



cgtctaggce
ggtgacaggg
ggcggectta
agacggaagt
acatggtgag
taccactttg
tggtatteca
tttacaaact
gaaacaattt
cgegecatag
ccccacctgt
tacataactqg
tgggccaaac
tggaacaget
agggccaaga
tcagatgttt
caatcagttc
cccacaaccc
gtatccaata
gtctcetetg
gatcgggaga
cgegegttte
ccaggaaccqg
agcatcacaa
accaggegtt
ceggatacet
gtaggtatct
ccgttecagee
gacacgactt
taggeggtgce
tatttggtat

gateeggeaa

cccoccgaacca
ggaatggcaa
ggttacaaag
gttctecggte
atctccactt
tatacgacgc
cgctgbgttg
agaggtcacg
atcgatgaaa
ataaaataaa
aggtttggca
agaatagaga
aggatatctg
gaatatggge
acagatggte
ccagggtgec
gctteteget
ctecacteggg
aaccctettg
agtgattgac
cccctgecea
ggtgatgacg
taaaaaggcc
aaatcgacgcoc
tecocctgga
gtecgeettt
cagttcggtg
cgacegetgeo
atcgecactg
tacagagtte
ctgcgectctg

acaaaccacc

ES 2 609 336 T3

cggggacgtg
gcaagtggga
agggtggtgt
gtggtcacaa
tggaaaactg
tgteteocatg
teggtgagaa
aggttgttgt
gacctecagga
agattttatt
agctagctta
agttcagatc
tggtaagcag
caaacaggat
cccagatgeg
ccaaggacct
tctgttcgeg
gcgecagtec
cagttgcatc
tacecegtcag
gggaccaccg
gtgaaaacet
gegttgetgg
tcaagtcaga
agoteceteg
ctecettegg
taggtegtte
gecttatceeg
goageageea
ttgaagtggt
ctgaagccag

gctggtageg

gttttcocttt
tcagaagggt
tecctattgge
catgagattt
tgggagatta
cgacatgtgt
cgttaattte
tgttgacgat
ttggtttgaa
tagtetecag
agtaacgcca
aaggtcagga
ttectgeccee
atctgtggta
gtccagecect
gaaatgaccc
cgcttetget
tcegattgac
cgacttgtgg

egggggtott

acccaccacco
ctgacatghg
cgtttttececa
gatggcgaaa
tgegetetec
gaageghgge
gctocaaget
gtaactatcg
ctggtaacag
ggcoctaacta
ttaccttcgg

gtggttettt

82

gaaaaacacg
atggacattg
ggatgtctta
caaaagggat
gagggcaaag
acaggtgcca
aaaagtaagg
gagaggtgta
gatattggtg

adaaagggyy

ttttgcaagg
acagatggaa
ggctocaggge
ageagttcot
cagqcagttte
tgtgocttgt
ccocgagete
tgagtegeec
tectegetgtt
teatttgggg
gggaggtaag
agcaaaagyge
taggctccge
ccogacagga
tgttecgace
gettteteaa
gggcrgtgtg
tettgagteoce
gattageaga
cggctacact
aaaaagagtt

tgtttgcaag

ataataccat
cctatgagga
tcaataacaa
ccgecacact
tgtacaaaga
tcatcatgta
gogagaazata
aaaagatcat
agtaggcggc
gaatgaaaga
catggaazaa
cagctgaata
caagaacaga
gocaeggete
tagagqaacca
ttaaactaac
aataaaagag
gggtacccgt
ccttgggagg
gctegtecgg
ctggetgect
cagcaaaagy
cccectgacg
ctataaagat
ctgeegetta
tgeteacget
cacgaaccce
aacccggtaa
gagaggtatg
agaaggacag
ggtagetctt

cagcagatta

8880

8940

9000

92060

2120

9180

9240

9300

2360

2420

92480

5540

9600

9660

9720

9780

5840

9900

9960

10020

10080

10140

10200

10260

10320

10380

10440

10500

10560

10620

10680

10740



10

cgegeagaaa
agtggaacga
cctagatcet
cttggtetga
ttegtteate
taccatctgg
tatcagcaat
cegectecat
atagtttgeg
gtatggettce
tgtgeaaaaa
cagtgttatec
taagatgett
ggcgacegag
ctttaaaagt
cgetgttgag
ttactttcac
gaataaggge
gcatttatca
aacaaatagg
ttattatcat

aatteat

<210> 22
<211> 11893
<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial

<220>

aaaaggatect
aaactcacgt
tttaaattaa
cagttaccaa
catagttgee
ccecagtget
aaaccagoca
ceagtetatt
caacgttgtt
attcagoctee
agoggttage
actcatggtt
ttetgtgact
ttgetettge
gcetcatcatt
atccagtteg
cagegtttet
gacacggaaa
gggttattgt
ggttecgege

gacattaace

<223> Vector RCR - pAC3-yCD2

<400> 22

tagttattaa
cgttacataa
gacgtcaata
atgggtggagy
aagtacgcec

catgacctta

tagtaateaa
cttacggtaa
atgacgtatg
tatttacggt
cctattgacg

tgggacttte

ES 2 609 336 T3

caagaagatc
taagggattt
aaatgaagtt
tgettaatea
tgactcecey
gcaatgatac
gceggaaggyg
aattgttgeco
gccattgetg
ggttecocaac
tcotteggte
atggcagcac
ggtgagtact
ceggegteaa
ggaaaacgtt
atgtaaccea
gggtgagcaa
tgttgaatac
ctecatgageg
acatttecce

tataaaaata

ttacggggte
atggeoegeo
tteceecatagt
aaactgccca
tcaatgacgg

ctacttggea

ctttgatett
tggtcatgag
ttaaatcaat
gtgaggcace
tegtgtagat
cgcgagaces
ccgagegeaqg
gggaagctag
caggcategt
gatcaaggceg
ctoegategt
tgcataatte
caaccaagte
cacgggataa
ctteggggeg
ctogtgoace
aaacaggaag
tecatactett
gatacatatt
gaaaagtgec

ggcgtatcac

attagtteat
tggetgaceg
aacgccaata
cttggcagta
taaatggcecc

gtacatctac

83

ttctacgggg
attatcaaaa
ctaaagtata
tatctcageg
aactacgata
acgctcaceg
aagtggtect
agtaagtagt
ggtgtcacge
agttacatga
tgtcagaagt
tettactgte
attctgagaa
taccegogeca
aaaactctea
caactgatet
gcaaaatgec
cettttteaa
tgaatgtatt
acctgacgte

gaggecccettt

agaccatata
cocaacgacae
gggactttce
catcaagtgt
gectggecatt

gtattagteca

tetgacgete
aggatcttca
tatgagtaaa
atctgtcotat
cgggaggget
gcteocagatt
geaactttat
tegecagtta
tegtegtttg
tececcatgt
aagttggecy
atgccatceg
tagtgtatge
catagcagaa
aggatcttac
tcagcatett
gcaaaaaagg
tattattgaa
tagaaaaata
taagaaacca

cgtettcaag

tggagtteag
coagoecaatt
attgacgteca
atcatatgee
atgcccagta

togetattac

10800

10860

10920

10980

11040

11100

11160

11229

11280

11340

11400

11450

11520

11580

11640

11700

11760

11820

11380

11540

12000

12007

60

120

180

240

300

360



catggtgatyg
atttccaagt
ggactttceca
acggtgggag
actgagtege
ggtctogetyg
ttteatttgg
ccgggaggta
tgattttatg
tggtggaact
cgggggcegt
gtgcacccee
tecececgectec
tetgetgeag
atatgggcea
agcggatcge
ctgcagaatg
tcatecacceca
tccectacat
ttgtacacce
ctcctegtte
ccaaacctaa
aagaccccee
gagaagcgac
ggagacggyga
gaggaaacygg
ataataacce
tcatecaceeca
gagaagaaaa
gecocactea
attacaccac

gtetccaaaa

cggttttagge
ctccacececca
aaatgtcgta
gtetatataa
ccgggtacce
ttecettggga
gggctegteo
agctggeccag
cgectgegte
gacgagttog
ttttgtggec
cttagaggag
gtctgaattt
categttetg
gactgttace
tcacaaccag
gccaaccttt
ggttaagatc
cgtgacctgg
taagccteeg
gacceccgect
acctcaagtt
gccttatagg
ccctgeggga
gcocccoctgtg
acagctteaa
ttetkttbet
tcagecccace
acaacqgggty
actgoccaat
ccaggcaggt

cgegggeaga

ES 2 609 336 T3

agtacatecaa
ttgacgtcaa
acaactccoge
geagagetgy
gtgtatccaa
gqgtctecte
gggatcggga
caacttatct
ggtactagtt
gaacacecgy
cgacctgagt
ggatatgtgg
ttgectttegg
tgttgtetet
actceccttaa
toggtagatg
aacgtcggat
aaggtctttt
gaagccttgg
cctectette
cgatccteee
ctttetgaca
gacccaagac
gaggcaccgg
goccgactcca
tactggeegt
gaagatceag
tgggacgact
ctettagagy
gaagtcgatyg
aggaaccacc

agccocaced

tgggegtgga
tgggagtttg
cocattgacg
tttagtgaas
taaaccctcet
tgagtgattg
gacecctgeo
gtgtctgtce
agctaactag
cogeaacect
ccaaaaatce
ttetggtagyg
tttgggaccg
gtetgactgt
gtttgacctt
tcaagaagag
ggecgcegaga
cacctggecce
cttttgacce
ctecatcege
tttatccage
gtggggggce
caccccette
accecteccee
ctacctcgceca
tetectette
gtaaactgac
gtcagcaget
ctagazagge
cegettttee
tagtccacta

atttggecaa

84

tageggtttg
ttttggcacce
caaatgggecg
cggegecagt
tgcagttgea
actaccegte
cagggaccac
gattgtctag
ctetgtatet
gggagacgte
cgatcgtttt
agacgagaac
aagccgcgec
gtttetgtat
aggtcactgg
acgttgggtt
cggecaccttt
gcatggacac
coctececktgg
ccegtetete
cctcactect
gotcatogac
cgacagggac
aatggcatect
ggcatteccec
tgacctttac
agetetgate
gttggggact
ggtgegggge
cetecgagege
tcgecagttg

ggtaaaagga

actecacgygyg
aaaatcaacg
gtaggcgtgt
cotecagattyg
tocgacttgt
agcgggggte
cgacccacca
tgtctatgac
ggcggacceog
ceoagggactt
ggactctttg
ctaaaacagt
gcegegtottg
ttgtctgaaa
aaagatgteg
accttctget
aaccgagacca
ccagaccagg
gtcaagcect
ccecttgaac
tetctaggeg
ctacttacag
ggaaatggtyg
cgectacgtg
ctocogogeag
aactggaaaa
gagtetgtae
ctgctgaceyg
gatgatggge
ceagactggg
ctectagegg

ataacacaag

420

480

540

600

660

720

780

840

200

260

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1220

1280

2040

2100

2160

2220

2280



ggooccaatga
ctecettatga
agtetgoece
ttggagattt
gagaggaacqg
agcagaaaga
ctgtegttag
atcgegacca
aaccacgagqg
gaggtcaggg
cogtecacett
coctaagtga
ccacggateg
cagactgtcc
actttgagygy
cectaaatat
tagggtccac
tggecagtteg
taaaacaata
tgttggacca
ttaagaaace
gggtggaaga
cgteccacaa
accecaccaqg
gacaattgac
aggeactgca
agtacgtgga
gggeectgtt
tttgecagaa
ctgaggceaqg
gyggagttcet
cagccecett

aaaaggecta

gtetececteg
cactgaggac
agacattggg
ggttagagag
tatcaggaga
gaaagaaaga
tggacagaaa
gtgtgectac
acctcgggga
tecaggagecec
cctggtagat
taagtetgee
caaagtacat
ctatcctetg
atcaggagec
agaagatgag
atggctgtct
ceaageteat
coccatgtea
gggaatactg
agggactaat
catccaccee
gtggtacact
teagectete
ctggaccaga
cagagacceta
tgacttactg
acaaaceeta
acaggtcaaqg
aaaagagact
agggacggea
gtacecctete

