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DESCRIPCION
Vector que comprende multiples secuencias de nucleodtidos homologas
ANTECEDENTES DE LA INVENCION

El fendmeno de la recombinacion homdloga de acidos nucleicos implica una ruptura fisica y volver a unir
transversalmente cadenas de acidos nucleicos dentro de secuencias homologas. La recombinacioén y la conversion
de genes en células de mamiferos han sido estudiadas por muchos grupos quienes han vigilado la reconstruccién de
genes seleccionables después de la infeccion con sustratos virales o plasmidos construidos apropiadamente.
(Chakrabarti et al., Mol Cell Biol 6:2520-2526, 1986). Los resultados de estos experimentos indican que las células
apoyan de manera eficiente tanto la recombinacion intra- e inter-molecular como la conversion de genes. (/d.) La
recombinaciéon Intermolecular se refiere a la recombinacion entre secuencias homologas presentes en dos
moléculas de acido nucleico diferentes, mientras que la recombinacion intramolecular se refiere a la recombinacion
entre secuencias homologas presentes en una Unica molécula de acido nucleico.

La recombinacion Intermolecular puede ocurrir entre genes en un plasmido o virus y secuencias homologas dentro
de una célula. (Miller et al., Mol Cell Biol 6:2895-2902, 1986). Este tipo de recombinacién puede provocar la
generacion de un virus infeccioso a partir de un virus atenuado. Fuller et al. optimizaron en codones las secuencias
separadas del gen gag de VIH-1y el gen pol de VIH-1 para aumentar su expresion en células de mamiferos. Estas
optimizaciones también redujeron la identidad de los nucledtidos en una region de solapamiento de
aproximadamente 200 pares de bases presentes en el gen gag-pol del VIH, que también dio como resultado niveles
reducidos de recombinacion intermolecular entre los marcos de lectura abiertos de gag y pol colocados en dos
plasmidos independientes y el gen gag truncado contenido en un vector retroviral recombinante. (Fuller et al., Hum.
Gene Ther. 12:2081-2093, 2001).

La recombinacion Intramolecular puede producirse con vectores en los que regiones duplicadas de un gen o un
fragmento de gen estan presentes como repeticiones directas separadas por secuencias intermedias. Este tipo de
recombinacion generalmente resulta en la delecion de las secuencias intermedias y una copia de las secuencias
repetidas. La frecuencia de recombinacion intramolecular es generalmente mucho mas alta que para la
recombinacion intermolecular.

El nivel de recombinaciéon intramolecular dentro de un vector de plasmido ha sido cuantificado en células de
mamiferos. (Rubnitz y Subrami, Mol. Cell Biol. 4:2253-2258, 1984). Dependiendo del tamafio de las regiones
homologas, la frecuencia de recombinacion intramolecular dentro de un ADN de plasmido transfectado varié entre
0,306% y 0,002%. (/d.) Bajas eficiencias de recombinacion se observaron con tan sélo 14 bases de homologia. (/d.)

La recombinacion intramolecular entre secuencias homdlogas también se ha documentado en un cierto nimero de
virus animales, incluyendo picornavirus, virus de la influenza, adenovirus y virus de la viruela. (Gritz et al., J. Virol.
64:5948-5957, 1990). En los virus vacuna se ha demostrado que las secuencias duplicadas en tandem son
genéticamente inestables. (/d.) En los virus, se ha visto que un nivel de recombinacion intramolecular es mucho
mayor que el observado con los vectores de plasmidos.

Por ejemplo, en un retrovirus, se encontré que la frecuencia de recombinacion entre dos secuencias idénticas en la
misma molécula de ARN era de aproximadamente 62%. (Zhang et al., J. Virol. 75:6348-6358, 2001). El 99% de
estas recombinaciones eran intramoleculares (entre dos secuencias en una molécula de ARN), en lugar de
intermoleculares (entre dos moléculas de ARN). (/d.) Con virus adeno-asociado, se encontr6 también que la
recombinacioén intramolecular era mucho mas eficiente que la recombinacion intermolecular. (Choi et al, J. Virol.
79:6801-6807, 2005). Virus Herpes simplex tipo 1 también ha demostrado que exhibe altos niveles de
recombinacion. (Dutch et al., J. Virol. 66:277-285). En los poxvirus se ha observado una alta frecuencia de
recombinacién homologa. Se utilizé un sistema experimental para medir la recombinacién en un virus vacuna
mediante la colocacion de un gen timidina quinasa (tk) entre dos repeticiones directas de 1,5 kb de ADN. (Ball, J.
Virol. 61:1788-1795, 1987). Durante cada uno de los ocho primeros pasajes bajo condiciones no selectivas, el 40%
de virus vacuna tk+ perdieron su fenotipo tk+. (Id). En condiciones no selectivas, el virus tk- aumentd a una
abundancia de 99,73% de la poblacion total de virus. (/d.) Aun en condiciones selectivas, la recombinacion se
produjo con una frecuencia tan alta que la mayoria de las particulas de virus infecciosas que podrian ser aisladas a
partir de placas individuales contenian ADN que ya se habia sometido a recombinacion con la subsiguiente pérdida
del gen tk. (Id.) El uso de un virus vacuna recombinante disefiado para expresar tres genes heterélogos, todos
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expresados de promotores VV P7.5, Howley et al, Gene 172:233-237, 1996, demostrd la recombinacién entre las
secuencias de promotor repetidas. Un virus vacuna recombinante disefiado para contener una region de repeticion C
(CRR) de la proteina M de Streptococcus pyogenes contenia una mezcla compleja de variantes que contenia de 1 a
mas de 20 copias de la CRR. (Hruby et al., PNAS 88:3190-3194, 1991).

Aunque se ha demostrado que multiples genes con una homologia de aproximadamente 60-75% insertados en
diferentes sitios de insercion de MVA resultaron en un virus recombinante mdultiple estable (documento WO
03/097846), No es, sin embargo, una necesidad en la técnica de composiciones y métodos que reducen el nivel de
recombinacion intramolecular en vectores tales como, p. €j., vectores virales para permitir la generacion de vectores
estables incluyendo muiltiples secuencias de nucledtidos homologas que contienen tramos mas largos de identidad.

LA INVENCION
La presente invencion se refiere a vectores recombinantes y a métodos para prepararlos y utilizarlos.

En particular, la presente invencion abarca un vector de virus vacuna Ankara modificado (MVA) que comprende dos
secuencias de nucleétidos de al menos 300 nucledtidos de tamafo que codifican cada una 100 aminoacidos, en
donde los 100 aminoacidos codificados por cada una de las dos secuencias de nucleétidos tienen al menos 75% de
identidad de aminoacidos y en donde una de las dos secuencias de nucleotidos tiene al menos 75 nucledtidos
diferentes de la otra secuencia de nucledétidos, en donde los diferentes nucledtidos no alteran los aminoacidos
idénticos codificados por dichas dos secuencias de nucleétidos y en donde las dos secuencias de nucledtidos tienen
tramos de identidad de no mas de 9 nucledtidos contiguos después de la sustitucion y en donde las dos secuencias
de nucleoétidos codifican una proteina de longitud completa y una proteina RSV-F truncada.

Sorprendentemente, se ha demostrado de acuerdo con la presente invencidon que el riesgo de recombinacion
intramolecular no solo puede reducirse significativamente, sino que incluso puede evitarse mediante la sustitucion
sistematica de los codones sindnimos en al menos dos secuencias de nucleétidos similares o idénticas dentro de
una molécula de acido nucleico tales como, por ejemplo, un vector, conduciendo asi a la generacidon de vectores
estables que contienen al menos dos 0 mas secuencias de nucledtidos similares o idénticas. Inesperadamente, la
estrategia empleada en la presente invencion es también aplicable a vectores que contienen tres o mas secuencias
de nucleodtidos similares.

Los resultados obtenidos en la presente invencién demuestran que es posible sustituir un gran ndmero de
nucledtidos en secuencias de nucleétidos para reducir la recombinacion intramolecular dentro de un vector, mientras
que, sorprendentemente, al mismo tiempo se conserva todavia la expresion de la proteina codificada: al introducir un
alto numero de variantes de nucleétidos en largos tramos de una secuencia de nucleétidos tal como se hizo de
acuerdo con la presente invencion, el experto en la materia habria esperado que la expresién de dicha secuencia o
gen ya no funcionaria correctamente, es decir, no era de esperar que la secuencia de nucleétidos cambiada siguiera
siendo adecuada para la expresion eficiente. La estrategia empleada en esta memoria no sélo es aplicable a tramos
cortos de secuencias de nucleétidos de 300 nucledtidos, sino también a tramos mucho mas largos tales como, p. €;j.,
genes de longitud completa que, por supuesto, incluyen un tramo de 300 nucleétidos segun se reivindica. Los
resultados son aplicables a muchos genes, vectores y virus diferentes y son muy ventajosos para el desarrollo de
vacunas tales como, por ejemplo, el desarrollo de vacunas multivalentes, pero también pueden ser ventajosos para
otras tecnologias tales como, por ejemplo, la expresién de proteinas o para la generacion de lineas celulares
recombinantes.

En otras realizaciones, la invenciéon también abarca métodos para la generacion de virus y vectores de MVA, y
métodos para reducir la recombinacioén intramolecular.

La invencion abarca un método para generar un vector de virus vacuna Ankara modificado (MVA) tal como se
describioé anteriormente, comprendiendo dicho método las etapas de a) proporcionar una primera secuencia de
nucledtidos de al menos 300 nucledtidos de tamarfio que codifica 100 aminoacidos y b) proporcionar una segunda
secuencia de nucleétidos de al menos 300 nucledtidos de tamarfio que codifica 100 aminoacidos, en el que los 100
aminoacidos codificados por cada una de las dos secuencias de nucleétidos tienen una identidad de aminoacidos de
al menos 75% y en el que una de las dos secuencias de nucledtidos tiene al menos 75 nucleotidos diferentes de la
otra secuencia de nucleétidos, en el que los diferentes nucleétidos no alteran los aminoacidos idénticos codificados
por dichas dos secuencias de nucledtidos y en el que las dos secuencias de nucledtidos tienen tramos de identidad
de no mas de 9 nucleétidos contiguos después de la sustitucion; y c) insertar las dos secuencias de nucleétidos
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divergentes en un vector, en donde las dos secuencias de nucleétidos codifican una proteina de longitud completa y
una proteina RSV-F truncada.

En una realizaciéon particularmente preferida, la invencién abarca un método para reducir la recombinacion
intramolecular dentro de un MVA que contiene dos secuencias de nucledtidos de 300 nucleétidos de tamafio,
codificando cada una 100 aminoacidos, en el que los 100 aminoacidos codificados por cada una de las dos
secuencias de nucledtidos tienen al menos una identidad de aminoacidos de 75%, comprendiendo dicho método
sustituir nucleétidos en una o ambas secuencia(s) de nucledtidos para generar dos secuencias divergentes que
muestran diferencias en al menos 75 nucleétidos, en el que los diferentes nucleétidos no alteran los aminoacidos
idénticos codificados por dichas dos secuencias de nucleodtidos y en el que las dos secuencias de nucledtidos tienen
tramos de identidad de no mas de 9 nucledtidos contiguos después de la sustitucion y en el que las dos secuencias
de nucleodtidos codifican una proteina de longitud completa y una proteina RSV-F truncada.

Cuando se utilizan vectores de MVA, el método reduce el nivel de recombinacién intramolecular durante cada una
de las generaciones de la propagacion viral. Preferiblemente, las secuencias de nucledtidos homodlogas se
recombinan en menos de 20%, 15%, 10%, 5%, 3%, 2%, 1%, 0,5%, 0,1%, 0,05% o 0,01% de los virus de la progenie
por generacion.

En otra realizacion preferida, la invencion abarca un método para generar un virus vacuna Ankara modificado (MVA)
que comprende dos secuencias de nucledtidos homdlogas, comprendiendo dicho método las etapas de a)
proporcionar un virus que comprende una secuencia de nucleétidos de al menos 300 nucledtidos de tamaino que
codifica 100 aminoacidos y b) insertar en el virus una segunda secuencia de nucledtidos de al menos 300
nucleétidos de tamafio que codifica 100 aminoacidos; en el que los 100 aminoacidos codificados por cada una de las
dos secuencias de nucledtidos tienen una identidad de aminoacidos de al menos 75%, y en el que una de las dos
secuencias de nucleétidos tiene al menos 75 nucledtidos diferentes de la otra secuencia de nucleétidos, en el que
los diferentes nucledétidos no alteran los aminoacidos idénticos codificados por dichas dos secuencias de nucleétidos
y en el que las dos secuencias de nucleodtidos tienen tramos de identidad de no mas de 9 nucledtidos contiguos
después de la sustitucion.

Tal como se utiliza en esta memoria, un "vector" puede ser cualquier agente capaz de suministrar y expresar
moléculas de acido nucleico en una célula huésped o sujeto. Por lo tanto, un vector puede ser un producto de la
PCR o cualquier trozo de acido nucleico introducido en una célula y/o integrado en el genoma celular; o un replicon
tal como un plasmido, fago o cosmido, en el que se puede insertar otro segmento de ADN con el fin de llevar a cabo
la replicacion del segmento insertado. Generalmente, un vector puede replicarse cuando se asocia con los
elementos de control apropiados. Cadenas principales de vectores adecuados para uso en la presente invencion
incluyen, por ejemplo, las utilizadas rutinariamente en la técnica tales como plasmidos, virus, cromosomas
artificiales, BACs, YACs o PACs, o incluso células recombinantes tales como bacterias y células eucariotas. El
término "vector" incluye vectores de clonacién y expresion, asi como vectores virales y vectores de integracion. Un
"vector de expresion" es un vector que incluye una region reguladora. Vectores de expresion adecuados para uso en
la presente invencion incluyen, sin limitacion, plasmidos y vectores virales derivados de, por ejemplo, virus de
plantas, bacteriéfagos, baculovirus, virus del mosaico del tabaco, retrovirus y virus de la viruela. Vectores no virales
adecuados incluyen plasmidos tales como pREP4, pCEP4 (Invitrogene), pCl (Promega), pCDM8 (Seed, 1987,
Nature 329,840), pVAX y pgWiz (Gene Therapy System Inc; Himoudi et al., 2002, J. Virol. 76, 12735-12746).
Numerosos vectores y sistemas de expresion estan disponibles comercialmente de compafias tales como Novagen
(Madison, Wis.), Clontech (Palo Alto, Calif.), Stratagene (La Jolla, Calif.) e Invitrogen/Life Technologies (Carlsbad,
Calif.).

En el desarrollo de vacunas, un virus recombinante se puede utilizar como el vehiculo o vector de vacuna para
suministrar material genético a una célula. Una vez en la célula, la informacién genética se transcribe y se traduce
en proteinas, incluyendo el antigeno insertado que fija como objetivo una enfermedad especifica. El tratamiento es
exitoso si el antigeno suministrado por el vector en la célula induce la respuesta inmune del cuerpo contra el
antigeno que protege frente a la enfermedad.

El vector de MVA se puede basar en un virus atenuado, que no puede replicar en el huésped, pero que es capaz de
introducir y expresar un gen extrafio en la célula infectada. El virus o el virus recombinante es con ello capaz de
hacer una proteina y mostrarla al sistema inmune del huésped. Algunas de las caracteristicas clave de vectores
virales son que pueden provocar una respuesta humoral (células B) y/o inmune mediada por células (células T).

Los vectores virales se utilizan comunmente por los investigadores para desarrollar vacunas para la prevencion y el
tratamiento de enfermedades infecciosas y el cancer. De éstos, los poxvirus (incluyendo la viruela del canario,
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viruela vacuna y la viruela aviar) pertenecen al grupo de los candidatos mas comunes de vacuna de vector. Los
poxvirus son una opcion preferida para la transferencia de material genético en nuevos huéspedes debido a la
capacidad relativamente grande para la insercién de secuencias en el genoma viral y debido a su capacidad para
replicar sus genomas vy llevar a cabo la transcripcion en el citoplasma de la célula infectada en lugar del nucleo,
minimizando con ello el riesgo de mutagénesis por insercion mediante la integracion de material genético en el
genoma de la célula huésped tal como se observa con otros vectores, p. €j., vectores retrovirales. Los viriones de los
poxvirus son grandes en comparacion con la mayoria de otros virus animales (para mas detalles, véase Fields et al.,
comps., Virology, 32 edicion, Volumen 2, Capitulo 83, paginas 2637 y siguientes).

