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DESCRIPCION
Células y metodologia para generar virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada

La presente invencion se refiere a células recombinantes asi como también a métodos para la generacion de virus
de ARN monocatenario de cadena de sentido negativo no segmentada (NNV o mononegavirales) a partir de acido
desoxirribonucleico clonado (ADNc), especialmente a partir del virus de sarampién y en particular a partir de cepas
atenuadas tales como las aprobadas para la vacunacioén, en particular a partir del virus de sarampién atenuado
Schwarz y varios virus en base a sarampion Schwarz recombinantes que expresan secuencias heterdlogas. Tales
virus de rescate pueden utilizarse, después de la amplificacion, como vacunas para inmunizacién en contra de
sarampion y/o en contra de péptidos heterologos o proteinas expresadas.

Los virus de ARN atenuados vivos hacen vacunas muy eficaces. Entre éstas, la vacuna de sarampion se ha utilizado
en cientos de millones de nifios y se ha probado que es eficaz y segura. Esta vacuna induce inmunidad de por vida
después de una o dos inyecciones. La misma se produce faciimente a gran escala a bajos precios en la mayoria de
los paises. Estas ventajas hacen al virus de sarampion, especialmente cepas de vacuna atenuadas, un buen vector
candidato para inmunizar nifios pero incluso en algunas circunstancias las poblaciones adultas, frente a sarampién
y/o patologias infecciosas, especialmente patologias virales tales como SIDA (retrovirus), enfermedades de flavivirus
o coronavirus (SARS).

Los virus de sarampién atenuados se han utilizado como vacunas desde la década de 1960 puesto que es una de
las vacunas humanas mas eficaces y seguras. Las campafias de vacunacion han sido muy eficaces para controlar el
sarampion en los paises desarrollados. Sin embargo, debido a la distribucion inadecuada de la vacuna en los paises
en desarrollo, el sarampién aun infecta a aproximadamente 45 millones de individuos y es responsable de la muerte
de 700.000 nifios por afio. Por lo tanto, la OMS ha incrementado su programa de vacunacion global para los
proximos 10-20 afos (C.D.C., 2005). Tomando ventaja de las camparias de la OMS, el uso de vectores de vacuna
obtenidos a partir de vacuna de sarampién permitiran en algunas regiones del mundo la inmunizacion simultanea de
nifios frente a sarampion y otras enfermedades infecciosas con nuevas vacunas pediatricas multivalentes,
especialmente bivalentes que son tanto seguras como eficaces.

El virus de sarampién (MV) pertenece al género Morbillivirus en la familia Paramyxoviridae. Es un virus con envuelta
con un genoma de ARN de cadena de polaridad negativa no segmentada (15.894 pb). El sarampién puede
contraerse una vez que el sistema inmune muestra una fuerte respuesta especifica y establece una memoria de por
vida que protege frente a re-infeccion. Esta proteccion se basa tanto en la produccidon de anticuerpos como de
linfocitos T CD8" citotdxicos de memoria (CTL). Las cepas patégenas alteran de forma marcada la hematopoyesis
(Arneborn y col., 1983; Kim y col., 2002; Okada y col., 2000) dando como resultado, por tanto, inmunosupresion
transitoria responsable de la mayoria de las muertes debido a infeccién por sarampién en los paises en desarrollo.
Al contrario de las cepas primarias, las cepas atenuadas no inducen la inmunosupresion (Okada y col., 2001).

La cepa Edmonston de virus de sarampién fue aislada en 1954 mediante cultivo en células primarias humanas
(Enders y col.,, 1954). La adaptacion a fibroblastos embrionarios de pollo produjo semillas de vacuna que se
atenuaron adicionalmente mediante pases posteriores en fibroblastos embrionarios de pollo (Schwarz y col., 1962).
Las cepas Schwarz y Moraten que poseen secuencias de nucleétidos idénticas (Park y col., 2001a; Parks y col.,
2001b) constituyen la vacuna de sarampidon mas frecuentemente usada. La vacunacién con una o mas inyecciones
induce la inmunidad de por vida (Griffin y col., 2001; Hilleman y col., 2002). La persistencia de células CD8 y
anticuerpos se ha demostrado hasta 25 afos después de la vacunacion (Ovsyannikova y col., 2003). La vacuna
contra el sarampion se produce facilmente a gran escala en la mayoria de los paises y puede estar disponible a bajo
coste. La atenuacion del genoma viral se produce como resultado de una combinacidon ventajosa de varias
mutaciones. Por tanto, la vacuna es muy estable y la reversion de las cepas de vacuna no se ha observado nunca
hasta ahora (Hilleman y col., 2002). Ademas, el virus se replica solamente en el citoplasma, eliminando cualquier
riesgo de integracion en los cromosomas del genoma del hospedador. Estas caracteristicas hacen de las vacunas
de sarampion atenuadas vivas un excelente candidato para el desarrollo de un vector de vacuna multivalente. Con
este fin, se ha clonado un ADNc infeccioso que corresponde al antigenoma de cepa de MV Edmonston B y se
establecio una técnica de genética inversa que posibilita la produccién del virus correspondiente (Radecke y col.,
1995).

