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DESCRIPCION
Ensayos de antisueros para virus relacionados con VLM en seres humanos y otros mamiferos
Campo técnico

La presente invencion se refiere a un método para detectar anticuerpos antiviricos para el virus anfotrépico de la
leucemia murina o un virus relacionado con el virus de la leucemia murina en una muestra biolégica. Mas
generalmente, esta divulgacion se refiere a métodos para detectar virus relacionados con el VLM, incluyendo
vectores de replicacion retroviricos, y para detectar respuestas inmunitarias a dichos virus que utilizan particulas
viricas completas purificadas como el antigeno diana mediante ELISA, unién competitiva, transferencia Western u
otros métodos de deteccion serolégicos. Las particulas purificadas también se pueden utilizar en la estimulacion de
linfocitos T para detectar respuestas inmunocelulares.

Antecedentes

Existen varias necesidades y ventajas que provienen de la capacidad de detectar la presencia de VLM o virus
relacionados con el VLM en sujetos humanos o mamiferos. En la actualidad se estan desarrollando los primeros
tratamientos que emplean vectores de replicacion retroviricos (RVR) en tratamiento en seres humanos,
principalmente para el cancer (véase el documento WO02010036986 y (www).clinicaltrials.gov NCT01156584) y
existe una necesidad de seguir la replicacion de los RVR en el torrente sanguineo en caso de que alcance niveles
considerados potencialmente patégenos y justifiquen la intervencion farmacolégica (por ejemplo, alrededor de varios
cientos de miles de copias/ml para el VIH). La seropositividad cuantitativa o semicuantitativa ha sido una forma util
de seguir las infecciones viricas en curso, en general, y la infeccion retrovirica, en particular, y proporciona
informacion sobre la infeccién y la replicacion activa de dichos agentes. Sin embargo, los RVR especificos del
individuo pueden variar y es posible que se puedan producir cambios en el virus tras una replicacion prolongada en
seres humanos o animales. Por tanto, es importante que un ensayo para vigilar dichos eventos sea tan amplio como
sea posible y no se centre en uno o unos pocos epitopos antigénicos. En segundo lugar, parece muy probable que
algunos individuos puedan estar infectados o haberse infectado con virus relacionados con VLM. Esto se basa en la
observaciéon de que un alto nivel de seropositividad en un virus relacionado con el VLM ha mostrado claramente
existir en un pequefio porcentaje de individuos (alrededor del 1%). Recientemente, diversas publicaciones sugieren
que se han aislado algunos gammaretrovirus exdégenos de seres humanos y estos se conocen como XMRV o virus
relacionados con VLM (MLVRYV, Urisman A, Molinaro RJ, et al. (2006) PLoS Pathog 2(3): e25., Lombardi V.c. et al.
Science 2009, Lo et al PNAS 2010 (www).pnas.org/cgi/doi/10.1073/pnas.1006901107).

El documento US2010167268 divulga métodos para detectar, diagnosticar, vigilar o gestionar una enfermedad
relacionada con XMRYV tal como una enfermedad neuroinmunitaria relacionada con XMRYV tal como un sindrome de
fatiga cronica o un linfoma relacionado con XMRYV tal como un linfoma de células del manto en un sujeto.

Sumario

La presente invencion proporciona un método para detectar anticuerpos antiviricos contra el virus anfotrépico de la
leucemia murina (VLM) o un virus relacionado con el virus de la leucemia murina (MLVRV) en una muestra biolégica
que comprende: a) incubar una muestra de fluido bioldgico con un reactivo de captura inmovilizado sobre un soporte
sélido para unir al reactivo de captura multiples anticuerpos antiviricos contra un VLM o MLVRYV anfotrépico, donde
el reactivo de captura comprende una preparacion de particulas viricas completas exentas de suero de VLM o
MLVRM; b) detectar los anticuerpos antiviricos unidos al reactivo de captura inmovilizado poniendo en contacto los
anticuerpos antiviricos unidos con un agente secundario de deteccion marcado. En una realizacion, la muestra
biolégica se aisla de un mamifero. En una realizacién adicional, el mamifero es un paciente autoinmunitario,
infectado viricamente, inmunodeprimido, o de cancer. En otra realizacién mas, la muestra biologica se aisla de un
ser humano. En una realizacion adicional, el ser humano es un paciente autoinmunitario, infectado viricamente con
inmunosupresién, o de cancer. En una realizacion, el método comprende ademas medir la cantidad de anticuerpo
antivirico, donde la cantidad de anticuerpo se titula utilizando una serie de diluciones; donde la cantidad de
anticuerpo determinado es IgG o IgM mediante el uso de reactivos de deteccion especificos secundarios. En una
realizacion, la muestra biolégica es plasma, suero, orina, saliva, hisopo bucal, hisopo nasal, aspiracion con aguja
fina, semen, secrecion vaginal o leche. En otra realizacion mas, el reactivo de captura se inmoviliza a
aproximadamente 1,5 pg/ml. En una realizacion, el soporte sélido es una placa de microvaloraciéon, un porta de
vidrio, un porta de nailon, un membrana de nitrocelulosa o una membrana de PVDF. En otra realizacion, el soporte
sélido es una perla de latex, una perla de vidrio o una microesfera. En una realizacion adicional, el soporte sélido es
una punta de pipeta, una tarjeta de microfluidos o un chip semiconductor. En otra realizacion mas, el agente
secundario es un anticuerpo secundario que esta marcado de forma detectable. En una realizacién determinada, el
método comprende ademas un control que comprende el mAb 83A25 monoclonal. En una realizacién adicional, el
método comprende ademas un control que comprende suero o plasma humano de un individuo que es fuertemente
seropositivo para el VLM, identificado mediante el cribado de multiples sueros humanos.
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ASPECTOS ADICIONALES DE LA DIVULGACION

La divulgacion proporciona también un kit de inmunoensayo para detectar anticuerpos antiviricos que comprende:
(a) un anticuerpo monoclonal que se une especificamente a una envoltura anfotrépica como control; y (b) un reactivo
de captura que comprende una particula virica purificada. En un aspecto de la divulgacion, el soporte sélido es una
placa de microvaloracion. En un aspecto adicional de la divulgacion, el soporte sélido es una microesfera. En otro
aspecto mas de la divulgacion, el reactivo de captura es una particula virica analoga al VLM. En otro aspecto mas de
la divulgacion, el reactivo de captura es una proteina purificada con origen en el VLM. En otro aspecto mas de la
divulgacion, el reactivo de captura es una proteina recombinante purificada con origen en VLM o una secuencia
analoga a VLM. En otro aspecto de la divulgacion, el control positivo es suero o plasma humano de un individuo que
es fuertemente seropositivo para el antigeno de captura, y dicho suero se ha identificado cribando multiples sueros
humanos. En un aspecto de la divulgacion, el anticuerpo detectable es un anticuerpo monoclonal. En otro aspecto
adicional de la divulgacion, el anticuerpo monoclonal detectable es un anticuerpo monoclonal de murino. En otro
aspecto mas de la divulgacion, el anticuerpo detectable es un anticuerpo policlonal. En un aspecto adicional de la
divulgacion, el anticuerpo policlonal detectable es un anticuerpo policlonal de conejo o cabra u oveja o pollo. En
cualquiera de los anteriores aspectos de la divulgacion, el kit se usa en un escenario clinico o diagnostico. En un
aspecto de la divulgacion, el kit se usa para vigilar las respuestas inmunitarias de los individuos infectados o tratados
por VLM o los individuos infectados o tratados con un analogo de VLM.

En cualquiera de los anteriores métodos o kits, la particula virica purificada puede producirse mediante un método
que comprende transformar una linea de células 293 con un plasmido que codifica un virus VLM retrovirico o un
virus analogo a VLM; cultivar la célula 293 para producir particulas viricas; aislar las particulas viricas; infectar una
linea de células HT1080 con las particulas viricas produciendo de esta forma la linea de células productora de
particulas viricas, producir las particulas viricas y purificar las particulas viricas.

La divulgacion proporciona lineas celulares productoras de retrovirus para la produccion de particulas de retrovirus
competentes para la replicacion, comprendiendo la linea de células una linea de células de mamiferos tal como una
célula de cancer de préstata, una linea de linfocitos T, una linea de tumor neural, un fibrosarcoma, un osteosarcoma,
una linea de células de timoma, una linea de fibroblastos o una linea de células endoteliales, expresando dicha linea
de células de forma estable un genoma retrovirico que comprende un gen gag, un genpol, un gen env, y un factor psi
(W) retrovirico para el ensamblaje del vector retrovirico recombinante. En un aspecto de la divulgacion, a particula de
retrovirus competente para la replicacion se expresa de forma estable. En otro aspecto de la divulgacion, la linea de
células inmortalizada es una linea de células humana. En otro aspecto de la divulgacion, la linea de células se
selecciona entre una de las lineas de células LNCAP de tumor de préstata (ATCC n.° CRL-1740, DU145 (ATCC n.°
HTB-81), o PC-3 (ATCC n.° CRL-1435); la linea de células HT1080 (ATCC n.° CCL-121); la linea de células U87-MG
de glioma humano (ATCC n.° HTB-14); la linea de linfocitos T SupT1 (ATCC n.° CRL-1942); la linea Hela ce
carcinoma de cuello de Utero humano, la linea de células CV1 de mono verde africano o derivados tales como
células COS; las células HEK 293 y derivadas de 293; o las células CHO y derivadas de CHO. En otro aspecto de la
divulgacion, la linea de células se aisld y expresaba ya el retrovirus. En un aspecto relacionado de la divulgacion, la
linea de células es 222Rv1 (ATCC CRL-2505, Knouf et al. J.Virol 83: 7353-7356, 2009) lo que hace del XMRV un
artefacto recombinante (T.Paprotka, et al. 2011, op.cit.). En otro aspecto de la divulgacion, la semivida es mayor de 7
dias a 2-8°C. En un aspecto de la divulgacion, la secuencia del polinucleétido retrovirico se deriva de uno o mas
virus de leucemia murina (VLM), el virus de la leucemia murina de Moloney (MoMLV), el MoMLV anfotrépico, el
retrovirus relacionado con el VLM xenotrépico (XMRV), el virus relacionado con el VLM (MLVRV) se encuentra en
seres humanos, el VLM xenotrépico, el VLM politrépico, el VLM anfotrépico, el virus de la leucemia del mono gibdn
(GALV), el virus del tumor de mama de murino (MuMTV), el virus del sarcoma de Rous (VSR), el virus de la
leucemia del mono gibon (GALV), el virus endoégeno del babuino (BEV), el virus RD114 de felino, T5.0002
(documento WO2010045002A2) u otro gamma retrovirus, o los hibridos del anterior. EI genoma del retrovirus
producido mediante la linea de células productoras o introducido en una linea de células para fabricar una linea de
células productoras comprende diversos dominios. Por ejemplo, el promotor puede comprender un promotor de CMV
que tiene una secuencia que se muestra en la SEQ ID NO:7, 8 o 9 desde el nucleétido 1 a aproximadamente el
nucleodtido 582 y puede incluir una modificacién en una o mas bases de acidos nucleicos y que es capaz de dirigir e
iniciar la transcripcion; un polinucleétido del dominio CMV-R-U5 comprende una secuencia que se muestra en la
SEQ ID NO: 7, 8 o 9 desde aproximadamente el nucledtido 1 a aproximadamente el nucledtido 1202 o las
secuencias que son al menos un 95% idénticas a una secuencia que se muestra en la SEQ ID NO: 7, 8 0 9, donde el
polinucleétido promueve la transcripcion de una molécula de acido nucleico unida operativamente a la anterior; el
dominio del acido nucleico gag comprende una secuencia desde aproximadamente el nucledtido nimero 1203 a
aproximadamente el nucleétido 2819 de la SEQ ID NO: 7 0 9 o una secuencia que tiene al menos 60%, 70%, 80%,
90%, 95%, 98%, 99% o 99,8% de identidad con la anterior; el dominio pol comprende una secuencia desde
aproximadamente el nucleétido nimero 2820 a aproximadamente el nucleétido 6358 de la SEQ ID NO:7 0 9 o una
secuencia que tiene al menos 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 98%, 99% o 99,8% de identidad con la anterior; el
dominio env comprende una secuencia desde aproximadamente el nimero 6359 a aproximadamente el nucleétido
8323 de la SEQ ID NO:7 0 9 o una secuencia que tiene al menos 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 98%, 99% o0 99,8% de
identidad con la anterior; la secuencia IRES vy el acido nucleico heterélogo son secuencias extra opcionales que se
usan cuando el virus esta siendo utilizado como un vector.
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La divulgacion proporciona también una preparacion exenta de células que comprende particulas viricas purificadas
obtenida a partir de la linea de células productora de retrovirus descrita en el presente documento. En algunos
aspectos de la divulgacion, se usa una preparacion de particulas viricas aisladas para realizar un ELISA u otro
ensayo de unidén a anticuerpo para el ensayo en sangre humana o animal, plasma, suero, orina, saliva, hisopo bucal,
hisopo nasal, aspiracién con aguja fina, semen, secrecion vaginal, leche u otro fluido o extracto corporal. Los
anticuerpos detectados pueden ser IgM, IgG, IgA, IgE o IgD, dependiendo del tipo de anticuerpo secundario u otro
reactivo de unién secundario utilizado en el ensayo.

La divulgacion proporciona también un método para construir una linea de células productora de vectores descrita
en el presente documento que comprende transformar una linea de células 293 con un plasmido que codifica un
vector retrovirico que comprende de 5' a 3" una fusibn CMV-R-U5 del promotor temprano inmediato del
citomegalovirus humano en una regiéon R-U5 del VLM; un PBS, un sitio de unién al cebador para la transcriptasa
inversa; un sitio 5' de corte y empalme; una sefial de empaquetamiento y; una secuencia de codificacion gag para el
antigeno especifico del grupo del VLM; una secuencia de codificacion pol para la poliproteina de la polimerasa de
VLM; un sitio 3' de corte y empalme; una secuencia de codificacion env para la proteina de la envoltura; cultivar la
célula 293 para producir particulas viricas; aislar las particulas viricas; infectar una linea de células con las particulas
viricas produciendo la linea de células productora de particulas viricas. La divulgacion proporciona también
plasmidos donde el promotor no es una fusion CMV-R-U5 del promotor temprano inmediato del citomegalovirus
humano en una regién R-U5 del VLM, sino que es una fusién de la region r-U5 del VLM con un promotor alternativo
tal como el promotor del VSR o el promotor de la actina, o la LTR del VLM con las regiones U3, Ry U5. La
divulgacioén proporciona también lineas de células generadas por los métodos anteriores. La divulgacion proporciona
también lineas productoras de virus, preparadas mediante estos métodos con células HT1080, células PC3, células
LNCaP, células SupT1, células U87, células D17, células CF2, células 293, células Hela, células CV1, células CHO
o lineas de células derivadas de cualquiera de estas.

La divulgacién proporciona también un método para producir una composicion para ensayar anticuerpos dirigidos
contra retrovirus que comprende cultivar las lineas de células descritas en el presente documento para producir
particulas viricas y purificar sustancialmente las particulas viricas.

La divulgacion proporciona también bancos de células que comprenden las lineas de células de la divulgacion. En
algunos aspectos de la divulgacion, las lineas de células de la divulgacion se hacen crecer en suspension. En
algunos aspectos de la divulgacion, las lineas de células de la divulgacion se hacen crecer en medio exento de
suero. En algunos aspectos de la divulgacion, la linea de células se hace crecer en suspension en medio exento de
suero.

Descripcion de los dibujos

La Figura 1 muestra la cinética de la replicacion virica de 22Rv1 en las lineas de células HT1080, U87 y LNCaP.
La Figura 2 muestra la cinética de la replicacion virica de 22Rv1 en las lineas de células PC3 y Sup-T1.

La Figura 3A-F muestra (a) un esquema del vector retrovirico recombinante de la divulgacién; (b y c) una
cartografia plasmidica de un polinucledtido de la divulgacion (promotor de CMV: 1 - 582; R:583 - 650; U5:651 -
1202; Sitio de union al cebador (PBS):728 - 776; sitio 5' de corte y empalme: 788 - 789; gag:1203 - 2819;
pol:2820 - 6358; sitio 3' de corte y empalme: 3314 - 3315; 4070A env: 6359 - 8323; EMCV IRES:8327 - 8876;
yCD2:8877 - 9353; tracto de poli purina (PPT):9386 - 9404; U3:9405 - 9854; R:9855 - 9921; U5:9922 - 9998; (d y
e) una secuencia de un polinucledétido de la divulgacién (SEQ ID NO:7); (f) un esquema de una RCR de primera y
segunda generacion de la divulgacion.

La Figura 4 es un cromatograma que muestra el intercambio anidnico (AEX) del virus de la leucemia murina
anfotrépico (MLV), Tocagen Lote n.°: TMLVO0O01. La parte izquierda del cromatograma muestra la carga del
sobrenadante del cultivo recogido (la escala x no es cuantitativa). La parte central, que se inicia a
aproximadamente 800 ml, muestra un pico de lavado (A1) como resultado de un aumento intermedio en la
concentracion de NaCl. La parte derecha del cromatograma muestra la elucion, eluyendo el pico diana principal
(A2) desde la columna AEX exactamente antes de los 1400 ml.

La Figura 5 muestra un cromatograma que muestra la exclusiéon por tamafio (SEC) del VLM anfotrépico. La parte
izquierda del cromatograma muestra una columna de SEC precargada destinada al cebado de la resina de
cromatografia con el fin de minimizar la pérdida debida a las interacciones no deseadas entre la diana y la resina
de cromatografia (Pico precargado: S1). La parte derecha del cromatograma muestra la carga real y la elucion
isocratica del VLM diana. El pico diana principal (S2) se encuentra a aproximadamente 250 ml y excluye
especificamente el pico residual comenzando desde alrededor de 260-270 ml (S3).

La Figura 6 muestra un SDS-PAGE con tincién de plata que muestra (T) el virus de la leucemia murina
anfotrépico natural purificado (VLM), Tocagen Lote n.°: TMLV0O01 y, (N) el HT1080 no expuesto a tratamiento
anteriormente procesado de forma idéntica. Tocagen Lote n.°: TMLV001 y (N) HT1080 no expuesto a tratamiento
anteriormente procesado (N) tratado utilizando el proceso idéntico. Se realiz6 el analisis SDS-PAGE en
condiciones de reduccion y tincion de plata posterior. Las muestras son, de izquierda a derecha: (N) HT1080 no
expuesto a tratamiento anteriormente cultivado y procesado de forma analoga a TMLVO001 (hilera derecha), (L)
Invitrogen Benchmark Protein Ladder (véase el panel de la derecha para los tamarios de proteinas), (T) VLM
anfotrépico natural purificado (Tocagen TMLV001; de HT1080) que tiene un titulo de UT de 5,4x10%/ml.
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La Figura 7 muestra una curva de respuesta a la dosis del control positivo del ensayo. Se determind la
reactividad del control positivo del ensayo utilizando un céctel de un anticuerpo dirigido contra Ig de rata y un
anticuerpo dirigido contra IgG humana conjugado con HRP.

La Figura 8A-C muestra las curvas de respuesta a la dosis de 83A25 y suero humano (HS) solo o en
combinacion con diferentes anticuerpos secundarios. Se evalué la reactividad del mAb 83A25 y HS en el ensayo
ELISA dirigido contra el VLM humano y se desarrollaron anticuerpos dirigido contra Ig de rata, o anticuerpos
dirigidos contra IgG humana conjugados con HRP solos y en el coctel de conjugados. A) anticuerpo 83A25 solo:
circulo blanco, anticuerpo dirigido contra Ig de rata, cuadrado negro, anticuerpo dirigido contra Ig de rata +
anticuerpo dirigido contra Ilg humana, triangulo negro, anticuerpo dirigido contra Ig humana, B) anticuerpo 83A25
enriquecido en HS: circulo blanco, anticuerpo dirigido contra Ig de rata, cuadrado negro, anticuerpo dirigido
contra Ig de rata + anticuerpo dirigido contra Ig humana, triangulo negro, anticuerpo dirigido contra Ilg humana y
C) HS solo: circulo blanco, anticuerpo dirigido contra Ig de rata, cuadrado negro, anticuerpo dirigido contra Ig de
rata + anticuerpo dirigido contra Ig humana, triangulo negro, anticuerpo dirigido contra Ig humana. Se ensayé un
factor de dilucion 1:5 comenzando en la dilucion 1:100.

La Figura 9 muestra los plasmas seleccionados a partir de las muestras cribadas para generar el control
negativo de ELISA y el control positivo de ELISA y para el ensayo de la transferencia Western. Se seleccionaron
plasmas humanos con valores de DO4so nm intermedios y altos para el analisis de antigenos dirigidos contra el
VLM utilizando transferencia Western (barras rayadas). Se muestran también los plasmas seleccionados para
generar el control negativo (barras negras). Las muestras se presentan en relaciéon con todos los plasmas
cribados utilizando el ELISA dirigido contra el VLM.

La Figura 10 muestra la confirmacion de la presencia de anticuerpos dirigidos contra el VLM en muestras de
plasma humano mediante el analisis de transferencia Western. Los plasmas con valores altos (131, 194),
intermedios (856A, 183) o bajos (NC) significan valores de DO a 450 nm analizados mediante ELISA que se
sometieron a ensayo para determinar la presencia de anticuerpos dirigidos contra VLM. Los lisados celulares de
células HT1080 y BSA purificado se incluyeron en el ensayo como controles de hileras.

La Figura 11 muestra las curvas de titulacion de un plasma de control positivo humano (PC) que se generaron a
partir del donante 131 en el ELISA dirigido contra el VLM. Se ensayaron las diluciones de plasma PC (Lote n.°
OT11DV-68-30) y se representaron graficamente frente a los valores promedio calculados de la DO a 450 nm
para dos réplicas separadas. Se calcul6 el titulo de PC a 1:250 para dos réplicas del PC. Se us6 un control de
especie emparejado humano como el control positivo en el ELISA dirigido contra VLM para muestras humanas.
La Figura 12 muestra una comparativa de la deteccidon de anticuerpos en sueros recogidos en el dia 36, el dia
44 y los sueros d36+d44 combinados de perros inmunizados. El suero positivo de perros inmunizados y el suero
negativo de perros no inmunizados se sometieron a ensayo para determinar los anticuerpos IgG dirigidos contra
VLM utilizando el antigeno de captura del VLM. El eje X representa la serie de diluciones y las unidades de
absorbancia (DO) se representan en el eje Y. Se llevd a cabo un analisis de ajuste de 4 parametros en el
software Spectramax. Los parametros de la ecuacion [Y=(A-D)/(1+(x/C)*B) + D] se relacionan en la figura.
Sefalar que el parametro "C" es una notacién de salida directa de la maquina y la designacion "e" es equivalente
a las designaciones de "E" en el documento. R*2 es el valor de la eficacia del ajuste de datos.

La Figura 13 muestra una respuesta a la dosis del control del suero positivo para algunos experimentos. Se llevo
a cabo un analisis de ajuste de 4 parametros en el software Spectramax. Los parametros de la ecuacion [Y=(A-
D)/(1+(x/C)"B) + D] se relacionan en la figura. Sefialar que el parametro "C" es una notacion de salida directa de
la maquina y la designacion "e" es equivalente a las designaciones de "E" en el documento. R*2 es el valor de la
eficacia del ajuste de datos.

La Figura 14 muestra una respuesta a la dosis de un ensayo de control de suero positivo para algunos
experimentos; se llevd a cabo el andlisis de ajuste de 4 parametros en el software Spectramax. Los parametros
de la ecuacion [Y=(A-D)/(1+(x/C)*B) + D] se relacionan en la figura. Sefalar que el parametro "C" es una
notacion de salida directa de la maquina y la designacion "e" es equivalente a las designaciones de "E" en el
documento. R*2 es el valor de la eficacia del ajuste de datos.

La Figura 15 representa graficamente el titulo de una IgG dirigida contra el vector para sujetos caninos a los que
se administré IC con una dosis de Toca 511 E7.

La Figura 16 representa graficamente el titulo de una IgG dirigida contra el vector para sujetos caninos a los que
se administro IV con una dosis de Toca 511 E9. Los valores iniciales de los dias 7, 14, 28, 60, y 90 se presentan
en la figura.

La Figura 17 muestra una inmunotransferencia que muestra las diluciones viricas y las transferencias de plasma
enriquecido.

La Figura 18 muestra la deteccion de la expresion de gp70 virico en muestras de VLM y XMRV utilizando el
anticuerpo monoclonal de ratén dirigido contra gp70 (clon 514) mediante transferencia Western.

La Figura 19 muestra las secuencias y alineaciones de una "Query" de VLM (SEQ ID NO:10) y "sbjct" de XMRV
(SEQ ID NO:11) utiles en los métodos y composiciones de la divulgacion.

La Figura 20A-B muestra el curso de aparicion y desaparicion de las secuencias de ADN y ARN de Toca 511,
mas las mediciones de ELISA relacionadas utilizando el ensayo de la presente invencion, en la sangre de tres
pacientes de glioma de grado alto que recibieron una dosis intracraneal en su tumor a una dosificacion de 2,6
x10° UT/gramo de cerebro. A: paciente 101; B paciente 102; C paciente 103. Pt101 y 102 muestran secuencias
de acidos nucleicos detectables (sensibilidad 5000 copias/ml para el ARN en plasma, 250 copias/microgramo
para el ADN de sangre completa), mientras que Pt 103 no muestra secuencias detectables. Todos los pacientes
mostraron positividad para ELISA usando las composiciones y métodos de la divulgacion (triangulos).
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Descripcion detallada

Tal como se usa en el presente documento y en las reivindicaciones adjuntas, las formas en singular "un/a", "y", y
“el” incluyen las referencias plurales salvo que el contexto indique claramente otra cosa. Por lo tanto, por ejemplo, la
referencia a "una célula" incluye una pluralidad de dichas células y la referencia al "vector" incluye la referencia a
uno o mas vectores, y asi sucesivamente.

A no ser que se defina de otra forma, todos los términos técnicos y cientificos utilizados en el presente documento
tienen el mismo significado que entiende cominmente una persona normalmente experta en la materia a la cual
pertenece esta divulgacion.

Asimismo, el uso de "o" significa "y/o" a no ser que se indique otra cosa. De manera similar, "comprende”,

"comprenden”, "que comprende" "incluye", "incluyen" y "que incluye", es indistinto y no se pretende que sea
limitante.

Debe entenderse ademas que, cuando las descripciones de diversas realizaciones utilizan el término "que
comprende”, los expertos en la materia entenderan que, en algunos casos especificos, una realizaciéon puede
describirse alternativamente utilizando el lenguaje "consiste esencialmente en" o "consiste en".

Los retrovirus se han clasificado de diversas maneras, pero la nomenclatura se ha normalizado en la ultima década
(véase ICTVdB - The Universal Virus Database, v 4 en el sitio web (www) en ncbi.nim.nih.gov/ICTVdb/ICTVdB/ y el
libro de texto "Retroviruses," Eds. Coffin, Hughs y Varmus, Cold Spring Harbor Press 1997. Un retrovirus competente
para la replicacion se deriva de la familia de virus Retroviridae y puede comprender un miembro de la subfamilia
Orthoretrovirinae, o mas normalmente comprende un retrovirus del género gammaretrovirus. En un aspecto de la
divulgacion, el virus comprende un retrovirus competente para la replicacion que es un vector de replicacion
retrovirico (RVR), que, a su vez, comprende un sitio 5' interno de entrada al ribosoma (IRES) para un polinucleétido
que codifica una citosina desaminasa. En un aspecto de la divulgacion, el polinucleétido que codifica una citosina
desaminasa se encuentra en 3' con respecto a un polinucleétido env de un vector retrovirico.

La divulgacion proporciona retrovirus de muchos tipos como reactivos de inmunorreactividad. El retrovirus utilizado
en la divulgacion puede ser un retrovirus natural o bien retrovirus modificados derivados de diversos miembros de la
familia. La clasificacion de la familia retroviridae ha cambiado varias veces durante los Ultimos diez a quince afos.
Actualmente, la familia Retroviridae consiste en dos subfamilias: la Spumaretrovirinae, que tiene un Unico género, el
espumavirus (0 virus espumosos) tales como el virus espumoso humano y de simio (HVF) y la subfamilia
Orthoretroviriniae que tiene 6 géneros -betaretrovirus (por ejemplo, MMTV), gammaretrovirus (por ejemplo, VLM),
alfaretrovirus (por ejemplo, ALV), deltaretrovirus (por ejemplo, BLV y HTLV-1), lentivirus (por ejemplo, VIH 1) y
épsilon retrovirus (por ejemplo, virus del sarcoma dérmico de la pared del ojo). Estas clasificaciones se realizan
sobre la base de caracteristicas moleculares comunes tales como los marcos de lectura relativos para gag, pol y
env, el procesamiento de las poliproteinas, los ARNt individuales utilizados para el cebado de la transcripcion
inversa, y la naturaleza de las estructuras LTR. El método original de clasificacion de los retrovirus era en los grupos
A, B, C y D sobre la base de la morfologia de particulas, tal como se observan al microscopio electrénico durante la
maduracioén virica. Las particulas de tipo A representan las particulas inmaduras de los virus del tipo B y D
observados en el citoplasma de las células infectadas. Estas particulas no son infecciosas. Las particulas de tipo B
brotan como viriones maduros de la membrana plasmatica envolviendo las particulas de tipo A intracitoplasmaticas.
En la membrana poseen un nucleo toroidal de 75 nm, a partir del cual proyectan largas espigas de glicoproteinas.
Tras el brote, las particulas de tipo B contienen un nuicleo denso en electrones localizado excéntricamente. Los
betaretrovirus, el virus del tumor de mama de ratén (MMTV), tiene una morfologia de tipo B, pero los betaretrovirus
pueden tener también una estructura de tipo D. Las particulas de tipo D se asemejan a particulas de tipo B en que
muestran estructuras de tipo anular en el citoplasma celular infectado, que brotan desde la superficie celular, pero el
virién incorpora espigas de glicoproteinas superficiales cortas. Los nucleos densos en electrones se localizan
también excéntricamente en el interior de las particulas. El virus Mason Pfizer del mono (MPMV), también un
betaretrovirus, es el prototipo de virus de tipo D. Las particulas intracitoplasmicas no se pueden observar en células
infectadas por los virus de tipo C. En cambio, las particulas maduras brotan directamente de la superficie celular
mediante una condensacion en forma de 'C' creciente que a continuaciéon se cierra sobre si misma y queda
encerrada por la membrana plasmatica. Las espigas de glicoproteinas de la envoltura pueden ser visibles, junto con
un nucleo uniformemente denso en electrones. El brote puede producirse desde la superficie de la membrana
plasmatica o directamente en el interior de vacuolas intracelulares. Los alfaretrovirus, gammaretrovirus,
deltaretrovirus y épsilonretrovirus tienen, todos ellos, el aspecto estructural de tipo C.