El virus de la invencion es un virus vacuna Ankara modificado (MVA), que se sabe que es excepcionalmente seguro
en vacunaciones.

El virus vacuna Ankara modificado (MVA) esta relacionado con el virus Vacuna, un miembro del género
Orthopoxvirus de la familia Poxviridae. El MVA ha sido generada mediante 516 pases en serie en fibroblastos de
embrion de pollo de la cepa de vacuna Ankara dérmica (virus vacuna del corioalantoides Ankara, CVA) (para una
revision véase Mayr, A., et al., Passage History:. Abstammung, Eigenschaften und Verwendung des attenuierten
Vaccinia-Stammes MVA, Infection 3, 6-14, 1975). Como consecuencia de estos pasajes de largo plazo el virus MVA
resultante eliminé aproximadamente 31 kilobases de su secuencia genémica y, por lo tanto, fue descrito como
altamente restringido a células huésped de células aviares (Meyer, H. et al., Mapping of deletions in the genome of
the highly attenuated vaccinia virus MVA and their influence on virulence, J. Gen. Virol. 72, 1031-1038, 1991;
(Meisinger-Henschel et al., Genomic secuence of chorioallantois vaccinia virus Ankara, the ancestor of modified
vaccinia virus Ankara, J. Gen. Virol. 88, 3249-3259, 2007). Se demostro, en una diversidad de modelos animales
que el MVA resultante era significativamente avirulento (Mayr, A. y Danner, K. Vaccination against pox diseases
under immunosuppressive conditions, Dev. Biol. Stand. 41: 225-34, 1978). Adicionalmente, esta cepa de MVA ha
sido testada en ensayos clinicos como vacuna para inmunizar contra la enfermedad de la viruela humana (Mayr et
al., Zbl. Bakt. Hyg. I, Abt. Org. B 167, 375-390 [1987], Stickl et al., MVA vaccination against smallpox: clinical tests
with an attenuated live vaccinia virus strain (MVA) (traduccion del autor), Dtsch. med. Wschr. 99, 2386-2392, 1974).
Estos estudios implicaron a mas de 120.000 seres humanos, incluyendo pacientes de alto riesgo, y ha demostrado
que, en comparacién con las vacunas basadas en Vaccinia, MVA tuvo la virulencia o capacidad de infeccion
disminuida mientras que mantenia una buena inmunogenicidad.

La invencioén abarca virus MVA recombinantes generados con cualquiera y todos los virus MVA. Un ejemplo de una
cepa de MVA es el deposito VR-1508, depositada en la American Type Culture collection (ATCC), Manassas, VA
20108, EE.UU. En otra realizacion, la cepa MVA-Vero o un derivado de la misma se puede utilizar de acuerdo con la
presente invencion. La cepa MVA-Vero ha sido depositada en la European Collection of Animal Cell Cultures bajo el
numero de depdsito ECACC V99101431 y ECACC 01021411. Otros ejemplos de cepas de virus MVA utilizadas de
acuerdo con la presente invencion son las cepas MVA 572 y 575 depositados en la European Collection of Animal
Cell Cultures (ECACC), Salisbury (Reino Unido) con el nimero de depdsito ECACC V94012707 y ECACC
V00120707, respectivamente. Virus MVA particularmente preferidos son cepas variantes de MVA MVA-BN® tales
como, p. €j., depositadas en ECACC bajo el numero V00083008, y derivados que tienen las mismas propiedades
que MVA-BN®.

MVA-BN® es un virus utilizado en la fabricacion de una vacuna contra la viruela de tercera generacion
independiente. MVA-BN® fue desarrollado mediante pasajes adicionales de la cepa MVA 571/572. Hasta la fecha,
mas de 1500 sujetos, incluyendo sujetos con dermatitis atdpica (AD) y la infeccion por el VIH han sido vacunados en
ensayos clinicos con vacunas basadas en MVA-BN®.

Derivados que tienen las mismas propiedades que la cepa depositada de MVA-BN® tienen la capacidad de
replicacion reproductiva in vitro en fibroblastos de embrién de pollo (CEF), pero ninguna capacidad de replicacion
reproductiva en células humanas en las que MVA 575 o MVA 572 pueden replicarse reproductivamente. Lo mas
preferiblemente, el MVA no tiene capacidad de replicaciéon reproductiva en la linea celular de queratinocitos
humanos HaCaT, la linea celular de riidn de embrion humano 293, la linea celular de osteosarcoma del hueso
humano 143B y la linea celular de adenocarcinoma de cuello uterino humano Hela.

La expresion "no capaz de replicacion reproductiva" se utiliza en la presente solicitud como se define en el
documento WO 02/42480 y la Patente de EE.UU. 6.761.893, respectivamente. Por lo tanto, dicho término se aplica a
un virus que tiene una relaciéon de amplificacién del virus a los 4 dias después de la infeccion de menos de 1
utilizando los ensayos descritos en la Patente de EE.UU. 6.761.893. La "relacion de amplificacion" de un virus es la
relacion de virus producido a partir de una célula infectada (de salida) a la cantidad utilizada originalmente para
infectar las células en primer lugar (de entrada). Una relacion de "1" entre la salida y la entrada define un estado de
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amplificacion en el que la cantidad de virus producido a partir de las células infectadas es la misma que la cantidad
utilizada inicialmente para infectar las células.

En una realizacion mas preferida, la cepa MVA utilizada en la presente invencion es MVA-BN® o un derivado tal
como se describid anteriormente. Las caracteristicas de MVA-BN®, la descripcion de ensayos biologicos que
permiten evaluar si una cepa MVA es MVA-BN® o un derivado del mismo y métodos que permiten obtener MVA-
BN® o un MVA que tiene las propiedades de MVA-BN® se describen en el documento WO 02/42480. El contenido
de esta solicitud se incluye en la presente solicitud como referencia. El virus MVA-BN® altamente atenuada se
puede derivar, p. €j., mediante el pasaje adicional de un virus vacuna Ankara modificado (MVA) tal como MVA-572 o
MVA-575 vy, opcionalmente, mediante purificacion en placa o clon. MVA-BN® carece de aproximadamente 13% (de
26,5 kb de seis grandes sitios de delecion y multiples de menor importancia) del genoma en comparacion con el
virus de CVA ancestral. Las deleciones afectan a un cierto nimero de genes de virulencia y de gama de huéspedes,
asi como a un gran fragmento del gen que codifica la proteina de inclusién de tipo A (ATI) y un gen que codifica una
proteina estructural que dirige particulas de virus maduros en los cuerpos de inclusién de tipo A.

En particular, se hace referencia a la definicion de las propiedades del MVA de acuerdo con la invencién tal como se
describe en el documento WO 02/42480, tales como las propiedades de MVA-BN® o las propiedades y definiciones
de los derivados de MVA-BN®. Dicha referencia también describe como se pueden propagar MVA y otros virus
vacuna. Brevemente, células eucariotas se infectan con el virus. Las células eucariotas son células que son
susceptibles a la infeccion con el poxvirus respectivo y permiten la replicacion y produccién de virus infeccioso. Para
el MVA un ejemplo para este tipo de células son fibroblastos de embrion de pollo (CEF) y células BHK (Drexler et al.,
Highly attenuated modified vaccinia Ankara replicates in baby hamster kidney cells, a potential host for virus
propagation, but not in various human transformed and primary cells, J. Gen. Virol. 79, 347-352, 1998). Células CEF
pueden cultivarse en condiciones conocidas por la persona experta en la técnica. Preferiblemente, las células CEF
se cultivan en medio libre de suero en matraces estacionarios o frascos rodantes. La incubacion tiene lugar
preferiblemente durante 48 a 96 horas a 37°C. Para la infecciébn por MVA se utiliza preferiblemente a una
multiplicidad de infeccion (MOI) de 0,05 a 1 TCIDsg y la incubacion tiene lugar preferiblemente durante 48 a 72 horas
a 37°C.

Los virus tal como se utilizan de acuerdo con la invencién se pueden propagar en diversos cultivos celulares, en
particular cultivos de células animales. Se permite que el virus infecte cultivos celulares susceptibles y se repliquen
de forma reproductiva. Virus de la progenie se recogen mediante técnicas rutinarias en la técnica.

Por ejemplo, con virus MVA y otros virus vacuna, fibroblastos de embrién de pollo (CEF) en medio que contiene
suero o medio libre de suero pueden ser infectados con los virus. Después de que se ha permitido que el virus
replique reproductivamente, se recogen los virus de la progenie.

La presente invencién también se refiere a un MVA capaz de expresar dos o mas secuencias de nucledtidos
homologas, en particular secuencias de codificacion. El virus puede contener dos, tres, cuatro o mas secuencias
codificadoras de nucleétidos homologas.

El vector de la presente invencién comprende dos secuencias de nucledtidos de al menos 300 nucleétidos de
tamano. En una realizacion preferida, el MVA comprende tres, cuatro, cinco, seis 0 mas secuencias de nucleoétidos,
que, por supuesto, abarcan también dos secuencias de nucleétidos segun se reivindica. 300 nucleétidos pueden, por
supuesto, también ser parte de una secuencia de nucleétidos mas larga.

Adicionalmente, en diversas realizaciones, las dos o0 mas secuencias de nucleétidos son 300, 350, 400, 450, 500,
600, 700, 800, 900, 1000, 1500, 2000, 2500 6 3000 o incluso mas nucleétidos de tamafio que puede ser todos parte
de secuencias de nucledtidos mas largas y que, por supuesto, todos incluyen 300 nucledtidos segun se reivindica.

Tal como se utiliza en esta memoria, el término "polinucledtido™ y las expresiones "secuencia de nucledtidos”, "acido
nucleico", "molécula de acido nucleico" "secuencia de acido nucleico" se utilizan indistintamente y definen un
polimero de moléculas de polidesoxirribonucleétidos (ADN) o polirribonucleétidos (ARN) o cualquier combinacion de
las mismas. La definicion abarca polinucleétidos de cadena sencilla o doble, lineal o circular, que se producen de
forma natural o sintéticos.

Las secuencias de nucledtidos de la presente invencion pueden ser secuencias codificantes y pueden contener
genes completos, respectivamente. La expresion "secuencia codificante”, tal como se utiliza en esta memoria, se
refiere a una secuencia de nucleétidos que codifica una secuencia de aminoacidos especifica. Secuencias no
codificantes de genes incluyen intrones y regiones de control tales como promotores, operadores y terminadores.
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Las secuencias de nucledtidos también pueden contener fragmentos de genes. Las secuencias de nucleotidos
pueden contener secuencias sintéticas tales como secuencias de nucleétidos que codifican secuencias o epitopos
enlazadoras de aminoacidos. Las secuencias de nucleétidos pueden estar compuestas de una mezcla de genes,
fragmentos de genes y secuencias sintéticas. La secuencia de nucledtidos también puede contener analogos tales
como analogos de nucleotidos, analogo de éster fosfato y/o analogo de azicar pentosa. También se incluyen dentro
de la definicién de analogos de nucledtidos nucleotidos en los que enlaces éster fosfato y/o éster azucar-fosfato se
reemplazaron con otros tipos de enlaces tales como N-(2-aminoetil)-glicina-amidas y otras amidas (véase, p. €j.,
Nielsen et al, 1991, Science 254:1497-1500; documento WO 92/20702; Pat. de EE.UU. N° 5.719.262; Pat. de
EE.UU. N° 5.698.685); morfolinos (véase, p. €j., Pat. de EE.UU. N° 5.698.685; Pat. de EE.UU. N° 5.378.841; Pat. de
EE.UU. N° 5.185.144); carbamatos (véase, por ejemplo, Stirchak y Summerton, 1987, J. Org. Chem. 52:4202);
metileno (metilimino) (véase, p. gj., Vasseur et al., 1992, J. Am Chem Soc 114: 4006); 3'-tioformacetales (véase, p.
€j., Jones et al, 1993, J. Org Chem 58: 2983); sulfamatos (véase, p. €j., Pat. de EE.UU. N° 5.470.967); 2-
aminoetilglicina, a la que se alude cominmente como PNA (véase, p. €j., Buchardt, documento WO 92/20702;
Nielsen (1991) Science 254:1497-1500); y otros (véase, p. €j., Pat de EE.UU. N° 5.817.781; Frier y Altman, 1997,
Nucl. Acids Res. 25:4429 y las referencias citadas en la misma). Andlogos de éster fosfato incluyen, pero no se
limitan a, (i) alquil C1-C4-fosfonato, p. ej., metilfosfonato; (ii) fosforoamidato; (iii) alquil C1-C6-fosfotriéster; (iv)
fosforotioato; y (v) fosforoditioato.

Modificaciones adicionales incluyen modificaciones quimicas (p. ej., véase el documento WO 92/03568; US
5.118.672) con el fin de aumentar la estabilidad in vivo del acido nucleico, mejoran el suministro de los mismos, o
reducen la velocidad de aclaramiento del sujeto huésped.

Ademas, en una realizacion, la secuencia de nucleétidos puede contener genes de fusion, genes artificiales y
poliepitopos.

Un gen de fusion, tal como se designa en esta memoria, es un gen hibrido formado a partir de dos genes
previamente separados, fragmentos de genes o ADN artificial o epitopos. Puede producirse como el resultado de
una translocacion, delecion intersticial o inversion.

Un gen de fusién puede construirse enlazando al menos dos fragmentos de ADN, en donde los fragmentos de ADN
codifican secuencias de aminodacidos idénticas o diferentes.

Las proteinas de fusién pueden facilitar la expresion y/o purificacion de proteinas. Por ejemplo, un polipéptido de la
invencion puede ser generado como una proteina de fusidon con glutation-S-transferasa (GST). Tales proteinas de
fusion GST se pueden utilizar para simplificar la purificacién de un polipéptido de la invencién tal como mediante el
uso de matrices derivatizadas de glutatién (véase, por ejemplo, Current Protocols in Molecular Biology, comps.
Ausubel et al, (N. Y.: John Wiley & Sons, 1991)). En otra realizacion, un gen de fusién que codifica una secuencia
conductora de la purificacion tal como una secuencia del sitio de escision de poli-(His)/enteroquinasa en el extremo
N de la parte deseada de la proteina recombinante, puede permitir la purificacién de la proteina de fusién expresada
por cromatografia de afinidad utilizando una resina de metal de Ni2+. La secuencia conductora de la purificacion
puede entonces ser separada posteriormente por tratamiento con enteroquinasa para proporcionar la proteina
purificada (p. €j., véase Hochuli et al., (1987) J. Chromatography 411: 177; y Janknecht et al., PNAS USA. 88:8972).
Secuencias heterdlogas adicionales que codifican un polipéptido que permite la deteccion, el aislamiento, la
solubilizacion y/o la estabilizacion del polipéptido al que se fusiona, incluyen etiqueta poli His, myc, HA, proteina A,
proteina G, péptido de union a calmodulina, tiorredoxina, proteina de unién a maltosa, poli-arginina, poli His-Asp,
FLAG, una porcién de una proteina inmunoglobulina y un péptido de transcitosis.

Las técnicas para hacer genes de fusidén son bien conocidas. Esencialmente, la union de diversos fragmentos de
ADN que codifican diferentes secuencias de polipéptidos se lleva a cabo de acuerdo con técnicas convencionales,
empleando finales de extremos romos o escalonados para la ligacion, digestion con enzimas de restriccion para
proporcionar extremos apropiados, relleno de extremos cohesivos segun sea apropiado, tratamiento con fosfatasa
alcalina para evitar una union indeseable y ligamiento enzimatico. En otra realizacion, el gen de fusion puede
sintetizarse por técnicas convencionales incluyendo sintetizadores de ADN automatizados. Alternativamente, la
amplificacion por PCR de fragmentos de genes puede llevarse a cabo utilizando cebadores de anclaje que dan lugar
a colgantes complementarios entre dos fragmentos de genes consecutivos que posteriormente pueden reasociarse
para generar una secuencia génica quimérica (véase, por ejemplo, Current Protocols in Molecular Biology, comps.
Ausubel et al, John Wiley & Sons: 1992) y mediante la PCR por fusion, en la que dos o mas polinucleétidos estan
compartiendo un tramo de identidad, que en una reaccién de PCR puede dar lugar a secuencias de polinucleétidos
condensadas.
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En otra realizacion preferida, la secuencia de nucleétidos de la presente invencién codifica un poliepitopo. Un
poliepitopo es una proteina quimérica que contiene epitopos aislados a partir de al menos una proteina/antigeno,
preferiblemente de mas de una proteina/antigeno.