tcaagaaatc

ES 2 609 336 T3

gcecttectag
ccagggeaag
agaaagttag
gcagaaaaga
gqaaacagagyg
gatcgtagga
caggatagac
tgcaaagaaa
ccaagaccce
cocccctgaac
actggggece
tgggtccaag
ctagetaceg
ttaggaagag
caggttatgg
tateggetac
gattttocte
ctgatcatac
caagaageca
gtaccctgee
gattatagge
accghtgeocca
gtgettgatt
ttegectttyg
cteoccacagg
gcagacttee
ctggecgeca
gggaaceteg
tatctggggt
qtgatgggge
ggcttetgte
accaaaacgyg

aagcaagctco

agagacttaa
aaactaatgt
agaggttaga
tetttaataa
aaaaagaaga
gacatagaga
agggaggaga
aggggcactyg
agacctecct
ccaggataac
aacactecgt
gggctactyag
gtaaggteceac
atttgctgac
gaccaatggg
atgagacete
aggcetggge
ctetgaaage
gactggggat
agtcccecotg
ctgteocagga
acccttacaa
taaaggatge
agtggagaga
gtttcaaaaa
ggatccagea
cttetgaget
ggtateggge
atcttctaaa
agectactece
gectctggat
ggactctgtt

ttetaactge
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ggaagcctat
gtctatgtet
agatttaaaa
acgagaaace
acgcogtagg
gatgagcaag
acgaaggagg
ggctaaagat
coctgacccta
ccteaaagte
gctgacccaa
aggaaagcedg
ceactettte
taaactaaaa
goageecoety
daaagagcea
ggaaaccggg
aacetotacse
caagceccac
gaacacgccc
tetgagqagaa
cctottgage
ctttttetge
tecagagatyg
cagtececace
cocagacttg
agactgecaa
cteggecaag
agagggtcag
gaagacccct
ceetgggttt
taattgggge

cecageectyg

cgcaggtaca
tteocatttgge
aacaagacge
ccggaagaaa
acagaggatg
ctattggeca
teccaacteg
tgtcccaaga
gatgactagg
ggggggeasac
aatectggac
tatecgetgga
ctacatgtac
gcccaaatee
caagtgttga
gatgtttete
ggcatgggac
ceagtgteca
atacagagac
ctgctacceg
gteaacaage
gggetcoccac
ctgagactae
ggaatcteaqg
ctgtttgatg
atcctgetac
caaggtacte
aaagcecaaa
agatggetga
cgacaactaa
geagaaatygyg
ccagaccaac

gygttgoecag

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2540

3000

3080

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3860

4020

4080

4140

4200

4260



atttgactaa
taacgcaaaa
cagtageage
aggatgcagg
aggcactagt
aggecttget
ctacgetget
aageceacgyg
ggtacacgga
ccaccgagac
ctgaactgat
atactgataqg
gtgggttget
taaaagcccect
gacacagege
tecacagagac
aacattttca
ataaaacaaa
ttgaattatt
tocctagagag
teactgagae
gaactagggt
agecogygatt
tagaagocctt
agatottecoe
tcteccaaggt
catacagacc
taactaaatt
tgtaccgage
gggcacccee

ceteteteca

tggcggeage

geectttgaa
actgggacct
tgggtggecc
caagctaace
caaacaaccc
tttggacacg
cecactgect
aaccogacec
tggaageagt
cgaggtaate
ageactcace
ccgttatget
cacatcagaa
ctttectgeece
cgaggctaga
teccagacace
ttacacagtg
gaagtattgg
agactttett
aagccacagt
ctygcaaaget
cegegggeat
gtatggectat
cccaaccaag
caggttogge
gagtcagaca
ccaaagctca
aacgettgea
ccgcaacacg
gececcttgta
agetcactta

ctaccaagaa
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ctoctttgteg
tggegtoggoe
cottgectac
atgggacage
coegaccget
gaccgggtec
gaggaagggc
gacctaacgg
ctottacaag
tgggctaaag
caggcectaa
tttgectactg
ggcaaagaga
aaaaqgactta
ggcaaccgga
totaccetes
actgatataa
gtetaccaag
catcagetga
ccctactaca
tgtgcacaag
cggecaggea
aaatatctte
aaagaaaccg
atgecteagy
gtggcegatce
ggccaggtag
actggeteta
ccgggeccec
aacttccctg
caggetetot

caactggacc

acgagaagea
cggtggccta
ggatggtage
cactagtcat
ggctttccaa
agtteggace
tgeaacacaa
accageeget
agggacageg
cactgecage
agatggecaga
cccatatcca
tcaaaaataa
gcataatceca
tggetgacca
teatagaaaa
aggqacctaac
gaaaacctgt
ctcaceteag
tgctgaaccg
toaacgecayg
ctcattggga
tagtttttat
ccaaggtogt
tattgggaac
tgttggggat
aaagqaatgaa
gagactgggt
atggcctcac
accoctgacat
acttagteca

gaccggtggt
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gggctacgen
cectgtccaaa
ageeattgee
tetggeecen
cgocogygatyg
ggtggtagec
ctgeettgat
cogagacgec
taaggeggga
cgggacatec
aggtaagaag
tggagaaata
agacgagatc
ttgtccagga
ageggccoga
tteateacen
caagttgggg
gatgectgac
ctteteaaaa
ggatcgaaca
caagtetgec
gatcgatttc
agataccttt
aaccaagaag
tgacaatggyg
tgattggaaa
tagaaccatc
getectacte
cccatatgag
gacaagagtt
geacgaagtce

acctoaccct

aaaggtgtoc
aagctagacc
gtactgacaa
catgeagtag
actcactatc
ctgaaccegyg
atectggonyg
gaccacacct
getgeggtga
gctcageggg
ctaaatgttt
tacagzaaggc
ttggecctac
catcazaagg
aaggcagceca
tacaccteag
geeatttatg
cagtttactt
atgaaggete
ctecaaaaata
gttaaacagy
accgagataa
tetggetgga
ctactagagg
catgecttoyg
ttacattgtyg
aaggagactt
ceettageee
atcttatatg
actaacagcc
tggagaccte

taccgagtecg

4320

4380

4440

43500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4820

4580

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

8520

5580

5640

5700

357€0

5820

5880

5840

€000

€060

€120

€180



gegacacagt
cttacacaght
tacacgecege
ggegegttca
agteatggga
aacetqgaga
aactgtacaa
gtgggacect
acageggace
tgggggacea
ctggaagece
cacqggatge
ectteocaaggg
aggaaaaaaq
aacagatecct
acecatagyg
tgtacecgget
tacaccetea
tagactacta
gacccaagaa
cgtgggeact
taagcttacc
tecaccaggee
acccgeegga
gcteocaateta
atecceegat
atcattgaec
agggacgggg
ccagacagac
gttgtctgaa
aggtctotge
gagagacage

aggecaagga

gtgggtecge
cetgetgace
ccacgtgaag
acgeteteoaa
gtectgttag
gteaccaace
gatgecttec
teagacoagg
cggacttttg
ggagaggget
acatcategt
tctaaagttg
getactegag
gctaactggg
attaccatgt
cecaacceag
ccacageocac
acctececta
gctetagtea
tgttggetgt
tataccaatc
ctatctgaag
ttatgtaaca
acaatgtgygyg
accacagatt
tatatgtatg
ctggecette
accactgeoct
ctcaacgaag
gtagtecetac
goagecctaa
atggcocaaat

tggttegaag
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sgacaceaga
accoccaccg
getgeocgace
aaccccoetca
gagtagggat
tgatgactgg
caaaattata
aaccgtatgt
acttttacgt
actgtggtaa
gggacctaat
cetgtggece
ggggeagatyg
acgggeccaa
tctecctgac
tattacecga
ctagcccocect
caagtecaag
aaggagccta
gettagtgte
attccacege
tgacaggaca
ccacccaaayg
cttgeageac
attgtgtatt
gteagettga
tactaggagg
taattaaaac
tegaaaagte
agaaccycag
aagaagaatg
taagagaaag

ggetgtttaa

ctaagaacat
ccctcaaagh
ccgggggtgg
agataagatt
ggcagagage
gegtacoqgee
ttttgateta
cgggtatgge
gtgecctqgg
atgggggtgt
ctcecttaag
ctgctacgac
caacecteta
atcgtaggadga
coggcaggte
ccaaagacte
caataccagt
tgteccacag
tcaggegett
gggacctect
tecggecaac
gggectatge
cgocggetea
tggattgact
agttgaacte
acagegtace
attaaccatg
ccagcagttt
aattaccaac
aggoctagat
ttgtttttat
gettaatcag

tagatecooen
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agaacetege
agacggeato
accatcctet
aaceocgtgga
ccccateaqy
aatgccacet
tgtgatetgg
tgeaagtace
catacegtaa
gaaaccaceg
cgeggtaaca
ctcteccaaag
gtectagaat
ctgagactagt
cttaatgtgyg
cettocteas
taccccectt
ccacecccag
aacctcacea
tattacgaag
tgtacggeca
atgggggcag
ggatectact
ccetgettagt
tggeccagag
aaatataaaa
ggagggattyg
gagcagette
ctagaaaaqgt
ttgotattee
geagacgaca
agacaaaaac

tggtttacca

tgqgaaaggac
geagettgga
agactgacat
agceocttaat
tetttaatgt
cecctectggyg
tocggagagga
cogragggag
agtceggggty
gacaggetta
cocoectggga
tatccaatte
teactgatge
accggacagqg
gaccccgagt
caatagagat
cecactaccag
gaactggaga
atceccgacaa
gagtagcggt
cttoecaaca
tacctaaaac
accttgeage
craccacggt
taatttaceca
gagagecagt
cagetggaat
atgeoccogetat
cactgaccte
taaaggaggy
cggggctagt
tatttgagac

cettaatcte

6240

6300

6360

6420

€480

6540

6600

6660

6720

£780

€840

€900

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7920

7980

8040

2100

8160



caccatcatg
caategattyg
teageaatat
gccgettgga
cttttggeaa
gtetttocee
ctetggaage
ceoccacetygy
aggeggeaca
tctectcaag
gatetgatet
gtectaggeec
tgaccggegy
ccctgetggg
acggcagtgt
acggegagat
ccaccctgta
gecateccctag
tgcaaaccayg
agcagttcat
cagataaaat
tgtaggttty
ctgagaatag
aacaggatat
getgaataty
agaacagatyg
tttecagggt
ttegetteote
coccteacte
ataaacccte
ctgagtgatt

aaaggaecagy

ggacctctaa
gtecaattty
caccagetaa
ataaggecgg
tgtgagggece
tetegecana
ttettgaaga
cgacaggtge
aceecagtge
cgtattcaac
ggggectegyg
cccgaaccac
catggectee
ctacaaggag
gectgggcagg
ctecacecty
caccaccctg
gtgtgtgate
gggeeacgag
cgacgagagg
aaaagatttt
geaagetage
agaagttcag
ctgtggtaag
ggecaaacay
gtececagat
gccccaagga
gottetgtte
ggggcegaecag
ttgecagttge
gactaccogt

aacegtaaaa
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tagtactett
ttaaagacag
aacccataga
tgtgegtttg
cggaaacchtyg
ggaatgeaag
caaacaacgt
ctetgeggee
cacgttgtga
aaggggctga
tgeacatget
ggggacgtgg
aagtgggate
ggeggegtge
ggccacaaca
gagaactgtyg
teoceecttgtg
ggcgagaacqg
gtggtggttg
cctecaggact
atttagtete
ttaagtaacy
atcaaggtca
cagttecotge
gatateotgtyg
geggtecage
cctgaaatga
gcogegettet
tectecgatt
atcecgacttg