Los retrovirus se definen por la manera donde se replica su material genético. Durante la replicacion, el ARN se
convierte en ADN. Tras la infeccion de la célula, se genera una molécula bicatenaria de ADN a partir de las dos
moléculas de ARN que trasporta la particula virica mediante el proceso molecular conocido como transcripcion
inversa. La forma de ADN queda integrada covalentemente en el genoma de la célula hospedadora como un
provirus, a partir del cual los ARN viricos se expresan con la ayuda de factores celulares y/o viricos. Los ARN viricos
expresados se empaquetan en particulas y se liberan como un virion infeccioso.
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La particula de retrovirus estd compuesta por dos moléculas de ARN idénticas. Cada genoma natural tiene una
molécula de ARN monocatenario de sentido positivo, que esta protegida en el extremo 5' y poliadenilada en la cola
3'. La particula de virus diploide contiene las dos hebras de ARN complejadas con proteinas gag, enzimas viricas
(productos del gen pol) y moléculas de ARNt hospedador en una estructura de 'ndcleo’ de proteinas gag. Rodeando
y protegiendo esta capsida hay una bicapa lipidica, derivada de las membranas de células hospedadoras y que
contiene proteinas de la envoltura virica (env). Las proteinas env se unen a un receptor celular del virus y la particula
penetra normalmente en la célula hospedadora mediante endocitosis mediada por receptor y/o fusion de
membranas.

Después que la envoltura exterior se rompe, el ARN virico se copia a ADN mediante transcripcion inversa. Esta esta
catalizada por la enzima transcriptasa inversa codificada por la region pol y utiliza el ARNt de la célula hospedadora
empagquetado en el viribn como cebador para la sintesis de ADN. De esta manera, el genoma del ARN se convierte
en el genoma de ADN mas complejo.

ElI ADN lineal bicatenario producido mediante transcripcién inversa puede estar, o no en forma circular en el nucleo.
Ahora, el provirus tiene dos repeticiones idénticas en ambos extremos, conocidas como repeticiones terminales
largas (LTR). Los extremos de las dos secuencias LTR producen el sitio reconocido por un producto pol -la proteina
integrasa- que cataliza la integracion, de tal manera que el provirus esta siempre unido a dos pares de bases (pb)
del ADN hospedador procedentes de los extremos de las LTR. Se observa una duplicacién de las secuencias
celulares en los extremos de ambas LTR, reminiscencia del modelo de integracion de los elementos genéticos
susceptibles de transposicion. Se produce la integracién en un gran numero de sitios en el genoma de la célula
diana, con sesgos que dependen del tipo de retrovirus y del tipo de célula. Sin embargo, modificando el componente
integrasa (int) del gen pol (véase a continuacién) es posible controlar o dirigir parcialmente la integracion de un
genoma retrovirico.

La transcripcion, el corte y empalme del ARN y la traduccion del ADN virico integrado estan mediadas por las
proteinas de la célula hospedadora. Se generaron transcritos cortados y empalmados de forma diversa. En el caso
de los retrovirus humanos VIH-1/2 y HTLV-I/ll, se utilizaron también proteinas viricas para regular la expresion
génica. La interaccion entre factores celulares y viricos es un factor en el control de la latencia del virus y la
secuencia temporal donde se expresan los genes viricos.

Los retrovirus pueden transmitirse horizontal y verticalmente. La transmision infecciosa eficaz de los retrovirus
requiere la expresion sobre la célula diana de receptores que reconocen especificamente las proteinas de la
envoltura virica, aunque los virus pueden utilizar rutas de entrada no especificas independientes del receptor baja
eficacia. Asimismo, el tipo de célula diana debe ser capaz de soportar todas las etapas del ciclo de replicacién una
vez que el virus se ha unido y penetrado. La transmision vertical se produce cuando el genoma virico queda
integrado en la linea germinal del hospedador. A continuacion, el provirus pasara de una generacion a otra como si
fuera un gen celular. Por tanto, se establecen provirus endégenos que a menudo se encuentran latentes, pero que
pueden activarse cuando el hospedador se expone a los agentes adecuados.

Como se ha mencionado anteriormente, el ADN intermedio integrado se denomina provirus. Como se describe a
continuacion, no se requiere un virus auxiliar para la produccion del retrovirus recombinante de la divulgacion, ya que
se proporcionan secuencias para la encapsidacion en el genoma proporcionando de esta forma un vector retrovirico
competente para la replicacion para la administracion o el tratamiento génico.

El genoma retrovirico y el ADN provirico de la divulgacion tienen al menos tres genes: el gag, el pol, y el env, estos
genes pueden estar flanqueados por una o dos repeticiones terminales largas (LTR) o, en el provirus, estan
flanqueados por dos repeticiones terminales largas (LTR) y las secuencias que contienen las secuencias que actian
en cis tales como psi. El gen gag codifica las proteinas estructurales internas (matriz, capsida y nucleocapsida); el
gen pol codifica la ADN polimerasa dirigida al ARN (transcriptasa inversa), la proteasa y la integrasa; y el gen env
codifica las glicoproteinas de la envoltura virica. Las LTR 5' y/o 3' promueven la transcripcion y la poliadenilacion del
ARN de los viriones. La LTR contiene el resto de secuencias que actian en cis necesarias para la replicacion virica.
Todos estos componentes estan presentes en las particulas viricas de la divulgacion actual junto con una molécula
de ARNt y la membrana virica derivada de la célula hospedadora que produjo el virus. El producto del gen env esta
incluido en la membrana de la envoltura virica, junto con algunas moléculas de la superficie celular procedentes de
la célula productora. El gen de la envoltura estda muy fuertemente glicosilado en un modelo caracteristico que esta
bastante normalizado, pero dependera de la célula productora. Por estos motivos, las particulas viricas producidas
para detectar anticuerpos en seres humanos suelen fabricarse mejor en lineas de células humanas, pero puede ser
ventajoso preparar el virus en células de otras especies tales como de perro (por ejemplo, células D17 o Cf2) para
descartar la deteccion de dichas autoproteinas, por ejemplo, en sujetos humanos con autoinmunidad por reactividad
cruzada. Los lentivirus tienen genes adicionales que incluyen vif, vpr, tat, rev, vpu, nef, y vpx (en VIH-1, VIH-2 y/o
VIS), y algunos de estos pueden incorporarse a las particulas viricas (por ejemplo, vif y nef).

Adyacentes a las LTR 5' se encuentran las secuencias necesarias para la transcripcion inversa del genoma (el sitio
de unién al cebador del ARNt) y para la encapsidacion eficaz del ARN virico en particulas (el sitio Psi). Si las
secuencias necesarias para la encapsidacion (o el empaquetamiento del ARN retrovirico en el virién infeccioso)
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desaparecen del genoma virico, el resultado es un defecto en cis que evita la encapsidacion del ARN virico
gendmico. La divulgacion proporciona un retrovirus recombinante capaz de infectar una célula que no esta en
division, una célula en divisién, o una célula que tiene un trastorno de proliferacién celular. El retrovirus competente
para la replicacion recombinante de la divulgaciéon comprende una secuencia de polinucleétido que codifica un GAG
virico, un POL virico, un ENV virico, y opcionalmente un polinucleétido heterélogo que se expresa después que el
vector virico infecta una célula diana, encapsulado en un viriéon.

Dependiendo del uso previsto del vector retrovirico de la divulgacion, cualquier nimero de polinucleétidos
heterdélogos o secuencias de acidos nucleicos pueden insertarse en el vector retrovirico. Se proporcionan algunos
ejemplos en la solicitud de patente internacional n.° W0O2010/036986.

Como se ha mencionado en otra parte en el presente documento, se piensa que el mismo XMRV es un artefacto
producido por la contaminacion de las muestra por ADN de ratén y la recombinacion de los aislados xenotrépicos de
laboratorio (T.Paprotka, et al. "Recombinant Origin of the Retrovirus XMRV" Science 333, 97 (2011); J.Cohen &
M.Enserink "False Postive" Science 333: 1694-1701 (2011); G. Simmons et al. "Failure to Confirm XMRV/MLVs in
the Blood of Patients with Chronic Fatigue Syndrome: A Multi-Laboratory Study," (www).sciencexpress.org /
10.1126/science.1213841). Sin embargo, como se demuestra aqui (véanse, por ejemplo, las Figuras 9 y 10,
Ejemplos 15 y 16, y Tabla 7) existen individuos con un elevado numero de titulos anti-VLM que se producen
naturalmente, indicando que la infeccion por VLM de seres humanos con virus relacionados con VLM existe y se
produce. Por tanto, en esta solicitud, XMRV se utiliza como un ejemplo de como dicho virus puede detectarse y
seguirse. Como se ha sefialado anteriormente, un método para vigilar las infecciones retroviricas es observar los
anticuerpos de las proteinas viricas en la sangre/suero/plasma de los individuos sospechosos de estar infectados o
bien analizarse por un motivo u otros (donacion de sangre, progresion de la carga virica, vigilancia de la enfermedad,
vigilancia terapéutica del tratamiento retrovirico, etc.). Normalmente, el antigeno utilizado en dichos ensayos esta
preparado en bacterias, baculovirus o células de mamiferos. Estos antigenos se utilizan a continuacion en ELISA u
otros ensayos de union a anticuerpos, con la proteina como diana y el suero o plasma de los sujetos ensayados para
determinar la reactividad con los antigenos especificos. Es deseable poder rastrear la presencia o ausencia de
reactividad en el suero ya que esto esta normalmente bien correlacionado con el aumento o la disminucion de la
presencia del virus en individuos infectados. Sin embargo, el uso de péptidos o proteinas como dianas de ensayo
puede tener uso limitado en la deteccion de un conjunto heterogéneo de virus relacionados tales como los
representados por los virus relacionados el VLM (MLVRYV), ya que reduce indeseablemente el conjunto de virus que
detectara el ensayo.

Asimismo, los antigenos sintetizados solos, incluso en células de mamiferos, no incorporaran las estructuras
tridimensionales del virus producido in vivo, y pueden modificarse de forma inadecuada o carecer de una
modificacion adecuada. Esto puede conducir a falsos negativos. Recientemente, se han disefiados ensayos
especificos de péptidos para XMRV (Qiu et al., Retrovirology,7:68, 2010) y es improbable detectar todas las
variantes analogas al VLM. También se han disefiado ensayos utilizando lisados celulares de células infectadas
retroviricamente, pero estos utilizan preparaciones brutas no purificadas y, a diferencia de la presente divulgacion,
no se detectaron muestras positivas (Switzer et al. Retrovirology, 7:57, 2010), debido probablemente a la
interferencia y a un alto fondo.

El ciclo de vida de los retrovirus implica una etapa cuando el material genético del virus se inserta en el genoma de
una célula hospedadora. Esta etapa es esencial debido a que el acido nucleico virico insertado, el provirus, se
replica mediante la maquinaria de la célula hospedadora. Como parte de este proceso, el genoma de ARN del
retrovirus se replica a través de un intermedio de ADN bicatenario antes de la insercién en el genoma de la célula
hospedadora. La conversion inicial de la molécula de ARN virico en una molécula de ADN bicatenario (ADNbc) se
lleva a cabo mediante una transcriptasa inversa. EI ADNbc se integra a continuacién en el genoma de la célula
hospedadora mediante una integrasa para replicarse adicionalmente por la maquinaria celular hospedadora. La
transcriptasa inversa y la integrasa requeridas para la conversion del ARN en ADNbc y para la integracion en el
genoma hospedador se incluyen en la particula virica durante la infeccion. EI ADN provirico se transcribe finalmente
utilizando la maquinaria del hospedador en multiples copias de ARN. Estas moléculas de ARN se traducen a
continuacion en péptidos o proteinas viricas o se integran en particulas viricas que se liberan desde la célula al
medio o al medio extracelular.

Un genoma de ARN retrovirico comprende usualmente 6 regiones tipicas que conducen a la expresion de multiples
proteinas. Esta regidon incluye las secuencias de los genes gag, pol y env asociadas con la sefial de
empagquetamiento, una sefial psi (g) y flanqueadas por las regiones de repeticiones terminales largas 5' y/o 3' (LTR).
El gen gag conduce a la expresion de los componentes de las proteinas del ndcleo de las nucleoproteinas del virus,
mientras que los productos del gen pol estan implicados en la sintesis de polinucleétidos y en la recombinacion. El
gen env codifica los componentes de la envoltura de la particula retrovirica. Las regiones LTR en 5' y 3' incluyen
promotores y ayudan en la integracion del genoma virico en el ADN cromosémico de la célula hospedadora. La
sefal psi se refiere a la sefial de empaquetamiento retrovirico que controla el empaquetamiento eficaz del ARN en la
particula virica. Debido a su capacidad para formar provirus, los retrovirus son también Utiles para modificar el
genoma de una célula diana u hospedadora y se han realizado diversas modificaciones para utilizar los retrovirus en
terapia génica. La terapia génica que utiliza vectores retroviricos se lleva a cabo generalmente afiadiendo un
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polinucledtido heterélogo al genoma virico que codifica o produce un polipéptido o transcrito de interés,
empaquetando el genoma recombinante en una particula virica e infectando una célula hospedadora diana. A
continuacion, la célula diana incorporara el gen exégeno como parte de un provirus.

Los vectores retroviricos anteriormente defectivos se han utilizado como antigenos diana para observar la respuesta
inmunitaria tras la administracion de vectores viricos no replicativos (Martineau et al. Human Gene Ther. 8:1231-
1241, 1997). Puede ser Uutil el uso de antigenos individuales como se ha descrito anteriormente, pero dada la
variacion de tipo de VLM con los cuales pueden infectarse los individuos, el enfoque de antigeno unico diana corre el
riesgo de ser demasiado especifico, y no detectar un positivo verdadero. Sin embargo, poco se ha notificado acerca
del desarrollo de sistemas de vectores retroviricos competentes para la replicaciéon. Los métodos descritos aqui
permiten la vigilancia inmunitaria de los vectores viricos competentes para la replicacion y su persistencia.

Se pretende que el término "RCR" o "RVR" como se usa en el presente documento signifique un retrovirus
competente para la replicacion (RCR) o un retrovirus replicante (RVR). Un virus competente para la replicacion es
una particula virica que tiene la capacidad de replicarse por si misma en una célula hospedadora. Algunos
RVR/RCR pueden transportar un gen heterologo.

Como se usa en el presente documento, la expresion "vector plasmido de RCR" significa un plasmido que incluye
todo o parte de un genoma retrovirico que incluye las secuencias de repeticiones terminales largas (LTR) retroviricas
5'y 3', una sefal de empaquetamiento (y), y puede incluir uno o mas polinucleétidos que codifican proteina(s) o
polipéptido(s) de interés, tal como un agente terapéutico o un marcador seleccionable. El término "terapéutico" se
utiliza en un sentido genérico e incluye agentes de tratamiento, agentes profilacticos, y agentes de sustitucion.

Los términos "vector", "construccion de vector" y "vector de expresion" significan el vehiculo por el cual una
secuencia de ADN o ARN (por ejemplo, un gen extrafio) se puede introducir en una célula hospedadora, con el fin de
transformar el hospedador y promover la expresion (por ejemplo, la transcripcion y la traduccion) de la secuencia
introducida. Los vectores comprenden normalmente el ADN de un agente transmisible, donde el ADN extrafio que
codifica una proteina se inserta mediante la tecnologia de la enzima de restriccion. Un tipo comudn de vector es un
"plasmido”, que generalmente es una molécula de ADN bicatenario autocontenida que puede aceptar faciimente el
ADN (extrafo) adicional y que se puede introducir facilmente en una célula hospedadora adecuada. Se han descrito
un gran numero de vectores, incluyendo plasmidos y vectores flngicos, para la replicacién y/o la expresion en una
variedad de hospedadores eucariotas y procariotas. Los ejemplos no limitantes incluyen plasmidos pKK (Clonetech),
plasmidos pUC, plasmidos pET (Novagen, Inc., Madison, Wis.), plasmidos pRSET o pREP (Invitrogen, San Diego,
Calif.), o plasmidos pMAL (New England Biolabs, Beverly, Mass.), y muchas células hospedadoras adecuadas,
utilizando los métodos divulgados o citados en el presente documento o conocidos de otra manera por los expertos
en la materia en la técnica relevante. Los vectores de clonaciéon recombinantes incluiran a menudo uno o mas
sistemas de replicacion para la clonacion o la expresion, uno o mas marcadores para la seleccién en el hospedador,
por ejemplo, resistencia a antibidticos, y uno o mas casetes de expresion.

Se pretende que los términos "transfectar" o "transfeccion" como se usan en el presente documento signifiquen la
transferencia de al menos un acido nucleico exdgeno en una célula. El acido nucleico puede ser ARN, ADN o una
combinacién de ambos. El acido nucleico exdgeno se refiere a un acido nucleico que no se encuentra como
resultado de la division de la célula hospedadora o la multiplicacién de la célula hospedadora.

Se pretende que el término "virus", como se usa en el presente documento signifique el virus fisico o la particula
retrovirica.

La expresion "linea de células”, como se usa en el presente documento, se refiere a células cultivadas que se
pueden pasar (divididas) mas de una vez. La divulgacion se refiere a lineas de células que se pueden pasar mas de
2 veces, hasta 200 veces, o mas, e incluyen cualquier nimero entero incluido en el intervalo.

Los términos "expresa" y "expresion" significan permitir u ocasionar que la informaciéon en un gen o secuencia de
ADN llegue a manifestarse, por ejemplo, producir una proteina activando las funciones celulares implicadas en la
transcripcion y la traduccion de un gen o secuencia de ADN correspondiente. Una secuencia de ADN se expresa en
o mediante una célula para formar un "producto de expresion" tal como una proteina. El producto de expresién por si
mismo, por ejemplo, la proteina resultante, también puede decirse que se "expresa" por la célula. Un polinucleétido o
polipéptido se expresa de forma recombinante, por ejemplo, cuando se expresa o produce en una célula
hospedadora extrafia bajo el control de un promotor extrafio o nativo, o en una célula hospedadora nativa bajo el
control de un promotor extrafio.

Se pretende que las expresiones "expresion estable" y "expresar de forma estable”, como se usan en el presente
documento, signifiquen que el material genético se esta expresando de forma estable y/o esta integrado
permanentemente y de forma estable en el genoma de la célula hospedadora y, por tanto, tiene la misma expresion
potencial en el tiempo que el material genético nativo de la célula hospedadora.

Se pretende que las expresiones "expresion transitoria" y "expresar de forma transitoria” como se usan en el
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presente documento, signifiquen que el periodo de expresion temporal del material genético y/o no esta integrado
permanentemente y de forma estable en el genoma de la célula hospedadora y, por tanto, no tiene la misma
expresion potencial en el tiempo que el material genético nativo de la célula hospedadora.

Como se usa en el presente documento, el término "heterélogo” en la secuencia de acido nucleico o transgén se
refiere a (i) una secuencia que no existe normalmente en un retrovirus natural, (ii) una secuencia que se origina de
una especie extrafa, o (iii) si procede de la misma especie, puede modificarse sustancialmente a partir de su forma
original. Como alternativa, una secuencia de acido nucleico sin cambiar que no se expresa normalmente en una
célula es una secuencia de acido nucleico heteréloga.

El término "terapéutico" como se usa en el presente documento se refiere a una acciéon que previene, invierte, o
retrasa el curso natural de una enfermedad o trastorno, o sus sintomas. Una accién terapéutica puede ser
preventiva, curativa o meramente paliativa, y no significa que el paciente humano o animal afectado no muera a
causa de la enfermedad.

La expresion virus relacionado con VLM (MLVRV) se refiere a un retrovirus que infecta tanto por transmision natural
como por administracion intencionada a una especie que o sea un roedor y tiene al menos un 60% de homologia
con al menos una de la LTR, Gag, pol, integrasa, la envoltura o regiones no codificantes del MLV clasico (NCBI
((http://www).ncbi.nlm.nih.gov/) los VLM relacionados, tales como el VLM ecotrépico NC_001501.1, el VLM
anfotrépico (AF010170.1), XMRV (FN692043.1), el VLM xenotrépico, o el VLM politropico).

Se produce una particula virica antigénica o una particula virica de union a anticuerpo por una célula productora de
la divulgacion. En un aspecto de la divulgacion, las lineas de células productoras de la divulgacion pueden crecer
como un cultivo adherente, en suspensién o en un medio exento de suero. Las lineas de células productoras pueden
también crecer en medio exento de suero y suspensiéon simultdneamente, o como una linea adherente en medio
exento de suero. Aunque el medio exento de suero y la capacidad de crecer en suspension son las condiciones
tipicas, las células de la divulgacion (por ejemplo, 293, 293T, células HT1080, células PC3, células LNCaP, células
SupT1, células U87, células D17 o células CF2) pueden cultivarse de forma adherente con un medio regular que
contiene suero para conseguir fines concretos. Dichos fines pueden ser, por ejemplo, facilitar la transfeccion de las
células o seleccionar los clones celulares.

El tipo de células productoras utilizadas para generar el retrovirus (descrito mas completamente a continuacion) es
util para la producciéon de las particulas viricas competentes para la replicaciéon para su uso como dianas para
detectar respuestas de anticuerpos a la particula del vector o a los componentes del mismo. Dichos métodos son
utiles para vigilar infecciones, muestras de tejidos y administracion de genes y la terapia génica que utiliza particulas
retroviricas.

La divulgacion proporciona un método para generar una linea de células productora que comprende transformar o
transfectar un primer tipo de célula de mamifero con un vector plasmido RCR de la divulgacion, cultivar el primer tipo
de célula para producir particulas retroviricas, obtener un medio exento de células a partir del primer tipo de células
productor de las particulas retroviricas, donde el medio exento de células comprende particulas retroviricas, poner
en contacto un segundo tipo de células de mamifero con el medio para infectar el segundo tipo de células y cultivar
el segundo tipo de células para producir una linea de células productoras que produce un vector retrovirico
competente para la replicaciéon para usar en la transformacion de las células de mamiferos. El primer tipo de células
puede ser casi cualquier tipo de célula de mamifero que sea capaz de producir virus después de la transfeccion y
puede incluir células Hela, células COS, células de ovario de hamster chino (CHO), y células HT1080, y la
transfeccion puede ser con fosfato de calcio u otros agentes tales como formulaciones lipidas conocidas por los
expertos en la materia como Utiles para la transfeccion.

En un aspecto de la divulgacion, el primer tipo de célula es una célula de rifidn de embridon humano. En otro aspecto
de la divulgacion, la célula de rifion de embrion humano es una célula 293 (denominada también a menudo como
células HEK 293, células 293, o, de forma menos precisa células HERK), que son una linea de células originalmente
derivada de células de rifion de embridn humano que crecen en un cultivo de tejido. Se generaron células HEK 293
mediante la transformacion de cultivos de células de rifidn de embrion humano normales con ADN cizallado de
adenovirus 5. Las células HEK 293 son faciles de hacer crecer y se transfectan muy facilmente y se han usado
ampliamente en la investigacion de biologia celular durante muchos afios. Se utilizan también por la industria de la
biotecnologia para producir proteinas y virus terapéuticos para terapia génica.

En otro aspecto de la divulgacion, el primer tipo de célula es una célula de mamifero transformada con un antigeno T
grande de SV40. En un aspecto particular de la divulgacion, se utilizan células HEK 293T. Una importante variante
de esta linea de células es la linea de células 293T que contiene al antigeno T grande de SV40 que permite la
replicacion episémica de los plasmidos transfectados que contienen el origen de replicacion de SV40. Esto permite
la amplificacion de los plasmidos transfectados y la expresion temporal extendida de los productos génicos
deseados.

La expresion "célula 293 humana" como se usa en el presente documento incluye la linea de células HEK 293T, la
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linea de células 293 humana (ATCC N.° CRL 1573) (Graham, et al., J. Gen. Virol., Vol. 36, pags. 59-72 (1977)), o
una linea de células formada por las células 293 transfectantes con uno o mas vehiculos de expresion (por ejemplo,
vectores plasmidos) que incluye polinucleétidos que codifican diversas proteinas gag, pol, y env. La envoltura puede
ser una envoltura anfotrépica, una envoltura ecotrépica, una envoltura xenotrépica, una envoltura XMRYV, una
envoltura politrépica, una envoltura GALV, una envoltura RD114, una envoltura FelLV u otra envoltura retrovirica.
Dichas células pueden incluir también otros polinucleétidos tales como, por ejemplo, polinucleétidos que codifican
marcadores seleccionables.

El primer tipo de células (por ejemplo, células HEK 293T) puede transformarse con un vector plasmido RCR de la
divulgacion en cualquier niumero de medios que incluyen fosfato de calcio y similares. Se conocen en la técnica las
condiciones de cultivo tipicas para células de mamiferos, especialmente, células 293.

Una vez transformadas, el primer tipo de células se cultiva en condiciones para la produccién de particulas viricas.
Dichas condiciones incluyen normalmente realimentar células en un medio adecuado, CO,, y humedad. Las
condiciones de cultivo pueden incluir también la adicidon de antibidticos, antifungicos, factores de crecimiento y
similares. Normalmente, el medio realimentado se recoge después de 24, 48, 72 o 96 horas, y dicho procedimiento
se conoce como un procedimiento de transfeccion de la expresion transitoria.

El medio de las células cultivadas anteriores se puede usar directamente en un cultivo adicional. Como alternativa,
las particulas viricas en el medio de las células cultivadas puede aislarse usando cualquier nimero de técnicas
conocidas en la materia incluyendo centrifugacion, técnicas de exclusion por tamafio, cromatografia de intercambio
anionico y similares.

Cuando el medio se usa directamente, el medio se puede afiadir al medio utilizado en el cultivo del segundo tipo de
célula. Cuando las particulas viricas se purifican sustancialmente en primer lugar, las particulas se pueden lavar o
resuspender en un tampdén o medio adecuado o a una concentracién concreta para la infectividad antes de la adicion
del segundo tipo de célula, conduciendo a la generacion de una linea de células productoras de expresion estable.

En un aspecto de la divulgacion, el segundo tipo de células es una linea de células de fibrosarcoma humano. En un
aspecto especifico de la divulgacion, la linea de células es una linea de células HT1080 o una de sus derivadas. La
linea de células HT1080 de fibrosarcoma humano (ATCC, n.° de catalogo CCL-121) puede obtenerse directamente
de la American Type Culture Collection (P.O. Box 1549, Manassas, VA). El método incluye infectar las células
HT1080 con un RCR de la divulgacion para proporcionar una célula hospedadora transformada de forma estable. La
célula hospedadora transfectada de forma estable puede cultivarse para producir particulas viricas para usar en
terapia génica o administracion de genes o puede "depositarse en un banco" para su uso posterior, y puede ser un
combinado de células transfectadas, o una linea de células clonada. Las células depositadas en un banco pueden
congelarse y almacenarse usando técnicas conocidas en la materia.

En un aspecto adicional de la divulgacion, las células infectadas con el virus generado por transfeccion transitoria o
por otros medios, pueden ser cualquier linea de células de mamifero conocida por ser infectable con el virus
correspondiente. Se puede ensayar la infectabilidad por un virus mediante los métodos descritos en el Ejemplo 1 y
que se muestran en las Figuras 1y 2. Se puede vigilar el crecimiento de un virus mediante la PCR del ADN celular,
La RT-PCR para genomas viricos en el sobrenadante o los ensayos con transcriptasa inversa para determinar las
actividades de la transcriptasa inversa en el sobrenadante virico tales como el ensayo PERT (por ejemplo, L. Shastry
et al., Hum Gen Ther., 16:1227-1236, 2005). Los ejemplos especificos de lineas de células que se pueden usar son
las células HT1080, células PC3, células LNCaP, células SupT1, células U87, células Sup T1, células D17, células
CF2, células Hela, células 293, CV1 y CHO. Se pueden usar lineas de células derivadas de estas lineas de células.
En algunos aspectos de la divulgacion, se pueden usar también lineas de células que se aislaron y un retrovirus
relacionado con VLM ya preparado (por ejemplo 22Rvl ATCC CRL-2505) como lineas productoras de virus. En otros
aspectos de la divulgacion, se pueden infectar células tales como las de los tipos relacionados anteriormente
mediante cultivo simultaneo con PBMC a partir de individuos infectados. Pueden aislarse los clones procedentes de
células infectadas por cualquiera de estos modos y purificarse y aislarse los clones de células con propiedades
deseables (por ejemplo, que dan lugar a titulos altos de virus).

En un aspecto de la divulgacion, las células se cultivan en presencia de suero de feto de ternera u otros aditivos no
definidos. En otro aspecto de la divulgacion, las células se cultivaran en medio exento de suero. En un aspecto de la
divulgacion, las células se cultivan en un medio exento de suero o un medio definido. Las particulas viricas RCR (por
ejemplo, los virus relacionados con VLM) pueden purificarse sustancialmente a partir del medio de las células
productoras. El virus purificado puede lavarse, diluirse y resuspenderse en un transportador farmacéuticamente
aceptable adecuado. Como alternativa, el vector purificado puede almacenarse tanto mediante congelacién como
liofilizacion.

En un aspecto de la divulgacion, el virus se suministrara como una solucidon estéril acuosa que contiene los

siguientes excipientes de la formulaciéon (en mg/ml): sacarosa 10,0, manitol 10,0 y NaCl 5,3. La solucion puede
contener también albumina de suero humano (HSA, Baxter) 1,0 y acido ascérbico 0,10.
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Como se describe adicionalmente en el presente documento, cualquier nimero de retrovirus de la divulgacion se
puede utilizar con las lineas productoras de células y el proceso descrito en el presente documento.

En los ejemplos especificos proporcionados en el presente documento, se usé Toca 511, un VLM anfotrépico que
transporta un polinucleétido heterélogo que codifica un polipéptido con citosina desaminasa (véase, por ejemplo, €l
documento W02010036986 A2) para demostrar los métodos y composiciones de la divulgacion. En otro ejemplo
especifico, se us6 VLM anfotrépico (ATCC VR-1450) para demostrar los métodos y composiciones de la divulgacion.
Como se describe en el presente documento, Toca 511 se refiere a un vector retrovirico competente para la
replicacion codificado en un plasmido designado como pAC3-yCD2 y Ampho MLV se refiere a un retrovirus
codificado en un plasmido designado como pAMS, ATCC n.° 45167. El virus esta comprendido por un retrovirus
competente para la replicacion derivado de un virus de la leucemia murina (VLM) que codifica todos los
componentes retroviricos (gag, pol y env) requeridos para la replicacion virica, con la envoltura ecotropica original
sustituida con la envoltura anfotrépica procedente del virus 4070A. Como alternativa, se pueden usar otros virus que
codifican plasmidos o preparaciones viricas, por ejemplo, XMRV o un virus relacionado con VM.

Los métodos y composiciones de la divulgacion son aplicables a otros virus, vectores viricos y vectores retroviricos
recombinantes. La divulgacion describe diversos vectores de modificacion y recombinantes que se pueden producir
por las lineas y métodos de la divulgacion.