Dichos epitopos pueden ser "aislados" o pueden ser "bioldgicamente puros". El término "aislado" se refiere a
material que esta sustancialmente libre de componentes que normalmente lo acompafan tal como se encuentra en
su entorno natural. Un epitopo "aislado" se refiere a un epitopo que no incluye los aminoacidos vecinos de toda la
secuencia del antigeno o proteina de la que se derivo el epitopo.

Con respecto a una secuencia de aminoacidos particular, un "epitopo” es un conjunto de residuos de aminoacidos
que esta implicado en el reconocimiento por una inmunoglobulina particular, o en el contexto de células T, los
residuos necesarios para el reconocimiento por parte de proteinas de receptor de células T y/o moléculas Complejo
Mayor de Histocompatibilidad (MHC). EI término "péptido" designa una serie de aminoacidos, conectados uno a otro,
tipicamente mediante enlaces peptidicos entre los grupos amino y carboxilo de aminoacidos adyacentes.

Los epitopos son de una determinada longitud y se unen a una molécula que funciona en el sistema inmune,
preferiblemente una de HLA clase | y un receptor de células T. Los epitopos en una construcciéon de poliepitopos
pueden ser epitopos de HLA clase | y, opcionalmente, epitopos HLA de clase Il. A los epitopos HLA de clase | se les
alude como epitopos de CTL y a los epitopos HLA de clase Il se les alude como epitopos HTL. Algunas
construcciones de poliepitopos pueden tener un subconjunto de epitopos de HLA clase | y otro subconjunto de
epitopos de HLA clase Il. Un epitopo de CTL consiste habitualmente en 13 o menos residuos de aminoacidos de
longitud, 12 o menos aminoacidos de longitud u 11 o menos aminoacidos de longitud, preferiblemente de 8 a 13
aminoacidos de longitud, lo mas preferiblemente de 8 a 11 aminoacidos de longitud (es decir, 8, 9, 10 u 11). Un
epitopo de HTL consiste en 50 o menos residuos aminoacidos de longitud, y habitualmente en 6 a 30 residuos, mas
habitualmente 12 a 25, y preferiblemente consiste en 15 a 20 (es decir, 15, 16, 17, 18, 19 6 20) aminoacidos de
longitud. La construccion de poliepitopos de la presente invencion incluye preferiblemente 2 o mas, 5 o mas, 10 o
mas, 13 o mas, 15 o mas, 20 o mas, o 25 o mas epitopos de CTL. Mas especificamente, la construccion de
poliepitopos comprende al menos 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25,
26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 55, 60 o mas epitopos
de CTL.

Secuencias de nucledtidos homélogas de acuerdo con la presente invencién se pueden derivar de cualquier
organismo, microorganismo, tal como cualquier virus, cualquier bacteria, cualquier hongo o parasito. Las secuencias
de nucledtidos homologas pueden ser heterdlogas a la secuencia del vector, pero también homélogas a la misma:
cuando, por ejemplo, un virus se utiliza como un vector, también secuencias de nucleétidos propias del virus se
pueden multiplicar de acuerdo con la presente invencion, por ejemplo, con el fin de sobre-expresar una proteina del
virus para conseguir la reactividad o seguridad inmunolégica mejorada. Preferiblemente, las secuencias de
nucleétidos homologas se derivan de un microorganismo infeccioso o patdégeno y lo mas preferiblemente de
diferentes cepas o clados, variantes, subtipos o serotipos de dicho microorganismo. Los términos "cepa" o "clado"
son términos técnicos, bien conocidos por el profesional, en referencia a la taxonomia de los microorganismos. El
sistema taxonomico clasifica hasta ahora a todos los microorganismos caracterizados en el orden jerarquico de las
familias, géneros, especies, cepas (Fields Virology, comp. por Fields B.N., Lippincott-Raven Publishers, 42 edicion
2001). Mientras que los criterios para los miembros de la familia es su relacion filogenética, un género comprende
todos los miembros que comparten caracteristicas comunes, y una especie se define como una clase politética que
constituye un linaje replicante y ocupa un nicho ecoldgico particular. El término "cepa" o "clado" describe un
microorganismo, es decir, el virus, que comparte las caracteristicas comunes tales como la morfologia basica o la
estructura y organizacion del genoma, pero que varia en sus propiedades biolégicas tales como la gama de
huéspedes, el tropismo tisular, la distribucion geografica, la atenuacién o patogenicidad. El término "variantes" o
"serotipos" distingue, ademas, entre miembros de la misma cepa, también llamados subtipos, que muestran los
espectros de infeccion individuales o propiedades antigénicas debidas a las variaciones gendmicas menores.

Se describen secuencias de nucleodtidos homdlogas seleccionados del virus. Ejemplos representativos de virus
incluyen, sin limitacion, el VIH (VIH-I o VIH-2), virus del herpes (p. €j., HSVI o HSV2), citomegalovirus (CMV), virus
Epstein Barr (EBV), virus de la hepatitis (p. €j., virus de hepatitis A (VHA), VHB, VHC vy virus de la hepatitis E),
flavivirus (p. €j., virus de la fiebre amarilla), virus de la varicela-zoster (VZV), paramixovirus, virus sincitial respiratorio
(RSV), virus de parainfluenza, virus del sarampion, virus de la gripe y papilomavirus.

Se describen secuencias de nucledtidos homdlogas que se seleccionan de entre los genes del virus del Dengue
tales como genes homologos derivados de diferentes serotipos del virus, en donde dichos genes se pueden derivar
de uno, dos, tres o todos de los 4 serotipos del virus del Dengue.
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De acuerdo con la invencion, las dos secuencias de nucleétidos homologas codifican proteinas del virus respiratorio
sincitial (RSV), en donde uno de los genes del RSV es de longitud completa y el otro esta truncado.

También se describen dos, preferiblemente tres secuencias de nucleétidos homdlogas que codifican proteinas del
virus de Ebola (EBOV). Tres secuencias de nucledtidos homoélogas que codifican proteinas del virus del Ebola
(EBQV) cubren, por supuesto, también dos secuencias de nucleétidos homodlogas. En una realizacion preferida, las
secuencias de nucleoétidos homdlogas codifican glicoproteinas EBOV (GP). En una realizacién particular preferida,
las secuencias de nucledtidos codifican proteinas precursoras de las cepas de EBOV EBOV-B (Bundibugyo), EBOV-
S (cepa del virus del Ebola Gulu del Sudan) y EBOV-Z (cepa del virus del Ebola Mayinga de Zaire).

Se describen ademas secuencias de nucledtidos homodlogas que se seleccionan de bacterias. Ejemplos
representativos de bacterias adecuadas incluyen, sin limitacion, Neisseria (p. €j., N. gonorrhea y N. meningitidis);
Bordetella (p. €j., B. pertussis, B. parapertussis y B. bronchiseptica), micobacterias (p. €j., M. tuberculosis, M. bovis,
M. leprae, M. avium, M. paratuberculosis, M. smegmatis); Legionella (p. €j. L. pneumophila); Escherichia (p. €j., E.
coli enterotdxica, E. coli enterohemorragica, E. coli enteropatogénica); Shigella (p. €j., S. sonnei, S. dysenteriae, S.
flexnerii); Salmonella (p. €j., S. typhi, S. paratyphi, S. choleraesuis, S. enteritidis); Listeria (p. €j., L. monocytogenes);
Helicobacter (p. €j., H. pylori); Pseudomonas (p. €j., P. aeruginosa); Staphylococcus (p. €j., S. aureus, S.
epidermidis); Enterococcus (p. €j., E. faecalis, E. faecium); Bacillus (p. €j., B. anthracis); Corynebacterium (p. €j., C.
diphtheriae), y Chlamydia (p. €j., C. trachomatis, C. pneumoniae, C. psittaci). Ejemplos representativos de parasitos
incluyen, sin limitacion Plasmodium (p. €j., P. falciparum); Toxoplasma (p. €j., T. gondii); Leshmania (p. €j., L. major);
Pneumocystis (p. €j., P. carinii); y Schisostoma (p. €j., S. mansoni). Ejemplos representativos de hongos incluyen,
sin limitacion, Candida (p. €j., C. albicans) y Aspergillus.

Las al menos dos secuencias de nucleétidos pueden ser de diferentes tamafos. En diversas realizaciones, una de
las dos secuencias de nucledtidos esta truncada con respecto a la otra. El truncamiento puede ser en el extremo 5' o
3.

En diversas realizaciones, los 300 nucleétidos de las dos secuencias de nucleétidos codifican 100 aminoacidos, que
tienen una identidad de aminoacidos de al menos 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 98%, 99% o 100%. En una
realizacion preferida, dicha identidad de aminoacidos esta dentro de un tramo de 100, 125, 150, 175, 200, 250, 300,
350, 400, 450, 500, 600, 700, 800, 900 6 1000 o mas aminoacidos contiguos.

En una realizacion particular preferida, los aminoacidos tienen una identidad de aminoacidos de al menos 75%,
80%, 85%, 90%, 95%, 98%, 99% o 100% dentro de un tramo de al menos 150 6 200 aminoacidos contiguos.

En otras realizaciones preferidas, las proteinas codificadas por las dos secuencias de nucleétidos tienen una
identidad de aminoacidos de al menos 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 98%, 99% o 100% dentro de un tramo de 300 6
500 aminoacidos contiguos. En otras realizaciones preferidas, las proteinas codificadas por las al menos dos
secuencias de nucledtidos tienen una identidad de aminoacidos de 85%-100%, en particular de 100% dentro de un
tramo de 100, 200, 400, 600 u 800 aminoacidos contiguos en comparacion por pares.

Tal como se utiliza en esta memoria, cualquier término que se refiera a "porcentaje de identidad de secuencia" tal
como "identidad de aminoacidos" se refiere al grado de identidad entre cualquier secuencia consulta determinada y
una secuencia sujeto.

Especificamente, se utilizan los siguientes términos para describir las relaciones de secuencia entre dos o mas
acidos nucleicos, polinucleétidos o secuencias de aminoacidos: "secuencia de referencia", "ventana de
comparacion”, "identidad de secuencia", "porcentaje de identidad de secuencia" e "identidad sustancial". Una
"secuencia de referencia" es una secuencia definida utilizada como base para una comparacién de secuencias; una
secuencia de referencia puede ser un subconjunto de una secuencia mayor.

Los términos "idéntico" o porcentaje de "identidad", en el contexto de dos o mas secuencias de acidos nucleicos o
polipéptidos, se refieren a dos o mas secuencias o sub-secuencias que son iguales o tienen un porcentaje
especificado de residuos aminoacidos o nucledtidos que son el mismo (p. €j., 75% de identidad, 80% de identidad,
85% de identidad, 90% de identidad, 99% o 100% de identidad en comparacion por pares), cuando se comparan y
alinean para una correspondencia maxima a lo largo de una ventana de comparacion, o region designada tal como
se mide utilizando un algoritmo de comparacion de secuencias o mediante alineamiento manual e inspeccion visual.
El porcentaje se calcula determinando el nimero de posiciones en las que la base de acido nucleico o el residuo
aminoacido idéntico se produce en ambas secuencias para proporcionar el nimero de posiciones coincidentes,
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dividiendo el nimero de posiciones coincidentes por el nimero total de posiciones en la ventana de comparacion y
multiplicando los resultados por 100 para proporcionar el porcentaje de identidad de la secuencia.

La frase "sustancialmente idénticas", en el contexto de dos acidos nucleicos o polipéptidos, se refiere a dos 0 mas
secuencias o sub-secuencias que tienen una identidad de al menos aproximadamente 85%, una identidad de al
menos aproximadamente 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% de
residuos nucleétidos o aminoacidos, cuando se comparan y alinean por pares para una correspondencia maxima, tal
como se mide utilizando un algoritmo de comparacion de secuencias o mediante inspeccion visual. En una
realizacion a modo de ejemplo, la identidad sustancial existe a lo largo de una regidn de las secuencias que es al
menos de aproximadamente 50 residuos de longitud. En otra realizacién a modo de ejemplo, la identidad sustancial
existe a lo largo de una region de las secuencias que es de al menos aproximadamente 100 residuos de longitud. En
todavia otra realizacién a modo de ejemplo, la identidad sustancial existe a lo largo de una regién de las secuencias
que es de al menos aproximadamente 150 residuos o mas de longitud. En una realizacién a modo de ejemplo, las
secuencias son sustancialmente idénticas a lo largo de toda la longitud de la secuencia del acido nucleico o de la
proteina.

Para la comparacion de secuencias, tipicamente una secuencia actiia como una secuencia de referencia con la que
se comparan las secuencias de ensayo. Cuando se utiliza un algoritmo de comparacion de secuencias, las
secuencias de ensayo y de referencia se introducen en un ordenador, se designan las coordenadas de la sub-
secuencia, si es necesario, y se designan los parametros del programa de algoritmo de secuencia. Se pueden
utilizar parametros del programa por defecto, o se pueden designar parametros alternativos. El algoritmo de
comparacion de secuencias calcula entonces el porcentaje de identidad de secuencia para las secuencias de
ensayo con respecto a la secuencia de referencia, basandose en los parametros del programa.

Una "ventana de comparacion”, tal como se utiliza en esta memoria, incluye la referencia a un segmento de una
cualquiera del numero de posiciones contiguas seleccionadas del grupo que consiste de 20 a 600, habitualmente de
20 a 50, aproximadamente 50 a aproximadamente 100, aproximadamente 100 a aproximadamente 200, mas
habitualmente de aproximadamente 100 a aproximadamente 150, o de aproximadamente 20, 50, 100, 150, 200,
250, 300, 350, 400, 450, 500, 600, 700, 800, 900, 1000, 1500, 2000, 2500 &6 3000 o incluso mas, en el que una
secuencia puede compararse con una secuencia de referencia del mismo numero de posiciones contiguas después
de que las dos secuencias se alinean de manera 6ptima.

El porcentaje de identidad se puede determinar utilizando el método de alineacién de Needleman y Wunsch (J. Mol.
Biol 48;443-453 (1970)) que ha demostrado ser equivalente a Sellers (SIAM J. of Applied Math 26; 787-793 (1974).
El porcentaje de identidad se puede determinar, por ejemplo, comparando la informacion de secuencia utilizando el
programa de ordenador GAP, version 6.0 descrito por Devereux et al. (Nucl. Acids Res. 12:387, 1984) y disponible
de la University of Wisconsin Genetics Computer Group (UWGCG), que utiliza este método de alineacion. Los
parametros por defecto preferidos para el programa GAP incluyen: (1) una matriz de comparacion unitaria (que
contiene un valor de 1 para identidades y 0 para no identidades) para los nucleétidos, y la matriz de comparacion
ponderada de Gribskov y Burgess, Nucl Acids Res. 14:6745, 1986, tal como se describe por Schwartz y Dayhoff,
comps, Atlas of Protein Sequence and Structure, National Biomedical Research Foundation, pags.. 353-358, 1979;
(2) una penalizacion de 3,0 para cada hueco y una penalizacién adicional de 0,10 para cada simbolo en cada hueco;
y (3) ninguna penalizacion para los huecos finales. Otra herramienta adecuada es utilizar el ContigExpress del
programa VectorNTIl Advance (INVITROGEN), p. €j., version 10.3.1 de 2007.

De acuerdo con la presente invencion, la degeneracion del codigo genético se utiliza para hacer a las secuencias de
nucledtidos homadlogas o idénticas menos homoélogas con el fin de evitar una recombinacioén intramolecular. Dichas
diferencias pueden estar ya incluidas en las secuencias de nucleotidos por naturaleza y/o estan incluidas
artificialmente por sustituciones. En diversas realizaciones, el nimero de diferentes nucledtidos procedentes de la
naturaleza, mas la sustitucién artificial, es por lo menos 75, 80, 85, 90, 95, 100, 125, 150, 175, 200, 250, 300, 350,
400, 450 6 500. Preferiblemente, el nimero de diferentes bases es de al menos 75, 200 6 450. Por supuesto, el
numero de diferencias varia y aumenta, respectivamente, con el nimero de nucleétidos de las secuencias de
nucledtidos.

En una realizacion preferida, al menos 75, 80, 85, 90, 95, 100, 125, 150, 175, 200, 250, 300, 350, 400, 450 6 500
nucledtidos estan sustituidos. Dichas sustituciones se introducen artificialmente, independientemente de nimeros ya
presentes de diferentes nucledtidos incluidos, por ejemplo, por mutaciones silenciosas.