cagegggggt

aggecgegtt

actgatectta
gateteagtyg
gtacgageea
tctatatgte
gecotgtett
gtetgttgaa
ctgtagegac
aaaagecacy
gttggatagt
aggatgececa
ttacatgtgt
ttttcetttg
aaaagggcat
ctatecggegg
tgaggtteca
geaggetgga
acatgtgtac
tgaactteaa
ttgacgatga
ggttcgagga
cagaaaaagg
ceattttgea
ggaacagatg
ceeggeteag
gtaageagtt
cetcageagt
ccectgtgect
gcteeccegag
gactgagteg
tggtctoget
ctttcattac

getggegttt

88

ctetttggac
gtecaggete
tgaacgegtt
attttecace
cttgacgags
tgtegtgaag
cetttgeagg
tgtataagat
tgtggaaaga
gaaggtacce
ttagtegagg
aaaaacacga
ggatatoget
ctgtctgate
gaagggctee
gggcaaggty
cggcgcetate
gtcoccaaggge
gaggtgtaag
tatcggegag
ggggaatgaa
aggcatggaa
gaacagctga
ggccaagaac
cetgoocegy
ttotagagaa
tatttgaact
ctcaataaaa
cecgggtace
gttcecettqgqg
atgtgagcaa

ttecatagge

cttgcattet
tggttttgac
actggeagaa
atattgeogt
attectaggg
gaageagtte
cageggaace
acacctgcaa
gtcaaatgge
cattgtatgqg
ttaaaaaaac
ttataaatgg
tacgaggagg
aacaacaaqgqg
gccaccotge
tacaaggaca
atcatgtacg
gagaagtace
aagetgatga
taagcggeeg
agaccceace
aaatacataa
atatgggcca
agatggaaca
ctoagggeca
ceatcagatyg
aaccaatcaq
gagcccacaa
cgtgtataca
agggtcteoct
aaggccagea

pfatats fatatatatats

8220

8280

8340

8400

8460

8520

8580

8€40

8700

8760

8820

8880

8940

9000

9060

9120

9180

9240

9300

9360

9420

9480

9540

9600

2660

9720

9780

9840

9300

9960

10020

10080



10

tgacgagcat
aagataccaqg
gcttacegga
acgctgtagg
acccccegtt
ggtaagacac
gtatgtaggc
gacagtattt
ctecttgatce
gattacgege
cgoteagtgy
cttcacctag
gtaaacttgyg
totatttegt
gggettacca
agatttatca
tttatcegee
agttaatagt
gtttggtatg
catgttgtge
ggecgeagty
ateecgtaaga
tatgecggega
cagaacttta
cttaccgetg
atecttttact
aaagggaata
ttgaagcatt
aaataaacaa
aaccattatt

tcaagaatte

<211> 4473
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<221> CDS
<222> (175)..(3942)

cacaaaaate
gegtttecee
tacctgtceg
tatctcagtt
cagccogace
gacttatege
ggtgctacag
ggtatctgeg
ggcaaacaaa
agaaaaaaagq
aacgaaaact
atcettttaa
tetgacagtt
tecatecatag
totggecoea
gcaataaace
tccatcecagt
ttgcgeaacyg
gcttcattea
aaaaaagcegqg
ttatcactea
tgottttetg
ccgagttget
aaagtgetea
ttgagatcca
tteaccageg
agggcgacac
tatcagggtt
ataggggtte
atcatgacat

cat
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gacgctcaag
ctggaagetc
ccttteteee
cggtgtaggt
gctgogeocett
cactggcage
agttcttgaa
ctetgetgaa
ccaccgetgg
gatctcaaga
cacgttaagy
attaaaaatg
accaatgett
ttgcecetgact
gtgctgeoaat
agccageegyg
ctattaattg
ttgttgeceat
gctecoggtte
ttagetoett
tggttatgge
tgactggtga
cttgcocegge
teattggaaa
gttcgatgta
tttetgggtg
ggaaatgttg
attgtecteat
cgegeacatt

taacctataa

tcagaggtgg
cctegtgege
ttcgggaagc
cgttegetec
atceggtaac
ageccactggt
gtggtggect
gecagttace
tagcggtggt
agatcctttg
gattttggte
aagttttaaa
aatcagtgag
ceceegtegtyg
gataccgega
aagggccgag
ttgcegggaa
tgctgecagge
ccaacgatea
cggtectecy
ageactgeat
gtactcaace
gtcaacacgg
acgttcetteg
acccactegt
agcaaaaaca
aatactcata
gagcggatac
tcoocgaaaa

aaataggegt
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cgaaagccga
teteoctgtte
gtggegettt
aagctggget
tatcgtettg
aacaggatta
aactacgget
ttcggaaaaa
ttttttgttt
atctttteta
atgagattat
tcaatctaaa
geacetatet
tagataacta
gaccecacget
cgcagaagtyg
gctagagtaa
ategtggtgt
aggcgagtta
ategttgtea
aattetetta
aagteattet
gataataccg
gygcgaaaac
gcacccaact
ggaaggcaaa
ctettecttt
atatttgaat
gtgecacety

atcacgagge

caggactata
cgacectgec
ctcatagctc
gtgtgcacga
agtccaaccc
geagagcgag
acactagaag
gagttggtag
gcaagcagca
cggggtetga
caaasaggat
gtatatatga
cagegatetyg
cgatacggga
caceggoton
gteectgeaac
gtagttegec
cacgetegte
catgatccece
gaagtaagtt
ctgteatgen
gagaatagtyg
cgccacatag
tetecaaggat
gatcttcage
atgccgeaaa
ttcaatatta
gtatttagaa
acgtctaaga

cetttegtet

10140

10200

10260

10320

10380

10440

10500

10560

10620

10680

10740

10800

10860

10920

10980

11040

11100

11160

11220

11280

11340

11400

11460

11520

11580

11640

11700

11760

11820

11880

11823
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<400> 23
aaggggaggt aacccetggee cetttggtog gggecceggy cagoecgageg ccocttecea 60
cggggecett tactgogocg cgogocogge ccocacocct cgoagoaccoe cgogocoooge 120
goeceteccag cogggtoecag coggageceat ggggecggayg ccgeagtgag cace atg 177
Met
1
gag c¢tg geog goe ttg tge cge tgg ggg cte c¢te cte gee cte ttg cce 225
Glu Leu Ala Ala Leu Cys Arg Trp Gly Leu Leu Leu Ala Leu Leu Pro
5 10 15
<oC gga goc gog age ace caa gtg tge ace gge aca gac atg aag ctg 273
Pro Gly Ala Ala Ser Thr Gln Val Cys Thr Gly Thr Asp Met Lys Leu
20 25 30
cgg cte cot gee agt ceo gag ace cac ctg gace atg cte ege cac cte 321
Arg Leu Pro Ala Ser Pro Glu Thr His Leu Asp Met Leu Arg His Leu
35 40 45
tac cag ggc tge cag gtg gtg cag gga aac c¢tg gaa cte ace tac ctg 369
Tyr Gln Gly Cys Gln Val Val Gln Gly Asn Leu Glu Leu Thr Tyr Leu
50 55 60 65
coe ace aat gec age ctg tee tte ctg cag gat ate cag gag gtg cag 417
Pro Thr Azsn Ala Ser Leu Ser Phe Leu Gln Asp Ile Gln Glu Val Gln
70 75 80
gge tac gtg cte ate get cac aac caa gtg agg cag gte ceca etg cag 465
Gly Tyr Val Leu Ile Ala His Asn Gln Val Arg Gln Val Pro Leu Gln
85 980 95
agqgg ctg cgg att gtg cga ggc acc cag ctec ttt gag gac aac tat gece 513
Arg Leu Arg Ile Val Arg Gly Thr Gln Leu Phe Glu Asp Asn Tyr Ala
100 105 110
ctg gee gtg cta gace aat gga gac ceg ¢tg aac aat ace ace cet gte 561
Len Ala Val Leu Asp Asn Gly Asp Pro Leu Asn Asn Thr Thr FPro Val
115 120 125
aca ggg gee tee cca gga gge ctg cgg gag ctg cag ¢ttt ¢ega age cte 609
Thr Gly Ala Ser Pro Gly Gly Leu Arg Glu Leu Gln Leu Arg Ser Leu
130 135 140 145
aca gag atc ttg aaa gga ggg gtc ttg atc cag cgg aac cecc cag cte &57
Thr Glu Ile Leu Lys Gly Gly Val Leu Ile Gln Arg Asn Pro Gln Leu
150 155 160
tgc tac cag gac acg att ttg tgg aag gac ate ttc cac aag aac aac 705
Cys Tyr Gln Asp Thr Ile Leu Trp Lys Asp Ile Phe His Lys Asn Asn
165 170 175
cag ctg get cte aca ¢tg ata gac ace aac ege tet egg gee tge cac 753
Gln Leu Ala Leu Thr Leu Ile Asp Thr Asn Arg Ser Arg Ala Cys His
180 185 130

90
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cee tgt tet ceg atg tgt aag gge tee cge tge tgg gga gag agt tot 801
Pro Cys Ser Pro Met Cys Lys Gly Ser Arg Cys Trp Gly Glu Ser Ser
195 200 205
gag gat tgt cag age ctg acg cge act gte tgkt goec ggt gge tgt geoo 849
Glu Asp Cys Gln Ser Leu Thr Arg Thr Val Cys Ala Gly Gly Cys Ala
210 215 220 225
cge tgc aag ggg cca ctg coc act gae tge tge cat gag cag tgt get 897
Arg Cys Lys Gly Pro Leu Pro Thr Asp Cys Cys His Glu Gln Cys Ala
230 235 240
gee gge tgo acg gge ¢ee aag cae tet gac tge otg gee tge ¢te cac 945
Ala Gly Cys Thr Gly Pro Lys His Ser Asp Cys Leu Ala Cys lem His
245 250 255
ttc aac cac agt gge ate tgt gag ctg cac tge cca goe cktg gte acc 553
Phe Asn His Ser Gly Ile Cys Glu Leu His Cys Pro Ala Leu Val Thr
260 265 270
tac aac aca gac acg ttt gag tcc atg ccec aat ccec gag gge cgg tat 1041
Tyr Asn Thr Asp Thr Phe Glu Ser Met Pro Asn Pro Glu Gly Arg Tyr
275 280 285
aca tte gge gee age tgt gtg act gee tgt cec tac aac tac ettt teot 1089
Thr Phe Gly Ala Ser Cys Val Thr Ala Cys Pro Tyr Asn Tyr Leu Ser
290 285 300 305
acg gac ghg gga toe tge ace cte gte tge cce etg cac aac caa gag 1137
Thr Asp Val Gly Ser Cys Thr Leu Val Cys Fro Leu His Asn Gln Glu
3140 315 320
gtg aga gea gag gat gga aca cag ¢gg tgt gag aag tge age aag cgc 1185
Val Thr Ala Glu Asp Gly Thr Gln Arg Cys Glu Lys Cys Ser Lys Pro
325 330 335
tgt gee cga gtg tge tat ggt ctg gge atg gag cac ttg cga gag gtg 1233
Cys Rla Arg Val Cys Tyr Gly Leu Gly Met Glu His Leu Arg Glu Val
340 345 350
agg gca gtt acc agt gecc aat atc cag gag ttt got gge tge aag aag 1281
Arg Ala Val Thr Ser Ala Asn Ile Gln Glu Phe Ala Gly Cys Lys Lys
355 360 365
atc ttt ggg age ctg gea ttt ctg ceg gag age ttt gat ggg gac ceca 1329
Ile Phe Gly Ser Leu Ala Phe Leu Pro Glu Ser Phe Asp Gly Asp Pre
370 375 380 385
gee tee aac act goc ceg dte cag cca gag cag cte caa gtg ttt gag 1377
Ala Ser Asn Thr Ala Pro Leu Gln Pro Glu Gln Leu Gln Val Phe Glu
390 395 400
act ctg gaa gag atc aca ggt tac cta tac ate tca gea tgg cog gac 1425
Thr Leu Glu Glu Ile Thr Gly Tyr Leu Tyr Ile Ser Ala Trp Pro Asp
405 410 415
age ¢tg «ect gag ete age gte tie cag aas ctg caa gta ate cgg gga 1473
Ser Leu Pro Asp Leu Ser Val Phe Gln Asn Leu Gln Val Ile Arg Gly
420 425 430
cga att ctg cac aat gge gec tac teg ctg ace ctg caa ggqg ctg ggo 1521
Arg Ile Leu His Asn Gly Ala Tyr Ser Leu Thr Leu Gln Gly Leu Gly
435 440 445
atc agc tgg ctg ggg ctg cge tca ctg agg gaa ctg ggc agt gga ctg 1569
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Ile
450