Los retrovirus y métodos de la divulgacion proporcionan un retrovirus competente para la replicacion que no requiere
un virus auxiliar o una secuencia de acido nucleico o proteinas adicionales a fin de propagar y producir el virion. Por
ejemplo, las secuencias de acido nucleico del retrovirus de la divulgacion codifican, por ejemplo, un antigeno
especifico de grupo y una transcriptasa inversa, (y las enzimas integrasa y proteasa necesarias para la maduracién y
la transcripcion inversa), respectivamente, como se ha descrito anteriormente. Los gag y pol viricos pueden
derivarse de un lentivirus, tal como un VIH o un gammaretrovirus tal como MoMLV. Asimismo, el genoma de acido
nucleico del retrovirus de la divulgacion incluye una secuencia que codifica una proteina de la envoltura virica (ENV).
El gen env puede derivarse de cualesquiera retrovirus. El env puede ser una proteina de la envoltura anfotropica que
permite la transduccion de células de ser humano y otras especies, el virus de la leucemia murina (VLM), el virus de
la leucemia murina de Moloney (MoMLV), el MoMLV anfotrépico, el retrovirus relacionado con el VLM xenotrépico
(XMRYV), el virus relacionado con el VLM que se encuentra en seres humanos, el VLM xenotrépico, el VLM
politrépico, el VLM anfotrépico, el virus de la leucemia del mono gibon (GALV), el virus del tumor de mama de murino
(MuMTYV), el virus del sarcoma de Rous (VSR), el virus de la leucemia del mono gibéon (GALV), el virus endégeno del
babuino (BEV), el virus RD114 de felino, otros gamma retrovirus, o los hibridos del anterior.

Asimismo, la divulgaciéon proporciona una secuencia de polinucledtidos que codifica un vector retrovirico
recombinante de la divulgacion. La secuencia del polinucleétido puede incorporarse en diversas particulas viricas.
Por ejemplo, los diversos vectores viricos que se pueden utilizar para la administraciéon de genes incluyen
adenovirus, virus del herpes, vaccinia, y baculovirus. Se pueden preparar los retrovirus utilizando dichos vectores
(replicativos o no replicativos) para administrar los genes retroviricos a células para preparar células productoras
para el retrovirus. A continuacion, el retrovirus puede recogerse y purificarse de acuerdo con los métodos descritos
en esta memoria descriptiva. En otro aspecto mas, la divulgaciéon proporciona plasmidos que comprenden una
construccion derivada de un retrovirus recombinante. El plasmido puede introducirse directamente en una célula
diana o un cultivo de células tales como HT1080 u otras células de cultivo de tejidos. Las células resultantes liberan
el vector retrovirico en el medio de cultivo.

La divulgacion proporciona una construccion de polinucleétido que comprende, desde 5' a 3": un promotor o region
reguladora util para iniciar la transcripcion; una sefial de empaquetamiento psi; una secuencia de acido nucleico que
codifica gag, una secuencia de acido nucleico que codifica pol;, una secuencia de acido nucleico que codifica env.
Por ejemplo, el promotor puede comprender un promotor de CMV que tiene una secuencia que se muestra en la
SEQ ID NO: 7, 8, 0 9 desde el nucledtido 1 a aproximadamente el nucledtido 582 y puede incluir la modificacion de
una o mas (por ejemplo, 2-5, 5-10, 10-20, 20-30, 30-50, 50-100 o mas bases de acidos nucleicos) siempre que el
promotor modificado sea capaz de dirigir e iniciar la transcripcion. En un aspecto de la divulgacion, el promotor o la
region reguladora comprende un polinucleétido del dominio CMV-R-U5. El dominio CMV-R-U5 comprende el
promotor temprano inmediato del citomegalovirus humano en una region R-U5 del VLM. En un aspecto de la
divulgacion, el polinucledtido del dominio CMV-R-U5 comprende una secuencia que se muestra en la SEQ ID NO: 7,
8 0 9 desde aproximadamente el nucleétido 1 a aproximadamente el nucleétido 1202 o las secuencias que son al
menos un 95% idénticas a una secuencia que se muestra en la SEQ ID NO: 7, 8, o 9 donde el polinucleétido
promueve la transcripcion de una molécula de acido nucleico unida operativamente a la anterior. El dominio gag del
polinucleétido puede derivarse de cualquier nimero de retrovirus, pero se derivara normalmente del virus de la
leucemia murina (VLM), el virus de la leucemia murina de Moloney (MoMLV), el MoMLV anfotrépico, el retrovirus
relacionado con el VLM xenotrépico (XMRV), el virus relacionado con el VLM que se encuentra en seres humanos,
el VLM xenotrépico, el VLM politrépico, el VLM anfotrépico, el virus de la leucemia del mono gibon (GALV), el virus
del tumor de mama de murino (MuMTV), el virus del sarcoma de Rous (VSR), el virus de la leucemia del mono gibon
(GALV), el virus enddégeno del babuino (BEV), el virus RD114 de felino, otros gamma retrovirus, o los hibridos del
anterior.
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En un aspecto de la divulgacion, el dominio gag comprende una secuencia desde aproximadamente el nucleétido
numero 1203 a aproximadamente el nucleétido 2819 o una secuencia que tiene al menos 60%, 70%, 80%, 90%,
95%, 98%, 99% o 99,8% (redondeado a la décima mas cercana) de identidad con la anterior. El dominio pol del
polinucleétido puede derivarse de cualquier nimero de retrovirus, pero se derivara normalmente del virus de la
leucemia murina (VLM), el virus de la leucemia murina de Moloney (MoMLV), el MoMLV anfotrépico, el retrovirus
relacionado con el VLM xenotrépico (XMRV), el virus relacionado con el VLM que se encuentra en seres humanos,
el VLM xenotrépico, el VLM politrépico, el VLM anfotrépico, el virus de la leucemia del mono gibon (GALV), el virus
del tumor de mama de murino (MuMTV), el virus del sarcoma de Rous (VSR), el virus de la leucemia del mono gibén
(GALV), el virus enddgeno del babuino (BEV), el virus RD114 de felino, otros gamma retrovirus, o los hibridos del
anterior.

En un aspecto de la divulgacién, el dominio pol comprende una secuencia desde aproximadamente el nucleétido
numero 2820 a aproximadamente el nucleétido 6358 o una secuencia que tiene al menos 60%, 70%, 80%, 90%,
95%, 98%, 99% o0 99,9% (redondeado a la décima mas cercana) de identidad con la anterior. EI dominio env del
polinucleétido puede derivarse de cualquier nimero de retrovirus, pero se derivara normalmente del virus de la
leucemia murina (VLM), el virus de la leucemia murina de Moloney (MoMLV), el MoMLV anfotrépico, el retrovirus
relacionado con el VLM xenotropico (XMRV), los virus relacionados con el VLM que se encuentran en seres
humanos, el VLM xenotropico, el VLM politrépico, el VLM anfotrépico, el virus de la leucemia del mono gibén
(GALV), el virus del tumor de mama de murino (MuMTV), el virus del sarcoma de Rous (VSR), el virus de la
leucemia del mono gibon (GALV), el virus endégeno del babuino (BEV), el virus RD114 de felino, otros gamma
retrovirus, o los hibridos del anterior.

En un aspecto de la divulgacion, el dominio env comprende una secuencia desde aproximadamente el nimero 6359
a aproximadamente el nucleétido 8323 o una secuencia que tiene al menos 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 98%, 99% o
99,8% (redondeado a la décima mas cercana) de identidad con la anterior. La 3' LTR puede derivarse de cualquier
numero de retrovirus, normalmente el virus de la leucemia murina (VLM), el virus de la leucemia murina de Moloney
(MoMLYV), el MoMLYV anfotrépico, el retrovirus relacionado con el VLM xenotrépico (XMRV), el virus relacionado con
el VLM que se encuentra en seres humanos, el VLM xenotrépico, el VLM politrépico, el VLM anfotrépico, el virus de
la leucemia del mono gibon (GALYV), el virus del tumor de mama de murino (MuMTV), el virus del sarcoma de Rous
(VSR), el virus de la leucemia del mono gibon (GALYV), el virus endégeno del babuino (BEV), el virus RD114 de
felino, otros gamma retrovirus, o los hibridos del anterior.

En un aspecto de la divulgacion, la 3' LTR comprende un dominio U3-R-U5. En otro aspecto mas de la divulgacion,
la LTR comprende una secuencia como se muestra en la SEQ ID NO:7 o 9 desde aproximadamente el nucleétido
9405 a aproximadamente el nucleé6tido 9998 o una secuencia que tiene al menos 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 98% o
99,5% (redondeado a la mas cercana 10°) de identidad con la anterior.

La divulgacion proporciona también un genoma de vector retrovirico recombinante desde 5' a 3' una fusion CMV-R-
U5 del promotor temprano inmediato del citomegalovirus humano con la regién R-U5 del VLM; un PBS, un sitio de
union al cebador para la transcriptasa inversa; un sitio 5' de corte y empalme; una sefial de empaquetamiento y; un
gag, un antigeno especifico del grupo de ORF del VLM; un pol, un poliproteina del ORF de la polimerasa del VLM;
un sitio 3' de corte y empalme; un 4070A env, un ORF de la proteina de la envoltura de la cepa 4070A del VLM; un
PPT, un tracto de polipurina; y U3-R-U5, una repeticion terminal larga del VLM. Esta estructura se representa
graficamente ademas en la Figura 3.

Tal como se ha descrito anteriormente, la divulgacion proporciona células hospedadoras (por ejemplo, 293, 293T,
células HT1080, células PC3, células LNCaP, células SupT1, células U87, células D17, células CF2, Hela, células
COS, células de ovario de hamster chino (CHO)) que se transducen (transforman o transfectan) con un virus o
vector virico proporcionado en el presente documento. el vector puede ser, por ejemplo, un plasmido (por ejemplo,
como el utilizado con las células 293T), una particula virica (como la utilizada con las células HT1080), un fago, etc.
Las células hospedadoras pueden cultivarse en un medio nutriente convencional modificado segun sea adecuado
para activar promotores, seleccionar transformantes, o amplificar un polinucleétido codificante. Las condiciones de
cultivo, tales como la temperatura, el pH y similares, son aquellas utilizadas anteriormente con la célula hospedadora
seleccionada para la expresion, y seran evidentes para una persona normalmente experta en la técnica y en las
referencias citadas en el presente documento, incluyendo, por ejemplo, Sambrook, Ausubel y Berger, asi como, por
ejemplo, Freshney (1994) Culture of Animal Cells: A Manual of Basic Technique, 32 ed. (Wiley-Liss, Nueva York) y
las referencias citadas en los anteriores.

En un aspecto de la divulgacion, una célula productora produce vectores retroviricos competentes para la replicacion
que tienen una estabilidad aumentada con respecto a los vectores retroviricos preparados mediante técnicas de
transfeccion transitoria convencionales. Dicha estabilidad aumentada durante la produccion, infeccion y replicacion
es importante para el tratamiento de los trastornos de proliferacion celular. La combinacién de la eficacia de
transduccion, la estabilidad del transgén y la selectividad diana se proporciona por el retrovirus competente para la
replicacion. Las composiciones y los métodos proporcionan una estabilidad de insercién y mantiene la actividad de la
transcripcion del transgén y la viabilidad de la traduccién del polipéptido codificado.
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Las preparaciones viricas de la divulgacion actual se pueden purificar de diversas manera mediante centrifugacion,
ultrafiltracion, coprecipitacion con otros agentes tales como polietilenglicol (PEG) pero, de forma 6ptima son muy
purificadas mediante la recogida de sobrenadantes, la filtracion, el tratamiento con benzonasa, y la cromatografia. La
cromatografia puede ser sobre diversos tipos de columnas tales como celulosa sulfonada, OH-apatita u otras, pero
se realiza preferentemente en columnas de intercambio anidnico (AEX) seguido por cromatografia de exclusion por
tamario (SEC). Estos procedimientos permiten la concentracion del virus, seguida por la transicion en el tampon en
la columna SECF. A continuacion, la preparaciones pueden ultrafiltrarse para esterilizar y clarificar las preparaciones
antes de distribuir en alicuotas para el almacenamiento y el uso.

Estas preparaciones viricas pueden utilizarse para detectar anticuerpos contra virus con algunos epitopos comunes,
pero que no son necesariamente idénticos a los utilizados para la deteccién. Esto se debe a las secuencias
relacionadas y a los epitopos conformacionales en los retrovirus en general (por ejemplo, GB Mortuza et al. Nature
431:481-485 2004) y en particular los retrovirus relacionados con el VLM. Los métodos de la divulgacion pueden
utilizar diversos métodos de deteccion de proteinas y virus. En una realizacion, los métodos comprenden el ELISA
de un virus completo unido sobre una placa, ensayos de union competitivos, transferencias Western, y otros
métodos conocidos por los expertos en la materia. Estos se pueden usar en maquinas comerciales especializadas
tales como el Artitect System (Abbott) o en formatos de microtitulacion en 96 pocillos o 384 pocillos, para el cribado
de un gran nimero de muestras.

Como se usa en el presente documento, una "muestra bioldgica" se refiere a una muestra de tejido o fluido aislada
de un sujeto, que incluye cominmente anticuerpos producidos por el sujeto. Se conocen en la técnica las muestras
tipicas que incluyen dichos anticuerpos e incluyen, aunque no de forma limitativa, sangre, plasma, suero, materia
fecal, orina, médula ésea, bilis, liquido cefalorraquideo, fluido linfatico, muestras de la piel, secreciones de la piel, de
los tractos respiratorio, intestinal, y genitourinario, lagrimas, saliva, leche, células sanguineas, érganos, biopsias y
también muestras de constituyentes de cultivos celulares in vitro, incluyendo, aunque no de forma limitativa, medio
acondicionado resultante del crecimiento de células y tejidos en medio de cultivo, por ejemplo, células
recombinantes, y componentes celulares. Los fluidos cribados pueden ser sangre, plasma, suero, orina, saliva,
hisopo bucal, hisopo nasal, aspiracion con aguja fina, semen, secrecion vaginal, leche u otro fluido o extracto
corporal, incluyendo heces.

Se puede usar un soporte s6lido comun en los ensayos y composiciones de la divulgacion. "Soporte sélido comun”
tiene la intencion de ser una Unica matriz soélida a la cual se une la particula retrovirica utilizada en los
inmunoensayos del sujeto por medio covalente o por medio no covalente tal como adsorcion hidréfoba.

"Inmunolégicamente reactivo" significa que un antigeno reaccionara especificamente con anticuerpos
antirretroviricos (por ejemplo, anticuerpos dirigidos contra VLM) presentes en una muestra bioldgica procedente de
un sujeto o muestra que se esta ensayando.

"Complejo inmunitario" pretende ser una combinacion formada con un anticuerpo que se une a un epitopo o un
antigeno. Los anticuerpos detectados pueden ser IgM, IgG, IgA, IgE o IgD, dependiendo del tipo de anticuerpo
secundario u otro reactivo de unién secundario utilizado en el ensayo. Los métodos de deteccién para el reactivo
secundario pueden ser peroxidasa de rabano picante, fosfatasa alcalina o cualquier sistema de deteccién secundario
conocido por los expertos en la materia.

Como se usa en el presente documento, los términos "marca" y "marca detectable" se refieren a una molécula capaz
de deteccion, incluyendo, aunque no de forma limitativa, is6topos radiactivos, sustancias fluorescentes, sustancias
quimioluminiscentes, croméforos, enzimas, sustratos de enzimas, cofactores de enzimas, inhibidores de enzimas,
cromoforos, colorantes, iones metdlicos, soluciones coloidales de metales, ligandos (por ejemplo, biotina, avidina,
estreptavidina o haptenos) y similares. El término "fluorescente" se refiere a una sustancia o una parte de la misma
que es capaz de presentar fluorescencia en el intervalo detectable. Los ejemplos concretos de marcas que se
pueden usar en la invencion incluyen, aunque no de forma limitativa, peroxidasa de rabano picante (HRP),
fluoresceina, FITC, rodamina, dansilo, umbeliferona, éster de dimetil acridinio (DMAE), Texas red, luminol, NADPH y
a- o B-galactosidasa.

En un aspecto de la divulgacion, una particula virica producida mediante los métodos de la divulgacion se une a un
soporte solido. A continuaciéon se pone en contacto una muestra de un sujeto con el soporte solido en condiciones
donde cualquier anticuerpo para un epitopo de la particula virica puede participar en un complejo inmunitario con la
particula virica. El soporte soélido puede lavarse y, a continuacion, ponerse en contacto con un anticuerpo secundario
(por ejemplo, un anticuerpo dirigido contra Ig humana) marcado con una etiqueta detectable. A continuacion, se
puede desarrollar el soporte sélido (segun sea adecuado para la etiqueta detectable) y cuantificarse.

Ejemplos

Ejemplo de referencia 1. Determinacién del crecimiento de XMRV o MLVRYV en diferentes lineas de células

Se ha notificado la replicacion de XMRYV aislado de células de cancer de prostata y PBMC de pacientes de CFS y
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muestra que el virus es capaz de replicarse en células humanas. Tal como se ha sefialado anteriormente, se ha
sugerido que XMRV es un artefacto producido por la contaminacion de muestras por ADN de ratén y recombinacion
de aislados xenotrépicos de laboratorio (T. Paprotka, et al., "Recombinant Origin of the Retrovirus XMRV" Science
333:97, 2011); J.Cohen & M.Enserink, "False Positive" Science 333:1694 - 1701, 2011; y G. Simmons et al., "Failure
to Confirm XMRV/MLVs in the Blood of Patients with Chronic Fatigue Syndrome: A Multi-Laboratory Study"
(www).sciencexpress.org/10.1126/science.1213841). Sin embargo, como se demuestra aqui (véanse, por ejemplo,
las Figuras 9y 10, Ejemplos 15y 16, y Tabla 7) existen individuos con un elevado nimero de titulos anti-VLM que se
producen naturalmente, indicando que se puede producir la infeccion por VLM de seres humanos con virus
relacionados con VLM. Por tanto, en esto y los siguientes ejemplos, XMRV se utiliza como un ejemplo de como
dicho virus puede detectarse y seguirse. XMRV se detecté6 mediante métodos de la PCR normalizados donde dos
conjuntos de cebadores, uno en la region gag y el otro en la regiéon env, se usan para detectar la presencia de ADN
provirico de XMRV y dicha deteccion se confirma ademas mediante la PCR anidada (Lombardi et al.). Ademas de la
identificacion del ADN provirico, se ha demostrado adicionalmente la presencia del virus mediante la deteccién de la
proteina virica en PBMC de pacientes de CFS y mediante transmision virica en cultivos de células.

22Rv1 (ATCC CRL-2505) es una linea de células de cancer de préstata humano derivada de un carcinoma
prostatico primario. Se has descrito multiples copias integradas y un alto nivel de produccién de XMRV en Knouf et
al., J.virol 2009 op.cit). La PCR cuantitativa, como se ha descrito anteriormente, desvel6 aproximadamente 140
copias de XMRV en el genoma de 22Rv1 con un titulo de 1,5e7 UT/ml. Este virus se uso para determinar si una
linea de células soportara la infeccion por XMRV. Se pueden usar métodos similares para otros virus relacionados
con VLM.

Se us6 el sobrenadante del cultivo de células 22Rv1 que contenia un titulo de XMRV de 1,5e7 UT/ml para infectar
un panel de lineas de células humanas cultivadas: HT1080 (fibrosarcoma), U87-MG (glioma), LNCaP (prostata), y
Sup-T1 (linfoblastos T). Cada linea de células se infecté con XMRV a una MOI de 0,1. Se determinaron las cinéticas
de la replicacion virica en estas lineas de células mediante la qPCR utilizando ADNg normalizado para cada uno de
los pases y el conjunto de cebadores especificos de XMRV que se apoya en la region env (XMRV 6252F: 5°-TTT
GAT TCC TCA GTG GGC TC-3' (SEQ ID NO:1); XMRV6391R: 5-CGA TAC AGT CTT AGT CCC CAT G-3' (SEQID
NO:2); sonda env de XMRV: 5-HEX-CCC TTT TAC CCG CGT CAG TGA ATT CT-3-BHQ (SEQ ID NO:3)), (Figuras
1y 2). A una infectividad maxima, se recogid el sobrenadante virico de cada una de las células infectadas y se
determiné el titulo de XMRV mediante la qPCR utilizando el conjunto de cebadores que se apoya en la regién pol
(pol-F: 5-AAC AAG CGG GTG GAA GAC ATC-3’ (SEQ ID NO:4); pol-R: 5-CAA AGG CGA AGA GAG GCT GAC-3
(SEQ ID NO:5); sonda pol: 5-HEX-CCC ACC GTG CCC AAC CCT TAC AAC C-3-TAMRA (SEQ ID NO:6)). Los
resultados desvelan que una variedad de lineas de células humanas se puede infectar por XMRV y producir un titulo
relativamente alto (Tabla 1).

Tabla 1

Muestra titulo medido  |titulo medido promedio |desviacién estandar |CV

HT1080 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
HT1080 lote 15 1:10/8,95E+08 8,68E+08 2,42E+07 2,79E-02
8,59E+08
8,50E+08
HT1080 XMRV 1,90E+07 1,99E+07 1,22E+06 6,14E-02
2,13E+07
1,95E+07
LNCaP 5,88E+03 2,02E+03 3,34E+03 1,65E+00
7,70E+01
1,19E+02
LNCaP lote 15 1:10 |2,38E+08 2,22E+08 1,50E+07 6,75E-02
2,21E+08
2,08E+08
LNCaP XMRV 3,98E+07 3,00E+07 1,84E+07 6,13E-01
4,14E+07
8,78E+06
PC3 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
PC3 lote 151:10  |4,67E+07 4,25E+07 3,57E+06 8,40E-02
4,04E+07
4,05E+07
PC3 XMRV 3,93E+06 3,44E+06 1,18E+06 3,43E-01
4,30E-06
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Muestra titulo medido  |titulo medido promedio |desviacién estandar |CV
2,10E+06
SUPT1 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
SUPT1XMRV 8,31E+06 7,90E+06 3,57E+05 4,52E-02
7,71E+06
7,67E+06
usg7 1,92E+03 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00
0,00E+60
1,77E+03
U87 lote 15 1:10  |7,16E-08 7,89E+08 6,38E+07 8,08E-02
8,28E+08
8,24E+08
U87XMRV 3,00E-t07 2,96E+07 2,60E+06 8,76E-02
3,20E+07
2,69E+07

Ejemplo de referencia 2. Lineas de células productoras de expresion estable para preparar el virus T5.0002
competente para la replicacion.

El vector virico esta codificado por un plasmido (pAC3-yCD2; a.k.a. T5.0002, véase, por ejemplo, el documento
WO02010045002A2) consistente en 11.893 pares de bases de nucleétidos. La linea de células productoras del vector
"HT1080+T5.0002", se produjo transduciendo las células HT1080 no expuestas anteriormente a tratamiento con el
virus AC3-yCD2 producido transitoriamente en células 293T mediante transfeccion. Se llevé a cabo la transfeccion
transitoria utilizada para producir AC3-yCD2 (particulas viricas) utilizando una "disolucion madre de plasmido
calificado" secuenciada. Mas especificamente, el vector AC3-yCD2 producido transitoriamente se recogié 48 horas
después de la transfeccion y se filtré a través de un filtro de 0,45 pm con 0,8 ml de sobrenadante filtrado utilizado
para transducir un cultivo confluente al 75% de células HT1080 que contiene 15 ml de medio. Este volumen de
infeccion se convirtid a una dosis de transduccién aproximada de aproximadamente 0,1 unidades de transduccién
(UT) por células. Se dejé diseminar la transduccion en la totalidad del cultivo durante 9 dias con células
realimentadas o pasadas cada 2-4 dias antes de la disolucién inicial previa al banco consistente en 12 viales
conteniendo cada vial aproximadamente 5 x10° células por vial. El medio de congelacién incluia DMSO al 10%, USP
(Cryoserv, Bioniche Pharma USA, LLC, Lake Forest, IL) y suero de feto de bovino irradiado con radiacion gamma al
90% (Hyclone Laboratories. Inc, Logan Utah). Se congelaron las células en un congelador a -80°C y a continuacion
se transfirieron a un concentracion con nitrégeno liquido en condiciones de fase de vapor el dia siguiente. Los
medios utilizados para hacer crecer células HT1080+T5.0002 para producir el vector comprenden un medio DMEM
definido, GlutaMax (sustituto de L-glutamina), aminoacidos no esenciales (NEAA) y suero de feto de bovino definido
(FBS).

Se desarroll6 la linea de células 293T a partir de células HEK (rifidn embridnico humano) 293 y se describio
originalmente en 1987 (Dubridge 1987). La linea de células se desarroll6 transfectando un mutante del antigeno T de
SV40 sensible a la temperatura, tsA1609 (Dubridge 1987), en células HEK 293 (Graham 1977). Las células 293T
son mas susceptibles a la transfeccion que la linea de células HEK 293 original. Debido a su mayor transfectabilidad,
Las células 293T se han usado comunmente para producir vectores de titulo alto mediante transfeccién transitoria
(Yang et al., Hum. Gene Ther.10:123-132, 1999).

Ejemplo de referencia 3. Preparacion de virus a partir de la linea productora de expresion estable
HT1080+T5.0002 como una linea adherente con suero de feto de ternera.

Se hicieron crecer células HT1080+T5.0002 en recipientes de cultivo de células multicapa desechables (Cell Stack,
Corning). La produccion del vector retrovirico Toca 511 bruto se llevé a cabo recogiendo el medio acondicionado
procedente de cultivos confluentes de células HT1080+T5.0002 recogido cada periodo de 10-24 horas durante 2-4
ciclos de recogida utilizando un proceso discontinuo alimentado manualmente utilizando mudltiples Cell Stacks que
contenian aproximadamente 1,2 | de medio acondicionado de cada una. Se recogi6 el vector retrovirico Toca 511
bruto directamente en bolsas de proceso de 10-20 | y se almacen6 a 2-8°C hasta que se recogieron
aproximadamente 40 | de material. La muestra del combinado bruto combinado se utilizé para la determinacién del
micoplasma PTC, en el ensayo virico in vitro, la carga biolégica, la titulacion y las retenciones de la PCR
divulgativas.

El material del vector bruto se clarificé pasandolo a través de un cartucho de filtro de 0,45 micrometros y se traté con
benzonasa para digerir el ADN genémico de la célula hospedadora. A continuacion se capturé el vector Toca 511
clarificado y digerido con ADN y se concentré utilizando cromatografia de intercambio aniénico (AEX). El producto a
granel concentrado eluido se somete a continuacion a intercambio de tampones y a una etapa de purificacion
utilizando cromatografia de exclusion por tamafio (SEC). El tampén de la formulacion comprende un tampén de
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formulacion basado en Tris que contiene cloruro sédico, sacarosa, manitol, y albumina de suero humana. El volumen
formulado es de 0,2 micrémetros filtrado para asegurar la esterilidad, muestreado para el ensayo y dividido a
continuacién en multiples recipientes como un material a granel almacenado y congelado a continuacion (<) -65°C.

Ejemplo de referencia 4. Ensayo de titulacion mediante PCR cuantitativa.

La concentracion del vector funcional, o titulo, se determiné utilizando un método basado en la PCR cuantitativa
(qPCR). En este método, el vector se titula infectando una linea de células hospedadoras transducible (por ejemplo,
células PC-3 de carcinoma prostatico humano, ATCC n.° de Cat. CRL-1435) con un volumen normalizado de vector
y midiendo la cantidad resultante de provirus presente en las células hospedadoras tras la transduccion. Las células
y el vector se incubaron en condiciones de cultivo normalizadas (37°C, 5% de CO.) durante 24 h para permitir la
infeccion completa antes de la adicién del AZT antirretrovirico Para detener la replicacion del vector. A continuacion,
las células se recogieron de la placa de cultivo y el ADN genémico (ADNg) se purificd utilizando un kit de purificacion
del ADNg Purelink de Invitrogen y se eluyeron de la columna de purificacion con agua estéril exenta de
ARNasa/ADNasa. Se midié la relacion de absorbancia Azso/Azs0 en un espectrofotometro para determinar la
concentracion y la pureza relativa de la muestra. Las concentraciones de ADNg se normalizaron con agua exenta de
ARNasa/ADNasa adicional hasta la concentracion mas baja de cualquier conjunto dado de preparaciones de ADNg
de tal manera que la entrada de ADN para la qPCR es constante para todas las muestras analizadas. Se evalué
ademas la pureza del ADN gendmico mediante la electroforesis de una alicuota de cada muestra en un gel de
agarosa al 0,8% tefido con bromuro de etidio. Si la muestra pasa un intervalo de absorbancia Azso/A2so de 1,8-2,0 y
muestra una Unica banda de ADNg, a continuacion, la muestra esta lista para el andlisis de la gPCR del numero de
copias proviricas del vector. Utilizando cebadores que interrogan la region LTR del provirus (vector de ADN transcrito
de forma inversa y vector de ADN que se integra en el ADNg hospedador), se llevé a cabo la gPCR para estimar el
numero total de eventos de transduccion producidos cuando el volumen conocido del vector se utilizé para transducir
el nimero de células conocido. Se calculé el numero de eventos de transduccién por reaccion a partir de una curva
patron que utiliza un plasmido que transporta una diana de un niumero de copias conocido que se diluyé en serie
desde 10" a 10 copias y se midi6 en condiciones idénticas de la qPCR como las muestras. A partir del conocimiento
de cuantos equivalentes gendmicos se utilizaron para cada reaccion de la qPCR (a partir de la concentracion
previamente determinada) y cuantos eventos de transduccion se produjeron por reaccion, los inventores
determinaron el niumero total de eventos de transduccion que se produjeron basandose en el nimero total de células
que estuvieron presentes en el momento de la transduccién. Este valor es el titulo del vector tras la dilucién en el
medio que contiene las células durante la transduccion inicial. Para calcular el valor del titulo corregido, la dilucién se
corrige multiplicando por el rendimiento del volumen del cultivo y el volumen del titulo dividido por el volumen del
titulo. Estos experimentos se llevaron a cabo en cultivos replicados y se analizaron mediante la qPCR utilizando
mediciones por triplicado para cada condicién para determinar un titulo promedio y con su desviacion estandar vy el
coeficiente de la varianza asociada.

Ejemplo de referencia 5. Purificacion y concentracion de virus.