En diversas realizaciones, se prefieren dos secuencias de nucleétidos con tramos de identidad de no mas de 9, 8, 7,
6, 5 6 4 nucleodtidos contiguos después de la sustitucion.
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En otra realizacion, las secuencias de nucleétidos pueden tener al menos 75, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400 6
450 nucledtidos sustituidos de 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000, 1100, 1200, 1300, 1400, 1500 6 1600 o mas
nucleotidos.

En el contexto de esta invencion, la sustitucion de nucleétidos con diferentes nucledtidos significa el reemplazo
técnico o artificial de nucleétidos por otros nucleétidos. Preferiblemente, los nucleétidos sustituidos no alteran la
secuencia de aminoacidos codificada. La sustitucion puede llevarse a cabo mediante la identificacién de codones en
las dos secuencias de nucledtidos homdlogas que codifican los mismos aminoacidos y la alteracion de los codones
en una de las dos secuencias de nucleétidos homologas de modo que los codones todavia codifican los mismos
aminoacidos. Las alteraciones se pueden hacer en una, ambas o en todas las secuencias de nucledtidos
homologas.

Por ejemplo, el aminoacido prolina es codificado por los codones CCA, CCC, CCGy CCU (en el nivel de ADN, la U
se reemplaza por T). Una secuencia de nucleétidos simple, CCCCCC, que inicialmente codifica dos prolinas en dos
secuencias de nucledtidos homdlogas se podria cambiar a CCACCG, que también codifica dos prolinas, en una de
las dos secuencias de nucleotidos homdlogas. Alternativamente, una de las secuencias que codifican prolina-prolina
podria cambiarse a CCCCCG, y la otra a CCACCC.

Un ejemplo mas complicado es el aminoacido serina, que es codificado por UCA, UCC, UCG, UCU, AGC y AGU. De
manera similar, UCAUCA, que inicialmente codifica dos serinas diferentes podria ser cambiada en muiltiples
secuencias homodlogas, a AGCAGC (no compartiendo nucledtidos en comun con UCAUCA) y UCGAGU
(compartiendo una sola posicion con UCAUCA o dos posiciones con AGCAGC), y asi sucesivamente. Esto permite
una mayor flexibilidad en la introduccion de diferentes variantes de nucleétidos en dos o mas secuencias de
nucleétidos que codifican una serina-serina.

Preferiblemente la optimizacion de codones tal como se describe en la presente invencién evita el uso de codones
raros para un huésped deseado, dado que los codones raros pueden bloquear o reducir la expresion de la proteina
codificada. Ademas, se evitan preferiblemente las sustituciones que pueden introducir sefiales de acido nucleico
para el huésped deseado. Tales sefiales incluyen, pero no se limitan a sefiales de corte y empalme, sefales de
terminacion y sefales de iniciacion. Preferiblemente, se pueden evitar los siguientes motivos de secuencia en
funcién del tipo de vector utilizado, p. €j., la sefal de terminacion de la transcripcion temprana del virus vacuna no
necesita ser evitada en muchos otros vectores, que no son vectores de poxvirus:

- cajas TATA internas, sitios chi y sitios de entrada ribosomales;

- tramos de secuencia ricos en AT y ricos en GC;

- elementos de secuencia ARE, INS y CRS;

- secuencias repetidas y estructuras secundarias de ARN;

- sitios donantes y aceptores de corte y empalme (cripticos), y puntos de ramificacion; y
- sefiales de terminacion de transcripcion temprana de la vacuna: (TTTTTNT).

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La invencion y descripcion se entenderan mas completamente con referencia a los dibujos, en los que

La Figura 1 representa un alineamiento de la secuencia de nucleétidos que codifica la proteina RSV-F
(F) de longitud completa con la secuencia de nucleétidos que codifica la proteina truncada sustituida
RSV-F_trunc (F_trunc). Las secuencias idénticas estan resaltadas en negro, y los nucledtidos
sustituidos permanecen sin resaltar. Se indican las localizaciones de los cebadores A1y B2.

La Figura 2 representa un alineamiento de la proteina RSV-F (F) de longitud completa con la proteina
truncada RSV-F_trunc (F_trunc). La secuencia de longitud completa de RSV-F esta truncada por 50 aa
para resultar en la proteina truncada RSV-F_trunc. La proteina RSV-F_trunc cubre aproximadamente
el 91% de la proteina de longitud completa.

La Figura 3 representa la expresion de RSV-F y RSV-F_trunc de virus MVA-BN® recombinantes en
una linea celular humana. Transferencia Western con extractos de células humanas infectadas tras la
infeccion con virus basados en MVA-BN® diferentes con una MOI de 10 vy lisis a las 24 h después de la
infeccion. MVA-BN® (control de vector vacio; pista 1), MVA-mBN172B (MVA-BN® recombinante con
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RSV-F de longitud completa; pista 2), MVA-mBN173B (MVA-BN® recombinante con RSV-F_trunc
truncada; pista 3) y pista 4: MVA-mBN175B (MVA-BN® recombinante con RSV-F y RSV-F_trunc). El
peso molecular calculado de las proteinas es: RSV-F (61,6 kDa) y RSV-F_trunc (56,1 kDa).

Las Figuras 4A-C representan el analisis por PCR de MVA-mBN175B. Se muestran RSV-F (F) y RSV-
F_trunc (F_trunc). A. Resultados de la PCR con diversos pares de cebadores. M = marcadores
(escalera de 1 kb, New England Biolabs). La pista 1 es MVA-mBN175B. La pista 2 es un plasmido de
control positivo (pBN345). La pista 3 es MVA-mBN®. La pista 4 es un control de agua. La pista 5 es un
plasmido de control positivo (pBN343). B. Esquema de MVA-mBN175B que muestra ubicaciones de
los cebadores utilizados para las PCRs que se muestran en la Figura 4A. C. Esquema de MVA-mBN®
de tipo salvaje que muestra ubicaciones de los cebadores.

Las Figuras 5A-C describen la recombinacion hipotética F/Fyync entre el gen RSV-F (F) de longitud
completa y el gen F truncado (Fiunc) €n el MVA recombinante doble y las localizaciones de los
cebadores de PCR en los virus recombinantes y no recombinantes y los plasmidos de control. A. MVA-
mBN175B. B. pMISC173. C. pMISC172.

La Figura 6 representa el analisis por PCR de ADN aislado de células infectadas con MVA-mBN175B.
Las pistas 1 y 7 son pistas de marcadores. La pista 2 es MVA-mBN175B. La pista 3 es un control de
plasmido para el gen F (pBN343). La pista 4 es un control de plasmido para el gen F truncado
(pPBN345). La pista 5 es MVA- BN®. La pista 6 es un control de agua. El producto de la PCR esperado
de una hipotética recombinacion entre el gen RSV-F y el gen F de RSV-F_trunc truncado en MVA-
mBN175B es de 613 pares de bases.

La Figura 7 representa un alineamiento de tres secuencias de proteinas EBOV (virus del Ebola) GP
(glucoproteina). Las secuencias de aminoacidos de tres proteinas GP de las cepas del virus del Ebola
EBOV-B, EBOV-S y EBOV-Z estan alineadas. No se permitieron huecos en el alineamiento. La
identidad global en las tres secuencias de proteinas es del 48,5%. Fondo gris: idéntico en las tres
secuencias de proteinas. Fondo negro: idéntico en dos proteinas.

Las Figuras 8A y 8B representan un alineamiento de tres secuencias codificantes de EBOV GP
utilizadas en la construccién basada en MVA-BN® recombinante. Las secuencias codificantes para los
genes GP procedentes de tres cepas de EBOV EBOV-B, -S y -Z fueron alineadas antes (no opt; véase
la Figura 8A) y después (opt; véase la Figura 8B) de la optimizacién. No se permitieron huecos en el
alineamiento. Fondo gris: posiciones de nucledtidos idénticas en tres secuencias codificantes. Fondo
negro: posiciones de nucledtidos idénticas en las dos secuencias codificantes. La identidad en las
posiciones de nucledtidos de tres genes antes de la optimizacion (no opt) es del 45,3%, mientras que
después de la optimizacion (opt) es del 44,6%.

La Figura 9 representa alineamientos por pares de secuencias codificantes de tres EBOV GP
utilizadas en la construccién basada en MVA-BN® recombinante. Las secuencias codificantes para los
genes GP procedentes de las tres cepas EBOV EBOV-B, -S y -Z fueron alineadas por pares antes (no
opt; véase la Figura 9A) y después (opt; véase la Figura 9B) de la optimizacién. No se permitieron
huecos en los alineamientos. Fondo gris: posiciones de nucledtidos idénticas en la secuencia
codificante. La identidad en las posiciones de nucledtidos de tres genes antes (no opt) y después (opt)
de la optimizacioén se tabula en la Tabla C.

La Figura 10 representa una digestion de la enzima de restriccion y el mapa del plasmido pMISC210
que comprende los de la proteina de longitud completa (RSV-F) y la truncada (RSV-F_trunc). Pista 1:
plasmido pMISC210 que comprende RSV-F y RSV-F_trunc; Pista 2: plasmido control pMISC209 que
comprende RSV-F_trunc solamente; Pista 3: marcador del peso molecular. Se muestra el tamafio de
los bandas de marcador en pares de bases (pb).
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Preparacion del Gen F Sustituido, Truncado

Se deseaba la creacion de un MVA recombinante que expresara tanto una proteina RSV-F de longitud completa
como una version truncada de RSV-F_trunc. Sin embargo, basado en los resultados con MVA y otros virus vacuna
que contienen secuencias repetidas, se esperaba que la recombinacion intramolecular condujera a la recombinacion
entre las dos copias del gen F, resultando en la delecion de una de las copias del gen F.

Para minimizar la presencia de largos tramos de nucledtidos idénticos entre los dos genes F, los codones en la
secuencia de nucleotidos que codifica el gen de RSV-F_trunc fueron sustituidos, al tiempo que se mantenia la
secuencia de aminoacidos de los genes F. Se evitd el uso de codones raros para los mamiferos y las aves. Ademas,
se evitaron sustituciones que pudieran introducir sefiales de acidos nucleicos. Tales sefiales incluian cajas TATA
internas, sitios chi y sitios de entrada ribosomal; tramos de secuencia ricos en AT y ricos en GC; elementos de la
secuencia ARE, INS y CRS; repetir secuencias y estructuras secundarias de ARN; sitios donantes y aceptores de
corte y empalme (cripticos) y puntos de ramificacion; y sefiales de terminacion de vacuna (TTTTTNT). La secuencia
de nucledtidos sustituida se muestra en la Fig. 1, en comparacién con una secuencia codificante para una proteina
RSV-F de longitud completa. Aunque la identidad significativa permanece a lo largo de las dos secuencias
codificantes, no hay grandes tramos restantes de identidad mayores que nueve nucleétidos contiguos dentro de las
dos secuencias codificantes. Las proteinas codificadas por las dos secuencias codificantes estan alineadas en la
Fig. 2. Las dos proteinas tienen una identidad del 100% a lo largo de los primeros 524 aminoacidos (la proteina F
sustituida esta truncada en el extremo carboxi). Por lo tanto, aunque estas dos secuencias de nucledtidos
codificantes codifican un tramo de aminoacidos idénticos, una de las secuencias se ha sustituido con relacién a la
otra.

Ejemplo 2
Preparacion de Virus Recombinantes que comprenden Genes RSV-F

ElI ADN que codifica el gen RSV-F de longitud completa fue insertado en MVA en dos sitios de integracion diferentes
para generar MVA-mBN170B y MVA-mBN172B (en el sitio IGR88/89). El gen RSV-F_trunc sustituido se insert6 en
MVA en el sitio IGR148/149 para generar MVA-mBN173B.

Se cre6 entonces un MVA recombinante doble que contiene el gen RSV-F de longitud completa insertado en MVA
en el sitio IGR88/89 y el gen RSV-F_trunc sustituido se insertd en el mismo MVA en el sitio IGR148/149. El virus
recombinante doble se denominé MVA-mBN175B. Un esquema de este virus se muestra en la Fig. 4B.

Ejemplo 3
Expresion de proteinas F de Virus Recombinantes

Para determinar si una proteina se expreso a partir de la secuencia de nucleétidos sustituida, se realizé un analisis
de transferencia Western sobre extractos de proteina a partir de una linea celular humana infectada con un virus
basado en MVA-BN® recombinante que codifica el gen RSV-F de longitud completa (MVA-mBN172B), el virus que
codifica el gen RSV-F_trunc sustituido (MVA-mBN173B) y un virus recombinante doble que codifica tanto el gen de
longitud completa como el gen RSV-F_trunc (MVA-mBN175B). Los tres virus mostraron la produccion de las
proteinas de RSV-F de tamafio apropiado mediante analisis de transferencia Western (Fig. 3), mientras que el MVA-
BN® control (vector vacio) no mostrdé bandas, como se esperaba. Por lo tanto, la proteina F de longitud completa y
la truncada expresada a partir de la secuencia de nucleétidos codificante sustituida se expresaron individualmente a
partir de un solo MVA-BN® recombinante pero ambos también se co-expresaron a partir de un virus MVA-BN®
recombinante doble (MVA-mBN175B) en una linea celular humana.

Ejemplo 4
Crecimiento de Virus Recombinantes

Células de fibroblastos de embrién de pollo se infectaron con MVA-mBN175B, una construccién que contiene tanto
el gen F de longitud completa como el gen RSV-F_trunc sustituido, o una construccién que contiene solo el gen F de
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longitud completa para recibir un primer stock de virus bruto. Titulos similares del virus recombinante doble que
contiene tanto los genes F de longitud completa y como los genes F truncados (1,34 x 10" TCID50) se observaron
en comparacion con los titulos de virus que contienen sélo el gen F de longitud completa (1,46 x 10’ TCID50). Estos
resultados indicaban que se estaba produciendo un MVA recombinante doble estable, y que la recombinacién entre
las dos copias del gen F se habian limitado mediante la sustitucion de bases de nucledtidos en las secuencias.

Ejemplo 5
Analisis por PCR de Virus Recombinantes

El analisis por PCR se realizé en ADN de células infectadas con MVA-mBN175B o MVA-BN® utilizando los pares de
cebadores especificos para la insercion y especificos para el flanco representados en las Figs. 4B y C. La PCR A
con los cebadores A1/A2, que son especificos para el gen F de longitud completa, detecté una banda con el tamafio
de 663 pares de bases (pb) en células infectadas con MVA-mBN175B y en un control positivo de plasmido
especifico como se esperaba. Como se esperaba, esta banda esta ausente en células infectadas con MVA-BN® o
en el control de agua (Fig. 4A). La PCR B con los cebadores B1/B2, que son especificos para el gen F truncado,
sustituido, detecté una banda con el tamario de 625 pb en células infectadas con MVA-mBN175B y en un control
positivo de plasmido especifico como se esperaba. Esta banda, como se esperaba, esta ausente en células
infectadas con MVA-BN® o en el control de agua (Fig. 4A). La PCR C con cebadores los C1/C2, que detectan
inserciones en el sitio IGR88/89, detectd una banda con el tamarfio de 2047 pb en células infectadas con MVA-
mBN175B y en un control positivo de plasmido especifico como se esperaba. Esta banda, como se esperaba, esta
ausente en células infectadas con el control de vector vacio MVA-BN®, por el contrario, una banda de 161 pb indica
la situacion de tipo salvaje en IGR88/89 en MVA-BN® (Fig. 4A). La PCR D con los cebadores D1/D2, que detectan
inserciones en el sitio IGR148/149, detecté una banda con el tamarfio de 2062 pb en células infectadas con MVA-
mBN175B y en un control positivo de plasmido especifico como se esperaba. Esta banda, como se esperaba, esta
ausente en células infectadas con el control de vector vacio MVA-BN®, por el contrario, una banda de 360 pb indica
la situacion de tipo salvaje en IGR88/89 en MVA-BN®. (Fig. 4A).

La recombinacion entre los genes F proporcionaria un gen F hibrido que tiene partes del gen F de tipo salvaje y
partes del gen F truncado. (Fig. 5A.) Para detectar la presencia de cualquiera de tales recombinantes, se realiz6 el
analisis por PCR en el ADN de células infectadas con MVA-mBN175B o MVA-BN® utilizando los pares de
cebadores A1/B2 (Fig. 5B.), que deberia generar un producto de 613 pares de bases, especifico para el gen F
recombinante. Los resultados de esta PCR no mostraron recombinantes detectables. (Fig. 6.). Estos resultados
indicaban que se estaba produciendo un MVA recombinante doble estable, y que la recombinacion entre las dos
copias del gen F habia sido limitada.