gce
Ala

tgg
Trp

aac
Asn

ctg
Leu

aac
Asn
530

gta
Val

cog
Pro

gga
Gly

cce
Pro

tac
Tyr
610

tge
Cys

tge
Cys

gtg
val

cte
Leun

ctg
Leu
€90

atg
Met

Ser

cte
Leu

gac
Asp

gy
Arg

tge
Cys
515

tge
Cys

ctg
Leu

tge
Cys

ceqg
Pro

tte
Phe
595

atg
Met

fatata]
Pro

ccc
Fxo

gtt
val

ate
Ile
675

ctg
Leu

coc
Pro

Trp

atc
Ile

cag
Gln

cca
Pro
500

gec
Ala

age
Ser

cag
Gln

cac
His

gag
Glu
580

tgc
Cys

ceo
Pro

ate
Ile

gac
Ala

ggc
Gly
660

aaqg

Lys

cag
Gln

aac
Asn

Leu

cac
His

cte
Leu
485

gag
Glu

cga
Arg

cag
Gln

ggg
Gly

cct
Fro
565

gct
Ala

gtg
val

ate
Ile

aac
Asn

gag
Glu
645

att
Ile

cga
Aryg

gaa
Glu

cag
Gln

Gly

cat
His
470

ttt
Phe

gac
Asp

999
Gly

tte
Phe

cte
Leu
550

gag
Glu

gac
Asp

gcc
Ala

tgg
Trp

tga
Cys
630

cag
Gln

ctg
Leu

cqg
Arg

acyg
Thr

gcg
Ala

Leu
455

adc
Asn

cgg
Arg

gag
Glu

cac
Hisz

ctt
Leu
535

cQg
Pro

tgt
Cys

cag
G1ln

cge
Arg

aag
Lys
615

ace
Thr

aga
Arg

ctyg
Leu

cag
Gln

gag
Glu
€95

cag
Gln

ES 2 609 336 T3

Arg

acc
Thr

aac
Asn

tgt
Cys

tge
Cys
520

cgg
Arg

agg
Arg

caq
Gln

tgt
Cys

tge
Cys
600

ttt
Phe

cac
His

goc
Ala

gte
val

caq
Gln
680

ctg
Leu

atg
Met

Ser

cac
His

ceg
Pro

gtg
val
505

tgg
Trp

ggce
Gly

gag
Glu

ccc
Pro

aqtyg
Val
585

CCcC
Pro

cea
Pro

tee
Ser

agec
Ser

gtg
Val
665

aag

Lys

gtg
val

cgg
Arg

Len

cte
Leu

cac
His
439

ggc
Gly

ggt
Gly

cag
Gln

tat
Tyr

caqg
Gln
570

gcc
Ala

agc
Ser

gat
Asp

tgt
Cys

cct
Pro
650

gte
val

atc
Ile

gag
Glu

ate
Ile

Arg

tgc
Cys
475

caa
Gln

gag
Glu

aca
Pro

gag
Glu

gtg
Val
555

aat

Asn

tgt
Cys

ggt
Gly

gag
Glu

gtg
val
635

ctg
Leu

ttg
Leu

cgg
Aryg

ccg
Pro

ctg
Leu

92

Glu
460

tte
Phe

get
Ala

gge
Gly

999
Gly

tge
Cys
540

aat
Asn

gge
Gly

gco
Ala

gtg
val

gag
Glu
620

gac
Asp

acqg
Thr

999
Gly

aag
Lys

ctg
Leu
700

aaa
Lys

Leu

gtg
val

ctg
Leu

ctg
Leu

coe
Pro
525

gtg
val

goa
Ala

tca
Ser

cac
His

aaa
Lys
605

gge
Gly

ctg
Leu

tee
Ser

gtg
val

tac
Tyr
€85

agca

Thr

gag
Glu

Gly

cac
His

cte
Leu

gcc
Ala
510

ace
Thr

gag
Glu

agg
Arg

gtg
Val

tat
Tyr
590

cct
Pro

gea
Ala

gat
Asp

ate
Ile

gte
Val
670

acq
Thr

cct
Preo

acy
Thr

Ser

acqg
Thr

cac
Hisg
495

tgc
Cys

cag
Gln

gaa
Glu

cac
His

acc
Thr
575

aag
Lys

gac
Asp

tge
Cys

gac
Asp

ate
Ile
655

ttt
Phe

atg
Met

age
Ser

gag
Glu

Gly

gtg
val

480

act
Thr

cac
His

tgt
Cys

tgo
Cys

tgt
Cys
560

tgt
Cys

gac
Asp

cte
Leu

cag
Gln

aag
Lys
€40

tet

Ser

999
Gly

cgqg
Arg

gga
Gly

ctg
Leu

Leu
465

cco
Pro

gee
Ala

cag
Gln

gqte
val

aga
Arg
545

ttg
Leu

ttt
Phe

cct
Pro

tece
Ser

cet
Pro
625

gge
Gly

gcg
Ala

ate
Ile

aga
Arg

geg
Ala
705

agg
Arg

1617

1665

1713

1761

1809

13857

1905

1953

2001

2049

2097

2145

2193

2241

2289

2337



aag
Lys

ate
Ile

gtg
val

gaa
Glu
770

ctyg
Leu

ace
Fro

ggc
Gly

age
Ser

aac
Agn
850

ctg
Lau

ggc
Gly

cgg
Arg

gag
Glu

gag
Glu
230

ate

Ile

gac
Asp

gtg
Val

tgg
Trp

ttyg
Leu
755

gea
Ala

gge
Gly

tat
Tvr

teo
Ser

tae
Tvr
B35

gtg
Val

get
Ala

aag
Lys

tte
Phe

oty
Leu
915

atc
Ile

tge
Cys

tet
Ser

aag
Lys

ate
Ile
740

agg
Arg

tac
Tyr

ate
Ile

qggc
Gly

cag
Gln
820

ctg
Leu

ctyg
Leu

cgg
Aryg

gtg
val

acc
Thr
940

atg
Met

cct
Pro

aga
Thr

gaa
Glu

atg
Val
725

cet
Pro

gaa
Glu

gtg
val

tge
Cys

tge
Cys
805

gac
Asp

gag
Glu

gte
Val

ctyg
Lau

coo
Pro
885

cac
His

act
Thr

gac
Aszp

att
Ile

tgt
Cys
965

710

ctt
Leu

gat
Asp

aac
Asn

atg
Met

ctyg
Leu
780

cte
Leu

ctg
Leu

gat
Asp

aaqg
Lys

ctyg
Lau
a70

ate

Ile

cag
Gln

ttt
FPhe

ctyg
Lau

gat
Asp
950

cgyg

gga
Gly

ggg
Gly

aca
Thr

get
Ala
15

aca
Thr

tta
Leu

ctg
Leu

gty
val

aqt
Ser
855

gac
Asp

aag
Lys

agt
Ser

gqg
Gly

ctyg
Leu
935

gte
Val

cca
Pro
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tct
Ser

gag
Glu

tee
Ser
760

agt
Gly

tee
Ser

gac
Asp

aac
Asn

cgg
Arg
840

coe
Pro

att
Ile

tgg
Trp

gat
Azp

gea
Ala
920

gaa
Glu

tac
Tyr

aga
Arg

ggc
Gly

aat
Asn
745

coo
Pro

gtg
val

acyg
Thr

cat
His

tgg
Trp
825

cte
Leu

aac
Agn

gac
Asp

atyg
Meat

gtyg
val
905

aaa

Lys

aaqg
Lys

atg
Met

tte
Phe

get
Ala
730

gtg
Val

aaa
Lys

gge
Gly

gtg
Val

gte
Val
810

tgt
Cys

gta
Val

cat
Hig

gag
1lu

gcg
Ala
890

tgg
Trp

cot
Pro

999
Gly

atc
Ile

cgyg

970

715

ttt
Phe

aaa
Lys

gee
Ala

[ =4=1-]
Ser

cayg
Gln
795

cqg
Arg

atg
Met

cac
His

gte
Val

aca
Thr
875

atg
Leu

agt
Ser

tac
Tyr

gag
Glu

atg
Met
955

gag
Glu

93

ggc
Gly

att
Ile

aac
Asn

cea
Pro
780

ctyg
Leu

gaa
Glu

cag
Gln

agg
Arg

aaa
Lys
8e0

gag
Glu

gag
Glu

tat
Tyr

gat
Asp

cgg
Arg
940

gte
val

ttg
Leu

aca
Thr

=1=1"%
Fro

aaa
Lys
765

tat
Tyr

gtg
val

aac
Asn

att
Ile

gac
Asp
845

att
Ile

tac
Tyr

tee
Ser

qgt
Gly

gg9gq
Gly
825

ctg
Lau

aaa
Lys

gtyg
val

gtc
val

gtg
Val
750

gaa
Glu

gte
Val

aca
Thr

cqc
Arg

geoe
Ala
B30

tty
Leu

aca
Thr

cat
His

att
Ile

gtg
val
910

atae

Ile

cco
Pro

tgt
Cys

tet
Ser

tac
T¥r
735

gog
Ala

ate
Ile

teg
Ser

cag
Gln

qga
Gly
B15

aag
Lys

gee
Ala

gac
Asp

goa
Ala

cte
Leu
895

act
Thr

cca
Pro

cag
Gln

tgg
Trp

gaa
Glu
975

720

aag
Lys

ate
Ile

tta
Leu

ege
Aryg

ctt
Leu
800

age
Aryg

ggag
Gly

get
Ala

tte
Phe

gat
Asp
880

age
Arg

gtyg
Val

goo
Ala

ccc
Pro

atg
Met
960

tte
Phe

ggc
Gly

aaa
Lys

gac
Asp

(=324
Leu
7185

atg
Met

ctyg
Leu

atg
Met

ogg
Arg

g9g
Gly
865

gg99
Gly

cgg
Arg

tgg
Trp

cgg
Arg

cce
Pro
245

att
Ile

tec
Ser

2385

2433

2481

2529

2577

2625

2673

2721

2769

2817

2865

2913

25961

3009

2057

3105
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cge atg goc agg gac ccec cag cge ttt gtg gte ate cag aat gag gac 3153
Arg Met Ala Arg Asp Pro Gln Arg Phe Val Val Ile Gln Asn Glu Asp
930 985 990

ttg ggc ceca gcc agt cce ttg gac agec ace ttc tac cgc tca ctg ctg 3201
Leu Gly Pro Ala Ser Pro Leu Asp Ser Thr Phe Tyr Arg Ser Leu Leu