Los virus de la divulgacion se fabrican mediante procedimientos de transfeccion transitoria de células 293 o HT1080,
0 a partir de un combinado no clonal de células productoras, o a partir de una linea de células productoras clonada.
Dependiendo de la adaptacion de la linea de células, el medio puede ser, independientemente, con suero, o exento
de suero, y las células pueden hacerse crecer como células adherentes o en suspension, con el sobrenadante del
cultivo celular recogido en modo perfusion. El sobrenadante del cultivo se recogid, y se almacené durante hasta 2
semanas a 4°C. Este volumen recogido se filtré a través de un cartucho de filtro de 0,45 micrometros para eliminar
grandes desechos celulares, se traté con benzonasa para digerir el ADN celular (L.Shastry et al. Hum Gene Ther.,
15:221,2004) y se someti6 ademas a purificacion mediante cromatografia. (véase, por ejemplo, US5792643; T.
Rodriguez et al., J Gene Med. 9:233, 2007; P.Sheridan et al., Mol.Ther., 2:262-275, 2000). La preparacion virica
tratada con benzonasa se cargé en una columna de intercambio anidnico y el virus se eluyd en un gradiente de NaCl
por etapas (véase, por ejemplo, la Figura 4). La fraccién que contenia el virus se puede identificar mediante el
ensayo de la PCR, o mediante Az1s, Azso asi como Augo. Las fracciones positivas se recogieron y se combinaron. La
preparacion combinada se cargé posteriormente en una columna de exclusion por tamario (SEC) para eliminar la sal
asi como los diferentes contaminantes restantes y para acondicionar el virus en el tampén de formulacién (véase,
por ejemplo, la Figura 5). Se analiz6 la SEC en condiciones isocraticas con el tampon de formulacién y la fraccion
virica procedente de la columna SEC se recogi6 procedente del volumen de los huecos. Las fracciones identificadas
positivamente se combinaron, se filtraron mediante un filtro estéril de 0,2 micrémetros, se distribuyeron en alicuotas
y se congelaron a menos 65°C o por debajo. La preparacion virica se liberé basandose en el ensayo normalizado tal
como esterilidad, micoplasma y endotoxinas, con una pureza y consistencia evaluadas mediante el analisis del gel
SDS PAGE (véase, por ejemplo, la Figura 6). Se determind el titulo como unidades de transduccion (UT) por
cuantificacion de la PCR del ADN virico integrado en células diana. El producto final se dirigié para tener un titulo de
hasta 10° UT/ml y se formulé en una solucién de sacarosa tamponada con Tris isotonico.

Ejemplo de referencia 6. Clonacion de un combinado no clonal de células HT1080 infectadas.
Dilucién de siembra. Se marcaron el medio precalentado y multiples placas de cultivo celular de 96 pocillos para

identificar el clon segun la posicién en la placa y el pocillo y los pocillos se cargaron con medio precalentado que
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contenia una Unica suspension celular de HT1080. Se recogi6 un pase temprano de células HT1080 infectadas al
100% tripsinizando una uUnica suspension de células consistente en 1 célula por 600 microlitros. Se administraron
200 pl a cada pocillo de una placa de 96 pocillos para sembrar aproximadamente 0,3 células por pocillo. En la
realizacion de este procedimiento, una mayoria de los pocillos recibié 0, 1 o 2 células por pocillo. Se dejé que las
células se unieran durante aproximadamente 4 horas y se examiné cada pocillo para eliminar los pocillos que habian
recibido mas de 1 célula por pocillo o que estan vacios.

Propagacion del clon. Los pocillos que contenian inicialmente 1 célula por pocillo se cultivaron sustituyendo %2 de los
medios (aproximadamente 100 pl) por 100 pl nuevos cada 3-4 dias para cada pocillo. Se evitd la transferencia
accidental de células de un pocillo a otro sustituyendo la punta utilizada para alimentar cada pocillo durante la
sustitucién del medio. Se requirié la sustitucion completa del medio a medida que las células comenzaron a
aproximarse a la confluencia en el pocillo. Una vez que las células alcanzaron la confluencia, se pasé cada
candidato clonal a un pocillo de una placa de 48 pocillos para continuar la expansion. Se propagé cada clon y se
paso6 a un pocillo de una placa de 6 pocillos, seguido por un matraz T-25, seguido por un matraz T-75 cada vez que
las células alcanzaron la confluencia. Una vez que las células clonales alcanzaron la confluencia en un matraz T-75,
se prepararon al menos 2-3 viales de células criopreservadas que contenian 1-2x1 0° células por vial.

Seleccion de clones basada en el rendimiento. Una vez que los clones candidatos se congelaron, se llevaron a cabo
experimentos de cultivo de células para identificar el clon de mejor rendimiento y los clones de respaldo basandose
en el rendimiento de produccion de titulos y en los atributos de cultivo de células ideales. Se selecciond el mejor clon
basandose en (1) la capacidad del clon de proporcionar los titulos sostenidos mas altos durante los 2-4 dias
posteriores con sustitucion diaria del medio (véase la Figura 12 y la Tabla 2 a continuacioén); (2) la capacidad del
virus producido para transferir la expresion del gen de interés deseado para una célula no expuesta a tratamiento
anteriormente; (3) la capacidad del clon de dividirse razonablemente teniendo un tiempo de duplicacién entre 18 - 30
horas y la capacidad de alcanzar una confluencia del 100% como una capa uniforme de células con una desunion
minima de células tras alcanzar la confluencia.

Ejemplo de referencia 7. Infeccion de las lineas de células D-17 y Cf2-Th para preparar un combinado no
clonal y lineas de células productoras de virus clonales posteriores.

Para producir combinados productores de vectores de la linea de células D-17 (osteosarcoma de canino; ATCC n.°
CCL-183) y Cf2-Th (timo de canino; ATCC n.° CRL-1430) y clones de dilucién que expresan el retrovirus competente
para la replicacion del VLM, se utilizaron los mismos métodos exactos descritos anteriormente para que las células
HT-1080 se utilizaran para crear lineas de células D-17 y Cf2-Th. En la Tabla 2 siguiente, se muestran los
resultados.

Tabla 2: Datos para apoyar la creacion de combinados productores y clones de diluciéon posteriores de HT-
1080, vectores retroviricos competentes para la replicacion de D-17 y Cf2-Th

Linea de células Linea de células progenitora Muestra de titulo Titulos

productora de vectores |expresada en vectores observados

para lineas de células |competentes para la (UT/ml)*
replicacion del VLM

HT1080+T5.0002 IAC3-yCD2 HT-1080 HT+T5.0002, Dia 2 1,56E+06

(Combinado no clonal) HT+T5.0002, Dia 3 2,23E+06

HT+T5.0002, Dia 4 1,90E+07
HT+T5.0002, Dia 5,5 [2,57E+07

HT5.yCD2.128A (Clon de |AC3-yCD2 HT-1080 Clon 12-8, Dia 0 5,26E+06
dilucion) Clon 12-8, Dia 1 7,94E+06
Clon 12-8, Dia 2 1,00E+07
Clon 12-8, Dia 3 1,02E+07
D17+T5.0002 AC3-yCD2 D-17 D17+T5.0002, Dia2 [4,20E+06
(Combinado no clonal) D17+T5.0002, Dia 3 |3,83E+06

D17+T5.0002, Dia4 |4,87E+06
D17+T5.0002, Dia 5,5 |1,39E+06

D5.yCD2.1G7A (Clon de |AC3-yCD2 D-17 D5.yCD2.1G7A, 1,78E+06
dilucion) Dia 1 2,54E+06
D5.yCD2.1G7A,
Dia 2
D5.yCD2.1G7A, 4,24E+06
Dia 3
CF2+T5.0002 AC3-yCD2 Cf2-Th CF2+T5.0002, Dia2 [|4,17E+04
(Combinado no clonal) CF2+T5.0002, Dia3 |6,97E+03

CF2+T5.0002, Dia4 |4,97E+06
CF2+T5.0002, Dia 5,5 [3,14E+06

CF5.yCD2.3A12A (Clon  |AC3-yCD2 Cf2-Th CF5.yCD2.3A12A, 1,81E+07
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Linea de células Linea de células progenitora Muestra de titulo Titulos
productora de vectores |expresada en vectores observados
para lineas de células |competentes para la (UT/ml)*
replicacion del VLM
de dilucion) Dia 1 2,68E+07
CF5.yCD2.3A12A,
Dia 2
CF5.yCD2.3A12A, 3,78E+06
Dia 3

*UT/ml indica unidades de transduccion por ml como se determind mediante los métodos de la qPCR cuantitativa
para determinar el nimero de copias de genomas de VLM proviricos integrados posteriores a la transduccioén en la
titulacion de la linea de células U-87 no expuesta anteriormente a tratamiento.

Ejemplo de referencia 8. Adaptacion de la linea de células HT-1080 productora del virus VLM competente
para la replicacion a partir de suero y dependencia a la adherencia de un cultivo en suspensiéon exento de
suero.

Se llevo a cabo el proceso de adaptacion exento de suero tras el cribado y la identificacion del clon de dilucion de la
linea de células HT-1080 productora del virus competente para la replicacion. Se puede llevar a cabo también el
proceso de adaptacion exento de suero con una linea de células HT1080 productora de vectores no clonales. El
proceso de adaptacién se inicid6 sembrando aproximadamente 2x10" células en un matraz con agitador de 125 ml
que contenia 10 ml de suero al 5% que contenia medio acondicionado y 10 ml de un medio de eleccién seleccionado
exento de suero, dando como resultado una concentracién en suero reducida del 2,5%. En este caso, el medio
exento de suero era el medio de expresion FreeStyle 293 distribuido a través de Invitrogen Corp, Carlsbad, CA. El
cultivo se coloco en una plataforma de agitacion localizada en una incubadora de cultivo de tejidos con control de
temperatura y CO- gas. La plataforma de agitacion se ajusté a aproximadamente 80 RPM vy la incubadora se ajustd
a aproximadamente unas condiciones de 37°C y 5% de CO,. Cada 3-7 dias, el cultivo se realiment6 recogiendo
células que estan en suspension y resembrandose un nuevo matraz con agitador que contenia 10 ml del mismo
medio acondicionado inicial y 10 ml de medio exento de suero reciente manteniendo un nivel de suero de
aproximadamente 2,5%. Se examiné el cultivo en cada evento de realimentacion con recuentos de células viables
llevados a cabo segun sea necesario para comprobar la propagacion celular. Cuando las células mostraron
evidencias de crecimiento basandose en la duplicacion celular o el consumo de glucosa, se dirigié a continuacion
una concentracion en suero de 1,67% ajustando la cantidad de volumen de medio de acondicionamiento y medio
exento de suero reciente. El cultivo se examiné de nuevo y se realimenté cada 3-7 dias. Cuando las células
mostraron evidencias de crecimiento, se dirigid una concentracion en suero de 1,25% ajustando de nuevo el
volumen del medio acondicionado y del medio exento de suero reciente. Se continué este proceso dirigiendo las
condiciones de suero posteriores de 1,0%, 0,9%, 0,83% hasta que las células estuvieron en condiciones exentas de
suero del 100%. Durante este proceso de adaptacion, el cultivo celular se expandid hasta aproximadamente un
volumen de 200 ml en un matraz con agitacion de 1.000 ml dirigiéndose a un cultivo viable minimo de
aproximadamente 0,5 a 1,0 x10° células/ml. Una vez que las células alcanzaron condiciones exentas de suero al
100%, las células se pasaron continuamente en condiciones exentas de suero aislando las células individuales
suspendidas permitiendo que las células aglutinantes mas pesadas sedimentes durante cortos periodos de tiempo
sin agitacion. Una vez que el cultivo consiste en una poblacién de aproximadamente el 95% de la suspension de
células individuales, consistentemente, el cultivo podria congelarse en medio de preservacion consistente en DMSO
al 10% y medio exento de suero al 90% utilizando condiciones de congelacion normalizadas de células de
mamiferos.

Ejemplo de referencia 9. Técnica de produccion virica para retrovirus

El ejemplo describe una técnica de cultivo de células para el crecimiento de células adherentes productoras del virus
de la leucemia murina (VLM), los virus relacionados (MLVRV) para la produccion virica y la posterior purificacion
virica. Se utilizé la produccién de un virus VLM anfotrépico (ATCC n.° VR-1450) como un ejemplo. Sin embargo, este
proceso se puede usar también para todos los virus descritos en esta divulgacion.

Se obtuvo MuLV natural de la ATCC, pero se puede generar también a partir de una construccion de plasmido
(PAMS, ATCC n.° 45167) que codifica la secuencia genémica completa del MuLV con una envoltura anfotrépica
disefiada mediante ingenieria genética que sustituye el gen de la envoltura ecotropica original, y se transfectd
transitoriamente en células utilizando las técnicas de transfeccion normalizadas. Preferentemente, se infectaron
células HT1080 (ATCC CCL-121) con el virus y se propagaron en las condiciones preferidas de 37°C en condiciones
de 5% de CO,. Un matraz T-75 infectado recientemente que contenia células HT1080 infectadas con MuLV se a dos
matraces T-175 y a continuacion se cultivd posteriormente en diez matraces T-175 con el siguiente medio de
crecimiento:
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Componentes del medio DMEM completo: Relacion
1. DMEM con un contenido de glucosa elevado, sin rojo fenol y sin glutamina 500 ml
(Biowhittaker)
2. FBS Defined (HyClone) 25 ml
3. GlutaMax (Gibco) 5ml
4. Aminoacidos no esenciales (NEAA, Biowhittaker) 5ml

Tras alcanzar la confluencia, se cosecharon las células con TrpZean (Sigma) y se neutralizaron con el mismo medio
de crecimiento utilizando métodos de cultivo de células normalizados. Se sembraron las células en Cell Stacks de 10
capas (Corning) a una densidad de siembra preferida de 3,1 x 1074 células viables/cm? en el mismo medio descrito
anteriormente, para producir el virus. Cada Cell Stack contenia 1,1 | de medio de crecimiento. Las Cell Stacks se
incubaron a 37°C y 5% de COa.

Dos dias después de la siembra, los cultivos Cell Stack alcanzaran la confluencia. El medio de cada cultivo se
sustituyd con medio reciente. Dos dias después, el medio, que contenia virus producido, se recogié (Recogida n.° 1)
y los cultivos se realimentaron con el mismo volumen (1,1 1) de medio reciente. Diez horas después, se llevé a cabo
una segunda recogida (Recogida n.° 2) y los cultivos celulares se realimentaron con el mismo volumen (1,1 I) de
medio de crecimiento reciente. Dieciséis horas después de la 2° recogida, se llevd a cabo una a 3% recogida
(Recogida n.° 3). A continuacién se combinaron las 3 recogidas para la purificacién. En la siguiente tabla se
relacionan los titulos viricos de las 3 recogidas y el combinado.

Recogida Titulo virico (n.° UT/ml)
Recogida n.° 1 1,8x 10°
Recogida n.° 2 2.4 x10°
Recogida n.° 3 2.4 x 10°
Combinado de 3 recogidas 2,1 x 10°

Ejemplo de referencia 10. Produccion virica mediante otra linea de células con la misma técnica

Se utilizaron las mismas técnicas de cultivo descritas anteriormente para producir cualquiera de los virus divulgados,
en cualquiera de las células HT1080, células PC3, células LNCaP, células SupT1, células U87, células D17, células
CF2, células 293, células Hela, células CV1, células CHO o lineas de células derivadas de cualquiera de estas. Tres
recogidas, tal como se describe en el Ejemplo 9, se pueden recoger y combinarse. El titulo virico en el combinado de
recogidas que utilizan estas células es 10° UT/ml o mayor, usualmente aproximadamente 5x10°UT/ml.

Ejemplo de referencia 11. Adaptacion de una linea productora de células a un cultivo en suspension y
produccion de virus en un biorreactor para la produccion a gran escala

Una linea de células productoras viricas HT1080 clonal o no clonal productora de virus relacionados con VLM se
adapté a condiciones cero de suero y crecimiento en suspension utilizando una transicion lenta del proceso de
destete del medio acondicionado en suero al 5% a un medio exento de suero definido. El proceso de adaptacion se
inici6 sembrando aproximadamente 2x107 células en un matraz con agitador de 125 ml que contenia 10 ml de suero
al 5% que contenia medio acondicionado y 10 ml de un medio de eleccion seleccionado exento de suero, dando
como resultado una concentracion en suero reducida del 2,5%. En este caso, el medio exento de suero es el medio
de expresion FreeStyle 293 distribuido a través de Invitrogen Corp, Carlsbad, CA, suplementado con albumina de
suero humano al 0,1% (con una solucion Baxter de suero humano al 25%). El cultivo se coloco en una plataforma de
agitacion localizada en una incubadora de cultivo de tejidos con control de temperatura y CO; gas. La plataforma de
agitacion se ajusto a aproximadamente 80 RPM vy la incubadora se ajusté a aproximadamente unas condiciones de
37°C y 5% de CO,. Cada 3-7 dias, el cultivo se realimenté recogiendo células que estan en suspension y
resembrandose en un nuevo matraz con agitador que contenia 10 ml del mismo medio acondicionado inicial y 10 ml
de medio exento de suero reciente manteniendo un nivel de suero de aproximadamente 2,5%. Se examiné el cultivo
en cada evento de realimentacion con recuentos de células llevados a cabo segun sea necesario para comprobar la
propagacion celular. Cuando las células mostraron evidencias de crecimiento basandose en la duplicacion celular o
el consumo de glucosa, se dirigié a continuacion una concentracion en suero de 1,67% ajustando la cantidad de
volumen de medio de acondicionamiento y medio exento de suero reciente. El cultivo se examind de nuevo y se
realimenté como anteriormente cada 3-7 dias. Cuando las células mostraron evidencias de crecimiento, se dirigio
una concentracion en suero de 1,25% ajustando de nuevo el volumen del medio acondicionado y del medio exento
de suero reciente. Se continué este proceso dirigiendo las condiciones de suero posteriores de 1,0%, 0,9%, 0,83%
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hasta que las células estuvieron en condiciones exentas de suero del 100%. Durante este proceso de adaptacion, el
cultivo celular se expandié hasta aproximadamente un volumen de 200 ml en un matraz con agitacion de 1.000 ml
dirigiéndose a un cultivo viable minimo de aproximadamente 0,5 a 1,0 x10° células/ml. Una vez que las células
alcanzaron condiciones exentas de suero al 100%, las células se pasaron continuamente en condiciones exentas de
suero aislando las células individuales suspendidas de la mitad superior del cultivo permitiendo que las células
aglutinantes mas pesadas sedimenten durante cortos periodos de tiempo sin agitacion. Una vez que el cultivo
consiste en una poblacion de aproximadamente el 95% de la suspensién de células individuales, consistentemente,
el cultivo podria congelarse en medio de criopreservacion consistente en DMSO al 10% y medio exento de suero al
90% utilizando condiciones de congelacion normalizadas de células de mamiferos.

Las células en suspension se expandieron en matraces con agitacion de 125 ml (20 ml de cultivo), 250 ml (40 ml),
500 ml (100 ml), y 11 (200 ml; todos de Corning), en el medio exento de suero completamente definido (Gibco n.° de
Cat. 12338), suplementado con albumina de suero humano al 0,1% (HSA de Baxter). Los cultivos se incubaron a
37°C y 5% de CO; con una velocidad de agitador de 80 rpm (giro %" (1,905 cm)). Se utilizaron 5 cultivos en
matraces con agitacion de 1 | para inocular un biorreactor WAVE (WAVE 20/50 EHT, GE Healthcare) que contenia
una Cellbag de 20 I con un volumen de trabajo de10l. La densidad celular inicial en el biorreactor es una densidad
preferida de 4 x 10° células viables/ml (viabilidad del 91%). La temperatura es una temperatura preferida de 37°C.
Las condiciones de funcionamiento iniciales son: 5% de CO,, velocidad del balancin 15 rpm, angulo 6°, caudal de
aire 0,2 I/min. El control del pH se ajust6 a 7,2 y el control de la DO al 40%. Se implementaron los controles de pH y
DO mediante un sistema de consolas WAVE POD (GE Healthcare).

Después que la densidad celular alcanzé aproximadamente ~1 x 10° células viables/ml, se inicié un proceso de
perfusion celular utilizando un cartucho de fibra hueca (GE Healthcare, n.° de parte CFP-6D-6A). La velocidad de
alimentaciéon (y el permeato) se ajustd inicialmente a 0,25 volumenes/dia, y aumentd progresivamente con la
densidad celular durante hasta 3,8 volumenes/dia. Se recogieron un total de 180 | de permeato que contenia el virus
en un periodo de 15 dias. El titulo virico en las recogidas de 180l es de 1x10° UT/ml a 1x10” UT/ml.

Ejemplo 12. Este ejemplo ilustra la deteccion de un anticuerpo humano contra el VLM en muestras de
plasma de donantes.

Se desarrollé un ensayo ELISA de una IgG dirigida contra el VLM para la deteccion de anticuerpos especificos anti-
VLM. El ensayo discrimina actualmente muestras positivas y negativas y proporciona un titulo para la respuesta del
anticuerpo. Se us6 un anticuerpo monoclonal, 83A25, especifico de la proteina gp70 del VLM de Moloney como un
control positivo del ensayo. 83A25 reconoce un epitopo de la proteina env gp70 que se encuentra universalmente en
una variedad de virus de la leucemia murina incluyendo el virus anfotrépico de la leucemia (Evans et al., 1977, J.
Virol., 24:865-874; Evans et al., 1990, J. Virol., 64(2):6176-6183). 83A25 es un anticuerpo 1gG2a de rata. el mAb
83A25 se deriva de células de hibridoma (ATCC n.° de cat. HB-10392, Lote n.° 100005) utilizando procedimientos de
purificacion de anticuerpos normalizados. El ensayo se disefi¢ para detectar la presencia de anticuerpos dirigidos
contra el VLM en muestras humanas. El control positivo del ensayo (83A25) es un anticuerpo de rata que se detecta
con un anticuerpo secundario dirigido contra Ig de rata. Se utilizaron anticuerpos conjugados con HRP dirigidos
contra IgG humana para la deteccion de la IgG humana.

Se desarrollé un ELISA especifico de captura de anticuerpos dirigido contra el VLM para la deteccion del anticuerpo
con controles positivos y negativos especificos de especie. En resumen, se incubaron 100 pl/pocillo de antigeno de
captura (1,56 pg/ml) durante la noche a 2-8°C en placas de microtitulacion ELISA de 96 pocillos (Costar). Las placas
se bloguearon con tampon de bloqueo (1X PBS, BSA al 1%, TW20 al 0,05%, azida de sodio al 0,05%). Los sueros
humanos o caninos recogidos en diferentes puntos temporales en la totalidad de los estudios se diluyeron 1:100 y se
titularon en una serie 1:4 en PBS afiadido a las placas revestidas con antigeno de captura y se incubaron durante
60-90 min a temperatura ambiente con agitacion constante a 150 RPM. Se detectd cualquier anticuerpo unido con
un anticuerpo de cabra conjugado con HRP dirigido contra IgG humana o un anticuerpo dirigido contra IgG de canino
(Southern Biotech). Se lavaron los ELISA 5X con PBS y se desarrollaron usando un sustrato TMB (Southern
Biotech) durante 10 min de incubacion y se leyeron en un espectrofotometro SpectraMax 190 a 450 nm. Se
obtuvieron controles positivos a partir de animales inmunizados, se obtuvieron controles negativos a partir de
animales sanos. Se cribaron los paneles de donantes humanos para identificar suero positivo y negativo humano.

Tabla 3: Titulo de muestras de suero humano utilizando un anticuerpo conjugado con HRP dirigido contra IgG
humana solo o en combinacién con un anticuerpo conjugado con HRP dirigido contra Ig de rata. Se evaluaron las
muestras de individuos sanos para la presencia de un anticuerpo dirigido contra VLM utilizando un protocolo ELISA
dirigido contra VLM.

Titulo de anticuerpo dirigido contra VLM en muestras humanas

Anticuerpo dirigido contra IgG Anticuerpo dirigido contra IgG
humana solo humana + contra Ig de rata
Sujeton.° 1 1:100 1:100
Sujeton.°5 1:500 1:500
Sujeton.° 9 1:100 1:100
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Titulo de anticuerpo dirigido contra VLM en muestras humanas

Anticuerpo dirigido contra IgG Anticuerpo dirigido contra IgG
humana solo humana + contra Ig de rata
Sujeto n.° 14 1:100 1:100
Sujeto n.° 20 1:100 1:100
Sujeto n.° 24 1:100 1:100
Sujeto n.° 26 1:100 1:100

Suero humano de 10 diferentes donantes sanos, andlisis negativo para HBsAg, VIH 1/2 Ab, ARN de HIV-1, Ab
contra VHC, ARN de VHC y STS cribado verbalmente no han estado en contacto con ninguiin roedor (ratones, ratas,
cobayas) incluyendo mascotas, asi como primates y no se habian trabajado nunca con ningun virus, se adquirieron
de BioReclamation Incorporation. Se cribaron todos los sueros utilizando un protocolo ELISA dirigido contra VLM y
los sueros ensayados negativos para la presencia de anticuerpos dirigidos contra VLM anfotropico se combinaron y
utilizaron como suero control negativo. Los valores de la absorbancia (DO) a 450 nm se registraron generalmente
por debajo de 0,400.

Se detecto la reactividad de 83A25 mediante un anticuerpo conjugado con HRP dirigido contra Ig de rata. Como se
observa en la Figura 7 y en la Tabla 3, se puede afiadir un céctel conjugado (anticuerpo conjugado con HRP dirigido
contra IgG de rata e IgG humana) a cualquiera de los lugares de ensayo y no alterar el valor del titulo generado.
Como se ha observado en la Figura 2, la reactividad de AC (anticuerpo monoclonal 83A25) cuando se desarrollé con
cualquier anticuerpo dirigido contra Ig de rata o el céctel conjugado produjo una curva de diluciéon adecuada (Figura
8A). Aunque el coctel genero valores de DO superiores en comparacion con el anticuerpo dirigido contra Ig de rata
solo, el titulo resultante de cada curva de dosis era 1:312500.

Ejemplo 13. Este ejemplo ilustra la deteccion de anticuerpos especificos dirigidos contra VLM en muestras
humanas.

Para evaluar la deteccion de un anticuerpo especifico dirigido contra VLM en una matriz de suero, el anticuerpo
83A25 se enriquecid en suero humano diluido 1:100 en tampoén de dilucion o tampén de dilucidn solo. Las
preparaciones enriquecidas se diluyeron en serie y se evaluaron para el procedimiento ELISA dirigido contra VLM.
Las Figuras 8A y 8B muestras las curvas de respuesta a la dosis generadas (cuadrado compacto) para cada
preparacion enriquecida.

Ejemplo 14. Este ejemplo ilustra la especificidad y la sensibilidad del ensayo.

Usando una placa unida al vector virico de VLM, se consigui6 la deteccion de anticuerpos dirigidos contra IgG de
VLM en suero o plasma humano utilizando un ensayo directo. Se puede llevar a cabo un ensayo competitivo
utilizando un anticuerpo 83A25 que reconoce la proteina gp70-env procedente de un virus VLM anfotrépico. El titulo
de las muestras de ensayo se establecid mediante dilucion en serie 1:5 desde una dilucion 1:100 de partida y
comparando las muestras con el valor inicial; las sefiales positivas se definieron como aquellas por encima del corte
establecido para este ensayo (mayores que el valor del control negativo promedio + 2 SD). Debido a que 83A25 es
un anticuerpo de rata, se utilizan valores umbral del ensayo basados en el promedio de los valores de DO + 2SD del
tampodn de dilucion.

La Tabla 4 y la Tabla 5 presentan el rendimiento interensayo con analisis replicado del control positivo del ensayo y
del control negativo del suero.
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Ejemplo 15. Este ejemplo ilustra la deteccion de anticuerpos que se producen naturalmente contra el VLM en
una muestra de plasma humano.

Se cribaron muestras de plasma humano de donantes individuales utilizando el ensayo ELISA dirigido contra VLM
humano. Las muestras que proporcionan valores de la media de DO4sp nm por debajo de 0,200 se combinaron y
ensayaron para generar una muestra de plasma del control negativo (NC) para usar en futuros ensayos. Por el
contrario, las muestras que proporcionan valores de la media de DO4s0 nm altos se seleccionaron como candidatos
potenciales para el plasma del control positivo (PC). Estos candidatos se ensayaron mediante la transferencia
Western en condiciones no reductoras para confirmar la presencia de anticuerpos especificos dirigidos contra VLM.
La muestra que proporcioné la mejor reactividad anti-VLM, y un valor alto de DO4so nm como el ensayado en ELISA,
se selecciond como el plasma del control positivo para usar en futuros ensayos.

Se obtuvieron plasmas de Bioreclamation Inc. (Westbury, NY) y se recogieron en tubos que contenian K-2 EDTA
como un anticoagulante. Todas las muestras se ensayaron negativas para HBsAg, VIH 1 0 2 Ab, ARN de HIV-1, Ab
contra VHC, ARN de hCV y STS como se notificé por el suministrador. Los donantes se indicaron como de raza
negra, caucasiana o hispana y variaron de 20 a 78 afios de edad. Tras la recepcion, los plasmas se almacenaron a -
80°C hasta el uso. Los plasmas de los donantes 866, 867, 871,872 y 863 con unos valores de la media de DO4so nm
<0,200 (Tabla 6) se combinaron para generar un plasma humano del control negativo (Lote n.° OT02DV-123-
19Feb10). En los ensayos, el plasma NC se diluyé 1:100 en tampon de bloqueo/dilucion con 8 réplicas por pocillo
por placa.

Donante ID | Muestra ID | Sexo Egﬁg:@l Raza Valor dzlnaé?_?gf de DO
BRH338866 866 F 50 B 0,167 £ 0,010
BRH338867 867 F 52 B 0,127 £ 0,020
BRH338871 871 F 33 B 0,116 £ 0,017
BRH338872 872 F 55 C 0,174 £ 0,015
BRH338863 863 M 34 B 0,138 + 0,007

Tabla 6 - Plasmas seleccionados para la generacion de plasma humano del control negativo (NC). Plasmas
humanos de 4 donantes femeninos (F) y 1 donante masculino (M) proporcionaron los valores de la media de
DOu4s0 nm Mas bajos cuando se cribaron y se seleccionaron para la generacion de plasma del control negativo. Estas
muestras se combinaron en volumenes iguales con alicuotas preparadas y almacenadas para la calificacion y el uso.
B - Negro; C - Caucasiano.

Las muestras de plasma de donantes que mostraron cualquiera de los valores de la media de DO OD4sonm altos o
intermedios en el ELISA dirigido contra VLM (Tabla 7) se seleccionaron para ser analizadas ademas mediante
transferencia Western. Este procedimiento podria confirmar la especificidad anti-VLM en las muestras. Ademas, los
plasmas con una media de DOu4s0m alta servirian como candidatos potenciales para plasma humano del control
positivo en futuros ensayos. El cribado adicional muestra individuos raros (alrededor de 1/200) con lecturas de
ELISA en este ensayo de >3,0 unidades de DO.

Tabla 7 - Plasmas seleccionados para el andlisis de la transferencia Western y como candidatos potenciales
para el plasma humano del control positivo (PC).