Ejemplo 6

Preparacion de genes de glucoproteina recombinante (GP) de tres cepas diferentes del virus del Ebola
(EBOV)

Se deseaba la generacion de un MVA recombinante que expresa tres glucoproteinas (GP) del virus del Ebola
(EBOV). Las cepas EBOV utilizadas en esta memoria son EBOV-B (Bundibugyo), EBOV-S (Sudan) y EBOV-Z
(Zaire), todas pertenecientes a las cepas de virus con alta letalidad en seres humanos infectados. Dichas tres GP
comparten una identidad global de 48,5%, lo que indica que casi cada segundo aminoacido en las proteinas GP es
idéntico en las tres cepas, mientras que el porcentaje de identidades a lo largo de las secuencias de las proteinas de
longitud completa en comparacién con combinaciones de dos cepas estan entre 57,0 % y 64,2% (Figura 7).

Para minimizar la presencia de largos tramos de nucledtidos idénticos dentro de los tres genes EBOV GP, los
codones en las tres secuencias de nucleotidos fueron sustituidos, al tiempo que se mantenian las secuencias de
aminoacidos codificadas de los tres genes GP. Se evitd el uso de codones raros para mamiferos y pollos, asi como
sustituciones que podrian introducir sefiales de acidos nucleicos. Tales sefiales incluian cajas TATA internas, sitios
chi y sitios de entrada ribosomales; tramos de secuencia ricos en AT y ricos en GC; elementos de la secuencia ARE,
INS y CRS; secuencias repetidas y estructuras secundarias de ARN; sitios donantes y aceptores de corte y
empalme (cripticos), y puntos de ramificacion; y sefiales de terminacion de vacuna (TTTTTNT). La G después del
codon de inicio ATG permite una alta expresion y esta presente en la secuencia codificante original de los tres genes
EBOV GP y se mantuvo.
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Aunque 23,3 a 24,9% de los nucleétidos en cada una de las 3 secuencias codificantes de EBOV GP optimizados se
intercambiaron (véase la Tabla A), las identidades globales no cambiaron drasticamente entre las tres secuencias
codificantes de GP (Tabla B). En dos casos, las comparaciones por pares mostraron incluso identidades
marginalmente mas altas después de la optimizacion de las secuencias codificantes tal como se muestra a
continuacion en la Tabla B.

Tabla A: Intercambios de nucleétidos en tres genes EBOV GP optimizados. La tabla muestra el numero de
nucledtidos cambiados en las posiciones correspondientes en las secuencias codificantes de GP optimizadas (opt)
en comparacion con la secuencia no optimizada (no opt) de diferentes cepas EBOV basado en el numero total de
nucleétidos en [%]. El numero total de nt es 1147.

posiciones de nt intercambiadas en secuencias codificantes de GP
optimizadas en comparacion con secuencias no optimizadas [%]

EBOV-B no opt: EBOV-B opt 23,3
EBOV-S no opt: EBOV-S opt 24,9
EBOV-Z no opt: EBOV-Z opt 23,9

Tabla B: Posiciones de nucleétidos idénticas de tres secuencias codificantes de EBOV GP. La tabla muestra
el numero de nucledtidos idénticos en las posiciones correspondientes en dos secuencias codificantes de GP de
diferentes cepas EBOV basado en el numero total de nucleétidos en [%].

comparacion por pares de | identidad de nucledtidos en genes no | identidad de los nucledtidos en genes
genes GP optimizadas [%] optimizados [%]

EBOV-B: EBOV-S 57,0 57,3

EBOV-B: EBOV-Z 64,2 61,1

EBOV-S: EBOV-Z 57,6 60,4

Los alineamientos por pares de las secuencias codificantes de GP de tres cepas EBOV, EBOV-B, -S y -Z mostraron
las identidades en las posiciones de nucleétidos y la distribucion de las identidades (Figura 9). Por consiguiente, el
método dio lugar a tramos mas cortos de identidad de nucledtidos en las secuencias EBOV GP. Al considerar largos
tramos de nucledtidos consecutivos idénticos, es evidente que la interrupcion o el acortamiento de dichos tramos de
identidades es una parte importante de la estrategia para evitar la recombinacion entre secuencias que comparten un
cierto grado de identidades de nucledtidos. En la Tabla C (véase mas abajo) se muestra el nUmero de tramos de
nucledtidos idénticos consecutivos a partir de una comparacion por pares de las secuencias codificantes de GP. Antes
de la optimizacion, hay tramos de hasta 23 pb de longitud y en resumen, hay 41 tramos de 10 o mas nucleétidos
idénticos. En la version optimizada de los genes GP, sélo se encuentra un tramo de 13 pb y se pueden encontrar 7
tramos de 10 o mas nucleétidos idénticos.

Tabla C: Tramos largos de nucleétidos idénticos consecutivos. La tabla muestra el numero de tramos de
nucledtidos idénticos consecutivos de una cierta longitud en una comparaciéon por pares de las secuencias
codificantes de EBOV GP antes (no-opt) y después (opt) de la optimizacién. Los numeros de las comparaciones por
pares se resumen en la columna ‘nimeros combinados'. El tramo mas largo en las comparaciones no optimizadas es
de 23 nucledtidos idénticos consecutivos, mientras que en los genes optimizados se reduce a un maximo de 13
nucledtidos. Sélo se enumeran tramos de 10 o mas nucleoétidos.

longitud | EBOV-B: EBOV-S | EBOV-B: EBOV-Z | EBOV-S: EBOV-Z | nimeros combinados
no opt opt no opt opt no opt opt no opt opt

23 nt 1 1

20 nt 2 2

17 nt 1 1

16 nt 2 2

14 nt 2 4

13 nt 1 1 1 2 1
12 nt 1 2 3

11 nt 10 2 4 1 8 22 3
10 nt 1 2 1 1 2 4 3
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Ejemplo 7
Preparacion de virus MVA-BN® recombinante con genes GP de cepas EBOV.

Los tres genes EBOV GP fueron sintetizados por GeneArt (Regensburg, Alemania) y se clonaron en vectores de
recombinacién para permitir la integracion en MVA-BN®. Se generd un virus recombinante que comprendia las tres
secuencias de genes homologos GP optimizadas de tres cepas EBOV diferentes. La transcripcion de las tres
secuencias de GP codificantes insertadas es controlada por diferentes promotores temprano-tardios individuales.

Las reacciones de PCR especificas para las tres secuencias EBOV-GP optimizadas mostraron la presencia de los
tres genes individuales en el MVA-BN® recombinante.

Ejemplo 8
Preparacion del Plasmido que comprende Genes RSV-F

Las dos versiones del gen RSV-F utilizadas en los ejemplos 1-5 y mostradas en la Figura 1 fueron clonadas en un
plasmido y mantenidas en E. coli TZ101 (Trenzyme GmbH, Konstanz, Alemania) utilizando técnicas de clonacion
estandares. El plasmido (véase el mapa de plasmidos en la Figura 10) fue aislado y digerido con las enzimas de
restriccion Ale |, Dra lll y Spe | y fue separado en un gel de agarosa TAE al 1% (véase la Figura 10). Los patrones
de bandas para pMISC210 que codifican la proteina RSV-F de longitud completa y la proteina RSV-F_trunc (pista 1),
asi como el plasmido control pMISC209 que codifica la proteina RSV-F_trunc solamente (pista 2) se compararon
con los patrones esperados de los resultados del analisis de la secuencia electronica de los plasmidos. El tamario
esperado de las bandas para pMISC210 era 404, 573, 809, 1923 y 4874 pb, mientras que para pMISC209 se
esperaba un patron de bandas con tamafios de 573, 661, 809 y 4874 pb. Todas las bandas esperadas y no bandas
adicionales se han encontrado experimentalmente. En el caso de que se produjera una recombinacion entre las
variantes de RSV-F en pMISC210, se perderia uno o mas de los fragmentos mas pequefios, dependiendo de los
sitios de recombinacion. Esto claramente no se encontré en el ejemplo actual. Por lo tanto, los resultados
demuestran la estabilidad del plasmido pMISC210 con los dos genes RSV-F (RSV-F y RSV-F_trunc) en E. coli.
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REIVINDICACIONES

1. Un vector de virus vacuna Ankara modificado (MVA) que comprende dos secuencias de nucledtidos de al menos
300 nucledtidos de tamafio que codifican cada una 100 aminoacidos,

en donde los 100 aminoacidos codificados por cada una de las dos secuencias de nucleétidos tienen al menos 75%
de identidad de aminoacidos;

en donde una de las dos secuencias de nucledtidos tiene al menos 75 nucledétidos diferentes de la otra secuencia de
nucleétidos,

en donde los diferentes nucleétidos no alteran los aminoacidos idénticos codificados por dichas dos secuencias de
nucledétidos

y en donde las dos secuencias de nucledtidos tienen tramos de identidad de no mas de 9 nucledtidos contiguos
después de la sustitucion y

en donde las dos secuencias de nucleétidos codifican una proteina de longitud completa y una proteina RSV-F
truncada.

2. Un método para generar el vector de virus vacuna Ankara modificado (MVA) de acuerdo con la reivindicacion 1,
comprendiendo dicho método las etapas de:
a) proporcionar una primera secuencia de nucleétidos de al menos 300 nucledtidos de tamafio que codifica
100 aminoacidos;
b) proporcionar una segunda secuencia de nucleétidos de al menos 300 nucledtidos de tamario que codifica
100 aminoacidos, en el que los 100 aminoacidos codificados por cada una de las dos secuencias de
nucleotidos tienen una identidad de aminoacidos de al menos 75% y en el que una de las dos secuencias
de nucledtidos tiene al menos 75 nucleétidos diferentes de la otra secuencia de nucleétidos, en el que los
diferentes nucledtidos no alteran los aminoacidos idénticos codificados por dichas dos secuencias de
nucledtidos y en el que las dos secuencias de nucledtidos tienen tramos de identidad de no mas de 9
nucleétidos contiguos después de la sustitucion; y
c) insertar las dos secuencias de nucleétidos divergentes en el vector de MVA, y
en donde las dos secuencias de nucleétidos codifican una proteina de longitud completa y una proteina RSV-F
truncada.

3. Un método para reducir la recombinacién intramolecular dentro de un vector de virus vacuna Ankara modificado
(MVA) que contiene dos secuencias de nucleotidos de 300 nucledtidos de tamafio, codificando cada una 100
aminoacidos, en el que los 100 aminoacidos codificados por cada una de las dos secuencias de nucleétidos tienen
al menos una identidad de aminoacidos de 75%, comprendiendo dicho método sustituir nucleétidos en una o ambas
secuencia(s) de nucledtidos para generar dos secuencias divergentes que muestran diferencias en al menos 75
nucledtidos, en el que los diferentes nucleétidos no alteran los aminoacidos idénticos codificados por dichas dos
secuencias de nucledtidos y en el que las dos secuencias de nucledtidos tienen tramos de identidad de no mas de 9
nucleétidos contiguos después de la sustitucion y en el que las dos secuencias de nucledétidos codifican una proteina
de longitud completa y una proteina RSV-F truncada.

4. Un método para generar un virus vacuna Ankara modificado (MVA) que comprende dos secuencias de
nucleétidos homdlogas, comprendiendo dicho método las etapas de:
a) proporcionar un MVA que comprende una secuencia de nucleétidos de al menos 300 nucledtidos de
tamafio que codifica 100 aminoacidos; y
b) insertar en el MVA una segunda secuencia de nucleétidos de al menos 300 nucleétidos de tamafio que
codifica 100 aminoacidos;
en el que los 100 aminoacidos codificados por cada una de las dos secuencias de nucleétidos tienen una identidad
de aminoacidos de al menos 75%;
y en el que una de las dos secuencias de nucleoétidos tiene al menos 75 nucleétidos diferentes de la otra secuencia
de nucledtidos,
en el que los diferentes nucleétidos no alteran los aminoacidos idénticos codificados por dichas dos secuencias de
nucledétidos
y en el que las dos secuencias de nucleodtidos tienen tramos de identidad de no mas de 9 nucledtidos contiguos
después de la sustitucion, y
en el que las dos secuencias de nucleétidos codifican una proteina de longitud completa y una proteina RSV-F
truncada.

5. El vector viral o el método de acuerdo con las reivindicaciones 1-4, en donde el MVA es un MVA-BN depositado
en la ECACC bajo el numero V00083008.
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6. El vector viral o el método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde los al menos 75
nucleodtidos diferentes estan sustituidos.
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Figura 1 (continua)
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Figura 2
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Insertar PCR especifica Flanquear PCR especifica
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Figura 4A
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TCARAATTGACARTAATACTTTTGTTOG TCTGGACAGGCCCCACRCGECT
751 200
CAATTTCTIGTCCARCTCAATGAGRCCAT T TATACTAATGEGEGT CHEAG
CAGTTCCTTTTCCAGLTGARTGATACCAT TCACCTTCACCARCAGTTGAL
E01 850
CAACACCACAGGAACACTAATTTGGRAAGTRAATCCTACTGTTGACACCG
TAATACRRCTGEGCAGACTARTTTGGRCACTRGATGCTAATATCARTGCTG
851 So0
GUGTAGETGARTGGGLCT TCTGGERARAT ARGARGARC T TCACARRARCC
ATATTGGETGAATGEGCT TTT TEGGARART ARRARAARTCTCTCOGAATHR
801 950
CTTTCAAGTEAAGRGCTGTCTGTCATATT TGTRACCAACGAGCCCAGGATCC
CTACGTGGAGARAGAGCTGTCTTTCGAAGCTTTATCGCT CARCGRAGREAGA
851 10a0a
AGGCAGCARCCAGAAGARCGAAGETCACTUCCACCAGCTTCCCCARCAACT
AGACGATGATGCGECATCGTCGAGART TACARAGCERAAGAAT CTCCGRCC
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ES2618 103 T3

1001 1050
ARRCCTCCAAGRACCACGAAGACTTEG T TCCAGAGGATCCCGCTTCAGTG
CoGCCACCRGGRAGTAT TCGGRACCTEGTTCCARAGRATTCCCCTGEGRTG
1051 1100
ETTCARG TGOGAGACCTCORGAGGGRARAC ACAGTGCCGACCCCACCCCC
GTTCCATTGCACATACCAGAAGGGGRAACARCATTGCCGTCTCAGRATTC
1101 1150
AGRCACAGTCCCCACARCT CTGATCCCCGACACAATGGAGGARCARATCA
GACAGARAGGTCGARGAGTAGGTETGANCACTCAGGAGACCAT TACRGAGH
1151 1200
CORGECAS TACGARCCACCARRCATTTOCAGAAAC CATCARGRGRGGAAD
CRGCTGCARCARTTATAGGCAC TARCGGCAACCATATGCAGATCTCCACT
1201 1250
ARCACCGCACARCCCOGARACTCTCGCCARCARTCCCCCAGRCARCACAAD
ATOGGGATARGACCCAGCTCCAGECARATCCCGAGTTCCTCACCGACCAL
1251 1300
COCGTCGACACCACCTCAAGACGETGAGCGGACAAGT TCCCACRCARCALC
GGCACCALGECCTGAGGCTCAGACCCCCACARCCCACACATCAGGTCCAT
1301 1350
COTCCOCCCGCCCAGTCCCARCCAGCACAATCCAT CCCACCACROGRAGRG
CAGTGATGGOCACCGAGGARCCARACARCACCACCGEERRGLTOCCCCEGE
1351 1400
RCTCACATTCCCACCACRATGRCARCARCCCATGACRCCGACRGCAATCS
CCRACARCAGRAGCACCCACTCTCACCACCCCAGRARATATAACRACAGT
1401 1450
ACCCARCCCARTTGACATCAGCGAGTCTACAGRGCCAGGACCACTCACCA
GGTTAMACTGTCCTGOCACAGGAGTCCACARGCARCGETCTARTARCTT
1451 ' 1500
ACRCCACRAGAGGEGCTGCARAT CTECTGACAGGC TCARGAAGRACCTGA
CRACAGTRACAGGGATTCTTGEGAGTCT TGGGCTTCGARMRCGCAGCAGA
1501 1550
RGGGAARTCRCCCTGAGRACRCAAGCCARATGCARCCCARRCCTACACTA
BGACARLCTRACACCARAGCCACGGETARGTGCRATCOCRACTTACRCTR
1551 1600
TTGEACARCCCRAGATGARGGEGCTEOCATTGET ITAGCCTGGATACCTT
CGGACTGO ARG ARCARCATAL TGO TGO TGEGATTGCC TEEATOCCGT
1601 1650
ACTTCGGECCECAGCAGAGGGAAT TTATACGGARGEGATAATGCACART
ACTTTEGACCGGETEOGERAGECATATACACTGRAGGCCTGATGCATARS
1651 1700
CRARATGGECTARTTTGCGGET TGAGGCAGCTAGCARATGRAGACGACTCA
CRARARTGCCTTAGTCTGTGGAC T TAGGCAACT TGCARATGARRCARCTCA
1701 1750
AGCCCTACAGTTATTCTTGOG TG TACCACGGRATTGCGCACTTTCTCTA
BGCTCTGCAGCTTTTCTTARGAGCCACARCGGAGCTGCGCACATATACCR
1751 LE00
TATTGARATCGARARGUCATCGACT T TTTACTCCARAGATGGEGAGGARCS
TACTCARTAGGARGGCCATAGAT T TCCTTCTGOSACGRTGGEGCGEGACE
1801 1850
TGCCACATC T TASGCCCAGAT TGC TG TAT TEAGCCCCATGAT TGGACTAR
TECAGCRTCCTOGGACCAGATTGT TCCATTGRSCCACATGAT TGGACARR
1851 L1900
GARCATTACTGACARARTAGRTCAARTCATTCATGATTTCATTGATARRS
LALCATCACTEATARAATCARCCALRTCATCCATGATTTCATCGACARCC
1901 1950
CTCTARCCACATCARACAGATARTGACART TGETGGACAGGETGGAGGCAR
CCTTARCCTAATCAGGATRATGATGATARTTGGTGGACGEGCTGGAGACAS
1951 z000
PGGETTCCTGCCGGEATCGGEATCACGGGEETRATAATCGCAGTTATAGE
TGGATCCCTGCAGGAATAGGCAT TACTGGAATTATTAT TGCARTTAT TGC
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ES2618 103 T3