995 1000 1005
gag gac gat gace atg ggg gac ¢tg gtg gat get gag gag tat ctg 3246
Glu Asp Asp Agp Met Gly Asp Leu Val Asp Ala Glu Glu Tyr Leu
1010 1015 1020
gta c¢e¢ cag cag gge the tte tgt ¢ca gac ¢t gee ceg gge gob 3291
Val Pro Gln Gln Gly Phe Phe Cys Pro Asp Pro Ala Pro Gly Ala
1025 1030 1035
ggg ggc atg gtc cac cac agg cac cgc agc tca tet acec agg agt 3336
Gly Gly Met Val His His Arg His Arg Ser Ser Ser Thr Arg Ser
1040 1045 1050
gge ggt ggg gac ctg aca cta ggg ctg gag c¢cc  tet gaa gag gag 33381
Gly Gly Gly Asp Leu Thr Leu Gly Leu Glu Pro Ser Glu Glu Glu
1055 1060 1065
gce ccc agg tet cca ctg gea cce tcoe gaa ggg get gge tec gat 3426
Ala Pro Arg Ser Pro Leu Ala Pro Ser Glu Gly Ala Gly Ser Asp
1070 1075 1030
gta ttt gat ggt gac ctg gga atg ggg gea goe  aag ggg ¢ty caa 3471
Val Phe Asp Gly Asp Leu Gly Met Gly Ala Ala Lys Gly Leu Gln
1085 1090 1095
agc ctc ccc aca cat gac ccc age cct cta cag cgg tac agt gag 3516
Ser Leu Pro Thr His Asp Pro Ser Pro Leu Gln Arg Tyr Ser Glu
1100 1105 1110
gac c¢cc aca gta ccc ctg ccc tet gag act gat gge tac gkt gec 3561
Asp Prec Thr Val Pro Leu Pro Ser Glu Thr Asp Gly Tyr Val Ala
1115 1120 1125
coe obtg ace tge age coe  cag et gaa tat gtg aac cag cca gat 3606
Pre Leu Thr Cys Ser Pro Gln Pro Glu Tyr Val Asn Gln Pro Asp
1130 1135 1140
gtt c¢cgg ccc cag cce cct teg cocc cga gag ggce oot ctg cct get 3651
Val Arg Pro Gln Pro Pro Ser Pro Arg Glu Gly Pro Leu Pro Ala
1145 1150 1155
gee cga ccot goct ggt gee act ctg gaa agg cce  aag act cto tee 3696
Ala Arg Pro Ala Gly Ala Thr Leu Glu Arg Pro Lys Thr Leu Ser
1160 1165 1170
cca  ggg aag aat ggyg gte gbe aaa gac gtt ttt  geo ttt ggg ggt 3741
Pro Gly Lys Asn Gly Val Val Lys Asp Val Phe BAla Phe Gly Gly
1175 1180 1185
gce gtg gag aac cce gag tac ttg aca cecc cag gga gga gct goc 3786
Ala Val Glu Asn Pro Glu Tyr Leu Thr Pro Gln Gly Gly Ala Ala
1190 1195 1200
cct cag ccec cac cct cct cet gee tte age cca gec tte gac aac 3831
Pro Gln Pro His Pro Prc Pro Ala Phe Ser Pro Ala Phe Asp Asn
1205 1210 1215

94



tat
Tyr

cte
Leu
1220

age
Ser
1235

ace
Thr

cty
Leu

gagt

Gly

1250
tgtgtectca
tccgaccact
tgcttgagtt
ggagtettty
ageccagett
tgagagggga
tecetgaaac

ctttgtacag

gaaataaaga

tac
Tyxr

tte
Phe

gac
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tag
Trp

gac
Asp

cag gac
Gln Asp
1225

aca cct
Thr Pro
1240

ana
Lys

=i==)
Gly

gtg cca gtg tga

cea cca
Pro Pro

acg goa
Thr Ala

gag
Glu

grag
Glu

cgg ggg gct <ca
Arg Gly Ala Pro

1230

aac cca gag tac
Asn Pro Glu Tyr
1245

coo
Pro

ctyg
Leu

accagaaggce caagtcogeoa gaagooctga

Asp

VvVal Pro

gggagcaggg
tocaggggaa
cccagatgge
tggattetga
ggecetttee
agcggeacta
ctagtactge
agtgetttte

cocaggogga

<210> 24

<211> 1255

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 24

Met Glu Leu Ala

Ala
20

Pro Pro Gly

Leu Pro

35

Leu Arg

Leu Tyr Gln

50

Gly

Leu Pro Thr Asn

65

Gln Gly Tyr Val

Ala

Ala

Ala

Cys

Ala

Lenu

val
1255

aaggeetgac
cetgecatge
tggaaggggt
ggocctgeoee
tteoccagatce
agggagtgte
cecacatgag
tgtttagttt