Donante ID | Muestra ID | Sexo Edad del Raza Valor de la media de| Valor de DO relativo a
donante DO en ELISA todos los plasmas
BRH338856 856A M 58 C 0,861 + 0,077 Intermedio
BRH353131 131 M 42 B 1,766 + 0,153 Alto
BRH353183 183 M 40 B 1,059 + 0,110 Intermedio
BRH353194 194 M 50 B 1,906 + 0,251 Alto

Los detalles de los plasmas humanos que mostraron valores de la media de DOa4s0 nm altos o intermedios como se
cribaron utilizando el ensayo ELISA dirigido contra VLM y que se iban a analizar para la especificidad anti-VLM
utilizando la transferencia Western. B - Negro; C - Caucasiano.

Ejemplo 16

El ejemplo ilustra la especificidad del antigeno virico de VLM de las muestras humanas detectadas positivas para
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ELISA. Las muestras de plasma que mostraron valores de la media de DOu4so nm altos en el ELISA dirigido contra
VLM se ensayaron para la especificidad del antigeno en la transferencia Western. Los plasmas seleccionados se
incubaron con una membrana de PVDF que contenia antigenos de VLM que se habian separado mediante
electroforesis, en condiciones no reductoras sin desnaturalizacion. Se incluyeron como muestras de antigenos
adicionales hileras con lisados de células HT1080 y albumina de suero bovino (BSA). Los anticuerpos en el plasma
que reconocieron y se unieron a los diferentes antigenos de VLM se visualizaron a continuacion utilizando un
anticuerpo dirigido contra IgG humana conjugado con peroxidasa de rabano picante (HRP). El plasma del control
negativo (Lote n.° OT02DV-123-19Feb10) se us6é como un control en el ensayos.

La Figura 9 identifica aquellas muestras de plasma que se seleccionaron para una evaluacion del control positivo o
negativo en comparacion con todos los plasmas cribados utilizando el ELISA dirigido contra VLM. Se identificaron las
muestras 131y 194 a partir del cribado de plasma humano que proporcioné los valores de la media de DOaso nm mas
altos que se ensayaron mediante ELISA. Para confirmar la presencia de anticuerpo contra VLM en las muestras 131
y 194, Se llevd a cabo la transferencia Western utilizando la misma preparacion del lote de antigeno de VLM
utilizada en el ensayo ELISA. Las muestras 856A y 183 que mostraron valores de la media de DO 450 nm S€
incluyeron también en el ensayo para comparar el nivel de reactividad anti-VLM. La muestra de plasma 856A se
originé a partir del mismo donante pero se recogié en un dia diferente de la muestra designada 856 (Fig. 10). El
plasma del control negativo se utilizé como control.

En la Figura 10 se muestran los resultados del analisis de la transferencia Western. Las muestras que proporcionan
valores de la media de DOuso nm altos e intermedios mostraron buena reactividad a numerosos antigenos de VLM de
68 kD, 50 kD, 30 kD y 17 kD de tamarfio. Se observé la reactividad mayor en las muestras 131 y 183 contra los
antigenos de 17 kD de tamafio. Como se ha sefialado en ensayos similares llevados a cabo utilizando muestras de
ratén y perro, se observé una pequefa correlacion entre valores de la DOasonm y €l reconocimiento del antigeno. No
se observo reactividad contra los antigenos de VLM o BSA (utilizados para revestir las placas ELISA) con el plasma
NC, aunque se observo alguna reactividad contra los antigenos de preparaciones de lisados de células HT1080.
Estos lisados se incluyeron en el ensayo debido a que esta linea de células se usé originalmente para general el lote
de VLM. Sin embargo, no se esperaba que estuvieran presentes proteinas celulares en la muestra de VLM ya que
estas se eliminaron durante los procedimientos normalizados de purificacion virica.

Se identificaron dos candidatos procedentes del cribado de plasma humano que proporcionaron valores de la media
de DOssonm mMas altos que los ensayados mediante ELISA (muestras 131 y 194). Para confirmar la presencia de
anticuerpo contra VLM en las muestras 131 y 194, Se llevd a cabo la transferencia Western utilizando la misma
preparacion del lote de antigeno de VLM utilizada en el ensayo ELISA. Se incluyeron también las muestras 856A y
183 adicionales que mostraron valores de la media de DO 450 nm intermedios en el ensayo para comparar el nivel de
reactividad anti-VLM (Figura 10). La muestra de plasma 856A se origin6 a partir del mismo donante, pero se recogio
en un dia diferente de la muestra designada 856 (Figura 10). El plasma del control negativo se utilizé6 como control.
Las muestras que proporcionan valores de la media de DOuso nm altos e intermedios mostraron buena reactividad a
numerosos antigenos de VLM de 68 kD, 50 kD, 30 kD y 17 kD de tamafio. Se observé la reactividad mayor en las
muestras 131 y 183 contra los antigenos de 17 kD de tamafio. Como se ha sefialado en ensayos similares llevados
a cabo utilizando muestras de ratdn y perro, se observé una pequefa correlacion entre valores de la DO4sonm Y €l
reconocimiento del antigeno. No se observo reactividad contra los antigenos de VLM o BSA (utilizados para revestir
las placas ELISA) con el plasma NC, aunque se observé alguna reactividad contra los antigenos de preparaciones
de lisados de células HT1080. Estos lisados se incluyeron en el ensayo debido a que esta linea de células se usé
originalmente para general el lote de VLM. Sin embargo, no se esperaba que estuvieran presentes proteinas
celulares en la muestra de VLM ya que estas se eliminaron durante los procedimientos normalizados de purificacion
virica.

Se generd un plasma humano control positivo (PC) a partir del donante 131. Las muestras de plasma NC y PC
generadas recientemente fueron un ejemplo de las curvas de titulacion de PC presentadas en la Figura 11. Se
calculd el titulo de PC a 1:250 para las dos réplicas de PC en la primera placa ELISA y 1:1250 para la segunda
placa. Los valores de la media de DO4so nm para el NC fueron 0,156 * 0,009 de 8 réplicas. Por consiguiente, los
criterios de aceptacion del ensayo se ajustaron a PC = 1:250 titulos y los valores de la media de la DOa4sonm de NC
fueron < 0,300. Se us6 un control de especie emparejado humano como el control positivo en el ELISA dirigido
contra VLM cuando se ensayaron muestras humanas.

Ejemplo 17

Este ejemplo ilustra la deteccion directa de un anticuerpo contra el VLM en de plasma de caninos. La produccién de
suero del control positivo para el ELISA de IgG dirigido contra VLM se consiguié estimulando un perro experimental
con el virus y recogiendo los sueros a intervalos de tiempo especificados. Se utilizd6 Ampho MLV (T5.0002) para
inmunizar un beagle con adyuvante (dilucién 1:1 en adyuvante completo de Freund), se cebd por via subcutanea y
en el dia 30, se reforz6 con vector (40 ug/perro) se diluyd 1:1 en adyuvante incompleto de Freund. Se
proporcionaron cinco inyecciones subcutaneas (8 pg cada una) en el dia 15, 22 y 28 después del cebado; los dias 6
y 14 después del cebado (dias 36 y 44 después del cebado).
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Se llevaron a cabo una serie de experimentos para evaluar las curvas de respuesta anti-VLM de los sueros de los
perros inmunizados que se habian recogido en diferentes puntos temporales tras la inoculacion. El suero se habia
separado y almacenado a -80°C hasta el uso. Los sueros recogidos en los dias 15, 22 y 28 proporcionaron curvas
de respuesta a anticuerpos débiles, pero progresivamente mayores, culminando con una fuerte respuesta a la dosis
en los dias 36 y 44. En la Figura 12 se muestra la similitud en las curvas de respuesta a la dosis de los sueros
recogidos en al menos estos dos Ultimos puntos temporales, y una comparacion con los sueros d36+d44
combinados a un factor de dilucién 1:5. Para mejorar la parte lineal de la curva de respuesta a la dosis, se ensayaron
diferentes factores de dilucion (1:3, 1:4 y 1:5) y se compararon (Figura 13). Basandose en esta informacion, se
selecciond un factor de dilucién 1:4 comenzando a una dilucién 1:100 como éptimo.

Ejemplo 18

El ejemplo ilustra la selectividad, sensibilidad y reproducibilidad determinadas para la deteccion de los anticuerpo de
VLM en muestras de canino.

Los resultados con suero del control positivo (procedentes con perros inmunizados con un vector virico) y suero del
control negativo (procedente de perros que no habian experimentado anteriormente tratamiento) sugieren que la
sefial en este ensayo es a su vez una reflexion de la unién de IgG al vector virico unido a placa. El titulo de las
muestras de ensayo se establecera mediante dilucion en serie 1:4 desde una dilucion 1:100 de partida y
comparando con las muestras que se habian extraido anteriormente; las sefiales positivas se definieron como
aquellas por encima del corte establecido para este ensayo (mayores que el valor del control negativo promedio + 2
SD).

Para evaluar el rendimiento interensayo, se analizaron los datos de varios estudios, con analisis replicados del
control positivo y los controles negativos (Tablas 8 y 9).

Tabla 8. Reproducibilidad interensayo de suero del control positivo.

Exp067 Exp071 Exp119 Exp124
Dilucion PC1 PC2 PC1 PC2 PC1 PC2 PC1 PC2
100 3,325 3,319 3,464 3,406 2,989 3,062 3,578 3,584
400 3,049 3,287 3,415 3,352 2,619 2,618 3,572 3,553
1600 2,889 2,967 3,274 3,145 2,234 2,113 3,441 3,374
6400 2,384 2,451 2,687 2,739 1,781 1,753 2,925 2,893
25600 1,184 1,142 1,495 1,433 0,639 0,788 1,318 1,358
102400 0,321 0,275 0,398 0,382 0,172 0,153 0,268 0,312
409600 0,061 0,057 0,077 0,078 0,062 0,037 0,053 0,049
1639400 0,005 0,007 0,010 0,011 0,044 0,000 0,010 0,007
Interensayo
Media ~ Desviacion o, 4o cy
estandar
3,341 0,220 6,6
3,183 0,385 12,1
2,930 0,504 17,2
2,452 0,463 18,9
1,170 0,307 26,3
0,285 0,088 31,0
0,059 0,014 22,9
0,012 0,014 116,0

Se analizaron las curvas de diluciones en serie del suero del control positivo (PC) a través de cuatro experimentos.
Se muestran la media, la desviacién estandar (SD) y el % de CV (CV).

Tabla 9. Reproducibilidad interensayo de suero del control negativo.

Valor de la media Desviacion estandar % de CV

Exp067 NC1 0,272 0,014 53

NC2 0,288 0,016 5,5
Exp071 NC1 0,407 0,029 7,1

NC2 0,412 0,025 6,0
Exp119 NC1 0,195 0,026 13,1

NC2 0,202 0,026 13,1
Exp124 NC1 0,447 0,025 5,6

NC2 0,432 0,019 4,3
Interensayo | Media] 0,332 |
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Desviacién 0,104
estandar
% de CV| 31,4

Se analizaron el suero del control negativo (NC) a través de cuatro experimentos (dilucion 1:100 solo). Se muestran
la media, la desviacion estandar (SD) y el % de CV (CV).

Se llevo a cabo un analisis de la curva de cuatro parametros para los sueros del control positivo utilizando datos de
algunos estudios. Se utilizé el promedio de los duplicados para generar los datos en la figura 14.

Ejemplo 19

El ejemplo ilustra la deteccion directa de anticuerpos contra VLM en sueros de pacientes que utilizan diferentes
ensayos. Se llevaron a cabo dos estudios de caninos para evaluar las respuestas inmunitarias al VLM anfotrépico
mediante administracion intracraneal e intravenosa.

Se observé una respuesta inmunitaria al VLM en todos los grupos E7 de dosis altas de perros (N=4) y E9 (N=2)
(Figura 15-16). En comparacion con la preadministracion de sueros de la dosis E7, los titulos de VLM de los cuatro
beagle aumentaron en 4 veces (algunos animales individuales aumentaron en 16 veces). Se observd esta respuesta
a los 30 dias después de la administracion de todos los animales y se mantuvieron los niveles durante 3 meses
(sueros extraidos en semanas alternas) para dos de los cuatro animales (Fig. 15). La sefial de los otros dos
animales retorn6 a los titulos anteriores a la exposicion al VLM en 75 dias. Los beagle que no recibieron Toca 511
(N=2) no mostraron el aumento en los titulos en todos los puntos temporales ensayados (animales del control). En la
dosis E9, se observé que un animal tenia un cambio de 16 veces del valor inicial tan pronto como en 7 dias. Se
observé una respuesta de anticuerpos dirigidos contra VLM de 64 veces el valor inicial del ensayo en ambos
animales el dia 28 (Fig. 16). En el dia 60 y continuando hasta el dia 90, la respuesta de la IgG dirigida contra VLM de
ambos animales habia disminuido hasta un aumento de 16 veces sobre el valor inicial (Fig. 16).

Ejemplo 20

El ejemplo ilustra la deteccion directa de la proteina virica ENV anfotropica en muestras humanas mediante la
estrategia de inmunotransferencia directa.

Se diluy6 en serie una particula virica de VLM anfotrépico para proporcionar las correspondientes cargas viricas
desde 3.2e5 hasta le4 y se realiz6 la transferencia en una membrana de nitrocelulosa. Las muestras de plasma
humano se diluyeron hasta 1:10, 1:20, 1:40 y 1:60 (final) y se enriquecieron con virus a 3.2e5, 1.6e5 y 8e4 (final).
Todas las muestras se desnaturalizaron/redujeron en tampon LDS que contenia 2-ME y se calentaron hasta 100°C.
tras el bloqueo, la membrana se incub6 con un anticuerpo dirigido contra gp70 (clon: 83A25) a 1ug/ml durante 1h a
TA. Se desarrollaron las membranas con un sistema de estreptavidina:HRP y se visualizaron con BioRad Imager
(Fig. 17).

Ejemplo 21

El ejemplo ilustra la deteccion directa de las proteinas de XMRV mediante inmunotransferencia utilizando el clon 514
del anticuerpo.

La deteccion de la expresion de gp70 virico en muestras de VLM y XMRV utilizando el anticuerpo monoclonal de
raton dirigido contra gp70 (clon 514) se ensay6é mediante la transferencia Western. El virus TGFP6002-SEC
purificado y los lisados celulares de células U87 infectadas con T5.0002-se compararon con los lisados celulares
obtenidos de la linea de células 22Rv1. Se cargaron las muestras en un gel Bis-Tris al 4-12% (BioRad) a 1 pg/pocillo
de proteina total (TGFP6002-SEC) y 40 pg/pocillo de proteinas totales para los lisados celulares. El gel se analizé a
200V durante 35 min. Las proteinas separadas se transfirieron a una membrana de PVDF que se bloqued durante la
noche en un 5% de leche desnatada a 4°C. A continuacion, la membrana se incub6 con el clon 514 (1 pg/ml) durante
2h a TA en una placa con agitacién. Tras lavar con TBS-Tween, se detecto la union del anticuerpo dirigido contra
gp70 utilizando un anticuerpo secundario marcado con HRP dirigido contra IgG de ratén (1:2000, 1 h 45 min, TA) y
un sustrato quimioluminiscente. Un segundo anticuerpo dirigido contra gp70 (clon 83A25) se analizé como control
(Figura 18).

Ejemplo 22

El ejemplo muestra la deteccion de anticuerpos con el ELISA en pacientes de glioma de grado alto (HGG) tratados
con Toca 511 mediante inyeccion intracraneal en el tumor seguida por tratamiento con 5-fluorocitosina (5-FC). El
ensayo es un estudio clinico multicentro, abierto, de dosis creciente sobre la seguridad y tolerabilidad de dosis
crecientes de Toca 511 administradas a sujetos con HGG recurrente que se han sometido a cirugia seguida por
radiacion y quimioterapia complementarias. El objetivo primario del ensayo es identificar la dosis mas alta, segura 'y
bien tolerada de Toca 511 administrada por via intratumoral mediante inyeccion transcraneal estereotactica. Los
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objetivos secundarios son: evaluar la seguridad y la tolerabilidad del tratamiento con 5-fluorocitosina (5-FC) a
aproximadamente 130 mg/kg/dia durante 6 dias comenzando aproximadamente 3 semanas después de la
administracion de Toca 511 y de forma repetida aproximadamente cada 4 semanas; evaluar el indice de respuesta
objetiva de la combinacién Toca 511/5-FC utilizando los criterios de Macdonald, para evaluar el porcentaje de
sujetos que no han progresado o muerto a los 6 meses (PFS-6); evaluar la seguridad y la tolerabilidad de Toca 511
administrada dentro de un tumor residual en el momento de la craneotomia y la reseccion parcial del glioma de
grado alto reincidente (HGG) y seguido por el tratamiento ciclico con 5-FC.

Los sujetos de ensayo son adultos con HGG reincidente que han presentado recidiva tras la cirugia, radiacion y
quimioterapia. Aproximadamente tres semanas después de la administracion del vector, los sujetos se sometieron
inicialmente a una gammagrafia de IRM mejorada con gadolinio (Gd-IRM) y a continuacién comenzaron el
tratamiento con 5-FC oral a aproximadamente 130 mg/kg/dia durante 6 dias. Se repitieron ciclos de 6 dias de 5-FC
aproximadamente cada 4 semanas (+ 1 semana) hasta inicio de un nuevo tratamiento antineoplasico para la
progresion del tumor. Los Pts 101 y 102 se sometieron a extirpacion del tumor en los marcos temporales que se
muestran en la Figura 20. Se tomaron muestras de sangre en los puntos temporales que se muestran en la Figura
20 y ADN de sangre completa, se midieron los ADN procedentes de plasma y los anticuerpos procedentes de
plasma mediante la PCR cuantitativa (ADN), mediante la RT-PCR cuantitativa (ARN) y mediante ELISA (anticuerpos
dirigidos contra el virus).
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8460

8520

8580

8640

8700

8760

8820

8880

8340

9000

9060

9120

9180

9240

9300

9360

9420

9480

9540

9600

9660

9720

9780

9840

9300

9360

10020

10080

10140

10200



5

gettacegga
acgctgtagg
acececegtt
ggtaagacac
gtatgtaggce
gacagtattt
cteottgatee
gattacgoge
cgoctecagtgg
cttcacctag
gtaaacttgg
tctatttegt
gggcettacea
agatttatceca
tttateegee
agttaatagt
gtttggtatg
catgttgtge
ggccgeagty
atcegtaaga
tatgeggega
cagaacttta
cttaccgcetg
atcttttact
aaagggaata
ttgaageatt
aaataaacaa
aaccattatt

tcaagaattc

<210> 8
<211> 11892
<212> ADN

tacetgtecg
tatcetcagtt
cagcccgace
gacttatcgc
ggtgctacag
ggtatctgeyg
ggcaaacaaa
agaaaaaaagq
aacgaaaact
atccttttaa
tctgacagtt
tcatccatag
tetggececa
gcaataaacce
tecatecagt
ttgcgcaacy
gcttcattca
aaaaaagcgqg
ttatcactea
tgettttetg
cegagttget
aaagtgctca
ttgagatcca
ttcaccageyg
agggegacac
tatcagggtt
ataggggtte
atcatgacat

at
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ccetttetece
cggtgtaggt
getgegectt
cactggcagc
agttcttgaa
ctctgctgaa
ccacegetgg
gatctcaaga
cacgttaagg
attaaaaatg
accaatgcett
ttgcctgact
gtgctgeaat
agccagecgyg
ctattaattyg
ttgttgcecat
gctoceggtte
ttagctcectt
tggttatgge
tgactggtga
cttgecegge
tcattggaaa
gttcgatgta
tttectgggtg
ggaaatgttg
attgtctcat
cgegeacatt

taacctataa

ttegggaage
cgttegetee
atceggtaac
agccactggt
gtggtggccet
gccagttacc
tageggtggt
agatectttg
gattttggte
aagttttaaa
aatcagtgag
cccegtogtg
gataccogeoga
aagggccgag
ttgecegggaa
tgctgcaggce
ccaacgatca
cggtcocecteccg
agcactgcat
gtactcaace
gtcaacacgg
acgttcttcg
acccactcgt
agcaaaaaca
aatactcata
gagcggatac
tocccgaaaa

aaataggcgt

37

gtggegettt
aagcetggget
tategtettg
aacaggatta
aactacggct
ttcggaaaaa
ttttttgttt
atcttttcta
atgagattat
tcaatctaaa
gcacctatct
tagataacta
gacccacget
cgcagaagtyg
getagagtaa
atcgtggtgt
aggcgagtta
atcgttgtca
aattetetta
aagtcattet
gataataccg
gggcgaaaac
gcacccaact
ggaaggcaaa
ctettecttt
atatttgaat
gtgcecacctg

atcacgaggc

ctcaatgete
gtgtgeacga
agtccaacce
gcagagcgay
acactagaag
gagttggtag
gcaagcagca
cggggtetga
caaaaaggat
gtatatatga
cagcgatctg
cgatacggga
caccggetee
gtectgeaace
gtagttegee
cacgctcgte
catgatcccce
gaagtaagtt
ctgteatgee
gagaatagtg
cgecacatag
tctcaaggat
gatcttcagc
atgccgcaaa
ttecaatatta
gtatttagaa
acgtctaaga

cctttegtet

10260

10320

10380

10440

10500

10560

10620

10680

10740

10800

10860

10920

10580

11040

11100

11160

11220

11280

11340

11400

11460

11520

11580

11640

11700

11760

11820

11880

11892



ES 2 660 755 T3

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> vector pAC3-yCD recombinante

<400> 8

38



tagttattaa
cgttacataa
gacgtcaata
atgggtggag
aagtacgccec
catgacctta
catggtgatg
attteocaagt
ggacttteca
acggtgggag
actgagtcge
ggtctcgetg
tttcatttgg
cegggaggta
tgattttatyg
tggtggaact
cgggggcegt
gtgcaccece
teocegectcee
tetgetgeag
atatgggcca
ageggatage
ctgcagaatg
tcatcaccca
tccecctacat
ttgtacacee
ctectegtte
ccaaacctaa

aagacccccc

tagtaatcaa
cttacggtaa
atgacgtatg
tatttacggt
cctattgacyg
tgggactttc
cggbtttgge
cteocacaoca
aaatgtegta
gtctatataa
ccgggtacec
ttccttggga
gggctcgtcce
agetggecag
cgectgegte
gacgagttcg
ttttgtggec
cttagaggag
gtctgaattt
categttotyg
gactgttace
tecacaaccag
gccaaccttt
ggttaagatc

cgtgacctgg

taagccteeg
gacccegeet
acctcaagtt

gcecttatagg
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ttacggggte

atggeceoged
tteoecatagt
aaactgeocea
tcaatgacgg
ctacttggca
agtacatcaa
ttgacgteaa
acaacteocge
geagagetgy
gtgtatcecaa
gggtctccte

gggatcggga

caacttatet
ggtactagtt
gaacacecgg
cgacctgagt
ggatatgtgy
ttgetttogg
tgttgtetet
actaeccttaa
teggtagatg
aacgtcoggat
aaggtetttt
gaagccttgg
cetectette
cgateetace
ctttetgaca

gacccaagac

attagttcat
tggetgaceqg
aacgecaata
cttggeagta
taaatggccc
gtacatctac
tgggegtgga
tgggagtttyg
cecattgacy
tttagtgaac
taaaccctcet
tgagtgattg
gacccctgeco
gtgtetgtee
agctaactag
cecgeaacect
ccaaaaatcc
ttectggtagy
tttgggacey
gtetgactgt
gtttgacett
tecaagaagag
ggccgogaga
cacctggeec
cttttgacee
ctecateege
tttatccage

gtgggaggce

cacccectte

39

agcccatata
cocaacgace
gggactttee
catcaagtgt
gcctggeatt
gtattagtca
tagcggtttg
ttttggeace
caaatgggeg
cggogecagt
tgcagttgea
actacccgtc
cagggaccac
gattgtctag
ctetgtatet
gggagacgte
cgatcgtttt
agacgagaac
aagccgogec
gtttetgtat
aggtcactgg
acgttgggtt
cggcaccttt
gecatggacac
ccctecectygg
cecgtetete
cetcactect
geteoategac

cgacagggac

tggagttceg
ceogeccatt
attgacgteca
atecatatgee
atgcccagta
tcgctattac
actcacgggg
aaaatcaacyg
gtaggegtgt
cctecgattyg
tccgacttgt
agegggggte
cgacccacca
tgtetatgac
ggcggacecyg
cecagggactt
ggactctttg
ctaaaacagt
gcgcgtcttyg
ttgtetgaga
aaagatgteg
accttetget
aaccgagacc
ccagaccagg
gtcaagccet
ccecttgaac
tetetaggeg
ctacttacag

ggaaatggty

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

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680

1740



gagaagcgac
ggagacggga
gaggaaacygy
ataataaccao
tcatcaccca
gagaagaaaa
gecccactca
attacaccac
gtctccaaaa
ggcccaatga
ctecttatga
agtctgoeooe
ttggagattt
gagaggaacg
agcagaaaga
ctgtcgttag
atcgegacea
aaccacgagyg
gaggtcaggg
cegteacctt
ccctaagtga
ccacggatcg
cagactgtee
actttgaggg
ccctaaatat
tagggtcecac
tggcagtteg
taaaacaata
tgttggaceca
ttaagaaace

gggtggaaga

cgtcccacea

coctgoggga
gececctgtg
acagcttcaa
ttetttttet
tcagcccace
acaacgggtg
actgoccaat
ccaggcaggt
cgecgggcaga
gteteceteg
coctgaggac
agacattggyg
ggttagagag
tatcaggaga
gaaagaaaga
tggacagaaa
gtgtgectac
acctogggga
tcaggageccc
cctggtagat
taagtctgee
caaagtacat
ctatceotetg
atcaggageoc
agaagatgag
atggctgtet
ccaagctcoct
ccccatgteca
gggaatactg
agggactaat

catccaccee

gtggtacact
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gaggcacoygy
gccgactcoca
tactggeegt
gaagatccag
tgggacgact
ctcttagagyg
gaagtcgatyg
aggaaccacc
agccccacca
gocttectag
ccagggcaag
agaaagttag
gcagaaaaga
gaaacagagqg
gategtagga
caggatagac
tgcaaagaaa
ccaagaccoc
ccececctgaac
actggggece
tgggtccaag
ctagctaccg
ttaggaagag
caggttatgg
categgetac
gattttecte
ctgatcatac
caagaagcca
gtaccctgee
gattataggc
accgtgccca

gtgcttgatt

accocteooe
ctacctogea
tetectette
gtaaactgac
gtcagcagect
ctagaaaggc
cogettttoo
tagtccacta
atttggccaa
agagacttaa
aaactaatgt
agaggttaga
tetttaataa
aaaaagaaga
gacatagaga
agggaggaga
aggggcactg
agacctecoct
ccaggataac
aacactcoegt
gggctactgy
gtaaggtcac
atttgetgac
gaccaatggyg
atgagacctc
aggcctgggc
ctctgaaagc
gactggggat
agtccceoctyg
ctgtccagga
acccttacaa

taaaggatgc

40

aatggcatct
ggcatteocee
tgacctttac
agctetgate
gttggggact
ggtgceggggce
cotcgagoge
tcgecagttyg
ggtaaaagga
ggaagcoctat
gtctatgtet
agatttaaaa
acgagaaacc
acgeegtagy
gatgagcaag
acgaaggagg
ggctaaagat
cotgaceocta
cctcaaagtc
gctgacecaa
aggaaagcgyg
ccactetttco
taaactaaaa
gcagcecctyg
aaaagagcca
ggaaaccggyg
aacctctacc
caagccccac
gaacacgccc
tetgagagaa
cctettgage

ctttttectge

cgectacgtg
ckcogogeag
aactggaaaa
gagtctgtte
ctgctgaceyg
gatgatgggc
ccagactggg
ctecctagegyg
ataacacaaqg
cgcaggtaca
ttcatttgge
aacaagacgc
ccggaagaaa
acagaggatg
ctattggeoca
tecccaactceg
tgteccaaga
gatgactagg
ggggggcaac
aatcctggac
tatcegetgga
ctececatgtac
goccaaateo
caagtgttga
gatgtttctc
ggcatgggac
ccegtgteca
atacagagac
ctgctacecey
gtcaacaagc
gggetcccac

ctgagactce

1800

1860

1920

19380

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3129

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660



accccaccag
gacaattgac
aggcactgca
agtacgtgga
gggccctgtt
tttgccagaa
ctgaggcecag
gggagttcect
cagccocectt
aaaaggccta
atttgactaa
taacgcaaaa
cagtagcage
aggatgcagg
aggcactagt
aggccttget
ctacgetget
aagcccacgg
ggtacacgga
ccaccgagac
ctgaactgat
atactgatag
gtgggttgct
taaaageooct
gacacagcgc
tcacagagac
aacattttca
ataaaacaaa
ttgaattatt
tcctagagag

tcactgagac

tcagecectctce
ctggaccaga
cagagaccta
tgacttactyg
acaaacccta
acaggtcaag
aaaagagact
agggacggca
gtaccetete
tcaagaaatc
gccectttgaa
actgggacct
tgggtggece
caagctaacc
caaacaaccc
tttggacacg
cccactgect
aacccogaccc
tggaagcagt
cgaggtaatc
agcactcacc
ccgttatget
cacatcagaa
ctttetgeoeoe
cgaggctaga
tcocagacacce
ttacacagtg
gaagtattgg
agactttett
aagccacagt

ctgcaaagect
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ttegectttg
ctceccacagqg
gcagactteoc
ctggeocgeca
gggaacctcg
tatctggggt
gtgatggggce
ggcttctgte
accaaaacgg
aagcaagetce
ctetttgteg
tggegtegge
cettgectac
atgggacagc
cccgaccget
gaccgggtcce
gaggaagggc
gacctaacgg
ctcttacaag
tgggctaaag
caggccctaa
tttgetactg
ggcaaagaga
aaaagactta
ggcaaccgga
tetaccotec
actgatataa
gtctaccaag
catcagctga

ccctactaca

tgtgecacaag

agtggagaga
gtttcaaaaa
ggatcoccagea
cttetgaget
ggtatcgggce
atcttctaaa
agcctactcoe
gcctectggat
ggactetgtt
ttctaactge
acgagaagca
cggtggeccta
ggatggtage
cactagtcat
ggctttecaa
agttcggacc
tgcaacacaa
accagcoget
agggacagcy
ccctgecage
agatggcaga
cccatatcca
tcaaaaataa
gcataatcea
tggetgacca
tcatagaaaa
aggacctaac
gaaaacctgt
ctecacctecag
tgctgaaccg