2001 2031
ACTGCTETSTATTTGCAARTTTCTACTCTAR
TCTTCTTTGCGTTTGCARGCTGOTTTGCTGR

L 50
ATGGTTACATCAGEAATTCTACAATTGCCCOGTGARCGUT TCAGARAMAT
ATGEGCGT TACAGGAATATTGCAGTTACCTOGTGATCGAT TCARGAGGAT
51 100
ATCATTTTTTGTTTGGGTAATAATCCTATT TCACARAGTTTTCCOCTATCD
BTCATTCTTTCTTTGGETAATTATCCTTTTCCARRGARRCATTTTCCATEC
101 150
CATTGEGCGTAGTTCACARC RACACT CTCCAGETRAGTGATATAGATARE
CACTTGEAGTCATCCACARTAGCACAT TACAGGTTAGTGATGTCGRCARR
151 200
TTGGTGTECCGGEATAARRC TTTCC TCCACRAGTCAGC TEGARATCGETCGE
CTAGTTTGTCGTGACRARCTGTCATCOACARATCARTTGAGATCAGTTGE
201 250
GCTTARTCTAGARGGTARTGEAG T TECCACAGATGTACCARCAGCARCGA
ACTGRATCTCGAAGSEARTGEAGTEGCRARCTGACGTGCCATC TGCARCTA
251 300
AGAGATGEGGEATTCCGAGCTEE TG TTCCACCCARAGTGGTGRACTACGRA
ARAGATGSGECT TCAGETCCOE TG TCCCACCARRGETGETCRAT TRTGRA
301 350
GOTGEGGAGTGEECTGARAACTGOTACARC CTGGACATCRAAGRARGCAGH
GOTGG TGN TGEEC TCARRACTECTACAR TCT TGARAT CARRARACCTGR
351 400
TGETAGCGARTGOCTACCTEARGCCCCTGRGEE TG TAAGAGECTTCCOTE
CEGEAGTGRETGTC TACCAGCAGCGCCASACGEGATTCOGGECTTCCCIC
£01 150
GOTGCCGTTATGTGCACRAGGTTTCTGGARCAGEGCUGTGCCCTGAAGET
GETGCCGGTATETGCACAARGTATCAGGARCOEERCCGTETECUGGAGRT
451 00
TACGCTTTCCACAARGAAGGOGCT T TOTTCOTGTATGATCGACTGECATC
TTTECCTTCCATARRGAGEETGCT T TCTTCC TG TATGATCGACTTECTTC
501 550
ARCAATCATCTATCGARGUACCACGTTTTCAGARIGTGTTETGECTTTCT
CRACAGTTATCTACCARAGGRACGACT TTCGCTGARGETGTCETTGCATTTC
551 BO0
TGATCCTC COCCARRCTAARARGEACTT I TTCCAATCGCCACCACTACAT
TGATACTGLCCCRAGCTARGRAGGACT TCTTCAGL TCACRCCCCTTGAGA
601 650
GARCCGGCCARTATGACARCARGACCCATCCAGCTRACTACCACACAG TCRC
GAGCCGGTCAATGOARCGGAGGACCOGTC TAGTEECTACTATTC TACCAL
651 700
ACTTAATTATGTGGCTGACART T TTGGGRCCAATATGACTAACTTTCTGT
AATTAGATATCAGGCTACCGSTTTTGGARCCARTCAGRCAGAGTACTTGT
701 750
TTCARGTGERTCATCTARCTTATGTGCARC TTGARCCARGATTCACACCA
TCGAGGTTERCARTTTGACC TACGTCCARC T TGAATCARGATTCACACCA
751 B00
CAATTTCTTGETCOARCTCARTGAGACCATTTATACTRAATGGECGTCGCAG
CAGTTTOTGCTCCAGCTGRATGAGACARTATATACAAG TGOGARAAGEAS
BO1 850
CAACACCACAGGARCACTARTT TGGARAGTARRTCCTACTETTGACRCCG
CAATACCACGGGARMACTARTTTGGARAGGTCAACCCCGARRT TGATACRA
B51 00
GCGTAGETGRATGEECCT TCTGGEAARAT ARGAAGAAC TTCACARARRCT
CARTCOGEGACTGEGCCT TCTGEGEARACT ARARARAARCCTCACTAGARAR
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ES2618 103 T3

901 G50
CTTTCRARAGTGRAAGAGCTGTCTGTCATATTIGTACCAAGAGCCCAGGATCC
ATTCGCAGTGARGAGTTGTCTTTCACRGTTGTAT CARRCGGAGCCARARRL,
951 1000
BGGCAGCRACCAGARGACGARAGET CACTCCCACCAGCTTCGCCARCARACT
CATCAGTGGTCAGAGTCCGGCGUGARCT TCTTCOGACCCAGGGACCRACH
1001 1050
ARRCCTCCAAGARCCACGRAGACTTGETTCCAGAGGATCCCGCTTCRAGTG
CARCARCTGALGACCRCADART CATGGCTTCAGAARATTCCTCTECRAATG
1051 1100
GTTCRARGTGCGAGACCTCCAGRGGGRAARCACAGTGLCGACCCCACCCCT
GTTCAAGTGCACAGTCAAGGAAGGGRAAGC TGCAGTGTCGCATCTARCAAC
1101 1150
RGRCACARGTCCCCACRRCTCTGATCCCCGACRCRATGGAGGRACARACCR
COTTGCCACRRTCTCCACGRGTCCOCARTCOCTCACARCCARACCAGGTC
1151 1200
CCAGCCRACTACGRACCACCRAARCATTTCCAGAARCCATCARGAGAGGRAC
COGACARCAGCACCCATARTACACCCGTGTATARACTTGACATCTCTGAG
1201 1250
ARCACCOCACACCCCGRAACTCTCGCCAACAATCCCCCAGACARCACARC
GCAACTCRARAGTTGARCARCATCACCGCAGARCAGACAACGRCAGCACAGT
1251 1300
CCCGTCSACACCACCTCARGRACGETGAGCGLACAAGT TCCCACACARACAC
CTCCGRCACTCCCTCTGOCACGACCGU RGCCGEACCCCCARRRGCAGRAGR
1301 1350
COTCCCCCCGCCCAGTCCCRACCAGCACAATCCATCCCACCACACGRAGAG
ACACCARCACGAGCAAGAGCACT GACTTCCTEEACCCCGUCACTACARCR
1351 1400
ACTCACATTCCCACCACARTGACRACARGUCATGRCACCGACAGCAATCG
AGTCCCCARARCCACAGCGAGACCGCTGGCARCARCARCACTCATCACCR
1401 1450
ACCCARCCCAATTGACATCAGCGAGTCTACAGAGCCAGGACCRCTCACCR
BGATACCGGAGARGAGRCGTGCCAGCAGCGGGARGETAGGCTTAATTACCA
1451 1500
ACACCACRRAGAGGGGCTGCARATCTGCTGACAGECTCARGARGARCCCGA
ATACTATTGCTGGAGTCGCAGGACTGATCACAGGCGGGRGAAGARCTCGA
1501 1550
AGGGRAATCACCCTGAGRACACAAGCCARA TGCARCCCRARCCTACACTA
AGAGRAGCAATTGTCAATGCTCAACCCAARTGCARCCCTARTTTACATTA
1551 1600
TTGGACAACCCARGATGARGEGECTGCCATTGET TTAGCCTGEATACCTT
CTGGACTACT CAGGATGARGETGCT GCARTCGGACTGECCCTGEATACCAT
1601 1650
ACTTCGGGECCCGCAGTRGRGEGARTTTATACGGARGGGATARTGURCART
ATTTCGGEGCCAGCAGCCGAGGGRATTTACATAGAGGGGCTAATGCRCART
1651 1700
CRAALTGEGCTARTT TGCEGETTGAGGCAGUTAGCALATGAGACGRCTCA
CRAGATGGTTTARTCTGTGEETTGRGACAGLTEGUCARCGRGACGRCTCA
1701 1750
AGCCCTACAGTTATTCTTGCGTGCTACCACGGRARTTGUGCACTTTCTCTA
AGCTCTTCARCTGTTCCTEAGAGCCACAACTGAGC TACGCACCTTTTCAR
1751 1800
TATTGRATCGARAAGCCATCGACTTTTTAC TCCARLGATGEEGAGGAACT
TCCTCRRCCGTRAAGGCAATTEATTT CTTGCTGCAGCGATGGLGUGGERCA
1801 1850
TECCACATCT TAGGCCCAGATTECTGTATTGAGCCCCATGATTGGACT AR
TGLCACATTCTGGEACCEGACTEGCTGTATCGAACCACATGATTGGACCAR
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ES2618 103 T3

1851 1900
GARCATTACTGACEAARTAGATCANATCATTCATGAT TTCATTGATARAC
GARCATARC AGACRARATTGATCAGATTATTCATGAT TTTGT TGATARAR
1901 1450
CTCTACCAGARTCAARCAGATAATGACART TGGTGGRACAGGETGGAGGCAR
COCTTCCGERCCAGEEGGACAATGACARTTGETGGACAGGATGGAGACAR
1251 2000
TGGETTCOTGCCGGERATCEEGATCACSGEGETARTAATCGCAGT TATAGE
TEGATACCGECAGGTAT TEEAGT TACAGGCGTTATAATTGCAGT TATCGE
2001 2031

ACTGCTGTGTATTTGCARATTTCTACTCTAR

TTTATTCTGTATATGCARATTTGTCTTTTAG

1 50
ATGGEGGGTCT TAGCCTACTCCAATTCCCC AGEGACARATTTCGGRARAG
ATGOGCGTTACAGGAATAT TEGCAGTTACCTCETGATCGAT TCAAGRGGAC
51 100
CTCTTTCTTTGTTTGGGTCATCATCTTATT CCARAMAGGCCTTTTCCATGE
ATCATTCTTTCTTTGGGTART TATOCTTT TCCARBRGRRCATTTTCCATCC
101 150
CTTTGEGTETTETCRCTARCAGCACTTTAGRAGT ARCAGAGAT TGACCRAG
CACTTGGAGTCATCCACRATAGCACARTTACAGGT TAGTGATGT CGRCRAR
151 200
CTRGTCTGCAAGGATCATCTTGCATC TRCTGACCAGC TGARATCAGTTGE
CTAGTTTGTOGTGACRRRCTETCATCCRCARATCRATTGAGRTCAGTTES
201 250
TOTCAACC TCGAGGEEAGCGEAGTATCTACTGATATCCCATCTGCAACAR,
BCTCAATCTCGAAGGGARTGGAGTGGCARC TERCGTCCCATCTGCARCTA
251 300
AGCGTTGGEGCTTCAGATCTGETET TCCTCCCARGGTGGTCAGCTATGREA
BAAGATGEGGCTTCAGGTCOGGTGTCCCACCAARGGTGETCAATTATGRA
301 a50
GUGEGAGAATGEECTEARARTTGCTRACAATCTTGARRTRARGRAGCCGER
GUTGETGARTGEECTOAAARC TGO TACRRTCTTGARAT CARARAMCCTGR
351 400
CEGEAGCGARTECTTRACCCCCACCGCCRAGATGETGTCAGAGGCTTTCCRA
CGGGAGTGAGTGTCTACCAGCAGCGCCAGACGEGAT TCGGEGECTTCCCCC
401 450
GETGCCGCTATGT TCACARRGC CCARGGARCCEGECCCTGLCCAGETGAL
GGTGCCGGTRTGTGCa@HRAﬁTATCHGGHACGGGACCGTGTGCCGGHGAC
451 500
TACGCCTTTCACAAGGHTGGhGCTTTCTTCCTCTHTGACRGGCTGGCTTC
TTTGECCTTCCATARAGRGGETECTTTCTTCCTGTATGATCGRUTTGCTTC
501 S50
AACTGTAAT TTACAGAGGRGTCARTTTTGCTGRGGEGGTARTTGCATTLT
CACAGTTATCTACCGRAGGARCGACTTTCGCTGAAGGETGTCETTGTATTTC
551 ald
TGATATTGECTARACCALARGARACGTTCCTTCAGTCACCCCCCATTOGR
TEATACTGCCCCAAGCTARGAAGGACTTCTTCAGCTCACACCCCTTGAGR
601 G50
GRGCCAGTANACTACRCTGARAATACATCARGTTATTATGCCACATCCTA
GARGCCGGTCARTGCARCGERAGERCCOGTCTAGTESCTACTATTCTACCAL
651 700
CTTGGAGTATGARLT CGRARATTTTGGTGCTCARCACTCCACGRCCCTTT
BATTAGATATCAGGCTACCGGTTT IGEARCCAATGAGACAGAGTACTTGT
701 750
ToARRARARTTGACARTARTACTTTTGTTCGTCTGGACAGGCCCCACACGCCT
TCGAGGTTGACARTTTGACC TACGTCCARCTTGRAATCARGATT CACACCA
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ES2618 103 T3