g

Leu Cys

Ser Thr

Ser Pro

Gln Val

55

Ser Leu

70

Ile Ala

85

Gln Arg Leu Arg

100

Ile

Val Arg

ttetgetgge
caggaacctg
ccagecteogt
aatgagacte
tgggtactga
taagaacaaa
gaaggaacaq

ttactttttt

Arg Trp

10

Gln Val

25

Glu
40

Thr Hi

Val Gln

Ser Phe

His Asn

90

Thr
105

Gly Gl

95

Gly

Cys

Gly

Leu

Gln

atcaagaggt
tectaaggaa
tggaagagga
tagggtcocag
aagecttageg
agcgacccat
caatggtgte

tgttttgttt

Leu Leu

Thr Gly

& Leu Asp

Leu
60

Asn

Gln
75

Asp

Vval Arg

n Leu Phe

Met

gggagggceee
cecttecttee
acagcactgg
tggatgecac
gaagetgges
tcagagactg
agtatcecagg

ttttaaagat

Ala Leu

15

Leu

Thr Asp Met

30

Leu Arg

45

Glu Leu Thr

Ile Gln Glu

G1ln val Pro

95

Glu Asp Asn

110

3876

3921

3972

4032
4092
4152
4212
4272
4332
4382
4452

4473

Leu

Lys

His

Tyr

Val

aQ

Len

Tyr



Ala

val

Leu

145

Leu

Asn

His

Ser

Ala

225

Ala

His

Thr

Tyr

Ser

305

Glu

Pro

val

Leu

Thr

130

Thr

Cys

Gln

Pro

Glu

210

Arg

Ala

Phe

Tyr

Thr

290

Thr

val

Cys

Arg

Ala

115

Gly

Glu

Tyr

Leu

cys

195

Asp

Cys

Gly

Asn

Asn

275

Phe

Asp

Thr

Ala

Ala
355

val

Ala

Ile

Gln

Ala

180

Ser

Cys

Lys

Cys

His

260

Thr

Gly

val

Ala

Arg

340

val

Len

Ser

Leu

Asp

165

Leu

Pro

Gln

Gly

Thr

245

Ser

Asp

Ala

Gly

Glu

325

Val

Thr
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Asp

Pro

Lys

150

Thr

Thr

Met

Ser

Pro

230

Gly

Gly

Thr

Ser

Ser

310

Asp

Cys

Ser

Asn

Gly

135

Gly

Ile

Leu

Cys

Leu

215

Leu

Pro

Ile

Phe

Cys

295

Cys

Gly

Ty

Ala

Gly

120

Gly

Gly

Leu

Ile

Lys

200

Thr

Pro

Lys

Cys

Glu

280

val

Thr

Thr

Gly

Asn

360

96

Asp

Leau

val

Trp

Asp

185

Gly

Ardg

Thr

His

Glu

265

Ser

Thr

Leu

Gln

Leu

345

Ile

Pro

Arg

Len

Lys

170

Thr

Ser

Thr

Asp

Ser

250

Leu

Met

Ala

val

Arg

330

Gly

Gln

Leu

Glu

Ile

155

Asp

Asn

Arg

val

Cys

235

Asp

His

Pro

Cys

Cys

315

Cys

Met

Glu

Asn

Leu

140

Gln

Ile

Arg

Cys

Cys

220

Cys

Cys

Cys

Asn

Pro

300

Pro

Glu

Glu

Phe

Asn

125

Gln

Arg

Phe

Sear

Trp

205

Ala

His

Leu

Pro

Pro

285

Tyr

Leu

Lys

His

Ala
365

Thr

Leu

Asn

His

Arg

130

Gly

Gly

Glua

Ala

Ala

270

Glua

Asn

His

Cys

Leu

350

Gly

Thr

Pro

Lvs

175

Ala

Glu

Gly

Gln

Cys

255

Leu

Gly

Tyr

Asn

Ser

335

Arg

Cys

Pro

Ser

Gln

160

Asn

Cys

Ser

Cys

Cys

2490

Leu

Val

Arg

Leu

Gln

320

Lys

Glu

Lys



Lys

Pre

385

Glu

Asp

Gly

Gly

Leun

465

Pro

Ala

Gln

Val

Arg

545

Leu

Phe

Pro

Ser

Pre

Ila

370

Ala

Thr

Ser

Arg

Ile

450

Ala

Trp

Asn

Leu

Asn

530

Val

Pro

Gly

Pro

Tyr

610

Cys

Phe

Ser

Leu

Leu

Ile=

438

Ser

Leu

Asp

Arg

Cys

815

Cys

Leu

Cys

Pro

Phe

595

Met

Pro

Gly

Asn

Glu

Pro

420

Leu

Trp

Ile

Gln

Pro

s00

Ala

Ser

Gln

His

Glu

580

Cys=

Pro

Ila

Ser

Thr

Glu

405

Asp

His

Leu

His

Leu

485

Glu

Arg

Gln

Gly

Pro

565

Ala

Val

Ile

Asn

ES 2 609 336 T3

Leu

Ala

390

Ile

Leu

Asn

Gly

His

470

Phe

Asp

Gly

Phe

Leu

550

Glu

Asp

Ala

Trp

Cys

Ala

375

Pro

Thr

Ser

Gly

Leu

455

Asn

Arg

Glu

His

Leu

535

Pro

Cys

Gln

Arg

Lys

€15

Thr

Phe

Leu

Gly

Val

Ala

440

Arg

Thr

Asn

Cys

Cys

520

Arg

Arg

Gln

Cys

Cys

600

Phe

His

97

Leu

Gln

Tyr

Phe

425

Tyr

Ser

His

Pro

Val

505

Trp

Gly

Glu

Pro

Val

585

Pro

Pro

Ser

Pro

Pre

Leu

410

Gln

Ser

Leu

Leun

His

430

Gly

Gly

Gln

Iyr

Gln

570

Ala

Ser

Asp

Cys

Glu

Glu

3585

Tyr

Asn

Leu

Arg

Cys

475

Gln

Glu

Pro

Glu

Val

555

Asn

Cys

Gly

Glu

Val

Ser

380

G1ln

Ile

Leu

Thr

Glu

460

Phe

Ala

Gly

Gly

Cys

540

Lan

Gly

Ala

Val

Glu

620

Asp

Phe

Leu

Ser

Gln

Leu

445

Leu

Val

Leu

Leu

Pro

525

Val

Ala

Ser

Hig

Lys

605

Gly

Leu

Asp

Gln

Ala

Val

430

Gln

Gly

His

Leu

Ala

510

Thr

Glu

Arg

Val

Tyr

530

Pro

Ala

Asp

Gly

val

Trp

415

Ile

Gly

Ser

Thr

His

495

Cys

Gln

Glu

His

Thr

575

Lys

RAsp

Cys

Asp

Asgp

Phe

400

Pre

Arg

Leu

Gly

Val

480

Thr

His

Cys

Cys

Cys

560

Cys

Asgp

Leu

Gln

Lys



€25

Gly

Ala

Ile

Arg

Ala

705

Arg

Gly

Lys

Asp

Leu

785

Met

Leu

Met

Arg

Gly

865

Gly

Cys

val

Leu

Lau

€90

Met

Lys

Ile

Val

Glu

770

Leu

Pro

Gly

Ser

Asn

850

Leu

Gly

Pro

Val

Ile

675

Leu

Pro

val

Trp

Leun

755

Ala

Gly

Tyr

Ser

Tyr

835

Val

Ala

Lys

Ala

Gly

660

Ly=

Gln

Asn

Lys

Ile

740

Arg

Tyr

Ile

Gln

820

Leu

Leu

Arg

val

Glu

645

Ile

Arg

Glu

Gln

Val

125

Fro

Glu

val

Cys

Cys

805

Asp

Glu

Val

Leu

Pro
885
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630

Gln

Leu

Thr

Ala

710

Leu

Asp

Asn

Met

Leun

730

Leau

Leu

Asp

Lys

Leu

870

Ile

Arg

Leu

Gln

Glu

695

Gln

Gly

Gly

Thr

Ala

775

Thr

Leu

Leu

val

Ser

855

Asp

Lys

Ala

Ser

Val Val

Gln

680

Leu

Met

Ser

Glu

Ser

760

Gly

Ser

Asp

Asn

Arg

840

Pro

Ile

Trp

98

665

Lys

val

Arg

Gly

Asn

745

Pro

val

Thr

His

Trp

825

Leu

Asn

Asp

Met

Pro

650

val

Ile

31lu

Ile

Ala

T30

val

Lys

Gly

val

val

810

Cys

Val

His

Glu

Ala
890

635

Leu

Leu

Arg

Pro

Leu

715

Phe

Lys

Ala

Sar

Gln

735

Arg

Met

His

val

Thr

875

Lau

Thr

Gly

Lys

Leu

700

Lys

Gly

Ile

Asn

Pro

780

Leu

Elu

Gln

Lys
860

Glu

Glu

Ser

Val

Tyr

685

Thr

Glu

Thr

Pro

Ly=

765

Tyr

val

Asn

Ile

Asp

845

Ile

Tyx

Ser

Ile

Val

670

Thr

Fro

Thr

Val

val

750

Glu

val

Thr

Arg

Ala

830

Leu

Thr

His

Ile

Ile

655

Phe

Met

Ser

Glu

Tyr

735

Ala

Ile

Ser

Gln

Gly

815

Lys

Ala

Asp

Ala

Leu
8595

640

Ser

Gly

Arg

Gly

Leu

720

Lys

Ile

Leu

Arg

Leu

800

Arg

Gly

Ala

Phe

Asp

880

Arg



ES 2 609 336 T3

Arg Arg Phe Thr His Gln Ser Asp Val Trp Ser Tyr Gly Val Thr Val
200 905 210

Trp Glu Leu Met Thr Phe Gly Ala Lys Pro Tyr Asp Gly Ile Pro Ala
215 920 925

Arg Glu Ile Pro Asp Leu Leu Glu Lys Gly Glu Arg Leu Pro Gln Pro
930 935 940

Pro Ile Cys Thr Ile Asp Val Tyr Met Ile Met Val 1Lys Cys Trp Met
945 950 955 960

Ile Asp Ser Glu Cys Arg Pro Arg Phe Arg Glu Leu Val Ser Glu Phe
965 270 975

Ser Arg Met BAla Arg Asp Pro Gln Arg Phe vVal vVal Ile Gln asn Glu
980 985 990

Asp Leu Gly Pro Ala Ser Pro Leu Asp Ser Thr Phe Tyr Arg Ser Leu
955 1000 1005

Leu Glu Asp Asp Asp Met Gly Asp Leu Val Asp Ala Glu Glu Tyr
1010 1015 1020

Leu Val Pre Gln Gln Gly Phe Phe Cys Pro Asp Pro Ala Pro Gly
1025 1030 1035

Ala Gly Gly Met Val His His Arg His Arg Ser Ser Ser Thr Arg
1040 1045 1050

Ser Gly Gly Gly Asp Leu Thr Leu Gly Leu Glu Pre Ser Glu Glu
1055 1060 1065

Glu Ala Pro Arg Ser Pro Leu Ala Pro Ser lu Gly BAla Gly Ser
1070 1075 1080

Asp Val Phe Asp Gly Asp Leu Gly Met Gly Ala Ala Lys Gly Leun
1085 1090 1095

Gln Ser Leu Pro Thr His Asp Pro Ser Pro Leu Gln Arg Tyr Ser
1100 1105 1110

Glu Agp Preo Thr Val Pro Leu Pre Ser Glu Thr Asp Gly Tyr Val
1115 1120 1125

Ala Pro Leu Thr Cys Ser Pro Gln Pro Glu Tyr Val Asn Gln Pro
1130 1135 1140

99



10

vVal
1145

Ala
1160

Pro
1175

Ala
1150

Pro
1205

Leu
1220

Ser
1235

Gly
1250

Asp
Ala
Ser
Gly
Ala
Asn
Pro
Leu
<210> 25
<211>1212
<212> ADN
<213> Homo sapiens
<220>
<221 > CDS

<222> (1)..(1212)