tcaacgccag

41

tccagagatg
cagtcccacc
cccagacttg
agactgccaa
ctcggeoccaag
agagggtcag
gaagaceccct
ccctgggttit
taattgggge
cccageccctg
gggctacgee
cctgtccaaa
agccattgee
tetggcoceecece
cgocccggatyg
ggtggtagee
ctgcettgat
cccagacgoo
taaggcggga
cgggacatce
aggtaagaaqg
tggagaaata
agacgagatc
ttgtocagga
agcggeccoga
tteatcacee
caagttgggg
gatgcctgac
cttctcaaaa
ggatcgaaca

caagtctgecc

ggaatctcag
ctgtttgatyg
atcctgetac
caaggtactc
aaagcccaaa
agatggctga
cgacaactaa
gcagaaatgqg
ccagaccaac
gggttgecag

aaaggtgtce

aagctagacc
gtactgacaa
catgcagtag
actcactatc
ctgaaccegg
atcctggecyg
gaccacacct
gctgcggtga
gcteageggg
ctaaatgttt
tacagaaggc
ttggecctac
catcaaaaqqg
aaggcagcca
tacacctcag
gcecatttatg
cagtttactt
atgaaggctc
ctcaaaaata

gttaaacagg

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520



gaactagggt
agoceggatt
tagaagcett
agatctteoce
tctocaaggt
catacagacc
taactaaatt
tgtaccgage
gggcaccccc
cctetoteca
tggcggeage
gocgacacagt
cttacacagt
tacacgocge
ggcegegttea
agtcatggga
aacctggaga
aactgtacaa
gtgggaccot
acageggacco
tgggggacca
ctggaageocoe
cacgggatgc
cttccaaggyg
aggaaaaaag
aacagatcct
ccccataggg
tgtaccggct
tacaccctca
tagactacta
gacccaagaa

cgtgggeact

cogoegggeat
gtatggetat
cccaaccaag
caggttogge
gagtcagaca
ccaaagctca
aacgettgea
ccgcaacacy
gocccttgta
agctcactta
ctaccaagaa
gtgggtcocge
cctgectgace
ccacgtgaag
acgcetotcaa
gtecectgttag
gtecaccaace
gatgoctteo
tcagaccagyg
cggacttttyg
ggagagggct
acatcateogt
tctaaagttg
gctactegag
gctaactggy
attaccatgt
cccaacocag
ccacagccac
acctcececta
getetagtea
tgttggectgt

tataccaatce
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cggocoggea
aaatatcotte
aaagaaaccyg
atgeoctoagyg
gtggoogate
ggccaggtag
actggoteota
cogggecece
aacttccectg
caggetotet
caactggacc
cgacaccaga
accceccaccqg
getgocgace
aacccoctca
gagtagggat
tgatgactygg
caaaattata
aacogtatgt
acttttacgt
actgtggtaa
gggacctaat
cetgtggece
ggggcagatyg
acgggoacaa
tctcectgac
tattaccega
ctageeccet
caagtccaag
aaggagacta
gcttagtgte

attccacege

ctcattggga
tagtttttat
ccaaggtegt
tattgggaac
tgttggggat
aaagaatgaa
gagactgggt
atggcctcac
accctgacat
acttagtcca
gaccggtggt
ctaagaacct
ccctcaaagt
ccgggggtgy
agataagatt
ggcagagagc
goegtaccgee
ttttgatcta
cgggtatgge
gtgcectggyg

atgggggtgt

ctecettaag
ctgetacgac
caacccteta
atcgtgggga
ccggcaggte
ccaaagacte
caataccagt
tgtcccacag
tcaggogett
gggacctceect

teoggecaac

42

gatcgattte
agataccttt
aaccaagaag
tgacaatggyg
tgattggaaa
tagaaccatc
gotectacte
cccatatgag
gacaagagtt
gcacgaagte
acctcacect
agaacctoge
agacggcatc
accateoctet
aaccegtgga
ccccatcagg
aatgccacet
tgtgatctgyg
tgcaagtace
catacogtaa
gaaaccaccy
cgoggtaaca
ctectccaaag
gtcctagaat
ctgagactgt
cttaatgtgg
ccettecteoac
taccceoectt
ccacccccag
aacctoacca
tattacgaag

tgtacggeca

accgagataa
totggotgga
ctactagagyg
cetgoctteg
ttacattgtg
aaggagactt
ccottagoce
atcttatatg
actaacagcc
tggagacctce
taccgagtcyg
tggaaaggac
gcagcttgga
agactgacat
agccockttaat
tctttaatgt
cectootggy
teggagagga
ccgcagggag
agteggggtyg
gacaggctta
ceccotggga
tatccaatte
tcactgatgc
accggacagy
gaccceogagt
caatagagat
ccactaccag
gaactggaga
atccogacaa
gagtagcggt

cttoccaaca

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6360

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440



taagcttace
tcaccaggec
acceogoogyga
gctcaatcta
ctecccocecgat
atcattgacc
agggacygggy
ccagacagac
gttgtetgaa
aggtctatge
gagagacage
aggccaagga
caccatcatg
caatcgattg
tcagcaatat
goocgettgga
cttttggcaa
gtottteceoe
ctctggaage
ccccacctgg
aggcggcaca
tctectecaag
gatctgatct
gtotaggeeoe
tgacaggggy
cggecttagyg
acggaagtgt
atggtgagat
ccactttgta
gtattecacg

tacaaactag

ctatctgaag
ttatgtaaca
acaatgtggg
accacagatt
tatatgtatg
ctggocette
accactgect
ctcaacgaag
gtagtcctac
gcagocctaa
atggccaaat
tggttcgaag
ggacctetaa
gtoecaatttg
caccagctaa
ataaggccgg
tgtgagggcc
totogecaaa
ttettgaaga
cgacaggtgc
acccoccagtge
cgtattcaac
ggggcctegyg
cocgaacoac
aatggcaagc
ttacaaagag
teteggtegt
ctecactttg
tacgacgetg
ctgtgttgtc

aggtcacgaqg
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tgacaggaca
ccacccaaag
cttgeageac
attgtgtatt
gtcagcttga
tactaggagyg
taattaaaac
tocgaaaagte
agaaccgoag
aagaagaatg
taagagaaaqg
ggctgtttaa
tagtactett
ttaaagacag
aacccataga
tgtgegttitg
cggaaacchty
ggaatgoaag
caaacaacgt
ctectgeggee
cacgttgtga
aaggggctga
tgcacatgct
ggggacgtgg
aagtgggatc

ggtggtgtte

ggtcacaaca
gaaaactgtg
tetecatgeg

ggtgagaacyg

gttgttgttg

gggcctatge
cgooggctea
tggattgact
agttgaactc
acagcgtacc
attaaccatyg
ccagecagttt
aattaccaac
aggectagat
ttgtttttat
gettaateag
tagatccece
actgatctta
gatctecagtg
gtacgagcca
tctatatgtt
gecocctgtett
gtctgttgaa
ctgtagcgac
aaaagccacyg
gttggatagt
aggatgceca
ttacatgtgt
tttteootttyg
agaagggtat
ctattggogg
tgagattteca
ggagattaga
acatgtgtac
ttaatttecaa

ttgacgatga

43

atgggggcag

ggatcctact
coctgottgt
tggcccagag
aaatataaaa
ggagggattyg
gagcagcttc
ctagaaaagt
ttgetatteco
gcagaceaca
agacaaaaac
tggtttacca
ctetttggac
gteceocaggete
tgaacgcgtt
attttccace
cttgacgage
tgtegtgaag
cctttgocagy
tgtataagat
tgtggaaaga
gaaggtaccc
ttagtcgagy
aaaaacacga
ggacattgcce
atgtcttatce

aaagggaton

gggcaaagtg
aggtgccate
aagtaagggc

gaggtgtaaa

tacctaaaac
accttgocage
ccaccacggt
taatttacca
gagagccagt
cagctggaat
atgccgectat
cactgaccte
taaaggaggyg
cggggetagt
tatttgagac
ccttaatecte
cttgeattet
tggttttgac
actggccgaa
atattgeegt
attcctaggy
gaagcagtte
cagcggaacc
acacctgcaa
gtcaaatggce
cattgtatgg
ttaaaaaaac
ttataaatgg
tatgaggagy
aataacaaag
gocacactac
tacaaagata
atcatgtatg
gagaaatatt

aagatcatga

7500

7560

7620

7680

17140

7800

7860

7920

7980

8040

8100

8160

8220

8280

8340

8400

8460

8520

8580

8640

8700

8760

8820

8880

8940

8000

9060

9120

2180

9240

9300



aacaatttat
cagataaaat
tgtaggtttg
ctgagaatag
aacaggatat
gctgaatatg
agaacagatg
tttecagggt
ttegettote
ccocctoacte
ataaacccte
ctgagtgatt
aaaggccagg
tgacgagecat
aagataccag
gcttaccgga
acgetgtagg
accoccegtt
ggtaagacac
gtatgtagge
gacagtattt
ctcttgatee
gattacgege
cgetoaghgy
cttecacctag
gtaaacttgg
tctatttcegt
gggcttacca
agatttatca
tttatoegee
agttaatagt

gtttggtatg

cgatgaaaga
aaaagatttt
gcaagctage
agaagttcag
ctgtggtaag
ggccaaacaqg
gtecccagat
goocccaagga
gettetgtte
ggggcgecayg
ttgcagttge
gactaceccgt
aaccgtaaaa
cacaaaaatc
gegtttecoo
tacctgtceg
tatctecagtt
cageocgacae
gacttatcgc
ggtgctacag
ggtatctgog
ggcaaacaaa
agaaaaaaaqg
aacgaaaact
atcottttaa
tctgacagtt
tcatccatag
tctggcoccca
gcaataaacc
tecatecagt
ttgcgcaacg

gcttcattca
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cctecaggatt
atttagtete
ttaagtaacg
atcaaggtca
cagttootge
gatatctgtg
geggtecage
cctgaaatga
gegogettet
toctocgatt
atccgacttg
cagegggggt
aggccgegtt
gacgctcaag
ctggaagoto
ccttteteee
cggtgtaggt
gotgoegoctt
cactggcagc
agttcttgaa
ctectgetgaa
ccaccgctgg
gatctcaaga
cacgttaagy
attaaaaatg
accaatgectt
ttgcctgact
gtgctgcaat
agccagccgg
ctattaattyg
ttgttgccat

getececggttc

ggtttgaaga
cagaaaaagqg
ccattttgcea
ggaacagatg
cocggotoag
gtaagcagtt
ccteageagt
cectgtgoot
gctoccogag
gactgagteg
tggtoteget
cttteattac
gctggegttt
tcagaggtgg
cotegtgege
tteocgggaage
cgttegetee
atceggtaac
agccactggt
gtggtggect
gocagttace
tagcggtggt
agatcctttg
gattttggte
aagttttaaa
aatcagtgag
cocccgtegtg
gataccgcga
aagggccgag
ttgecgggaa
tgectgcagge

ccaacgatca

44

tattggtgag
ggggaatgaa
aggcatggaa
gaacagctga
ggocaagaac
cctgoocecgy
ttctagagaa
tatttgaact
ctcaataaaa
cocegggtaca
gttecttggy
atgtgagcaa
ttecatagge
cgaaacccga
totectgtto
gtggcgcttt
aagctggget
tategtoettyg
aacaggatta
aactacgget
ttoggaaaaa
ttttttgttt
atetttteta
atgagattat
tcaatctaaa
gcacctatet
tagataacta
gacccacgct
cgcagaagtg
gctagagtaa
atcgtggtgt

aggcgagtta

taggcggceqg
agacoooass
aaatacataa
atatgggceca
agatggaaca
ctcagggcca
cecatcagatg
aaccaatcoag
gagcccacaa
cgtgtatoca
agggtctcoct
aaggocagaa
tecegecccocoee
caggactata
cgaccctgoo
ctcaatgctce
gtgtgcacga
agtocaacoc
gcagagcgag
acactagaag
gagttggtag
gcaagcagca
cggggtetga
caaaaaggat
gtatatatga
cagcgatctg
cgatacggga
caccggctee
gteoctgcaac
gtagttegee
cacgctcogte

catgatccec

9360

9420

5480

9540

9600

9660

9720

9780

9840

8500

9960

10020

10080

10140

10200

10260

10320

10380

10440

10500

10560

10620

10680

10740

10800

10860

10920

10980

11040

11100

11160

11220



10

catgttgtgce
ggcegeagty
atccgtaaga
tatgoggega
cagaacttta
cttacegetyg
atcttttact
aaagggaata
ttgaagcatt
aaataaacaa
aaccattatt
tecaagaatte
<210>9

<211> 11893
<212> ADN

aaaaaagcgg
ttatcactca
tgcttttetg
ccegagttget
aaagtgetea
ttgagatcca
ttcaccageg
agggcgacac
tatcagggtt
ataggggtte
atcatgacat

at

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2 660 755 T3

ttagcteoctt
tggttatggce
tgactggtga
cttgeecgge
tcattggaaa
gttegatgta
tttctgggtyg
ggaaatgtty
attgtctcat
cgegcacatt

taacctataa

<223> vector pAC3-yCD2 recombinante

<400> 9

cggtcctceg

agcactgcat
gtactcaacc
gtcaacacgg
acgttetteg
acccactegt
agcaaaaaca
aatactcata
gagcggatac
tecccgaaaa

aaataggegt

45

atcgttgtca
aattctctta
aagtcattct
gataataccg
gggcegaaaac
geacccaact
ggaaggcaaa
ctcttecttt
atatttgaat
gtgecacctg

atcacgagge

gaagtaagtt
ctgtcatgcece
gagaatagtg
cgccacatag
totcaaggat
gatctteage
atgccgcaaa
ttcaatatta
gtatttagaa
acgtctaaga

cetttaegtet

11280
11340
11400
11460
11520
11580
11640
11700
11760
11820
11880

11892



tagttattaa
cgttacataa
gacgtcaata
atgggtggag
aagtacgccc
catgacctta
catggtgatg
atttecaagt
ggacttteca
acggtgggag
actgagtcge
ggtctcgetg
tttcatttgg

ccgggaggta

tagtaatcaa
cttacggtaa
atgacgtatg
tatttacggt
cctattgacg
tgggactttc
cggttttgge
ctocaceeoca
aaatgtcegta
gtctatataa
ccgggtacce

ttccttggga

gggctcgtcce

agetggecag

ES 2 660 755 T3

ttacggggte

atggecegec
tteeccatagt
aaactgecca
tcaatgacgg
ctacttggca
agtacatcaa
ttgacgteaa
acaactceccoge
geagagetgy
gtgtatccaa
gggtctcecte

gggatcggga

caacttatct

attagttcat
tggetgaceg
aacgecaata
cttggeagta
taaatggccc
gtacatctac
tgggogtgga
tgggagtttg
cecattgacy
tttagtgaac
taaaccctct
tgagtgattg
gacccctgec

gtgtetgtee

46

agcccatata
cocaacgace
gggactttee
catcaagtgt
gcctggeatt
gtattagtca
tagcggtttyg
ttttggeace
caaatgggeg
cggegeecagt
tgcagttgca
actacccgtc
cagggaccac

gattgtetag

tggagttccg
cecogeccatt
attgacgtea
atcatatgee
atgcccagta
tcgctattac
actcacgggg
aaaatcaacqg
gtaggegtgt
ccteegattyg
tccgacttgt
agcgggggte
cgacccacca

tgtetatgac

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

840



tgattttatg
tggtggaact
cgggggecgt
gtgcaccece
tecogectec
tetgetgeag
atatgggcca
agcggatcge
ctgcagaatg
tcatcaccca
tceccctacat
ttgtacaccc
ctcctegttco
ccaaacctaa
aagaccccea
gagaagcgac
ggagacggga
gaggaaacgyg
ataataaccc
tcatcaceca
gagaagaaaa
gcoocactea
attacaccac
gtctccaaaa
ggoccaatga
ctccttatga
agtetgeccc
ttggagattt
gagaggaacg
agcagaaaga
ctgtegttag

atcgecgacca

cgectgeogte
gacgagttcg
ttttgtggce
cttagaggag
gtctgaattt
catecgttetyg
gactgttace
tcacaaccag
gccaacecttt
ggttaagatc
cgtgacctgyg
taagcctoeg
gaccccgect
acctcaagtt
gecttatagyg
ccctgeggga
gecccctgtyg
acagcttcaa
ttctttttet
tcageacace
acaacgggtg
actgcccaat
ccaggcaggt
cgcgggcaga
gteteccteg
ccctgaggac
agacattggg
ggttagagag
tatcaggaga
gaaagaaaga
tggacagaaa

gtgtgcctac
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ggtactagtt
gaacacccgg
cgacctgagt
ggatatgtgy
ttgetttegg
tgttgtetet
actecccttaa
tcggtagatg
aacgtcggat
aaggtotttt
gaagccttgg
cetectotte
cgatcctcee
ctttetgaca
gacccaagac
gaggcaccgg
gecegactoca
tactggoegt
gaagatccag
tgggacgact
ctettagagg
gaagtcgatg
aggaaccace
agcoococacca
gecttectag
ccagggcaag
agaaagttag
gcagaaaaga
gaaacagagg
gatcgktagga
caggatagac

tgcaaagaaa

agctaactag
ccgeaacccet
ccaaaaatcc
ttetggtagg
tttgggaccg
gtctgactgt
gtttgacctt
tcaagaagag
ggoccgcgaga
cacctggooc
cttttgacece
ctecatoege
tttatccage
gtggggggec
cacccooctto
accecctccec
ctacctogea
tetectette
gtaaactgac
gtcageaget
ctagaaaggce
cecgettttcee
tagtocacta
atttggccaa
agagacttaa
aaactaatgt
agaggttaga
tetttaataa
aaaaagaaga
gacatagaga
agggaggaga

aggggcactg

47

ctotgtatet
gggagacgtc
cgatcgtttt
agacgagaac
aagccogogec
gtttctgtat
aggtcactgg
acgttgggtt
cggcaccttt
geatggacac
cccteococtgy
ceegtetete
cctecactcet
gctcatogac
cgacagggac
aatggcatct
ggcattocee
tgacctttac
agctctgate
gttggggact
ggtgcgggygc
cctogagoege
tegecagttg
ggtaaaagga
ggaagcctat
gtctatgtet
agatttaaaa
acgagaaacc
acgccgtagg
gatgagcaag
acgaaggagg

ggctaaagat

ggcggacceg
ccagggactt
ggactcttty
ctaaaacagt
gegoegtottg
ttgtctgaaa
aaagatgtog
acctteotget
aaccgagacc
ccagaccagy
gtcaagcect
ceccttgaac
tctctaggeg
ctacttacag
ggaaatggty
cgectacgtg
cteegegeag
aactggaaaa
gagtctgtce
ctgetgaceg
gatgatgggc
ccagactggg
ctectagegy
ataacacaag
cgcaggtaca
ttcatttgge
aacaagacgc
ccggaagaaa
acagaggatg
ctattggcca
tecccaacteg

tgtcccaaga

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

22290

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760



aaccacgagg
gaggtcaggyg
ceghbecaceott
ccctaagtga
ccacggatcg
cagactgtccec
actttgaggg
ccctaaatat
tagggtccac
tggcagttcg
taaaacaata
tgttggacca
ttaagaaacc
gggtggaaga
cgtcccacea
accccaccag
gacaattgac
aggcactgca
agtacgtgga
gggccetgtt
tttgccagaa
ctgaggecag
gggagttcct
cagceccectt
aaaaggccta
atttgactaa
taacgcaaaa
cagtagcagce
aggatgeagy
aggcactagt

aggccttget

acctcgggga
tcaggagecc
cctggtagat
taagtctgeco
caaagtacat
ctatcctetyg
atcaggagce
agaagatgaqg
atggetgtet
ccaagctect
coccatgtea
gggaatactyg
agggactaat
catececaceooc
gtggtacact
tcagectete
ctggaccaga
cagagaccta
tgacttactg
acaaacccta
acaggtcaag
aaaagagact
agggacggca
gtaccctete
tcaagaaatc
gccctttgaa
actgggaccet
tgggtggecc
caagctaace
caaacaaccc

tttggacacg
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ccaagacccc
cccectgaac
actggggece
tgggtccaag
ctagctaceg
ttaggaagag
caggttatgg
tatcggetac
gattttcete
ctgatcatac
caagaagoca
gtaccetgee
gattatagge
acegtgecca
gtgcttgatt
ttcgoetttyg
cteoocacagg
gcagacttce
ctggcegeca
gggaaccteg
tatctggggt
gtgatgggge
ggcttetgte
accaaaacgyg
aagcaagctc
ctctttgtcg
tggegtegge
ccttgectac
atgggacage

cecegacaget

gaccgggteco

agacctcect
ccaggataac
aacactcegt
gggctactgy
gtaaggtcac
atttgctgac
gaccaatggg
atgagacctc

aggecetggge

ctctgaaage
gactggggat
agtocecoctyg
ctgtecagga
accottacaa
taaaggatgc
agtggagaga
gtttcaaaaa
ggatcecageca
cttctgagct
ggtatcggge
atcttctaaa
agoctacteco
goctetggat
ggactctgtt
ttectaactge
acgagaagca
cggtggecta
ggatggtage
cactagtceat
ggetttocaa

agtteggacce

48

cctgacccta
cctcaaagtc
gotgacccaa
aggaaagogy
ccactettte
taaactaaaa
gcagceccetyg
aaaagagcca
ggaaaccggyg
aacctctacc
caagcocaac
gaacacgece
toctgagagaa
cctettgage
ctttttctge
tccagagatg
cagtcccace
cccagacttyg
agactgccaa
cteggecaag
agagggtcag
gaagaccact
ccctgggttt
taattgggoc
cccagecctyg
gggctacgece
cctgteocaaa
agccattgee
tetggeccee
cgecoggaty

ggtggtagee

gatgactagg
ggggggcaac
aatcctggac
tatcgetgga
ctccatgtac
goccaaatce
caagtgttga
gatgtttcte
ggcatgggac
cocecgtgtcca
atacagagac
ctgetaceeg
gtcaacaage
gggeteccac
ctgagactcc
ggaatctcag
ctgtttgatg
atcctgctac
caaggtacte
aaagcccaaa
agatggctga
cgacaactaa
gcagaaatgg
ccagaccaac
gggttgccag

aaaggtgtce
aagctagace
gtactgacaa
catgecagtag
actcactate

ctgaaccegyg

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620



ctacgotget
aagcccacgg
ggtacacgga
ccaccgagac
ctgaactgat
atactgatag
gtgggttgct
taaaagcecct
gacacagcge
tcacagagac
aacatttteca
ataaaacaaa
ttgaattatt
toctagagag
tcactgagac
gaactagggt
agcoeoggatt
tagaagecectt
agatettcee
tctcocaaggt
catacagace
taactaaatt
tgtaccgage
gggcacccee
cctctetcea
tggeggoage
gcgacacagt
cttacacagt
tacacgooge
gucgegttca
agtcatggga

aacctggaga

cocactgect
aacccgaccc
tggaagcagt
cgaggtaato
agcactcace
ccgttatget
cacatcagaa
ctttetgece
cgaggctaga
tccagacace
ttacacagtyg
gaagtattgyg
agactttett
aagccacagt
ctgcaaagct
cogegggeat
gtatggctat
cccaaccaag
caggttegge
gagtcagaca
ccaaagctca
aacgcttgea
ccgcaacacy
gccccttgta
agctcactta
ctaccaagaa
gtgggtcoge
cetygetgace
ccacgtgaag
acgctctcaa
gtectgttag

gtcaccaacc
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gaggaagggc
gacctaacgg
cteottacaag
tgggctaaag
caggccctaa
tttgetactyg
ggcaaagaga
aaaagactta
ggcaacogga
tctaccectee
actgatataa
gtctaccaag
catcagetga
ccectactaca
tgtgcacaag
cggococggea
aaatatectte
aaagaaaccqg
atgoctcagyg
gtggccgate

ggocaggtag

actggctecta
cocgggoccce
aacttccectg
caggctctet
caactggaco
cgacaccaga
acooccacey
gotgoogacao
aaccccctca
gagtagggat

tgatgactgyg

tgcaacacaa
accagcoget
agggacagcyg
cootgocage
agatggcaga
cccatatcca
tcaaaaataa
gcataatcca
tggctgacca
tcatagaaaa
aggacctaac
gaaaacctgt
cteaccteag
tgetgaaceg
tcaacgccag
cteattggga
tagtttttat
ccaaggtogt
tattgggaac
tgttggggat
aaagaatgaa
gagactgggt
atggecctcac
accctgacat
acttagtecca
gaccoggtggt
ctaagaacct
ccctcaaagt
cegggggtag
agataagatt
ggcagagage

gegtacegoe

49

ctgoottgat
cccagacgce
taaggcggga
cgggacatoc
aggtaagaag
tggagaaata
agacgagatc
ttgtccagga
agaggoocoga
ttcatcacce
caagttgggy
gatgcctgac
cttetcaaaa
ggatcgaaca
caagtctgee
gatogattte
agataccttt
aaccaagaaqg
tgacaatggyg
tgattggaaa
tagaaccatc
gctectacte
cccatatgag
gacaagagtt
gcacgaagtc
accteoaccct
agaacctoge
agacggcatc
accatcctot
aacccegtgga
ceacatcagy

aatgccacct

atcctggoeyg
gaccacacct
gotgoggtga
gotcageggyg
ctaaatgttt
tacagaaggc
ttggcectac
catcaaaagg
aaggcagcca
tacacctcag
gocatttatyg
cagtttactt
atgaaggetc
ctcaaaaata
gttaaacagg
accgagataa
tetggetgga
ctactagagy
cotgecttog
ttacattgty
aaggagactt
cecettagecee
atcttatatyg
actaacagcc
tggagacctc
tacogagtog
tggaaaggac
geagettgga
agactgacat
agceccttaat
totttaatgt

cectootggy

4680

4740

4800

4860

4320

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

€540



aactgtacaa
gtgggacect
acageggacc
tgggggacca
ctggaagecee
cacgggatagc
cttccaaggg
aggaaaaaaq
aacagatcct
ccccataggyg
tgtacogget
tacaccetea
tagactacta
gacocaagaa
cgtgggcact
taagettace
tcaccaggecc
acccgocgga
gctcaatecta
ctocccogat
atcattgacc
agggacggygg
ccagacagac
gttgtctgaa
aggtectetge
gagagacage
aggccaagga
caccatcatg
caatcgattg
tcagcaatat

goegettgga

gatgocttec
tcagaccagyg
cggacttttg
ggagagggct
acatcategt
tctaaagttyg
gctactcgag
gectaactggy
attaccatgt
cccaacccag
ccacagecac
acctocecta
goctetagtea
tgttggetgt
tataccaatc
ctatctgaag
ttatgtaaca
acaatgtggg
accacagatt
tatatgtatg
ctggcoccttc
accactgecet
ctcaacgaag
gtagtectac
gcagccctaa
atggccaaat
tggttaegaag
ggacctctaa
gtcocaatttg
caccagctaa

ataaggecogg
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cazaattata
aaccgtatgt
acttttacgt
actgtggtaa
gggacctaat
cctgtggcce
ggggcagatyg
acgggcccaa
tcocteococtgac
tattacccga
ctagecoccet
caagtccaaqg
aaggagecta
goettagtgte
attccaccge
tgacaggaca
ccacccaaag
cttgcageac
attgtgtatt
gtcagettga
tactaggagyg
taattaaaac
tcgaaaagte
agaaccgcaqg
aagaagaatg
taagagaaag
ggctgtttaa
tagtactctt
ttaaagacag

aacccataga

tgtgegtttyg

ttttgatcta
cgggtatgge
gtgcectggy
atgggggtygt
cteecttaag
ctgectacgac
caaccctecta
atcgtgggga
coggoaggto
ccaaagactc
caataccagt
tgteccacag
tcaggogett
gggacctoct
tccggecaac
gggectatge
cgeeggctea
tggattgact
agttgaactc
acagogtace
attaaccatg
ccagcagttt
aattaccaac
aggectagat
ttgtttttat
gcttaatcag
tagatcccee
actgatctta
gatectecagtg
gtacgageca

tctatatgtt

50

tgtgatctgyg
tgcaagtacec
cataccgtaa
gaaaccaccy
cgeggtaaca
ctctccaaaqg
gtcctagaat
ctgagactgt
cttaatgtgyg
ccttecteac
tacceccectt
ccacccecaqg
aacctcacca
tattacgaaqg
tgtacggcca
atgggggcag
ggatcctact
cecctgecttgt
tggcecagag
aaatataaaa
ggagggattyg
gagcagette
ctagaaaagt
ttgctattee
gcagaccaca
agacaaaaac
tggtttacca
ctctttggac
gtecaggete
tgaacgegtt

atttteocace

tcggagagga
cegcagggag
agtcgyggotyg
gacaggctta
cceectggga
tatccaattc
tcactgatge
accggacagg
gaccoogagt
caatagagat
ccactaccag
gaactggaga
atcocoogacaa
gagtageggt
ctteccaaca
tacctaaaac
accttgcage
ccaccacggt
taatttacca
gagagecoagt
cagetggaat
atgeeogetat
cactgacctc
taaaggaggg
cggggctagt
tatttgagac
ccttaatete
cttgcattct
tggttttgac
actggecgaa

atattgecegt

6600

6660

6720

67380

6840

€900

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7920

7980

8040

8100

8160

8220

8280

8340

8400



cttttggeaa
gtetttoeee
ctctggaage
coccacctgg
aggcggcaca
tctectcaag
gatctgatct
gtotaggece
tgaccggegy
coctgetggg
acggcagtgt
acggegagat
ccacectgta
gcatccectag
tgcaaaccag
agcagttecat
cagataaaat
tgtaggtttyg
ctgagaatag
aacaggatat
gctgaatatg
agaacagatg
tttccagggt
ttogettote
ccccteacte
ataaacccte
ctgagtgatt
aaaggccagg
tgacgagcat
aagataccag
gcttaccgga

acgctgtagg

tgtgagggee
tctegeocaaa
ttecttgaaga
cgacaggtge
accccagtge
cgtattcaac
ggggcectegg
coccgaaccac
catggcctee
ctacaaggag
getgggeagy
ctocaccctg
caccaccctg
gtgtgtgatc
gggccacgag
cgacgagagg
aaaagatttt
gcaagctage
agaagttcag
ctgtggtaag
ggccaaacaqg
gtccecagat
gccccaagga
gottotgtto
ggggcegccag
ttgecagttge
gactacccgt
aaccgtaaaa
cacaaaaatc
gcgtttcocee
tacctgtocyg

tatctcagtt
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cggaaacctg
ggaatgcaag
caaacaacgt
ctetgeoggoe
cacgttgtga
aaggggctga
tgcacatget
ggggacgtyy
aagtgggate
ggcggegtge
ggccacaaca
gagaactgtg
teccettgtg
ggcgagaacg
gtggtggttyg
cctcaggact
atttagtctc
ttaagtaacg
atcaaggtca
cagttectgc
gatatctgtg
gcggtcocage
cctgaaatga
gegegettot
tectcegatt
atccgacttg
cagegggggt
aggcegogtt
gacgctcaag
ctggaagcte