751 g00
CRGTTCCTTTTCCAGCTGARTGATACCATTCACCTTCACCARCACGTTGAG
CAGTTTC TGCTCCAGCTGARTERGACAATATATACRAGTGGGARARGGRG
801 B50
TAATACAACTGGGAGACTRATT TGGARCACTAGATGCTARTATCAATGCTG
CARTACCACGGGARRRCTARTTTGGAAGGTCAACCCOGRARATTGATACRER
g5l 200
ATATTGETGARTGGGCTTTTTGGGARRATANARRAARTCTCTCOGAMCRA
CARTCGGEGGAGTEGGCCTTC TGGGARRCTARARAMMACCTCACT AGARAR
401 950
CTRCGTGGAGRAGAGCTETCTTTCGARGC TTTATCGCTCARCGAGACRGA
ATTCGCAGTGARGAGTTGTCTTTCACRGTTGTATCAARCGGRGCCARRAR
451 1000
BGRACGATGATGCGGCATCOTUGRGAATTACARRMGGGRAGRAT CTCOGRIC
CATCAGTGGTCAGRGTCCGECGCGAACTTCTTCCGRCCCAGGGALCARCH
1001 1050
GEGCCACCAGGRAGTATTCGERCCTGE T TCCARAGRATTCCCCTEGEATS
CAACARCTGARGACCACAARLTCATGGCT TCAGRRRATTCCTCTGCAATG
1051 1100
GTTCCAT TGCACATACCAGRRACGGEARRCAACAT TGCOSTCTCAGAATTE
GTTCRAGTGCACRGTCARGEARGGEAAGCTGCAGTETCCCATCTARCARG
1101 1150
GACRGAAGGTCGRAGRGTAGGTGTGAACACTCAGGAGACCATTACRGAGR
COTTGCCACARTCTCCACGRGTCCCCRATCCCTCRACARCCARACCAGETC
1151 12400
CAGCTECARCRATTATAGGCACTARCGGCRRCCATATGCAGATCTCCACC
CEGACRRCAGCACCCATAATACACCCGTG TATARACTTGACATCTCTGAG
1241 1250
ATCGGGEATAAGACCGRAGCTCCAGCCARAT CCCGAGTTCCT CRCCGRICAC
GCARCTCARGTTGARCRACATCACCGCAGRRCAGACANCGACAGTACAGT
1251 L300
GGCACCAAGCCCTGRGGCTCAGRCCCCCACRACCCACACATCAGGTCCAT
CTCCGACACTCCCTCTGCCACGACCGCAGCCGEACCCCCARRRAGUAGAGR
1301 1330
CAGTGATGGCCACCGRECAACCARCARCACCACCGGGARGCTCCCCOGED
ACACCARCACGRSCARGAGCACTGACT TCCTGEACCOCGCCACCACARCA
1351 1400
CCRRCRARCAGRAGCACCCACTC TCACCACCCCAGARAATATARCANC ARG
AGTCCCCARARCCACARGCGAGACCGCTGECARCARCARCACTCATCACCA
1431 1450
GETTARRACTGTCCTGCCACAGGRGTCCACRAGCARCGETCTAATAACTT
AGATACCGGAGARGRGACTCCCAGCAGCGEGARGC TAGGC TTAAT TACCA
1451 1530
CRACRGTARCAGGGRTTCTTEGGRAGTCTTGLGETT CORARRCGUAGCAGR
ATACTATTGCTGEAGTCGCAGERCTGATCACAGGOGEGAGRAAGARCTCGA
1501 1550
AGACAARCTARCACCAARGCCACGEGTRAGTGCARTCCCARCTTACRCTA
AGAGRAGCAATTGTCRATGCTCARCCCARATGLARCCCTAATTTACATTA
1551 1600
CTGEACTGCACARGRACARCATAATGCTGCTGGGATTGCCTGGATCCCGT
CTGGACTACTCAGGRTGAAGGTGCTGCARTCGGRCTGGOCTGEATACCAT
1601 1850
ACTTTGGROCGGGTGCGGARGGCATATACACTGRAGGCCTEATGCATARC
ATTTCGGECCRGCAGLCGAGGGAAT TTACAT AGRGGEECTARTGCACART
1a51 1700
CRARATGCCTTAGTC TG TGGACT TAGGCARCTTGCAMATGARMCARCTCR
CARGATGETT TAATC TG TGEGTTGAGRCAGCTGGECCARCGAGRCGACTCH
1701 1750
AGCTCTGCAGCTTTTCT TRAAGRGCCACRACGEAGCTGCGEACATATACCE
AGCTCTTCAACTETTCCTGAGAGCCACRACTGAGUTACGCACCTTTTCRA
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1751 1800
TRACTCAATAGGARGGCCATRGATTTCCTTCTGCGACGATGEEGUGEGACA
TCCTCARCCGTARGGCART TGATT TCT TGCTGCAGCGATEEEECGGCACH
1801 1350
TGCAGGATCCTEGGACCAGAT TG TTGCAT TGAGCCACRTGAT TGGACARA
TGECCACAT TCTGGGACCGGACTGCTGTATCGRAACCACATGATTGGACCAA
1851 1300
ARRCATCACTGATAARATCARCCAARTCATCCATGATTTCATCGRERACT
GRACATARCAGACLAALRATTGAT CAGATTATTCATGATTTTGTTGATRAARR
1501 1950
CCTTACCTARTCRAGEATARTGATGATARTTEGTGEACGOGCTGEAGACRG
COCTToCGGACCAGGLGEACAATGRCAAT TEETGGRACAGGATGGRGALCAR
1451 2000
TEGATCCCTECAGERATAGECATTACTGGRAATTAT TATTGCARTTATTGE
TGGATACCGGCAGGTATTGGRGT TACRGGCETTATAATTGCAGTTATCGE
2001 2031

TCTTCTTTGCGTTTGCARGCTGCTTTGOTGR

TTTATTCTGTATATSCARATTTGTOTTTTAG
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ES2618 103 T3

1 50
ATGETCACATCTGGAATTCTCCAGCTCCCTAGGGRACGGTTCCGERAARAC
ATGGEOGECCTGRGCCTGC TGCAGCTGCCCCGGGRCARGTTOOGEARGTC
51 100
CAGTTTCTTTGTCTGOETCATCATCCTCTTCCATARGGTGTTCCCTATCC
CRGCTTCTTCGTGTGGGTGATCATCCTETTCCRAGAMAGCCTTCAGCATGE
101 150
COCTGEGEGTCGTCCATRAACARTACAT TECARGTGTCAGATRTCGATAAG
COCTGGGCETEETEACCARCAGCACCCTGGARGTGRCCGAGATCGRCUCAG
151 200
TTGGTGETETCGCGATARAC TGTCATCTRCCTCTCAGCTGARARAGOGTCGE
CTGETCTGCARGGACCACC TGO AGCACCGATCAGCTGARGT COGTGEGE
201 250
CCTCARCCTCGRAGGORATEETGTOGCCACTGRTCTCCCTACTGCCRCAR
CCTGARCCTGGARGGCAGCGEOGTGAGCACCGACATCCOCAGIGCCACTA
251 300
ARCGATGEGETTTCCGGGLTEETETCCCCCCAMAGTGETCARCTRATGRA
AGAGATEGGGCT TCAGATCCGECETGCCCCCCARGGTGE TGTU I TATGAG
301 350
GCTGECGARTEEECAGRGRATTGCTATAATCTGGRCATTRARARGCCOGR
GCCGOCGAGTEGECCGRGARCTGCTACARCCTGERAMAATCARGARGCOCGA
351 400
TEGCTCCGRAGTG TCTOCCTGARGCTCCTGAGGGCGTGLEGEGATTCCCAL
COGORGCERGTGTCTGCCTCCCCCTOCCGRATGGUGTGRGREECTTCCCCC
401 450
GATGTCGCTACGTCCATAMAGTGTCTGECACCGECCCTTGCOCTGARGGR
GOTGCAGATACGTGCACAAGGCACARGGCACCGETCCATGUCCAGECGAL
451 500
TRCGCCTTTCAT ARRGARGECGCCTTTTITCCTCTATGATCGCCTGECTTO
TACGCCTTCCRCARGGACGGUGCCTTTTTCCTGTACGACCGLITGELCTC
401 550
CROAATTATCTATCGCTC TACTACCTTT TCOGAGEGEETEGETCECTTTTC
CACCGTGATCTACCGEGGLGTGARCTTTGCOGRAGEECOTGATCGICTTOC
51 600
TCATCCTCCCOGRAGACARAGARMGATTTCTTTCAGASTCOCOCCCTGCAT
TGATCOTGGCCARGCCCARAGRGRCAT TCCTSCAGRGCCCCCCCAT OGS
6ol B50
GAGCCTGCCARTATGACTACCGRTCCTTCCTCTTACTATCATACCGTGAC
GAGGCCGTGARCTACACCGAGRACACCRGCAGCTACTACGCCRCCTCCTA
651 700
BCTCRATTATGTCECTGATARCTTCGGCACTARCATGRCCAACTTTCTGT
CCTEGARTACGAGATCGRCARCT TOGGCGCCCAGCACAGCACCACCCTET
701 750
TCCAGETCGRCCACCTGRCATATGTCCAGLTCGAGCCTCGCTTTACCCCR
TOARGATCGRCARCARCACCTTCOTGCOGUTGGACRCACCCCACRCCCOC
751 2040

51) CAGTTCCTGGTCCAGCTCARTGAARCTATCTATACTAACGGACGGLCGCTC

(75
1751}
(801)
(801)

1851)
{851)

{801)
(901

{&51)
[951)

£1001)
{1001)

CAGTTTCTGTTCCAGCTGRAACGACACCATCCATC TGCAT CAGCAGCTGTC
801 E50
TAATACCACCGEGACCCTCAT T TGGARAGTCART COCACTGTCGATACLG
CRACARCCACCGGCAGACTGATCTGGACCC TEGACGCCARCATCARCGTCG
451 900
GOGTOGGAGRGTGEGCCTTTTGOGARRACRRGARGAACT TTACCARGACT
ACATCGETGRATGGGCTT TTTGEGAGAACRAGRAGEATCTGAGCGAGLAG
01 850
CTGAGTAGCGRAGGARCTCTCTGTGATCTTTGTGCCTCGCGC TCAGGATCT
CTGCOGGGCGARGAACTCAGL TTCGAGGCCCTGAGCL TGAACGAGACAGA
851 1900
TEGATCCARCCAGRARRCCARRGTGACACCTACATCTTTTGCCARCARCT
GEACGACGRCGCCGCCAGCAGCCGGATCACCARGGEGCCGGATCAGCGRCC
1001 1050
AGRCAAGCARASARCCATGAGGRCCTCGTCCCCGAAGATCCTGCCTCTGTG
GGGCCACCAGAARGTACAGCGACCTGETGCC CAAGARCAGCCCCGGLATS
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ES2618 103 T3

1051 1100
GTCCRAGGTCCGEGRCCTCCAGCGUGRARATACCGTGCCTACTCCCCCOCC
GTGCCTCTGLACATCCCCGAGEECGAGACARCTCTCCCTAGTCAGRATAG
1101 1150
TGATACCGTCCCTACTACCCTCATTCCCGATACARTGGARAGARCAGATCA
CACCGAGGECAGACGOGTGGGOGTGARCACCCAGGRARCCATCACCGAGA
1151 1200
CCTCTCAT TACGAGCCACCTRARCATCTCCRAGARATCACCAGGRACGARAT
CRAGCCGCCRCCATCATTGGTACTAACGGCAACCACATGCAGATCAGCACT
1201 1250
RACACCGCTCATCCOGAGRCTCTGGCTARTARCCCCCCCGACRATRC TAT
ATCEGCATCCGECCCAGCAGCAGCCAGAT CCCAAGTAGTAGTCCTACCAD
1251 1300
COCTAGTACCCCCCCTOAGGRACGGEEGAGAGARACCAGT TCOCAT RCTACAT
RGCCCCTAGCCCTGAGGCCCAGACCCCTACCACARCACACCAGCGGCOCTA
1301 1350
CoTCCCCARGRACCCGTCCC TACATCTRACCATTCATCCCACCACCCGCGAG
GOGTGATGGCCACCGAGGAACCTACCACCCCTCCTGGCAGCAGCCCAGET
1351 1400
BCACACATTCOTACCACTATGACCACATCCCATGRACACCGATTCCRATCG
CCRACTACCGRGGCACCRACCCTGACCACCCCCCGACARTATCACCACCGC
1401 1450
COCTARCCCCATCGATATCAGOGRATCTACCGAGCCCGGACCCCTCALAR
COTGRARRCCGTGCTECCCCAGGRARGCACCAGC ARCGGUCTGATCRICR
1451 1500
ATACAARCCCGCGEAGCCGCTRATCTGCTGACTGGC TCCCGGUGCACTOGA
GUACCGTGRCCEECATCC TEEECAGCC TGEGCTECGHARGCGGRGCAGR
1501 1550
BGAGARATCRCCCTGCGARCACAGGCCARGTGTARCCCARRCCTCCATTA
CGGCAGRCCAACACCARGECCACCGECRAGTGCARCCCCARCCTGCACTR
1551 1400
TTEGACARCCCAGGATGARGEGCCCGCTATTEECCTCGC TTEGATCCCTT
CTGGRACCGCCCAGGARCAGCACARCGCCGCTGEEATCGCCTGEATCOCCT
1601 1450
ATTTCGEECCTGCAGCOGAGEGGATCTATACCGAAGGTATARTGCATART
ACTTTEGTCCTGETGCTEAGCGARTATACACCORAGEGCCTGATGCACAAD
1651 1700
CRAGRRACGEECTGAT TIGCGEECTGOGCCAGCTCGOCARCGAGRCTACCCR
CRGARCGCCCTEETETECEECOTEAGACAGCTEECCARACGARRACCACTCR
1701 1750
GGCCCTCCRGCTCT TTCTCCGEGCTAC TRCCGARCTGCGRACCTTTTCCA
GECACTGCRAGC TG T TCCTGOEGGCCACCACCGACCTGOGGACCTACLCCA
1751 1800
TTETCARTAGGARAGCTATCGATTTC TTGCTCCAGLGCTEEEGGGERARCT
TCCTGARCAGGRAGGCCATCCACTTTCTGCTGCGGAGATGEEECEECALT
14801 1850
TGTCATATCCT CEGACCCGATTGCTGTAT TGAGCCACATGATTGGRACTAR
TGTRGAATCCTGGGCCCCGACTGCTGCAT CGAGCCCCACGACTGGACCRA
1451 1900
ARACATCACTGRCARARTTGATCAGATCATTCATGATTTCATTGATARLT
GRATATCRCCGRACAAGAT CRACCAGRT CATCCACGACTTCATCGACRACC
1401 1950
CCCTCCCCGATCAGACTGATRAATGACAATTEGGTGGRACGEGATGECGCCAG
CCCTGCCCRACCAGGAC ARCGRCGACRAC TGETGEACTGGTTGGCGACAG
1951 2000
TGGETGCCCGr TGGGATTEGCAT TACAGETGTCATTATTGOCGTGAT TG
TEGATCCCTGCOGGCATCGGCAT CACCGECATCATCATTGCCATTATCGE
2001 2031

ACTOCTETGTATC TETARATTTC TGO TGTGA

TCTCCTCTGOETGTGCARGCTCCTCTGLTGA

Figura 9B (continaa)
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ES2618 103 T3

1 30
ATGGTCACATCTGGAATTCTCCAGCTCCCTAGGGARCGGTTCCGGRAAALC
ATGGGCETGACAGGCAT TCTGCAGCTCCCCAGRGACAGAT TCANGCGGAC
51 100
CAGTTTCTTTGTCTGEETCATCATCCTCTTCCATARGETETTCCCTATCC
CTCCTTTT T TC TGGETCATCATTCTGTTTCASCGGACCTTCTCCATCC
101 150
CCCTGEAGGTCGTCCATAACARTACATTGCARGTGTCAGATATCGATARG
CTCTGGGCGTEATCCACAATAGTACCCTCCAGETGTCCGACETEGACARG
151 200
TTEGTETGTCGOGATARACTGTCATCTACCTC TCAGC TGARRARGCGTCGE
CTCGTGTGOCGEGACRAGC TGTCCTCCACCARCCAGCTGAGRAGCGTGEE
201 250
CCTCARCCTCGARGGERAATGGTGTCECCACTGATGTCCCTACTGCCACER,
GCTGAATCTCGAGGGECARTGGCGTGGCCACAGRCGTGCCCTCOGCCACAA
251 300
BACGATGGGETTTCCGGGL TEETGTCCCCCCRRANGTEGTCARCTATGRA
BGECGCTGGGECT T TCGEAGCEECGTCCCTCCTRARAGTCOTGARCTACGAG
i 350
GUTEGCGRATGEECAGAGARTTGCTATAATCTGGACATTAARRREECCGA
GCAGGGGRATGGECTGARRAT TGTTACARTCTCGAGATCARARARCCAGA
351 400
TGECTCCGRGTGTCTCCCTERAGCTCCTGAGGECETGCGGEGAT TCCCAR
TEGC T TGRAG TGO TG TGCOGCACCACACGGECATCRGEGGUTTCCCTA
401 450
GATGTCGCTRACGTCCATRARGTGT CTGECACCGECCCTTGCCCTGARGER
GATGCCGCTATGTGCACRAGGTGAGTGETACAGGCCCTTGT GOCGECGAT
451 500
TACGCCTTTCATARAGAAGGEGCCTTTTTCCTCTATGAT CGCCTGGECTTC
TTTECCTT TCACARRGAGEGGGCTTTCTT TC TG TACGACAGGCTCGCCAG
501 550
CACARATTATCTATCGCTCTACTACCTTTTCCGAGGGGGTGETCGCTTTTIC
TACAGTGATATACCGRGGTACTACCTTCGCCGRAGECGTGETGECCTTTC
551 &00
TCATCCTCCCCGRAGACARAGRARGATTTCTTTCAGRGTCCCUCOCTGOAT
TGATTCTGCCCCAGGCCARGAAGGACTTCTTCAGCAGCCACCCCCTGAGA
a0l as0
GAGCCTGCCAATATGACTACCGATCCTTCCTCTTACTATCATACCGTGAC
GAACCCGTGARCGCCACAGRGGACCCCAGCAGCGECTACTACAGCACCAC
551 Too
ACTCAATTATGTCGCTGATARCTTOGGCACTARCATGRCCAACTTTCTGT
RATCRGATACCAGGCCACRGECTTCGGCACCAATGAGRCAGAGTACCTGT
701 750
TCCAGETCGRCCACCTGRCATATGTCCAGC TOGRGCCTCGCTTTROCCCE
TCEAGETEEACARCCTGACCTACGTGCAGCT GEARAGTCGETTTACCCCT
751 800
CRGTTCCTGGTCCAGETCARTGRARCTATC TATACTARCGEACGGCGECTC
CAGTTCCTCCTGCRGCTCAACGRGACAATCTACRCCTCCGGCARGIGGRAG
201 450
TAATACCRCCGEGACCCTCAT TTGGRAARGTCARTCCCACTGTCGATACCS
CRACACARCAGSCAAGCTCATC TGGRARGTGARCCCOGRCATCGATACCA
851 200
GLETCGGAGRAGTGEECCTTTTCEGARARCARGRAGARCT TTACCANGRACT
CTATAGGGGAGTGEGCTTTCTGEGARACTRAGAAGARCCTCACCCGGARG
201 950
CTEAGTRGCGRGGRACTCTCTGTGATCTTTGTGLCTCGCGETCAGGATIC
ATCACGATCCGRCGAACTETCCTTCACCOTGGTGTCCAACGLUGTCARGAR
451 1000
TGGATCCAACCAGARARCCARAGTGACACCTACATCTTTTGCCRACRACT
CATTTCAGGACAGAGCCCCGCCAGARCRAGCRAGIGACCCCGECACCARALA