<400> 25

Arg

Arg

Gly

Val

Gln

Tyx

Thr

Leu

Pro

Pro

Lys

Glu

Pro

Tyr

FPhe

Asp

Gln

Ala

Asn

Asn

His

Trp

Lys

Val

ES 2 609 336 T3

Pro

Gly

Gly

Pro

Pro

Asp

Gly

Pro

Pro Ser
1150

Ala Thr
1165

Val Val
1180

Glu Tyr
1195

Pro Pro
1210

Gln Asp
1225

Thr Pro
1240

Val
1255

100

Pro

Leu

Llys

Leu

Ala

Pro

Thr

Arg

Glu

Asp

Thr

Phe

Pro

Ala

Glu

Arg

vVal

Pro

Ser

Glu

Glu

Gly
1155

Pro
1170

Phe
1185

Gln
1200

Pro
1215

Arg
1230

Asn
1245

Pro

Lys

Ala

Gly

Ala

Gly

Pro

Leu

Thr

FPhe

Gly

Phe

Ala

Glu

Pro

Leu

Gly

Ala

Asp

Pro

Tyr



atg
Met

caa
Gln

att
Ile

aat
Asn

tac
Tyr
65

ttt

aca
Thr

gag
Glu

get
Ala

att
Ile

aag
Lys

aat

geg
Ala

gat
Asp

atg
Met
35

gat
Asp

ata
Ile

tge

atc
Ile

gga
Gly

gga
Gly

gat
Asp

tac
Tyr

aga

atc
Ile

tte
Phe

ttt
Phe

gta
Val

aat
Asn

gtt

aaa
Lys

gac
Asp

cat
Pro

gta
Val

ctt
Leu
70

gea

ES 2 609 336 T3

gag
Glu

tta
Leu

gea
Ala

agg
Arg

tgt
Cys

caa

atc
Ile

gac
Asp

gaa
Glu
40

ttt
Phe

geot
Ala

tat

gtt
val

ttyg
Leu

aga
Arg

ttg
Leu

gaa
Glu

cet

agec
Ser

acc
Thr

ctt
Leu

gat
Asp

aga
Arg

ttt

101

aga
Arg

tat
Tyr

gaa
Glu

tea
Ser

cat
His
75

gaa

aac
Asn

att
Ile

ggc
Gly

aaq
Lys
€0

tat
Tyr

gac

aaa
Lys

tat
Tyr

gta
Val
45

cat
His

gac
Asp

cat

agg
Arg

cca
Pro

tac
Tyr

aaa
Lys

acc
Thr

aac

aga
Arg

aac
Asn

agg
Arg

aac
Asn

goc
Ala

cea

tat
Tyr

att
Ile

aac
Asn

cat
His

aaa
Lys
80

cea

418

26

144

192

240

288



Phe

cag
Gln

agt
Ser

gga
Gly

ttt
Phe
145

aga
Arg

tat
Tyr

ctyg
Leu

gga
Gly

tat
Tyr
225

ttt
Phe

tte
Phe

ttt
Phe

aaa
Lys

agt
Ser
305

aca
Thr

ttt
Phe

Asn

cta
Leu

gaa
Glu

cga
Arg
130

tta
Leu

gac
Asp

tat
Tyr

ttg
Leu

act
Thr
210

tec
Ser

gag
Glu

tte
Fhe

tag
Trp

gta
Val
290

ata

Ile

aaa
Lys

tet
Ser

Cys

gaa
Glu

gat.
Asp
115

act
Thr

aag
Lys

aaa
Lys

agce
Ser

ttt
Phe
195

tgc
Cys

tec
Ser

tte
Phe

cac
His

gta
Val
275

gaa

Glu

gag
Glu

aat
Asn

cca
Preo

Arg

ettt
Leu
100

gac
Asp

ggt
Gly

gea
Ala

aag
Lys

tac
Tyr
180

cae
His

aat
Asn

aat
Asn

cet
Pro

aaa
Lys
260

aat

Asn

aat
Asn

cgt
Arg

gat:
Asp

aat
Asn

Val

ate
Ile

aat
Asn

gta
val

caa
Gln

gga
Gly
165

ctyg
Leu

aag
Lys

cet
Pro

tca
Sar

cag
G1ln
245

cag
Gln

aca
Thr

gga
Gly

gca
Ala

ct.t
Leu
325

ttt
Phe

Ala

aaa
Lys

cat
His

atg
Met

gag
G1lu
150

gta
Vval

tta
Leu

atg
Met

cag
Gln

gga
Gly
230

ccg
Pro

aacq
Asn

tte
Phe

agt
Ser

gat
Asp
310

gac
Asp

aag
Lys

ES 2 609 336 T3

Gln

[alate)
Pro

gtt
val

ata
Ile
135

geg
Ala

act
Thr

aaqg
Lys

atg
Met

ttt
Phe
215

coc
Pro

tta
Leu

aag
Lys

tte
Phe

cta
Leu
295

aat
Asn

aaa
Lys

gtg
Vval

Tyr

tEt
Phe

goa
Ala
120

tgt
Cys

cta
Leu

att
Ile

aat
Asn

tEt
Phe
200

gtg
Val

aca
Thr

cet
Pro

atg
Met

ata
Ile
280

tagt
Cys

gac
Asp

gca
aAla

aag
Lys

Pro

tgt
Cys
105

goa
Ala

gea
Ala

gat
Asp

[nfalal
Pro

cat
His
185

gaa
Glu

gte
Val

cga
Arg

gtg
Val

cta
Len
265

cca

Pro

gat
Asp

aag
Lys

aat
Asn

ctg
Leu

Phe
90

gaa
Glu

att
Ile

tat
Tyr

tte
Phe

agt
Ser
170

ctyg
Leu

act
Thr

tge
Cys

cgg
Aryg

tgt
Cys
250

aaa
Lys

gga
Gly

caa
Gln

gaa
Glu

aaa
Lys
330

tac
Tyr

102

Glu

gat
Asp

cac
His

tta
Leu

tat
TYY
155

cag
Gln

gat
Asp

att
Ile

cag
Gln

gaa
Glu
235

ggt
Gly

aag
Lys

cca
Pro

gaa
Glu

tat
Tyr
315

gac
Asp

ttec
Phe

Asp

ottt
Leu

tgt
Cys

tta
Leu
140

ggg
Gly

agg
Arg

tat
Tyxr

cea
Pro

cta
Len
220

gac
Asp

gat
Asp

gac
Asp

gag
Glu

ata
Ile
300

cta
Leu

zaa
Lys

aca
Thr

His

gac
Asp

aaa
Lys
125

cat
His

gaa
Glua

cge
Arg

aga
Arg

atg
Met
205

aag
Lys

aag
Lys

ate
Ile

aaa
Lys

gaa
Glu
285

gat
Asp

gta
Val

gee
Ala

aaa
Lys

Asn

caa
Gln
110

gct
Ala

cgg
Arg

gta
val

tat
Tyr

cca
Pro
150

tte
Phe

gtg
Val

tte
Phe

aaa
Lys

atg
Met
270

acc

Thr

age
Ser

ctt
Leu

aac
Asn

aca
Thr

Pro

tgg
Trp

gga
Gly

gge
Gly

agg
Arg

gtg
val
175

gtg
Val

agt
Ser

aag
Lys=

atg
Met

gta
Val
255

ttt
Phe

tca
Ser

att
Ile

act
Thr

cga
Arg
335

gta
val

Pro

cta
Leu

aag
Lys

aaa
Ly=

acg
Thr
160

tat
Tyr

gca
Ala

ggc
Gly

ata
Ile

tac
Tyr
240

gaqg
Glu

cag
His

gaa
Glu

tge
Cys

tta
Leu
320

tac

Tyr

gag
Glu

336

384

432

480

528

576

624

€72

720

768

816

864

a1z

960

1008

1056



gag
Glu

gtt
val

tet
Ser
385

aca
Thr

<210> 26
<211> 403

ceg
Pro

agt
Ser
370

gat
Asp

aaa
Lys

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 26

teca
Ser
355

gac
Asp

cea
Pro

gtc
Val

340

aat
Asn

aat
A=sn

gag
Glu

tga

cca
Pro

gaa
Glu

aat
Asn

gag
Glu

cet
Pro

gaa
Glu
390

ES 2 609 336 T3

get
Ala

gat
Asp
375

cet
Pro

age
Ser
360

cat

His

ttt
Phe

345

agt tea
Ser Ser

tat aga
Tyr Arg

gat gaa
Asp Glu

103

act
Thr

tat
Tyr

gat
Asp
395

tet
Ser

tet
Ser
380

cag
Gln

gta
Val
365

gac
Asp

cat
His

350

aca
Thr

acc
Thr

aca
Thr

cca
Pro

act
Thr

caa
Gln

gat
Asp

gac
Asp

att
Ile
400

1104

1152

1200

1212



Met

Gln

Ile

Asn

Tyr

635

Phe

Gln

Ser

Gly

Phe
145

Thr

Glu

Ala

Ile

50

Lys

Asn

Leu

Glu

Arg

130

Leu

Ala

Asp

Met

35

Asp

Ile

Cys

Glu

Asp

115

Thr

Lys

Ile

Gly

20

Gly

Asp

Tyr

Arg

Leu

100

Asp

Gly

Ala

Ile

Phe

Phe

Val

Asn

Val

85

Ile

Asn

Val

Gln

ES 2 609 336 T3

Lys

Asp

Pro

Val

Leu

70

Ala

Lys

Hisg

Met

Glu
150

Glu

Leu

Ala

Arg

55

Cys

Gln

Pro

Val

Ile

135

Ala

Ile

Asp

Glu

40

Phe

Ala

Tyr

Phe

Ala

120

Cys

Leu

Val

Leu

25

Arg

Leu

Glu

Pro

Cys

105

Ala

Ala

Asp

104

Ser

10

Thr

Leu

Asp

Arg

Phe

90

Glu

Ile

Tyr

Phe

Arg

Tyr

Glu

Ser

His

75

Glu

Asp

His

Leu

Tyr
155

Asn

Ile

Gly

Lys

60

Tyr

Asp

Leu

Cys

Leu

144

Gly

Lys

Tyr

Val

45

His

Asp

His

Asp

Lys

125

His

Glu

Pro

30

Tyr

Lys

Thr

Asn

Gln

110

Ala

Arg

Val

Arg
15

Asn

Asn

Ala

Pro

95

Trp

Gly

Gly

Arg

Tyr

Ile

Asn

His

Lys

80

Pro

Leu

Lys

Lys

Thr
140



Arg

Tyr

Leu

Gly

Tyr

225

Phe

Phe

Phe

Lys

Ser

305

Thr

Phe

Glu

Val

Ser

385

Thr

<210> 27
<211> 597
<212> ADN

Asp

Tyr

Leu

Thr

210

Ser

Glu

Phe

Trp

val

2350

Ile

Lys

Ser

Pro

Ser

370

Asp

Lys

<213> Homo sapiens

Lys

Ser

Phe

155

Cys=

Ser

Phe

His

val

275

Glu

Glu

A=n

Pro

Ser

355

Asp

Pro

val

Lys

Tvyx

180

His

Asn

Azn

Pro

Lys

260

Asn

Asn

Arg

Asp

Asn

340

Asn

Asn

Glu

Gly

le5

Leu

Lys

Pro

Sear

Gln

245

Gln

Thr

Gly

Ala

Leu

325

Phe

Pro

Glu

Asn

ES 2 609 336 T3

Val

Leu

Met

Gln

Gly

230

Pro

A=n

Phe

Ser

Asp

310

Asp

Lys

Glu

Pro

Glu
390

Thr

Lys

Met

Phe

215

Pro

Leu

Lys

Phe

Leu

295

Asn

Lys

Val

Ala

Asp

375

Pro

Ile

Asn

Phe

200

Val

Thr

Pra

Mat

Ile

280

Cys

Asp

Ala

Lys

Sar

360

His

Phe

105

Pra

His

185

Glu

Val

Arg

val

Leu

265

Pro

Asp

Lys

Asn

Leu

345

Ser

Tyr

Asp

Ser

170

Leu

Thr

Cys

Arg

Cys

250

Lys

Gly

Gln

Glu

Lys

330

Tyr

Sear

Arg

Glu

Gln

Asp

Ila

Gln

Glu

235

Gly

Lys

Pro

Glu

Tyr

315

Asp

Phe

Thr

Tyr

Asp
3585

Arg

Tyr

Pro

Leu

2290

Asp

Agp

Asp

Glu

Ile

300

Leu

Lys

Thr

Ser

Ser

380

G1n

Arg

Aryg

Met

205

Lys

Lys

Ile

Lys

Glu

285

Asp

val

Ala

Lys

val

365

Asp

His

Tyzr

Pro

190

Phe

Val

Phe

Lys

Mat

270

Thr

Sar

Leu

Asn

Thr

350

Thr

Thr

Thr

Val

175

Val

Ser

Lys

Met

Val

255

Phe

Ser

Ile

Thr

Arg

335

val

Pro

Thr

Gln

Tyxr

Ala

Gly

Ile

Tyr

240

Glu

His

Glu

Cys

Leu

320

Tyr

Glu

Asp

Asp

Ile
400
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15

<220>

<221>CDS

<222> (1)..(597)

<400> 27

atg
Met
1

gac
Asp

tte
Phe

tge
Cys

cag
Gln
65

aag
Lys

ggt
Gly

cge
Arg

cat
His

gcg
Ala
145

tet

Ser

gagt
Gly

cte
Leu

<210> 28
<211> 198

<212> PRT

teca
Ser

gcc
Ala

ggc
Gly

aga
Arg
50

aat
Asn

ggc
Gly

gee
Ala

ccg
Pro

ttg
Leu
130

gag
Glu

act
Thr

tece
Ser

aga
Arg

aac
Asn

agg
Arg

ccg
Pro
35

gac
Asp

cac
His

age
Ser

tge
Cys

geg
Ala
115

gtg
vVal

caa
Gln

caa
Gln

cca
Fro

aga
Arg
195

<213> Homo sapiens

<400> 28

gtg
Vval

cag
Gln
20

gtg
Val

atg
Met

aaa
Lys

ttg
Lau

aayg
Lys
100

geg
Ala

gac
Asp

tgo
Cys

aac
Asn

aat
Asn
180

egt
Arg

cga
Arg

geg
aAla

gac
Asp

gaa
Glu

[a]alal
Pro

[a]alal
Pro
85

gty
val

cct
Pro

cca
Pro

gea
Ala

aaa
Lys
165

gce
Ala

caa
Gln

gtg
Val

gaqg
Glu

cac
His

gaqg
Glu

cta
Leau
70

gag
Glu

acg
Pro

tta
Leu

aagqg
Lys

gga
Gly
150

aga

Arg

ggt
Gly

acy
Thr

ES 2 609 336 T3

tet
Ser

cac
His

gaa
Glu

gcg
Ala
55

gag
Glu

tte
Phe

gcg
Ala

att
Ile

act
Thr
135

ata
Ile

geo
Ala

tet
Ser

taa

aac
Asn

fatate)
Pro

gag
Glu
40

agc
Ser

ggc
Gly

tac
Tyr

cag
Gln

ggg
Gly
120

gat

Asp

agg
Arg

aac
Asn

gtg
Val

999
Gly

aag
Lys
25

tta
Leu

cag
Gln

aag
Lys

tac
Tyr

gag
Glu
105

get
Ala

ceg
Pro

aag
Lys

aga
Arg

gayg
Glu
185

age
Ser
10

ccc

Pro

acec
Thr

cge

tac
Tyr

aga
Arg
20

age

Ser

ccg
Pre

tcg
Ser

cga

aca
Thr
170

cag
Gln

106

cot
Pro

teg
Ser

cgg
Arg

aag
Lys

gag
Glu
75

[alala]
Pro

cag
Gln

gct
Ala

gac
Asp

1= 4
Pro
155

gaa

Glu

acyg
Thr

agce
Ser

gcc
Ala

gac
Asp

tgg
Trp
60

tgg
Trp

[alals s
Pro

gat
Asp

aag
Asn

agc
Ser
140

gea
Ala

gaa
Glu

[alala!
Pro

ctg
Leu

tgc
Cys

ttg
Leu
45

aat
Asn

caa
Gln

cgg
Arqg

gte
val

tet
Ser
125

cag
Gln

ace
Thr

aat
Asn

aaqg
Lys

gag
Glu

agg
Arg

gag
Glu

tte
Phe

gag
Glu

[alals
Fro

age
Ser
110

gag
Glu

acqg
Thr

gae
Asp

gtt
Val

aag
Lys
190

cgg
Arg
15

aac
Asn

aaq
Lys

gat
Asp

ato
val

falalal
Pro
85

g999
Gly

gac
Asp

ggg
Gly

gat
Asp

toa
Ser
175

cct
Pro

atyg
Met

cte
Leu

cac
His

ttt
Phe

gag
Glu
80

aaa
Lys

age
Ser

acg
Thr

tta
Leu

tet
Ser
160

gac

Asp

ggc
Gly

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528

376

597
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ES 2 609 336 T3

Met Ser Asn Val Arg Val Ser Asn

Asp Ala Arg Gln Ala Glu His Pro
20

Phe Gly Preo Val Asp His Glu Glu
35 40

Cys Arg Asp Met Glu Glu Ala Ser
50 55

Gln Asn His Lys Pro Leu Glu Gly
65 70

Lys Gly Ser Leu Pro Glu Phe Tyr
85

Gly Ala Cys Lys Val Pro Ala Gln
100

Arg Pro Ala Ala Pro Leu Ile Gly
115 120

His Leu Val Asp Pro Lys Thr Asp
130 135

Ala Glu Gln Cy=s Ala Gly Ile Arg
145 150

Ser Thr Gln Asn Lys Arg Ala Asn
165

Gly Ser Pro Asn Ala Gly Ser Val
180

Leu Arg Arg Arg Gln Thr
195

<210> 29

<211> 894

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<221>CDS
<222> (1)..(894)