ccttteteocoe

cggtgtaggt

goeccetgtett
gtctgttgaa
ctgtagecgac
aaaagccacyg
gttggatagt
aggatgcceca
ttacatgtgt
ttttcoetttg
aaaagggcat
ctateoggegg
tgaggttcca
gcaggetgga
acatgtgtac
tgaacttcaa
ttgacgatga
ggttcgagga
cagaaaaagg
ccattttgea
ggaacagatg
cceggetcag
gtaagcagtt
cctcagcagt
ccetgbtgect
gcteecogag
gactgagtcg
tggtcteget
ctttcattac
gctggogttt
tcagaggtygy
cetegtgege
ttcgggaage

cgttcgetee
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cttgacgage
tgtecgtgaag
cetttgecagy
tgtataagat
tgtggaaaga
gaaggtacce
ttagtogagg
aaaaacacga
ggatatcget
ctgtetgate
gaagggctce
gggcaaggtyg
cggcgctate
gtcecaagggcoe
gaggtgtaag
tatcggcgag
ggggaatgaa
aggcatggaa
gaacagctga
ggccaagaac
cetgecocgg
ttctagagaa
tatttgaact
ctcaataaaa
ccecgggtace
gttecttggg
atgtgagcaa
ttecatagge
cgaaacccga
tetcetgtte
gtggogottt

aagctggget

attectaggg
gaagcagttce
cagcggaacco
acacctgcaa
gtcaaatgge
cattgtatgy
ttaaaaaaac
ttataaatgg
tacgaggagy
aacaacaagg
gccaccootge
tacaaggaca
atcatgtacg
gagaagtacc
aagctgatga
taagecggccg
agaccccacc
aaatacataa
atatgggcca
agatggaaca
ctoagggoca
ccatcagatg
aaccaatcag
gagcecacaa
cgtgtatcca
agggtctect
aaggccagca
tecegecoooe
caggactata
cgaccctgee

ctcatageote

gtgtgcacga

8460

8520

8580

8640

8700

8760

8820

8880

8940

9000

9060

9129

9180

9240

9300

9360

9420

9480

9540

2600

9660

9720

9780

9840

9900

9960

10020

10080

10140

10200

10260

10320



accccecegtt
ggtaagacac
gtatgtagge
gacagtattt
ctecttgatec
gattacgecge
cgetecagtgg
cttcacctag
gtaaacttgg
tctatttegt
gggcttacca
agatttatca
tttatcegee
agttaatagt
gtttggtatg
catgttgtge
ggccgcagtyg
atccgtaaga
tatgeggega
cagaacttta
cttaccgetyg
atcttttact
aaagggaata
ttgaagcatt
aaataaacaa
aaccattatt

tcaagaatte

<210>10
<211> 8332
<212> ADN

cagcccgacce
gacttatcge
ggtgctacag
ggtatctgeg
ggcaaacaaa
agaaaaaaag
aacgaaaact
atcecttttaa
tctgacagtt
tcatccatag
tctggccecca
gcaataaacc
tcecatecagt
ttgegeaacyg
gettecattea
aaaaaagcgg
ttatcactca
tgettttetyg
cegagttget
aaagtgectca
ttgagateca
ttcaccagecg
agggogacac
tatcagggtt
ataggggtte
atcatgacat

cat
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gctgcgeetkt
cactggcagc
agttcttgaa
ctectgctgaa
ccaccgetgg
gatctcaaga
cacgttaagg
attaaaaatg
accaatgett
ttgcctgact
gtgctgcaat
agccagccgg
ctattaattg
ttgttgeeat
geteoggtte
ttagctcett
tggttatgge
tgactggtga
cttgeecegge
tcattggaaa
gttegatgta
tttctgggtyg
ggaaatgttg
attgtctecat
cgegeacatt

taacctataa

<213> Virus de la leucemia murina de Moloney

<400> 10

atccggtaac

agccactggt
gtggtggect
gocagttace
tageggtggt
agatcctttg
gattttggtc
aagttttaaa
aatcagtgag
cccogtegtg
gataccgcga
aagggccgayg
ttgeoegggaa
tgetgeoagge
ccaacgatca
cggtcctceg
agcactgcat
gtactcaacc
gtcaacacgg
acgttetteg
acccactegt
agcaaaaaca
aatactcata
gagcggatac
tcecegaaaa

aaataggegt
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tatcgtcettyg
aacaggatta
aactacggct
ttcggaaaaa
ttttttgttt
atcttttcta
atgagattat
tcaatctaaa
gcacctatct
tagataacta
gacccacgct
cgcagaagtg
gctagagtaa
atcgtggtgt
aggcgagtta
atcgttgtca
aattctctta
aagtcattct
gataataccg
gggcgaaaac
gcacccaact
ggaaggcaaa
ctcttececttt
atatttgaat
gtgecacetg

atcacgagge

agtccaaccc
gcagagcgag
acactagaag
gagttggtag
gcaagcagca
cggggtctga
caaaaaggat
gtatatatga
cagcgatctg
cgatacggga
caccggctcee
gtcctgcaac
gtagttegeco
cacgetegte
catgatecececo
gaagtaagtt
ctgtcatgcc
gagaataqgtqg
cgecacatag
tcetcaaggat
gatctteage
atgccgcaaa
ttcaatatta
gtatttagaa
acgtctaaga

cetttegtet

10380

10440

10500

10560

10620

10680

10740

10800

10860

10320

10380

11040

11100

11160

11220

11280

11340

11400

11460

11520

11580

11640

11700

11760

11820

11880

11893
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tatgegectg cgtoeggtact agttagetaa ctagetcetgt atctggegga cecgtggtgg 60

53



aactgacgag
ccgbttttgt
coccocttaga
ctccgtetga
gcagcategt
gecagactgt
tcgctcacaa
aatggccaac
cccaggttaa
acatcgtgac
accctaagece
gttegaceee
ctaaacctca
cceccogeetta
cgacecoctge
gggagocece
acggacagcet
acccttottt
ceccatcagoe
aaaaacaacg
ctcaactgee
ccacccagge
aaaacgeggg
atgagtctece
atgaccetga
ccccagacat
atttggttag
aacgtatcag
aagagaaaga
ttagtggaca

accagtgtge

ttcggaacac
ggcccgaccet
ggagggatat
atttttgectt
tctgtgttgt
taccactcecc
ccagtcecggta
ctttaacgtc
gatcaaggte
ctgggaagcc
tcegectect
gactegatee
agttetttct
tagggaccca
gggagaggca
tgtggecgac
tcaatactgg
ttctgaagat
cacctgggac
ggtgctetta
caatgaagtce
aggtaggaac
cagaagecooo
ctocggecette
ggacccagygg
tgggagaaag
agaggcagaa
gagagaaaca
aagagatcgt
gaaacaggat

ctactgcaaa
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ccggeogeaa
gagtccaaaa
gtggttcotgyg
teggtttgyy
ctectgtectga
ttaagtttga
gatgtcaaga
ggatggccge
ttttcacctyg
ttggettttyg
cttectecat
teoccctttate
gacagtgggg
agaccacced
ceggaccect
tcoccactaccet
cegttetect
ccaggtaaac
gactgtcage
gaggetagaa
gatgceogett
cacctagtec
accaatttgg
ctagagagac
caagaaacta
ttagagaggt
aagatcttta
gaggaaaaaqg
aggagacata
agacagggaqg

gaaaaggggc

coctgggaga
atcccgatcg
taggagacga
accgaagccy
ctgtgtttet
ccttaggtca
agagacgttg
gagacggcac
gcoogeatgyg
accccectee
cocgeccegte
cagcecoteac
ggccgecteat
cttecgacag
ceccaatgge
cgcaggcatt
cttetgacet
tgacagetet
agctgttggg
aggeggtgeyg
tteceetega
actatcgeca
ccaaggtaaa
ttaaggaagc
atgtgtctat
tagaagattt
ataaacgaga
aagaacgccg
gagagatgag
gagaacgaag

actgggctaa
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cgtecccaggg
ttttggacte
gaacctaaaa
cgccgogegt
gtatttgtet
ctggaaagat
ggttacctte
ctttaaccga
acacccagac
ctgggtcaag
tctcecectt
tcotteteta
cgacctactt
ggacggaaat
atctegecta
cococecteege
ttacaactgg
gatcgagtct
gactetgetg
gggcgatgat
gogoccagac
gttgetocta
aggaataaca
ctatcgcagg
gtettteatt
aaaaaacaaqg
aacccoggaa
taggacagag
caagctattg
gaggtcccaa

agattgtcec

actteggggg
tttggtgeac
cagttceoeqge
cttgtetget
gagaatatgg
gtcgagegga
tgctetgeag
gacctcatca
caggtocect
cecetttgtac
gaacctccte
ggcgecaaac
acagaagacc
ggtggagaag
cgtgggagac
goaggaggaa
aaaaataata
gttctcateca
accggagaag
gggogoceca
tgggattaca
gogggtetee
caagggecea
tacactecett
tggcagtetg
acgcttggag
gaaagagagyg
gatgagcaga
gccactgtcg
ctcgategeg

dagaaaccac

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1320



gaggacctcg
agggtcagga
cottoctggt
gtgataagtec
atcgcaaagt
gtecctatee
agggatcagg
atatagaaga
ccacatgget
ttegeccaage
aataccccat
accagggaat
aaccagggac
aagacatceca
accagtggta
ccagtcagee
tgacctggac
tgcacagaga
tggatgactt
tgttacaaac
agaaacaggt
ccagaaaaga
tcctagggac
ccttgtacce
cctatcaaga
ctaagcooctt
aaaaactggg
cagetgggtyg
caggcaagcth
tagtcaaaca
tgoettttgga

tgctecccact

gggaccaaga

geccceccocect
agatactggg
tgocctgggtce
acatctagct
tetgttagga
agctcaggtt
tgagecategg
gtotgatttt
tcctctgatce
gtcacaagaa
actggtaccc
taatgattat
ccocacegty
cactgtgctt
tctecttecgee
cagactecca
cctagcagac
actgctggeco
cctagggaac
caagtatctg
gactgtgaty
ggcaggctte
tctcaccaaa
aatcaagcaa
tgaactettt
accttggegt
goecoocttge
aaccatggga
accccocgac
cacggacogyg

gecctgaggaa
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ccccagaccet
gaacccagga
goacaacact
caaggggcta
accggtaagg
agagatttge
atgggaccaa
ctacatgaga
cotcaggock
atacctectga
gocagactgg
tgocagtccc
aggectgtec
cccaacectt
gatttaaagg
tttgagtgga
cagggtttca
tteceggatcce
gocacttetyg
ctagggtatc
gggtatcttc
gggcagoecta
tgtegeectcet
acggggactc
getettetaa
gtcgacgaga
cggecggtygy
ctacggatgg
cagccactag
cgctggettt
gtocagttog

gggctgcaac

ccctecctgac
taaccctcaa
cogtgoetgac
ctggaggaaa
tcacccactc
tgactaaact
tggggcagcc
cctcaaaaga
gggcggaaac
aagcaacctc
ggatcaageoo
cctggaacac
aggatctgag
acaacctett
atgcoccttttt
gagatccaga
aaaacagtcc
agcacccaga
agctagactyg
gggectegge
taaaagaggg
ctocgaagac
ggatccctgg
tgtttaattg
ctgcececcage
agcagggota
cctacctgte
tagcageocat
tcattctgge
ccaacgceccog
gaceggtggt

acaactgcct
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cctagatgac
agtcgggggg
ccaaaateoct
gcggtatcege
tttcctccat
aaaagcccaa
cctgcaagtg
gecagatgtt
cgggggeaty
taccecccgtg
ccacatacag
gccecctgeta
agaagtcaac
gagegggctc
ctgcctgaga
gatgggaate
caccctgttt
cttgatcctg
ccaacaaggt
caagaaagce
tcagagatgg
coctogacaa
gtttgcagaa
gggcccagac
cctggggttg

cgccaaaggt

caaaaagcta
tgeegtactyg
cccccatgea
gatgactecac
agcectgaac

tgatatcctg

tagggaggtec

caacccgtca
ggacccctaa
tggaccacgg
gtaccagact
ateccactttg
ttgaccctaa
tetectagggt
ggactggcay
tccataaaac
agactgttgg
cccgttaaga
aagegggtgy
ccaccgtcoce
ctccaccceca
tcaggacaat
gatgaggcac
ctacagtacg
actegggoce
caaatttgce
ctgactgagg
ctaagggagt
atggcagcce
caacaaaagg
ccagatttga
gteoctaacge
gacccagtag
acaaaggatg
gtagaggcac
tatcaggect
ceggetacge

gccgaagccc

1580

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2540

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840



acggaacccg
cggatggaag
agaccgaggt
tgatagcact
atagccgtta
tgctcacate
ccctetttet
gcgccgaggce
agactccaga
ttcattacac
caaagaagta
tattagactt
agagaagcca
agacctgeaa
gggtccgegg
gattgtatgg
ccttecccaac
toccccaggtt
aggtgagtca
gaccccaaag
aattaacgct
gagccogeaa
ccecocgecect
tccaagectca
cagcctacca
cagtgtgggt
cagtcctget
ccgoecacgt
ttcaacgctce
aattettetg

ctataatatc

accecgacceta
cagtctctta
aatctggget
cacccaggcc
tgettttget
agaaggcaaa
gcccaaaaga
tagaggcaac
cacctctace
agtgactgat
ttgggtcotac
tetteateag
cagtccctac
agettgtgea
gcatcggeec
ctataaatat
caagaaagaa
cggcatgect
gacagtggecc
ctcaggecag
tgcaactgge
cacgeoggge
tgtaaacttc
cttacaggct
agaacaactg
ccgoccgacac
gaccacccee
gaaggectgee
tcaaaacccce
atgctcagag

acctgggagyg
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acggaccagc
caagagggac
aaagecoctge
ctaaagatgyg
actgcccata
gagatcaaaa
cttagcataa
cggatggety
cteoctecatag
ataaaggacc
caaggaaaac
ctgactecace
tacatgctga
caagtcaacyg
ggcactcatt
cttetagttt
accgccaagg
caggtattgg
gatctgttgg
gtagaaagaa
tetagagact
ccccatggeco
cctgacceetg
ctctacttag
gaccgaccgg
cagactaaga
accgecoctca
gaccccgggyg

ttaaaaataa

gggtcagtac

taaccaatgg

cgecteccaga
agcgtaagge
cagocogggac
cagaaggtaa
tcecatggaga
ataaagacga
tcecattgtcee
accaagcggc
aaaattcatc
taaccaagtt
ctgtgatgec
tecagettete
accgggateg
ccagcaagte
gggagatcga
ttatagatac
tcgtaaccaa
gaactgacaa
ggattgattg
tgaatagaac
gggtgctect
tcaccccoata
acatgacaag
tccagcacga
tggtacctca
acctagaacc
aagtagacgqg
gtggaccatc
ggttaacceyg
tgettegece

agatcgggaqg
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cgoccgaceac
gggagctgey
atccgetcag
gaagctaaat
aatatacaga
gatcttggec
aggacatcaa
ccgaaaggca
accctacace
gggggccatt
tgaccagttt
aaaaatgaag
aacactcaaa
tgcegttaaa
tttecacecgag
cttttetgge
gaagctacta
tgggcctgec
gaaattacat
catcaaggag
actccecctta
tgagatctta
agttactaac
agtctggaga
ccocttacega
tcgectggaaa
catcgcaget
ctctagactg
cgaggccccc
ggctccagte

acggtatggy

acctggtaca
gtgaccaccyg
cgggctgaac
gtttatactyg
aggcgtgggt
ctactaaaag
aagggacaca
gccatcacag
tcagaacatt
tatgataaaa
acttttgaat
gctetectag
aatatcactg
cagggaacta
ataaagcccg
tggatagaaqg
gaggagatct
ttegtcteca
tgtgecataca
actttaacta
gcocctgtace
tatggggcac
agcccectetce
cctetggegg
gtecggcgaca
ggaccttaca
tggatacacyg
acatggcgeg
taatcccectt
ctecatcaagt

caacttctgyg

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700



caaccaccct
ccatggaceca
ccecttgttge
ctccctcace
taaatcaaat
atgtgggggt
ttactggaag
ccaggctgte
agacgccggg
tgtctecegga
accecegegte
caaacctgtt
ccaactteoca
agccctcaac
acccccecctac
agccaactge
actctgcata
cagtcgaggy
gcttacteca
cgaactctgyg
atccaacecga
aaccatgggyg
gcaattceag
ctctaaccta
cctagacttg
cttetatgog
taatcagaga
atceccttgg
gattttgete
atcagtggte
cgagccatag

coccacctgt

ctgtggacct
tettattggg
tcagggggca

ccteoggtgca

gagggatttt
ccagactcct
ccctectecat
caggtatgca
agacgggtta
caagatccag
ccaatagggc
aagtcgectt
cocggcgggaa
ctcaccagtc
tacgaagggyg
teogtggeoct
ggagcagttc
tcctattatc
tgecatcteca
ccaagagtca
cacaaaagag
ggaattgceg
cagctcoccaag
gaaaagtctc
ttatttctaa
gaccacacag
cagaaactgt
tttaccacct
ttoggaccoet
caggctctag

ataaaataaa

aggtttggca
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ggtggcectga

ggctagaata
gcagcccagg
acactgcctyg
atgtttgccc
tectactgtge
catgggattt
aagataataa
cttectggac
ggcttacatt
caaaccecegt
cagtcaccaa
cggaaaataqg
ctgacaaaac
ttgecagtect
cccaacacaa
ccaaaacaca
tagttgecce
ccaccatact
cctatecatte
aaccggtgte
ctggaatagg
cocgcagtaca
teactteect
aagaaggagy
gactagtgag
ttgagtcaac
tgatatctac
gcattcttaa
ttttgactca
agattttatt

agctagetta

ccttacccea
tcaatcccct
ctgtteccaga
gaacagactc
cgggccccac
ctattggggc
catcacagta
gtggtgcaac
cacaggacat
tgggatccga
teotggeoagac
accacccagt
gotgcetaaac
ccaagagtgc
gaggtacctac
gttgaccctyg
tcaggcccta
tacaggtacc
gaaccttacc
ccccagetat
gttaaccctg
aacagggact
ggatgatcte
gtectgaagtt
getgtgtgot
agacagecatg
tcaaggatgg
cattatggga
togattagte
acaatatcac
tagtctecag

agtaacgcca
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gatttatgta
ttttcttecte
gactgcgaag
aagctagacc
cgeccccgag
tgtgagacaa
aacaacaatc
cccttagtta
tactggggct
ctcagatacc
caacagccac
gggactccte
ttagtagacg
tggttgtgte
tccaaccata
tccgaagtga
tgtaatacca
atgtgggctt
actgattatt
gtttacggce
gecectattat
actgctetaa
agggaggtty
gtectacaga
gctctaaaag
gccaaattga
tttgagggac
ccecteattg
caatttgtta
cagctgaagce
aaaaagggyg

ttttgcaagg

tgttagececca
ceceggggeo
aacctttaac
agacaactca
aatccaagtc
ccggtagagce
tecacctctga
ttcggtttac
tacgtttgta
aaaatctagyg
teteccaagec
teteoccctac
gagcctacca
tagtageggy
cetetgeteco
ccggacaggy
cccagacaag
gtagtaccgyg
gtgttoettgt
tgtttgagag
tgggtggact
tggccactca
aaaaatcaat
atcgaagggg
aagaatgttyg
gagagaggct
tgtttaacag
tactectaat
aagacaggat
ctatagagta
gaatgaaaga

catggaaaaa

5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560

7620



tacataactg
tgggeccaaac
tggaacagct
agggccaaga
tcagatgttt
caatcagtte
cocacaacee
gtatecaata
gtaceegtgt
ttgggagggt
tcgtcoggga

ggccagcaac

<210> 11
<211> 8185
<212> ADN

agaatagaga
aggatatctg
gaatatgggce
acagatggtc
ccagggtgecce
gcttecteget
ctecacteggg
aaccctettg
atccaataaa
ctectcoctgag
tcgggagacce

ttatctgtgt
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agttcagatc
tggtaagecag
caaacaggat
cccagatgeg
ccaaggacct
tectgttegeg
gegecagtee
cagttgcage
ccetettgea
tgattgacta
cctgeooccagg

ctgtcegatt

<213> Virus xenotrépico de la leucemia murina

<400> 11

aaggtcagga
tteoctgeocec
atctgtggta
gtccagececct
gaaatgaccc
cgettetget
tocegattgac
gocagtecte
gttgecatceg
ccegteocageyg
gaccaccgac

gtctagtgtc

58

acagatggaa
ggctcaggge
agcagttecct
cagcagttte
tgtgececttat
ceccgagete
tgagtegece
cgattgactg
acttgtggte
ggggtcttte
ccaccaccgg

tatgactgat

cagctgaata
caagaacaga
gocceggete
tagagaacca
ttgaactaac
aataaaagag
gggtacccgt
agteogeecgg
tegetgttec
atttggggygc
gaggtaaget

tt

7680

7740

7800

7860

7320

7980

8040

8100

8160

8220

8280

8332



gcgeocagtca
ctgtttgcat
ctacccaget
gggaccaccy
gtctttgtge
ctagttagct
cccoggocgea
tgtatcagtt
cagagacact
gegegtetga
gttetegaga
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REIVINDICACIONES

1. Un método para detectar anticuerpos antiviricos contra el virus anfotrépico de la leucemia murina (VLM) o un virus
relacionado con el virus de la leucemia murina (MLVRV) en una muestra biolégica que comprende:

a) incubar una muestra de fluido bioldgico con un reactivo de captura inmovilizado sobre un soporte sélido para
unir al reactivo de captura multiples anticuerpos antiviricos contra un VLM o MLVRV anfotrépico, donde el
reactivo de captura comprende una preparacion de particulas viricas completas exentas de suero de VLM o
MLVRM;

b) detectar los anticuerpos antiviricos unidos al reactivo de captura inmovilizado poniendo en contacto los
anticuerpos antiviricos unidos con un agente secundario de deteccion marcado.

2. El método de la reivindicacion 1, donde la muestra de fluido biolégico se aisla de un mamifero y se selecciona de
plasma, suero, orina, saliva, aspiracion con aguja fina, semen, secrecion vaginal y leche.

3. El método de la reivindicacion 2, donde el mamifero es un ser humano.

4. El método de la reivindicacion 2 o la reivindicacion 3, donde el mamifero tiene un trastorno autoinmunitario, una
infeccion virica, un cancer, o esta inmunosuprimido.
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OdGrafica n.” 1: (AC-Exp121: Dilucidn vs valor medio) 255 1,06 2,85e+03 0,123 0997
AGrafica n.° 2: (AC-Exp122: Dilucién vs valor medio) 208 0,896 2,24e+03 0,125 0,994
CiGrafica n.* 3: (AC-Exp125: Dilucién vs valor medio) 2,13 0,923 232e+03 0,0823 0,395
QGrafica n.° 4: (AC-Exp072: Dilucién vs valor medio) 1,94 0,864 2,25¢+03 0,0619 0,895
@ Grafica n.° 5: (AC-Exp073: Dilucién vs valor medio) 2,39 0,923 2,71e+03 (0802 0,997
MGrafica n.° 6: (AC-Exp074: Dilucién vs valor medio) 223 (849 2,05e+03 0,0799 0,998

Opcion de ajuste de curva — Valor fijo ponderado
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Titule IgG contra el vector
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ACAGTTCCOGCCTCOGTCTGAATT TEIGCTTTCGG- TTTGGGACCGARGCOGCGCCGTGT
R R N NN R R A N e R RO RN NN RR Y
ACACTTCCOGCCCCCETCTEAATTTTIGCT TTOGGT ITTACG -COGARACCGCGOCGRGE

GICTTG-TCTG--CTGCAG-~CATC-GTTCTGT-GTT-GTCTCTGTCTGACTGTGTTTCT
(AR L e e N O B R O R o B R R R A
GTC-TGATTTGTTT TG ITGT TCTTC TG T TC T-TCGT TAGT-T-T~-TCT-TCTGTCTTTAA

GTATTIGTCTGAGAAT -ATGGHCCAGAC TG TTACCACTCCCT-TAAGTTTGACCTTAG -~
[ N A R A R R A e AR E R B A RN ANy
GT-GTTCTC-GAG-ATCATCGGACAGACCGTARCTAC-CCCTCTGAGTCTARCCTT -GCA

GTCACTGGAAAGATGTCGAGCGGATCGC-TCACARCCAGTCGGTAGATGTCAAGRAGAGA
[ N R O A R A RN AR AR RN FRRR AR RN NN
G-CACTGGGGAGATGTCCAGCGCATTGCATC-CARCCAGTCTGTGGATGTCARGRAGRGG

CGTTGEGTTACCTTCTGCTC TGCAGAATGECCARCCTTT-ARCGTCGGATGECCGCGA-G
[ NN R e e N R N N e N A AR NN N B
CECTGEGTTACCTTCTGT TCCGCCGAATGECCAR-CTTTCAATGTAGGATGGCCTC -GG

ACGGCACCTTTAMRCCGAGACCTCATCACCCAGETTARGATCAAG-GTCTTTTCACCTGG-
e et I N R N A A A R R A R
ATGGTACTTTTAATTTAGGTGT TATCTCTCAGETCARG-TCTAGAGTGTTTTGTCCTGGET

CCCGCATGGACACCCAGACCAGGTCCCCTACATCGTGACCTGGGAAGC-CTTGGCTTTTG
[N N R R R e N R R NN A N AN A A
CCC-CACGGACACCCGGATCAGGTCCCATATATCGTCACCTGGGAGGCACTT -GCCTATG

ACCCCCCTCCCTGGGTCAMGCCCTTTGTACAC -CCTAAGCCTCCGCCTCCTCTTCCTCCA
L O I T L O O I IO
ACCCCCCTOCGTGGGTCAACCGTTTGT -CTCTCCTAA-AC-CC-COCTCCT-TTAC-CGA

TCCGC-CCOGTCTCTCCC-COTTGARCCTCCTCGTTCGACC-COG-CCTCGATCCT-CCC
LI O N e R e e R O e A N AN RO AR AR
-CAGCTCCOGTC-CTCCCGCC-CoGTCCTTCT -GOGCAACCTCCGTSC-CGAT-CTGCCT

TTTATCCAGCCCTCACTCCTTCTCT-AGGCGCCARA -~ - CCTARAMC CTCARGTTCTTTCT
(AN N A R A A DR ANy PEERE B ke brrer 1l
TTTACCCTGCCCTTACCCCCTCTATARAG-TCCARACCTCCTARGCCCCAGGTTCTCCCT

GACAGTGGEEEGECCGUTCATCRACCTACTTACAGRAGACCCCCCGCCTTATAGGGACTCA
LR N e N N R R RO AR RR ANy (AR
GATAGCGGCGGACCTCTCATTGACCTTCTCACAGAGGATCCCCOGCC-=-GTACGGA-GCA

-AGACC-ACCCCCTTCCGACAGGGACGGA - AATGGTGGAGAAGC-G--ACC-CCTGOGGG

L I I A O B
CA-ACCTTCCTCC - TCTGCCAGGGA-GAAC AATGAAGAAGAGGLGGCCACCACCT-C-CG

AGAGGCACCGGACCCC-TC-CCCAATGGCATCTCGCCTACGTGGGAGACGG-GAG-CCC-
i 1l R A N N R R AR AR B R AR A

AG=-GTTTCC--COCCCTTCTCCC-ATGG TS TCTCRACTGCG-GEGA - -GGAGAGACCCT
CCTETEGCOGACTCCACTACCTCGCAGGCATTCCCCCTCCGLGCAGGRGGRARCGGACAG

PEr BE Prreerre terrr trnreereerr rerend FEREL 1D T
CCCGCAGCGEACTCCACCACCTCCCAGGCATTCCCACTCCGCATGEGGGGAGATGECCAG
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CITCAATACTGECCGTTCTCCTCTTCTGACCTT - TACAACTGGRAAAATARTARCCCTTC
(A R R R e A A AR RN AR RR R RN
CTTCAGTACTGECCGTTTTCCTCCTCTGA-TTTATATAATTGGARAMNTARTANCCCTTC

TTTTTCTGAAGATCCAGGTARACTGACAG-CTCTGATCGAGTCTGTTC TCATCACCCATE
PECRREEREEERERRre e eere 1o re e preer te Perrrereret
CTTTTCTGARGATCCAGGTARATTGACGGCCT=TGATTGAGTCCGTLCTCATCACCCACT

AGCCCACCTGGEACGAC TG CAGCAGC TGT TEGGGACTC TGC TGACCGGAGAAGAAMAAT

PEERRTTRE e e b et v v e it Peev e b e eneren
AGCCCACCTGGEACGACTGTCAGCAGTTGI TGGGGACCCTGCTGACCGGAGAAGAAANGC

AACGGETGCTCTTAGAGGCTAGAAAGGCGE TGCGGEGCGATGATGGECGUCCCACTCART
[ R R AR e N R A AR BN RN RRR RN
AGCGGETGCTCCTAGAGGCTAGAAAGGCAGTCCGGEECARTGATGGACGCCCCACTCAGT

TGCCCAATGAAGTCGATGCCGUTTTTOCCCTCGAGCGCCCAGACTGGGATTACACCAC-C
PECE BRRREErer vere veeereeerer peereerr vr berverrerrnnd
TGCCTAATGRAGTCARTGCTGCTT TTCCCOTTGAGCGCCCCGAT TGGGATTACACCACTA

CAGGUAGGTAGGAACCACCTAGTCCACTATCGUCAGTTGCTCCTAGCGGETCTUCARALC
FE D e e e e e e Perrer e e v e
CA-GAAGGTAGGARCCACCTAGTCCTCTACCGCCAGTTGCTCTTAGCGGGTC TCCAAMAC

GCGEGECAGAAGCCCCACCAATTTGGCCANGGTARARGEAATAACACAAGEG-CCCAATGA

PEEEREEE PP e e e e e vever e vt et
GCGEGCAGGAGCCCCACCAATT TGGCCAAGGTAARRGGGATAN. -COAGEEACCTAATGA

GTCTCCCTOGECCTTCCTAGAGAGACTTARGGARGECTATCGCAGGTACACTCCTTATGA

LR RN R RN N R A A AR R RN RN NRRERNRRRRY
GICTCCCTCAGCCTTTITAGAGAGACTCARGGAGGCCTATCGCAGGTACACTCCTTATGA

CCCTEAGGACCCAGGECAAGAANC TAATGTGTCTATGTCTTTCATT TGGCAGTCTGCCCC

FECTRETTRE TR e e b e e ereer evtre v ereeern
CCCTGAGGACCCAGGGECAAGAANCCARTGIGTCCATGTCATTCATCTGGCAGTCTGCCCC