Figura 9B (continua)
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ES2618 103 T3

1001 1050
AGRCARGCARGRACCATGRGGRCCTCGTCCCCGABEATCCTGLCTCTGTG
CCACARCCGAGGRCCACAAGATCATGGCCAGCGRAGRACTCCAGCGLCATG
1051 1144
GTCCAGGTCCGGGEACCTCCAGCECGARARTACCETGCCTACTCCCCCCCC
GTGCAGGTCCACAGCCAGGGARGRGAAGCCCGCCGTGRECCRCCTGRECAC
1101 1150
TGATACCGTCCCTACTACCCTCATTCCCGATACARTGGRAGAACAGRCCA
ACTGGCCACCATCAGCACCAGCCCCCAGAGCCTGACCRCCARGCCTGGCT
1151 1200
CCTCTCATTACGASCCACCTRRCATCTCCAGARA TCACCAGGARCGARAT
CCGACRRCAGCACACACARCACCCCCOTETACARGCTGGACAT CRGCGAS
1201 1250
ARCRCCGCTCATCCCGRGACTCTGECTRATARCCCOCCOGACRRTRCTAT
GCCACCCAGETGEAGCAGCACCACRGRCGGACCGACARCGACAGCACCGT
1251 1304
CCCTAGTARCCCCCCOTCRAGGACGGEGAGAGAACCAGT TCCCATACTACAC
CRGCGATACCCCTTCTGOCACCACRAGCCGUCGEACCCCOTARGGCIGREA
1301 1350
CCTCCCCARGRCCCGTCCCTACATCTACCATTCATCCCACCACCOGUGRG
ATACCARCACCAGCARGRGCACCERETTTCTGEATCCAGCCACCACCRCC
1351 1400
ACACACAT TCCTACCACTATGACCACATCCCATGACACCGATTCCARATCG
RGTCCRCRGALCCACRGCGARRCCGCCGECRACRRCARTRCCCRCCROCH
1401 1450
CCCTAACCCCATCGATATCAGCGAATCTACCGAGCCCEEACCCCTCACAR
GOACRCCGGUGRAGGAAAGCGCCAGC TCTGECARGCTGEGUCTGATTACCA
1451 1500
ATACABRCCCGUGEGAGCCGCTRAATCTGCTGACTGECTCCOGLUGCACTCGA
ACACRATCGCCGECGTERCOGGACTGATCACCGEUGECAGRCGGRCCAGR
1501 1550
AGRGAAATCACCCTGOGRACACAGGCCARGTGTAACCCARRCCTCCATTR
CEEGRGGCCATCGTGARCGCCCAGCCCRARTETRATCCTARTCTCCACTAR
1551 1600
TTGGACARCCCAGGATGARGGEECCECTATTGEUCTCGCTTGEATCCCTT
TTGEACCACACAGEACGRAGGECGCTECCATCGGACTGECATGGRATTCCTT
1601 1650
ATTTOGGGCCTGCAGCCGAGGEEATC TATACCGARGGTATARTGCATAAT
ACTTOGGACCAGCCECTGARGGGATCTATATCGRAGGEGCTCATGCATARD
1651 1700
CRAGRACGEGCTGATTTECEEECTGLGCCAGCTCECCARCERAGRITACCCR
CAGGATGETCTGATTTGTEETCTCCGGCAGCTEGCTARTGREACARCRCA
1701 1750
GLOCCTCCAGCTCTTTCTCCGEGCTRCTRCCGRACTECGARRCCTTTTCCA
GECTCTOCAGCTGT TTCTGAGAGCCACARCRGAGCTGRGARCCTTCAGCA
1751 1800
TTCTCARTRGGARAGCTATCGATTTCTTGCTCCAGCECTGGEEGEERACT
TTCTCARCCGCARCGCTATTGACTTCCTGCTCCARCGATGGEGRGECACA
1801 1E50
TETCATATCCTCGGRCCCGAT TGO TGTAT TEAGCCACATGATTGGRCTAR
TGECCACATCCTOGGECCTGAT TETTGTATCGRAACCTCACGAT TGGRCAAND
1851 1500
ARPACATCACTGACARRATTGATCAGATCATTCATGATTTCATTGATAARLD
GAACATTACAGATARGATCGATCAGATTATCCATGACTT TG TGEACARGR
190l 1950
CCCTCCCCGATCAGACTEATARTGACARTTGGTGGACGEEATGECGICRG
CCCTGCCCGATCAGGGCERACARCEATRATTOE TGGACAGGETGEAGACRG
1951 2000
TGEETECCCECTEEGATTGECAT TACRGGTGTCATTAT TGCCGTGAT TG
TEGATTCCAGCCGGEATTEGCGTGRCCGGCGTGATTATOGLCGTGATCGC
2001 2031

ACTCCTGTGTATCTGTRAATTTCTGCTGTGR

CCTGTTCTGCATCTGCRAAGTTOGTGTTCTGA

Figura 9B (continua)
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1 50
ATGGECEECCTGASCCTGCTGCAGCTGCCCCGGGRACAAGTTCCGGRARGTC
ATGGGCGTGACAGGCATTCTGECAGCTCCCCAGAGRCAGARTTCARGCGGAT
51 100
CRGCTTCTTCETGTGEGTGATCATCCTGTTCCAGRRAGCCTTCAGCATGE
CTCCTTTTTCCTCTGEGTCATCATTCTGTTTCAGLGGRCCTTCTCCATCC
101 150
CCCTGEGCGTGETGRACCARCAGCACCCTGEARGTGACCGAGATUGACCAG
CTCTGEGCETGATCCACRATAGCACCCTCCAGGTGTCCGACGTGGACARG
151 200
CTGGTETECARGGACCACCTGECCAGCACCGRATCAGCTGARGTCCGTGEE
CTCGTETGCCGEEACARGC TG TCCTCCACCARCCAGC TGAGARGCGTEGE
201 250
CCTGARCCTGGRAGGCRGCEGCETGAGCRACCGACATCCCCRGUGCCACCR
GCTGRATCTCGAGGGCAATGGCE TGECCACAGACGTCCCCTCCGCCACAR
251 300
AGAGATGGEGCTTCAGAT CCGECETECCCCCCARGGTOGTGTCTTATGAG
BGCGCTGEGEGECTTTCGGAGUGGCGTCCCTCCTARAGTCGTGAACTACGRG
301 350
GUCGGCGAGTGEGCCGAGRAC TGO TACARCCTGGRARTCAAGARGUCCGA
GCAGGEGARTGEECTEAARAT TGTTRACAATCTCGAGATCARRARRCCAGH
351 00
CGGCAGCGAGTGTCTGCCTUCCCCTCCCGATGGCETGAGAGGCTTCCCOCC
TGGCTCTGRAGTGCCTGCCTGCCGCACCAGACGGCATCAGGGGCTTCCCTA
401 450
GETGCAGATACGTGCACARGGCACARGGCACCGGTCCATGLCCAGGCGAC
GATGCCGCTATGTGCACARGETGAGTGGTRCAGGCCCTTGTGCCGGCGAT
451 500
TRACGCCTTCCRCAAGGRCGECGUCTTTTTCCTGTACGACCOGGUTGHCCTC
TTTGCCT TTCACARAGAGGGEECTTTCTTTCTGTACGACAGGCTCGCCAG
501 550
CRCCGTGATCTACCGGGECETGAACTTTGCCGAGGGCGTGATCGCCTTCC
TACAGTGATATACCGAGGTACTACCTTCGCOGARGEUGTGETGGCCTTTC
551 200
TGATCOTGGOCARGCCCARRGAGACATTCCTGCAGAGCCCCCCCATCCGE
TGATTCTGCCCCAGGCCRAAGARGGACTTCTTCAGCAGCCACCCUCTGRGR
601 650
GAGGCCGTGRAACTACACCGAGAACACCAGCAGCTACTACGCCACCTCCTA
GRARCCCGTGRACCCCACAGRGGACCCCAGCAGCCECTACTACAGCACCAC
651 700
CCTGGARTACGAGATCGAGRACTTUGGECEUCCAGCACAGCACCACCCTET
ARTCAGATRCCAGGCCACAGGCTTCGGCACCARATGAGACAGAGTACCTGT
701 750
TCAAGAT CGRACAACRACRCCTTCGTGCGGLTGGACAGRCCCCACACCCCT
TCGAGGTGGACRACCTGACCTACGTGCAGCTGGARAGCCGETTTACCCCT
751 a0
CAGTTTCTGTTCCAGCTGRARCGACACCATCCATCTGCATCAGCAGCTGTC
CAGTTCCTICCTGCAGCTCARCGAGACAATCTACACCTCCGECARGCGGRAG
801 B50
CARCRCCACCGECAGACTGATCTGEACCCTGGACGLCARCATCARCGUCE
CARCACAACAGGCARAGCTCATCTGGARMGTGARCCCCGAGRTCGATACCA
251 900
ACATCGETGRATGGECTTTTTCGGAGRACARGARGARTCTGAGCGAGTAG
CTATAGGGGAGTGGGCTTTCTOGGAARC TAAGARGARCCTCACCCGGANG
901 950
CTGCGGEGCCARGARCTCAGL T TCGAGGLCCTGAGCCTGAACGAGACAGR
ATCAGATCCGAGGARCTCTCCTTCACCGTGETGTCCARACGECECCARGAR
4931 1000
GEACGACGACGCCGCCAGCAGCCGEATCACCARGGGCCGGATCAGCGACC
CATTTCAGGACAGAGLCCCGCCAGAACARGCAGCHGACCCCOGCACCARCE
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1001 1050
GEGCCRCCAGAAAGCTACAGCGACCTGGTGCCCARGRACAGCCCCGECATG
CCACARCCGAGGACCACAAGATCATGGCCAGCGRAGRACTCCAGCGCCATG
1051 1100
GTGCCTCTGCACATCCCCGRGEGCGAGACRACTCTCCCTAGTCAGARTAG
GTGECAGGTCCACRAGCCAGGEARGAGRAGCCGCCETGAGCCACCTGACCAC
1101 1150
CACCGAGGGCAGACGCETEGEOGTGAACACCCAGGAARCCATCACCGAGA
ACTGGCCACCATCAGCACCAGCCCCCAGAGCCTGACCACCAAGCOTGGCC
1151 1200
CRAGCCGCCACCATCATTGETACTARCGECARCCACATGCAGATCAGECACT
COGACAMCAGCACACACARCACCCCCGTGTACAAGC TGGACATCAGLGAG
1201 1250
ATCGGCATCCGGCCCAGCAGCAGCCAGATICCAAGTAGTAGTCCTACCRC
GCCACCCAGETGGAGCAGCACCACAGACCGACCGACARRCEACAGCACCGE
1251 1300
RAGCCCCTAGCCCTGAGGCCCAGRCCCCTACCACACACACCAGCGGCCCTA
CAGCGATACCCCTTCTGCCACCACRAGUCGCCGGACCCUCTARGGCCGAGA
1301 1350
GCGTGATGGCCACCGRGGRACCTACCACCCCTOCTGECAGCAGCCCAGET
ATACCARCACCAGCAAGRAGCACCGRACTTTCTGEATCCAGLCACCACCACC
1351 1400
CCARCTARCCGAGGCARCCRACCCTGACCACCCCCGRAGARCAT CACCACCGE
AGTCCACAGRRCCACAGCGAAACCGCCGECARCARCRATACCCACCACCR
1401 1450
CETGARARCCGTGCTGCCCCAGGARAGCACCAGCARCGGLUCTGATCALCA
GOACACCGECGAGEARAGCGCCAGCTCTGGCARGCTGEGCCTGATTACCA
1451 1500
GCACCGTGACCGGCATCCTGEECAGCCTGEGCCTGLGEARGUGGAGCRGR
ACRCAATCGCOGGOGTGECCGGACTGATCACCGEUGGCAGACGGACCAGA
1501 1550
CEGCAGACCARCACCARGEGCCACCOGCAAGTGCARCCCCARCCTGCACTA
CGGGAGGCCATOGTGRARCGUCCAGCCCARATGETRATCCTARATCTCCACTA
1551 Lao0
CTGGACCGCCCAGGRACAGCACARCGCCECTGGGATCGLCTGGATCCCCT
TTEGACCACACAGGRCGRAGEGCGCTGCCATCGGACTGGCATGGATTCCTT
1501 L1650
ACTTTGGETCCTGCETGCTCAGGGAATATACACCGAGGGCCTGATGCACARC
RCTTCOGACCAGICGCTGARMGGGATCTATATCOAGGGGUTCATGCATARC
16351 1700
CRGARCGCCCTEET GTGCEEC CTGAGACAGCTGGCCARCGARACCRCTCA
CAGGRTGGTCTGAT TTGTEETCTCOGECAGCTGECTRAATGAGACAACACE
1701 1750
GGCACTGCAGCTET TCCTGUGEGCCACCACCGAGCTGCGEACCTACATCA
GGCTCTCCAGCTGT TTC TGAGAGLCRACARCAGAGCTGAGARCCTTCAGCA
1751 L1800
TCCTGARCRAGGARGGCCAT CGACTTICTGCTGCOEAGATEGEECGECACC
TTCTCARCCGCRAGGCTAT TGRCTTCCTGCTCCARCGATGGEGAGGCACH
1801 1850
TGTAGRATCCTGGECOCCEGACTGCTGCATCEAGCCCCACGACTGGACCAR
TGCCACATCCTGGEGGCCTGATTGT TGTATCGARCCTCACGAT TGGACAAD
1B51 1200
GARTATCACCGRACRAGATCARCCAGATCAT CCACGACTTCATCGRCARCT
GRACATTACAGATARGATCGATCAGATTATCCATGACT T TCTGGRCAAGR
1901 1950
CCCTGCCCARCCAGGRCARACGACGACRACTGETGGACTGETTGECGACAG
CCCTGCCCGATCAGEGCGACARRCGATARTTGETGGACRGGGTGGAGATRG
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1951 2000
{1951} TGEEATCCCTGCCGGCATCGEGCATCACCGECATCATCATTGCCATTATEGE
11851 TGGATTCCAGCCGGCGATTGECGTGRACCGGCETGATTATCGUCGTGATCGE
200% 2031
{2001) TCTCCTCTGOGTGTGCARGCTCCTCTGCTGR
{2001) CCTGTTCTGCATCTGCARGTTCGTGTTCTGR
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