<400> 29

107

Gly

Lys

25

Leu

Gln

Lys

Tyr

Glu

145

Ala

Pro

Lys

Arg

Glu
185

Ser

140

Pro

Thr

Arqg

Tyr

Arg

Ser

Pro

Ser

Arqg

Thr

170

Gln

Pro

Ser

Lys

Glu

75

Pro

Gln

Ala

Asp

Pro

155

Glu

Thr

Ser

Ala

Asp
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atg aca aca cce aga aat teca gta aat gygg act ttc cocg gea gag ccea 43
Met Thr Thr Pro Arg Asn Ser Val Asn Gly Thr Phe Pre Ala Glu Pro
1 5 10 15
atg aaa ggc ot att get atg caa tet ggt €Ca aaa <¢¢a ¢te tte agy 26
Met Lys Gly Pro Ile Ala Met Gln Ser Gly Pro Lys Pr¢o Leu Phe Arg
20 25 30
agqg atg tct teca ctg gtg gge ccc acg caa age ttc tte atg agg gaa 144
Arg Met Ser Ser Leu Val Gly Pro Thr Gln Ser Phe Phe Met Arg Glu
35 40 45
tct aag act ttg ggg gct gte cag att atg aat ggg cte tte cac att 192
Ser Lys Thr Leu Gly Ala Val Gln Ile Met Asn Gly Leu Phe Hiz Ile
50 55 60
gee oty ggg ggt ¢ttt <tg atg ate cea gea ggyg ate tat gea ¢ee ake 240
Ala Leu Gly Gly Leu Leu Met Ile Pro Ala Gly Ile Tyr Ala Pro Ile
65 70 75 80
tgt gtg act gtg tgg tace cct cte¢ tgg gga gge att atg tat att att 288
Cys Val Thr Val Trp Tyr Pro Leu Trp Gly Gly Ile Met Tyr Ile Ile
85 20 85
tee gga tea ete ttg gea goa acyg gag aaa aac tot agg aag tgt ttg 3326
Ser Gly Ser Leu Leu Ala Ala Thr Glu Lys Asn Ser Arg Lys Cys Leu
100 105 110
gtc aaa gga aaa atg ata atg aat teca ttg agc ctc ttt geot gec att 384
Val Lys Gly Lys Met Ile Met Asn Ser Leu Ser Leu Phe Ala Ala Ile
115 120 125
tct gga atg att ctt tca atc atg gac ata ctt aat att aaa att tcec 432
Ser Gly Met Ile Leu Ser Ile Met Asp Ile Leu Asn Ile Lys Ile Ser
130 135 140
cat ttt tta aaa atg gag agt ctg aat ttt att aga gct cac aca cca 480
His Phe Leu Lys Met Glu Ser Leu Asn Phe Ile Arg Ala His Thr Pro
145 150 155 160
tat att aac ata tac aac tgt gaa cca gct aat ccc teot gag aaa aac 528
Tyr Ile Asn Ile Tyr Asn Cys Glu Pro Ala Asn Pro Ser Glu Lys Asn
165 170 175
tce ceca tet ace caa tac tgt tac age ata caa tet ctg tte ttg gge 576
Ser Pro Ser Thr Gln Tyr Cys Tyr Ser Ile Gln Ser Leu Phe Leu Gly
180 185 190
att ttg tca gtg atg ctg atc ttt gee tte ttec cag gaa ctt gta ata 624
Ile Leu Ser Val Met Leu Ile Phe Ala Phe Phe Gln Glu Leu Val Ile
195 2900 205
get gge ate gtt gag aat gaa tgg aaa aga acg tge tocc aga coe aaa 672
Ala Gly Ile Val {Zlu Asn Glu Trp Lys Arg Thr Cys Ser Arg Pro Lys
210 215 229
tet aac ata gtt cte ctg tea gea gaa gaa aaa aaa gaa cag act att 720
Ser Asn Ile Val Leu Leu Ser Ala Glu Glu Lys Lys Glu Gln Thr Ile
225 230 235 249
gaa ata aaa gaa gaa gtg gtt ggg cta act gaa aca Lot too caa coa 768
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REIVINDICACIONES

1. Una linea celular HT1080 productora de retrovirus que produce una particula de retrovirus competente para la
replicacion, expresando de forma estable dicha linea celular HT1080 un genoma retroviral recombinante que
comprende un gen gag, un gen pol, un gen env, polinucleétido heterélogo y el factor psi retroviral (W) para el
ensamblaje del genoma retroviral recombinante, donde la particula de retrovirus competente para la replicacion
comprende el genoma retroviral recombinante y donde la linea celular HT1080 se ha adaptada para crecer en medio
libre de suero y en suspension.

2. Lalinea celular productora de retrovirus de la reivindicacion 1, donde el retrovirus es un gammaretrovirus.

3. La linea celular productora de retrovirus de la reivindicacion 1, donde el retrovirus competente para la replicacion
comprende:

una proteina GAG retroviral;

una proteina POL retroviral;

una envoltura retroviral;

un polinucleétido retroviral que comprende secuencias de repeticion terminal larga (LTR) en el extremo 3' de la
secuencia polinucleotidica retroviral, una secuencia promotora en el extremo 5' del polinucleétido retroviral,
siendo dicho promotor adecuado para la expresion en una célula de mamifero, un dominio de acido nucleico gag,
un dominio de acido nucleico pol y un dominio de acido nucleico env;

un casete que comprende un sitio interno de entrada al ribosoma (IRES) o un dominio de acido nucleico
regulador unido operativamente a un polinucleétido heterélogo, donde el casete se sitia en 5’ dela LTR en 3’y
en 3' del dominio de acido nucleico env que codifica la envoltura retroviral; y

secuencias de accion en cis necesarias para la transcripcion inversa, el empaquetado y la integracion en una
célula diana,

donde el RCR mantiene una mayor competencia de replicacion después de 6 pases, en comparacién con un vector
PACE.

4. La linea celular productora de retrovirus de la reivindicacion 3, donde la secuencia polinucleotidica retroviral deriva
del virus de la leucemia murina (MLV), el virus de la leucemia murina de Moloney (MoMLV) o el virus de la leucemia
de gibén (GALV), el virus del tumor mamario murino (MuMTV), el virus del sarcoma de Rous, el virus de la leucemia
de gibén (GALV), el virus enddgeno del babuino (BEV) o el virus felino RD114, preferentemente el MLV es un MLV
anfotrofico.

5. Lalinea celular productora de retrovirus de la reivindicacién 3, donde la secuencia promotora esta asociada con
un gen regulador del crecimiento.

6. La linea celular productora de retrovirus de la reivindicacién 3, donde la secuencia promotora comprende: una
secuencia promotora especifica de tejido, preferiblemente donde la secuencia promotora especifica de tejido
comprende al menos un elemento de respuesta a androgenos (ARE), mas preferiblemente donde el elemento de
respuesta a androgenos deriva del promotor de probasina.

7. La linea celular productora de retrovirus de acuerdo con la reivindicaciéon 3, donde el promotor comprende un
promotor del CMV que tiene una secuencia como se establece en las SEQ ID NO: 19, 20 o 22 desde el nucledtido 1
hasta aproximadamente el nucleétido 582 y puede incluir la modificacion de una o mas bases de acido nucleico y
que es capaz de dirigir € iniciar la transcripcion.

8. La linea celular productora de retrovirus de la reivindicacion 3, donde el promotor comprende una secuencia como
se expone en las SEQ ID NO: 19, 20 o 22 desde el nucleétido 1 hasta aproximadamente el nucleétido 582.

9. La linea celular productora de retrovirus de acuerdo con la reivindicaciéon 3, donde el promotor comprende un
polinucleétido de dominio CMV-R-U5, preferiblemente donde el dominio CMV-R-U5 comprende el promotor
inmediatamente temprano del citomegalovirus humano unido a una regién R-U5 de MLV, mas preferiblemente
donde el polinucleétido del dominio CMV-R-U5 comprende una secuencia como se establece en las SEQ ID NO: 19,
20 o 22 desde aproximadamente el nucleétido 1 hasta aproximadamente el nucleétido 1202 o secuencias que son al
menos un 95 % idénticas a una secuencia como se expone en las SEQ ID NO: 19, 20 o 22, donde el polinucleétido
promueve la transcripcion de una molécula de acido nucleico unida operativamente a la misma.

10. La linea celular productora de retrovirus de la reivindicacion 3, donde la gag del polinucleétido deriva de un
gammaretrovirus, preferiblemente donde el dominio de acido nucleico gag comprende una secuencia desde
aproximadamente el nucleétido nimero 1203 hasta aproximadamente el nucleétido 2819 de SEQ ID NO 190 22 o
una secuencia que tiene al menos una identidad del 95 %, 98 %, 99 % o0 99,8 %, con la misma,

o donde el dominio pol del polinucledtido deriva de un gammaretrovirus, preferiblemente donde el dominio pol
comprende una secuencia desde aproximadamente el nucleétido numero 2820 hasta aproximadamente el
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nucledétido 6358 de SEQ ID NO: 19 o 22 o una secuencia que tiene al menos un 95 %, 98 %, 99 % o0 99,9 % de
identidad con la misma,

o donde el dominio env comprende una secuencia desde aproximadamente el nucleétido nimero 6359 hasta
aproximadamente el nucleétido 8323 de SEQ ID NO: 19 o 22 o una secuencia que tiene al menos una identidad del
95 %, 98 %, 99 % 0 99,8 % con la misma,

o donde el IRES deriva de un virus de encefalomiocarditis, preferiblemente donde el IRES comprende una secuencia
desde aproximadamente el nucleétido nimero 8327 hasta aproximadamente el nucleétido 8876 de SEQ ID NO: 19 o
22 o una secuencia que tiene al menos un 95 %, 98 % o0 99 % de identidad con la misma,

o donde la LTR en 3' deriva de un gammaretrovirus, preferiblemente donde la LTR en 3' comprende un dominio U3 -
R - U5, preferiblemente donde la LTR en 3' comprende una secuencia como se establece en las SEQ ID NO: 19 o
22 desde aproximadamente nucleétido 9405 a aproximadamente 9998 o una secuencia que es al menos un 95 %,
98 % 0 99,5 % idéntica de la misma.

11. La linea celular productora de retrovirus de acuerdo con la reivindicaciéon 3, donde el acido nucleico heterélogo
comprende un polinucleétido que tiene una secuencia como se establece en las SEQ ID NO: 3, 5, 11, 13, 150 17,

o donde la secuencia de acido nucleico heterélogo codifica un polipéptido que comprende una secuencia como se
establece en la SEQ ID NO: 4 o donde el &cido nucleico heterdlogo esta optimizado por codones humanos y codifica
un polipéptido como se establece en la SEQ ID NO: 4;

o donde la secuencia de acido nucleico heterélogo comprende una secuencia como se establece en SEQ ID NO: 19
0 22 desde aproximadamente el nucleétido nimero 8877 hasta aproximadamente 9353,

o donde el polinucleétido retroviral comprende una secuencia como se establece en la SEQ ID NO: 19, 20 o 22.

12. La linea celular productora de retrovirus de acuerdo con la reivindicacion 3, donde la secuencia de acido nucleico
heterélogo codifica un modificador de respuesta bioldgica, preferiblemente donde el modificador de respuesta
biolégica comprende una citocina inmunopotenciadora, preferiblemente donde la citocina inmunopotenciadora se
selecciona de interleucinas 1 a 15, interferon, el factor de necrosis tumoral (TNF) y el factor estimulante de colonias
de granulocitos-macréfagos (GM-CSF), preferiblemente donde la citocina inmunopotenciadora es interferdn,
preferiblemente donde el interferén es interferén gamma,

o donde la secuencia de acido nucleico heterélogo codifica un polipéptido que convierte un profarmaco no téxico en
un farmaco toéxico, preferiblemente donde el polipéptido que convierte un profarmaco no téxico en un farmaco téxico
es timidina quinasa, purina nucledsido fosforilasa (PNP) o citosina desaminasa,

o donde la secuencia de acido nucleico heterdlogo codifica el resto diana, preferiblemente donde el resto diana
comprende un antigeno de cancer,

o donde la secuencia de acido nucleico heterélogo codifica un dominio de union, preferiblemente donde el dominio
de unidon comprende un dominio receptor, un anticuerpo o fragmento de anticuerpo,

o donde la secuencia de acido nucleico heterélogo comprende un polinucleétido inhibidor, preferiblemente donde el
polinucleodtido inhibidor comprende una secuencia de ARNi o ARNic y donde el dominio de acido nucleico regulador
es un promotor.

13. Un método para producir una linea celular productora de retrovirus de cualquiera de las reivindicaciones 1 — 12,
que comprende:

transformar una linea celular 293 con un plasmido que codifica un vector retroviral que comprende, de 5 'a 3"

una fusion CMV-R-U5 del promotor inmediatamente temprano del citomegalovirus humano a la regién R-U5
de MLV;

un PBS, sitio de unién al cebador para la transcriptasa inversa;

un sitio de corte y empalme en 5';

sefal de empaquetamiento y;

una secuencia codificante de gag para el antigeno especifico del grupo MLV;

una secuencia codificante de pol para la poliproteina de polimerasa del MLV;

un sitio de corte y empalme en 3';

una secuencia codificante de env de 4070A para la proteina de la envoltura de la cepa 4070A de MLV;

un sitio interno de entrada al ribosoma (IRES) del virus de la encefalomiocarditis o un dominio regulador del
acido nucleico;

una secuencia codificante de la citosina desaminasa modificada;

una tira de polipurina; y

una repeticion terminal larga de U3-R-U5 de MLV;

cultivar la célula 293 para producir particulas viricas;

aislar las particulas viricas;

infectar una linea celular HT1080 con las particulas viricas, proporcionando de este modo una linea celular
HT1080 productora de retrovirus que produce particulas de retrovirus competentes para la replicacion; y

adaptar la linea celular HT180 productora de retrovirus para crecer en medio libre de suero y en suspension.

14. La linea celular producida mediante el método de la reivindicacion 13.
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15. Un método para producir una composicion para terapia génica que comprende cultivar la linea celular de la
reivindicacion 14, para producir particulas viricas y purificar sustancialmente las particulas viricas.
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