AGRCATTGGGA-GARAGT TAGAGAGGT TAGARGATTTARARARC AAGACGCTT-GGAGAT
[ R RN R N R NN R R NN A R AR R R RO AR
GGATATCGG-ACGAAAGT TAGAGCGGT TAGARGATT TAAAGAGCAAGAC-CTTAGGAGAC

TTGETTAGAGAGGCAGAAAAGATCTTTAAT 5 2 &)
PRV B0 00 T TRl
TTAGTGAGGGARGC TGARARGATCTT TAATALGC GAGAMACCCOGGARGARRGAGAGEAR

i R S O R R R R L L B B R

Adhd .
RN N e R RN AR RN RN RO R RN N RN
CETATCAGGAGAGRAATAGAGGARARAGAAGAAC GCCGTAGGGCAGAGGATGAGCAGAGA

[t 45 TCGTAGGAGACATAGAGAGATGAGCARGCTATTGGCCACTGTCGTT
FEEE brree st e b e re et e b e e e eer e e
GAGAGAGAMGGEGACCGCAGAAGACATAGRGAGATGAGCAAGCTCTTGGUCACTGTAGTT

AGTGEACAGAARCAGGEATAGACAGGGAGGAGRACGAAGGAGGTCCCARCTCGATC -GCGA
Porre beer beerreeerrrenre eveer v verrer reerrer ree o r o1
ATTGETCAGRGRCAGGATAGACAGGGGGGRGAGCGEAGGAGGCCCCARCTTGATAAG-GA
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CCAGTE O T AC TG ARG A A AGEGGCACTEGGC TAMMGATTGTOCCAR - GAAACCAC
NI I
CCAATGCECCTACTGOAAAGAAAAGGGACACTGEECTAAGGACTG-COCARAGAAGCCAC

GAGGACCTOGEGGACCARGACECCAGACCTCCCTCCTGACCC TAGATGAC TAGGGAGETC
NIRRT R I
GAGGGCCCOGAGGACCGAGECCCCAGACCTCCCTCCTGACC TTAGGTGACTAGGGAGETC

AGGETCAGEAG T 0 i TOAACCCAGEATANCCCTCARAGTCGEEGEECARICCGTCA
CELTEET T T T T T T TR E i
AGGGTCAGGAGCCCCCCCCTGARCCCAGGATARCCCTCARRGTCGGEGGECARCCCGTCA

CCTTCCTGETAGATACTGEEECCCAACACTCCGTGETEGACCCAAAATCCTGEACCCCTAN
(AR RN R RN R RN RN R R RN AR RR R RN NR RN RRRRY]
CCTTCCTGGTAGATACTGEEGCCCARCACTCCGTGCTGACCCARALTCCTEGGACCCCTRAA

GIGATARGTCTGCCTGCETCCAAGEGGCTACTGEAGCAAMGCGETATCGETGGACCACEE
[N R R R R R AR R RN RN AR R RN RN RN RN
GIGACAAGTCTGCCTGGETCCANGGGECTACTGEAGCGAAMGCGETATCGCTGGACCACGE

ATCGCARAGTACATCTAGCTACCGGTAAGETCACCCACTCTTTCCTCCATGTACCAGACT
PEEEEEETEr e Peer e e e e e e e e et e e el
ATCGCARAGTACATCTGGCTACCGGTAAGS TCACCCACTCTTTCCTUCATGTACCAGACT

GTCCCTATCCTCTGTTAGGARGAGATITGCTGACTARACTAAARGECCAARTCCACTTTG

PR Perneeer et Peer e e et e e e e
GCCCCTATCCTCTGCTAGGAAGAGAC T TGU TGACTAMACTAAMAGCCCAAATCCACTTTG

AGGGATCAGGAGCTCAGETTATGGGACCAR TGEGGCAGCCCCTGCARGTGTTGACCCTAR

PELEREETEE e e v vern e Pee e e e veer v
AGGGATCAGGAGCTCAGGTTGTGGGACCGATGEGACAGCCCCTECARGTGCTGACAGTAR

ATATAGAAGATGAGCATCGECTACATGAGRCCTCARAAGAGCCAGATGTTTC TCTAGGGT
Farrerreerrer v reereeneer 1 FREEEErr e reerreetl
ACATAGAAGATGAGTATTGECTACATGATACCRAGGAARGRGCCAGATGTTCCTCTAGGGT

CCACATGGCTGTCTGATTTTCC T-CAGGLE TEEECECAAMI COGLGEECATEEGACTGEEA
(A RN R N AR R R R AR AR N RN RN RRN RN
CCACATGGCTTTICTGATTT-CCTTCAGGUL TEEGECEEAAACCGEGGECATEEGACTGECA

GITCECCAMGCTCCTCTGATCATACCTCTEARAGCARCCTCTACCCOCGTGTCCATAMAA
(A RN R RN A R R RN AR R N RN RN RR RN
GITCGCCARGCTCCTCTGATCATACCTCTGARGGCAACCTCTACCCCCGTGTCCATARAR

CAATACCCCATGTCACARGARGCCAGRCTEGEGATCAAGCCCCACA TACAGAGACTGTTG
(RN R R RN R RN RN AR R RN RN R
CAATACCCCATGTCACALGRAGCCAGACTGGGGATCARGCCCCACATACAGAGGCTGT TG

TREEEEree e e e eerreereererren
GACCAGGGAATACTGETACCCTGCCAGTCOCCCTGGAACACGOCCCTGCTACCCGTTARG

BARCCAGGGACTAATGATTATAGGCCTGTCCAGGATCTGAGAGAAGTCAACAAGCEEETG
(AR RN RN RN AR NN RN R RN RN R R RN RN RN NRRRY]
AALCCAGGGACTAATGATTATAGGUCTGTCCAGGAT CTGAGAGALGTCAACAAGCGGETG
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GAAGRCATCOCACCCCACCETGCOCARCCCTTACRACCTCTTGAGCGEGCTCCCACCGTEC
(AR RN R R R R RN RN R RN AR R R RR RN RN
GAAGACATCCACCCCACCGTGCCCAACCCT TACRACCTCTTGAGCGGGCTCCCACCGTCC

CACCACTGGTACACTETGCTTGATTTARAGGATCCCTTTTICTECCTGAGACTCCACTCT
(AR R R R R R RN N RN N RN RR R RRRRRRRRRRRRY
CACCAGTGGTACACTETGCT TRATTTARAGGATGCCTTTTTCTSCCTGAGACTCCACTCC

ACCAGTCAGCCTICTICT TCGCCTTIGAGTGEAGAGATCCAGAGATGEGAATCTCAGGACAR
(RN R R R R AR RN RN R R R RN R RN A RN RRERAREENY
ACCAGTCAGCCTCTCTTCGCCT TTGAGTGEAGAGATCCAGAGATGGSAATCTCAGGACAA

TTGACCTGEACCACAC TCCCACAGECT TTICAMARACAG TCCCACCCTCTTIGATGAGSCA
RN RN RN R AR R R RN AR RN R RO RR RN RRRRY
CTGACCTGERCCAGRCTCCCACRGGGTTTCARARACAGTCCCACCCTGTTTGATGAGSCA

CIGCACAGAGACCTAGCAGACTTCCGEATCCAGCACCCAGACTTGATCCTGCTACAGTAC

(A R R R R AR R R R RN AR RN RN RR RN RRNY
CTGCACAGRGACCTAGCAGATT TCCGGATCCAGCACCCAGACTTGATCCTGC TACAGTRC

GIGGATGACTTACTGCTGGCCGCCACTICTGAGE TAGACTGCCARCAAGETACTCGGECC
FECERETTRE TP e b et e v e e e e e e Perrrereeen
GTGGATGACTTACTGCTGGCCGCCACTTCTGAGC AAGACTGCCARCGAGGTACTCGGECC

CTGITACAAACCCTAGGGAACCTCGEGTATCGGECCTCGGCCARGAMGCCCAARTTTGE

(LR AR RN RN R R RN AR RN RN R RN RRARRRRRRRRRY
CTATTACAAACCCTAGGGAACCTCGEETATCGGECCTCGRECCARGAARGCCCARATTTGC

CAGARAACAGGTCAAGTATCTGEGGTATCTTCTARARGAGGGTCAGAGATEECTGACTGAG

TEERRRT R e e b e e e e e vt re e el
CAGRA CAGGTCARGTATCT GGG TATCTCCTARAAGAGGGACAGAGATGEC TGACTGAG

GCCAGAAANGAGRCTETGATGEEGCAGCCTACTCCGARAGACCCCTCGACARMC TANGGGAG
(RN R R RN A R R RN AR R RN RN RRA RN
GCCAGARAMGAGACTGTGATGGGGCAGCCCACTCCGARGRCCCC TCGACARC TARGGGAG

TTCCTAGGGACEECAGGCTTCTETCGCCTETGGATCCC TGEGTT TGCAGRAATGGCAGCC
(N RN AR N RN RN RN R RN RN R R RN RN RRRRY]
TTCCTAGEGACGGCAGGCTTICTGTCGCCTC TGGATCCCTGEGTTIGCAGARATGGCAGCC

CCCTTETACCCTICT CACCRARACGRCEACTCTGTTTAATTEGEGCCTAGRCCANCARANG

TETTRETTREETE FRrrn it e e e e e e e e e e verrn
CCCTTGTACCCTCTTACCARAACGGGGACTCTGTTTAATTGGGEECCOAGRCCAGCARARG

GCCTATICAAGAARTCARGCARGCTCTICTAACTGCCCCAGCCCTGGEGTIGCCAGATTIG

PEETRRTTEE e b P e verer e 1l
GCCTATCARGARATCARACAGGCTCTTCTARCTGCCCCCGCCCTGEEATTGCCAGATTTG

ACTAAGCCCTTTGAACTCTITGTCGACGAGAAGCAGEECTACGECAMGE TGTCCTARCE

PELEERRT R et e b e e e e e e e e e e ber el
ACTAAGCCCTTTGAACTCTT TG TCGRACGASAAGCAGGGCTACGCCARRGGCGTCCTARCG

CAMAMMACTGGEACC TIGGCCTC GG CGETECCCTACCTGTCCAARARGCTAGACCCAGTA

PECEERTERE TR e e e vrr e b e e e e
CAMRMARCTGGEACCTTGECCTCGGCCTGTGGCCTACCTGTCCAMARAGC TAGRCCCAGTG
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GCAGCTGGGETEECCCCCITGCCTACGGATGCTAGCAGCCATTGCCGTACTGACAAAGGAT

(A R R R RN R R AR E R RN AR R RO RN RN R
GCRAGCTGGGTEGCCCCCT TECC TACGEATEGTAGCAGCCATTECCGTTCTGACRAARALT

GCAGGCAARGCTARCCATGGGACAGCCACTAGTCATTCTGECCCCCCATGCAGTAGAGGCA
FEEEERETEE e P e brr e e v b e e r e s 1l
GCAGGCAAGCTAAC TATGGEACAGCCGCTAGTCATTCTGECCCCCCATGUGETAGAAGTA

CTAGTCAARCAACCCCCCGACCGCTGGCTT TCCAACGCCOGGATGACTCACTATCAGSCC
TETEerrrerrer e eeere rener veree veerr rerrr terrrrrrn
CTGGTCAARCAACCCCCTEACCGTTGGCTATCCAATGCCOGCATGACCCACTATCAGSCA

TTGCTITTGGACACGERCOGGETCCAGTTCGERCCGETGETAGCCCTGAACCCGEUTACG
PECE TEED P TRERREr e PEre e e e reerr veeerern
ATGCTCCTGGATACAGACCGGGTTCAGTTCGGACCGETGETGGCCCTCARCCCGGCCACT

CTGCTCCCACTGCC TGAGGAAGEGCTGCARCACA--ACTGCCTTGATATCCTGGCCGARG
(RN AR R N N R [ A RN R A N AR RN R Y|
CTGCTCCCOCTACCGGAA-AAGGAR-GCCCCCCATGAC TGCCTCGAGATCTTGGCTGA-G

CC-CACGEMCCCGACCOGACCTARMC GG CAGCCGC-TCCCAGACGUCGACCACACCTG
FORRrreerr rree vy Srevrrerer vorrerrreery ororeer
ACGCACGGAACCAGACCGGACCTCACGGACCAGCC-CATCCCAGACGCTGATTACACTTG

GTACACGGATGGARGCAGTCT-CTTACRAGAGGEACAGCETA-AGGTGGGAGCTGCGETG

R RN N e R R O R A N R R RN RN
GTACACAGATGEANGCAG-CTTCCTACAAGAAGGACAACGEAGAG-CTGEAGCAGCGETG

ACCACCGAGACCGAGETAMTCTEEGCTAMGCOCTEGCCAGCCGEGATATCCGCTCAGCGG

[N R RN R R A R R e A A N e A A N RN N N |
ACTACTGAGACCGAGGTAATCTEGGCGAGEGCTCTGCCGECTGEAACATCCGCCCAMCGA

GCTGAACTGATAGCAC TCACCCAGGCCCTARAGATGECAGAAGETAMGAAGCTAAATGTT
(A R RN N R AR R R R RN AR N RN RN ERR RN
GCCGAACTGATAGCACTCACCCAAGCCTTARRGATGGCAGAAGS TARGARGC TAAATGTT

TATACTGATAGCCGITATGC TTTTGCTACTGUCCATATCCATGGAGARATATACAGARGG
(A R R N R A A R RN AR N RN RN RO AN BN
TACACTGATAGUCGCTATGCCTTCGUCACGGUUCATGTCCATGEAGARATATATAGGAGG

CGTGGETTGCTCACATCAGAAGGCAARGAGATCAAAAATARAGA - CGAGRTCTTGGCCCT
(A RN e R R e A RN N B A AR R RA RN
CGEAGGETTGCTGACCTCAGAAGGCAGAGAAATTAAAAACAR -GARCGAGRTCTTGGCCTT

ACTAAAAGCCCTCTTTCTGCCCARAAGACT TAGCATAATCCATTGTCCAGGACATC AALA

PECRRRTE DR e PEvrerr brent vr P et
GCTAARAGCTCTCT TTCTGCCCARACGACT TAGTATAATTCACTGTCCAGGACATCARAR

GGEGACACAGCGLCGAGGC TAGAGGCARCUGGATGGU TGACCARNGUGECCCGAANGGCAGT
PEEEREE B e ereerererr veeet v e reeerr reieed
AGGAARCAGTGCTGAGGCCAGAGGCARCCGTATGGCAGATCAAGCAGCCCGAGAGGCAGT
CATCACAGAG-ACTCC-AGRCACCTCTACCCTCCTCATAGRARATTCATCACCC-TACAC

[ N e e R N AN e RN R e AR A AR A} |
CATGA-AG-GCAGTTCTAGRAACCTCTACACTCC TCATAGRGGACTCARC -COCGTATAC
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-C-TCAGAMRCATTTTCATTACACAGTGACTGATAT-AAAGGACCTANCC--AAGTTGEGG
[y (R RN e N R R A R R I
GCCTCCC-~CATTTCCAT TACACCGARACAGATC TCAAAAGAC - TA-CGEGAACT ~GGGA

GCCATTTATGATARRACAAR -GAAGTATTGGGTC -TACCAAGGAARACCTGTGATGCCTG
[ R e e e R e RN R A R R R R R R RRARARY
GCCACCTACAATCRGACAALAGGA-TATTGGGTCCTAC-AAGGCAARCCTGTGATGCCCG

ACCAGTTTACT-TTTGAATTATTAGACTTTCTTCATCAG-CTGACTCACCTCAGCTTCTC
[N N e R e R A B AR A A A R R
ATCAGTCCG-TGTTTGAACTGT TAGACTCCCTACA-CAGACTCACCCATCTGAGCC -CTC

AAMA-ATGAAGECTCTCCTAGA--GAGRAGCCACAGTCCCTACTACATGCTGARCCGGGA
(R R e N N e A R R RN RN R AR
AALAGATGARGECACTCCTCGACAGAGAAGA- A- AGCCCCTACTACATGTTAARCCGGGA

TC-GARC-ACTCARAMATATCACTGAGRCC TGCAAAGC TTGTGCACARGTCAACGCCAGT
[ e e e R R R R R R e R R AN A R RN
=CAGARCTA-TCCAGTATGTGACTGAGACCTGCACCGCCTGTGICCANGTAAATGCCAGC

AA-GTCTGCCGTTAAN -CAGGGAA-CTAGRGTCCGUGRRTATCGGCOCGECACTCATTGG

i I [T [ N N RN RO RN R AR RN
AMAGCCARMA-TTGEEECAGGEGTGCGAG=-TACGCGGACATCGGCCAGGCACCCATTGS

GA-GATCGATTTCRACCGA-CGATAAAGCCCGGATTGTATGECTATARATATCTTCTAGTTT

L N RN AR RO A RN Y
GARGTT-GATTTCACGGAAG-TARAGCCASGACTGTATGGGTACARGTACCTCCTAGTGT

TTATAGATACCTTTTCTGGCTGGATAGAAGCCTTCCCAACCARGAAAGAAACCGCCAMGG

R R N e R Ay
TTGTAGACACCTTC TCTGGC TGGGTAGAGECATTCCCGACCAMGCGGGAARC TGCCARGG

TCGTAACCAAGANGCTACTAGAGGAGATCT TCCCCAGGTTCGGCATSCCTCAGGTATTGG
(N e R e e e e A A A AR BN AR RN N
TCGTETCCAAMAGCTGTTAGANGACATTTTTCCGAGATTTGGAATGCCGCAGGTATTGG

GAACTGACAATGGGCCTGCCTTCGTCTCCAAGETGAGTCAGACAGTSGCCGATCTGTTGG
(R RN RN N O A A N RN O RN R NN A
GATCTGATAACGGGUCTGCCTTCGCCTCCCAGETAAGTCAGTCAGTGGCCGATTTACTGG

GEATTGATTGGRARTTACAT TG TGCATACAGRCCCCARAGC TCAGGLCAGETAGRANGAR
PEEE BVRREre Treeer e v vt tr verin Perrerrre et
GGATCGATTGGRAGTTACATTGTGCTTATAGACCCCAGAGT TCAGGACAGGTAGAARGAR

TGAATAGAACCATCARGGAGACTT TAACTARATTARCGCTTGCAACTGGCTCTAGAGACT

FELEREVTRE B0 TRRrerrr e ve tererer e et eveer veneeeen
TGAATAGAACAATTAAGGAGACTTTGACCARATTAACGCTTGCATC TGGCAC TAGAGACT

GEGTGLTCCTACTCOCCTTAGLCC TG TACCGAGCCCGCARCACEUCGGGECCCTATGECT
NN R R R N N R N A |
GGGTACTCCTACTCCCC TTAGCOC TC TACS GAGCCOGGAATACTCOSGGECCCCACGEAC

TCACCCCATATGAGAT -CTTATATGGEGCACCCCCGCCCCTTETAAACTTCCCTGACCCT
(AR AR e e RN AR R R R RN N RO AR BN R R R
TEACTCCGTATGARATIC TG -TATGGEGCACCCCCGCCCCTTGTCAATTTTCATGATCCT
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GACATGACAAGAGTTA-CTAACAGCCCCTCTCTCCAAGCTCACTTACAGGCTCTCTACTT
(A e N R N e A RN R AR AR RN NI A
GAMATGTCAA-AGTTAACTAATAGTCCCTCTCTCCAAGC TCACTTACAGGCCCTCCAAGT

AGTCCAGCACGRAGTCTGGA-GACCTCTGECGECAGCCTACCARGAMCAACTGGACC-GR
(R e e AR N e e e A e A B B BN
AGTACAACAAGAGGTCTGGAAG-CCGCTEECCRCTGCTTATCAGGACCAGCTAGATCAG-

CCGGETEGTACCTCACCC -TTACOGAGTCGECGACACAGTGTGGETCCGUCGACACCAGRT
(AR R N R R N N R RN R AR R RN
CCAGTGATACCACACCCCTT -COGTGTCES TGACGCCGTGTGEETACGCCGECACCAGAT

TAMGARCCTAGAACCTCGC TGGAMAGGACC TTACACAGTCCTGC TGACCACCCCCACCGE
FEERRTE DR 00 bR e e e rrerr v rer verenrrnne
TARGARCTTAGARCCTCGCTGGARAGGACTCTACACCGTCC TGO TGACAACCOCCACCGT

5488

5306

5356

33€E5

2615

5425

5875

CCTCARAGTAGACGGCATOGCAGCTTGGATACACGCCGUCCACGTGRAGGCTGCCGAC 5483

FERRTEETEERERr e e e Peerr e e eeert teeer e 1l

TCTCAAAGTAGACGGLATCTCTGCGTGGATACACGUCGUTCACGTAMGGOGGC-GAC 5732

GGGAACGGARAATAGECTGC TARACT TAGT AGACGEAGCCTACCAAGCCC TCARCCTERE
[N e R R R R R RN AR R R RN R R RARRRA AR
GGG-ACGGGAGACAGECTGC TAMACCTGGTAGRAGSAGCCTACCTAGCCC TCAACCTCAC

CAGTCCTGACAAMACCCAACAGTECTGGTTGTGTCTAGTAGCGEGACCCCCCTACTACGA
PEEERE Bt e e et e e e bee et
CAGTCCCGACARARCCCAAGAGTGCTGGCTGTRTCTAGTATCGEGACCCCCCTACTACGA

AGGGGITGCCGTCC TGGGTACCTACTCCAACCATACCTCTGC TCCAGCCARCTGCTCCGT
AR R A A R R RN R NN R A A R RN NN
AGGEGTGECCGTCC TAGGTACTTACTCCARCCATACC TCTGCCCCGGCTARCTGCTCOGT

GGCCTCCCARCACRAGTIGACCCTGTCCGAAGTGACCGEACAGEGASTCTGEATAGGAGT
[N N R R RN R AR RN AR R R A RRRRRRRRARRRRE
GACCTCCCAACACAAGCTGACCCTGTCCGAAGTCACCGEGCAGGGACTCTGCATAGGAGT

AGTTCCCAMACACATCAGGCCCTATGTAATACCACCCAGACA-A-GCAGTCGA-GGGTC
PURERTEECEE FOPRrr et Pt rer et v et ettt
AGTTCCCAAMACCCATCAGECCCTGTGTALTACCACCCAGA-AGACG-AG-CGRCEGEETT

CTATTATCTAGT-TGC-COCTACRGGTACTATGTGGCCTTGTAGTACCGGGCTTACTCOCA
L A e e e e R e e N R A R R A A A RN RN BN

CTACTATTTGGCCT-CTCCCGCOGEG-ACCATTTGEGCTTGCAGCACCGEGCTCACTCCC
TG-C-ATCTCCACCACCATACTGAACCTTA-CCACTGATTATTGTGTTCTTGTCGARCTC

[ N R N O A R R N R A R A R R N AR AR
TGTCTATCT--ACTACTGTGCTTAAC - TTAACCACTGAT TACTGTGTCCTGGTTGAACTC
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TGGCCARGAG-TCACCTATCATTCCOCCAGCTATGTTTACGGCCTGTTTGAGA-GATCCA
Peeeere 1 e ereree te reeer b Prerreer peee ey v
TGGCCAR-AGGTARCC TACCACTCCOCTARTTATGT TTATGGCCAGTTTGAAAAGAA- A

ACCGAC=-ACAMAAGAGAACCGETGTOGTTARCCCTGECCCTATTAT TGGG TGGACTARCC
[ e N R R R R A R R R BN RN R BN AR
ACTARATATAAAAGAGAGCCGETGTCATTAACTCTGCCCCTGCTRTTGEEAGGACT TACT

ATGGGEGGAATTGCCECTGEARTAGGAACAGGGRCTACTGCTC TARTGGCCACTCAG-CA
(R e R R RN R A A A R R RN N
ATGGEGCEECATAGC TECAGEAGTTGGAACAGGEACTACAGCCCTAGTGGCCAC-CARACA

ATTCCAGCAGCTCCARAGCCGC-AGTACAGS -ATGATCTCAGGGAGG TT-GARARATCALT
AR R R A A AR R A e ar i PO Trrenrenn
ATTCGAGCAGCTCCAGGCAGCCA-TACATACA-GACCTTGGGGECC-TTAGARAARTCAGT

CTCTARCCTAGAARAGTCTCTCACTTCCCTGTCTGAAGT TGTCCTACAGARTCGRAGGEG

[ N NN N R e e N R A R R AN R RN A RN
CAGTGCCCTAGRAAAGTCTC TGACCTCGTTGTC TGAGGTGGTCCTACAGARCCGGAGEEG

CCTAGA-CTTGTTATTTCTARANGAAGGAGGGCTGTCTGCTGCTCTAAAACGAAGRATGTT
N e N A R RN e e N R RN NN RN RN AN
ATTAGATCTACTG-TTCCTARARGAAGGAGGAT TATGTGC TGCCCTAAAAGRAGRATGCT

GCTTCTATGCGGACCACACAGGAC -TAGTSAGAGACAGCATGGCCAAAT - TGAGRGAGRG
[ N R R N R R R A A RN R B A R RN Ay
GTTTTIACGCGGACCACACTGE-COTAGTARGAGATAGCATGGC ~-AAAGC TAAGAGAALG

GCTTAATC-AGAGACAGRARCTGTTTGAGT CARCTCAAGGATGETTTGAGCEACTGTTTA
Porrer borieeer ere reer et PRELE TRRETRE et
G-TTRARCCAGAGACRAAAATTGT TOGAAT CAGCACARGGGTGGTTTGAGGGACTGTTTA

ACAGATCCCCTTGGTT TACCACCTTGATATCTACCATTATGGGACCC-CTCATTGTACTC
N R N R RO R e R R N R R AR IR A D R A AR
ACAGGTCCOCATGGTTCACGACCCTGATATCCACCATTATGGG-COCTCTGATAGTACTT

CTAATGATTT TGO TCT TCGEACCCTGCAT T CT TART CGAT TAGTCCAATTTGT TARAGAT

[ e e R AR R N e e e B AR B RN
TTATTAATCCTACTCTTCGEACCCTGTATTCTCAACCGCTTGGTCCAGT TTGTARARGAC

AGGATATCASTGETCCAGEL TCTAGT TTTSACTCARCAATATCACCAGCTCAAGUCTATA
L e e e N R N A A R RN A B
AGAATTTCGSTAGTGCAGGCCCTGET TCTSACCCARCAGTATCACCAACTCARATCAATA

GAGTAC-GA-GCCA-TAGA-TAA----AARTARAAGATTTTATTTAGTCTCCAGARMALGS
LI I A O O FEERPERTT R tre reerenr el
GRA-TCCAGAAGA-AGTGGANTCACGTGAATAARAGATTTTAT TCAGTTTCCAGARAGRGG

GGGGARTGAARGACCCCACC TG TA-GGTTTGGCARGCTAGCTTA-AGTARCGCCATTTTG
(NN N R e e R R N R A R N B R RN RRR RS
GEGGAATGAAAGACCCCACCA-TAAGGCTTAGCACGC TAGCT-ACAGTARCGCCATTTTG

CARGGCATGGAAMAATAC-ATARCTGAGAA -T-AGAGARGTT-CA-G-A- -TC-AAGGTC
(RN RN R I D B AR B [ N T A N |
CARGGCATGEAARAGTACCAGAGCTGAGTTCTCA-A-ARGTTACARGGAAGT TTAAT-TA
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BGGAACA-GA-TGGA-A-CAGCTGA-ATATCGGCCARACAGEATATITETGETAMG -CAG  TT10
| e e e I N e N A e e e R R RN AN NN NN NN B B
AAGAATAAGECTGAATAACA-CTGGGACAGGEGCCARACAGEATATCTGTAGTCAGGDA- 7352

TTCCTG--CECCEGCTCACGGCCARGAACAGATGE 7743
TN
--CCTGEGCCCCEGCTCAGEGICARGRACAGATGE 7925

GCGCCAGTCCTCCGAT TGACTGAGTCGCCCGGETACCCGTGTAT-CCAATARACCCTCTT 8127
PUEERTEE Trrerr Ererr e et r e et b rereee e |
GCGCCAGTCATCOGATAGAC TGAGTCGCCIGEGTACCCGTGT-TCCCARTARAGCCTTTT 59

GCAG-TTGCATCOGACTTGTGGETCTOGCTETTCCTTGGEAGGGTCTCCTC TGAGTGATTG  B186
e TEerrerrn PERE PP e e e e e et
GCTGTTTGCATCCGAAGCETGECCTCGCTETTCCTTEGEAGGETCTCCTCAGAGTGATTG 119

ACTACCC-GTCAGCEEGEETCTTTCATTTGGGEECTCGTCCGEEAT -CGGGAGACCCCTG 8244
(R e R N R R RN RN N R R R Y
ACTACCCAG-C-TCGGGEETCTTTCATTTGGGGGCTCGTCCGGEATTCGG-AGACCCCCG 178

CCCAGEGACCACCGACCCACCACCGGEGAGETARGCTGGCC 8284
FERRRTEEE PR Enr e rerret ey el
CCCAGGGACCACCGACCCACCGTCGGGAGGTAAGCCGGEC 216

GGGCCANACAGGATATCTGTGGT-ARGCAGTTCCT--GCCCCEECTCAGGGCCAAGAACA 7813
FECERTEREE e Rrrenr e re vl (AR RN R RN R RA NN RRY
GGGCCAMACAGGATATCTGTAGTCAGGCA- -—CCTGEGCCCCEGUTTAGGGOCAAGARCA 7920

GATGGTCCCCAGATGLGGTCCAGCCCT--CAGCAGT TTCTAGRGAN --CC-ATCAGATGT 7368
FEERTTEE 10T L e e R R e e e
GATGGTCCTCAGATAMG-CGARAC-TARCAACAGT TTCTGGA-AAGTCCCACCTCA-GT 7976

TTCCAGGGTGCCOCARG-GACCTG-ARATSACCCTGTGCCTTATTTGAACTAACCARTCA 7926
A N R AR A R R RNy PEERTEEEE TERRrrnr e
TTCARGT-T-CCCCARAAGACCGGGARAT-ACCCCARGCCTTATTTAARCTRACCAATCE  BO33

GITCGCTTCTOGCTTC TGTTCGOGCGCTTC T-GCTCCCT-G---~AGCTCAATARAAGAG  TIB0
Porrrreerrentnrrenr v veereet rorerent e e
GCTCGCTTCTCGCTTCTGTACCOGCGCTTTITGCTCCCCAGTCCTAGCCCTATARAARAG 8083

CCC-AC-AMCCCCTCACTOGGEECGCCAGTCOTCCEATTGACTSAGTCGUCCGEGTACCE  BO38
I e AN N AN N N RN RN R R ARE AR
GEGTARGAACTCCACACTCEGCECGCCAGTCATCCGATAGACTGAGTCGCCOGGETACCC 8153

GIGTATCC-AATARACCCTCTTGCAGTT-GCA 8068
TEEE LR PERErr v e tnr 1
GTGT-TCCCAATARAGCCTTTTGCTGTTTSCA 8184
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