Los inventores han desarrollado previamente un vector utilizando Schwarz MV, la vacuna de sarampién mas
comunmente utilizada en el mundo (Combredet y col., 2003). Este vector puede expresar una variedad de genes o
combinacion de genes grandes para mas de 12 pasajes. Se produjeron vectores MV recombinantes que contienen
4.000-5.000 nucledtidos adicionales, que representan un 30 % adicional del genoma. Estos virus se produjeron en
cultivo celular en titulos comparables con MV convencional. Después de 12 pasajes y un factor amplificador de 10%,
mas del 96 % de las células infectadas contindan expresando los genes adicionales. Esta expresion notablemente
estable, observada también para otros miembros de Mononegavirales (Schnell y col., 1996) se debe probablemente
a la ausencia de limitaciones geométricas en el tamafio del genoma por estos virus de nucleocapside helicoidal, al
contrario de los virus con capsides icosaédricas. Ademas, MV infecta células del sistema inmune (macréfagos y
células dendriticas), suministrando de esta manera los antigenos de carga directamente a las células presentadoras
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de antigeno mas eficaces, una ventaja principal para un vector de vacuna. Finalmente, el genoma de MV es
pequefio, evitando de esta manera la respuesta al vector que abruma la respuesta a transgenes.

En base a la suposicidon de que la seguridad y eficacia de una cepa atenuada depende en ultima instancia de su
secuencia del genoma, los inventores han clonado el ADNc infeccioso que corresponde al antigenoma del virus de
sarampion Schwarz/Moraten a partir de particulas de virus purificadas a partir de una preparacién industrial de la
vacuna Schwarz con procedimientos 6ptimos para mantener la fidelidad (Combredet y col., 2003). Para optimizar el
rendimiento del sistema de genética inversa, el ADNc viral antigendmico se colocd bajo el control del promotor de
ARN polimerasa de fago T7 con un motivo GGG adicional requerido para eficacia éptima. Para permitir la escision
exacta del ARN viral, una ribozima cabeza de martillo se insert6 entre el motivo GGG y el primer nucleétido viral y la
ribozima de virus de hepatitis delta se colocé cadena abajo del ultimo nucleétido viral. El plasmido pTM-MVSchw
resultante habilitd la produccion del virus correspondiente utilizando un sistema de genética inversa anteriormente
descrita en base a la transfeccion de células auxiliares humanas (Radecke y col., 1995). Para prevenir la adaptacion
de la vacuna recombinante a células no certificadas, las células auxiliares transfectadas con ADNc se co-cultivaron
con fibroblastos embrionarios de pollo, las células en las cuales los virus se seleccionaron originalmente y en las
cuales se producen actualmente. Después de varios pasajes del virus recombinante, se observé que la secuencia de
su genoma entero era idéntica a la secuencia original (Combredet y col., 2003). La inmunogenicidad del virus
rescatado del plasmido pTM-MVSchw se evalué en ratones y macacos transgénicos y se comparé con la vacuna
Schwarz fabricada a nivel industrial. Todos los macacos vacunados desarrollaron anticuerpos anti-MV y respuestas
celulares especificas. No se observaron diferencias entre el virus Schwarz producido a partir de ADNc y la vacuna
original, indicando que el virus clonado tuvo la misma inmunogenicidad que la vacuna parental (Combredet y col.,
2003). Este clon molecular permite la produccién de vacuna de sarampion Schwarz sin depender de las reservas de
semillas.

El plasmido pTM-MVSchw se modificd para la expresion en genes extrafios mediante la introduccién de unidades
transcripcionales (ATU) en diferentes posiciones del genoma. Estas ATU son casetes de sitio de multiclonacion
insertados por ejemplo en una copia de la regién N-P intergénica del genoma viral (que contiene las secuencias de
actuacion cis necesarias para la transcripcion). El gen de la proteina verde fluorescente potenciada (GFPe) se
insertd en este casete. La ATU se introdujo en el plasmido pTM-MVSchw en dos posiciones (entre los genes Py My
entre los genes H y L). Independientemente de la secuencia adicional, el nimero total de nucleétidos antigenémicos
se tiene que mantener como un multiplo de seis para cumplir con la “regla de 6 nucledtidos” que optimiza la
replicacion viral (Calain y col., 1993). El transgén GFP se expresé en todos los tipos de células infectadas,
confirmando que el virus de sarampion Schwarz recombinante funciona como vector. Este vector permite el disefio
de vacunas combinadas en base a una cepa de vacuna aprobada atenuada viva que es actualmente de uso global.
Este trabajo es el objetivo de la solicitud internacional WO 2004/000876.

El uso de tales vacunas recombinantes vivas basadas en MV a gran escala depende de la posibilidad de cultivarlas
de forma estable y en buenos titulos en células certificadas (tales como fibroblastos embrionarios de pollo primarios
(CEF) o diploide humano MRC5). Estas células habitualmente producen MV en titulos moderados en comparacion
con las lineas de células de laboratorio, tales como células Vero del mono verde africano, que producen altos titulos.
De esta manera la semilla inicial se tiene que obtener en un titulo relativamente alto. Esta semilla inicial se produce a
partir de ADNc por genética inversa.

Mientras los virus de ARN o ADN de cadena de sentido positivo pueden facilmente obtenerse in vitro después de la
transfeccion de su ADNc o ADN infeccioso modificado por ingenieria genética en células apropiadas, los virus de
ARN de cadena de sentido negativo no pueden rescatarse directamente por genética inversa a partir de su ADNc. El
genoma de virus de ARN de cadena de sentido negativo no es capaz de iniciar un ciclo infeccioso in vitro a causa de
que no codifica directamente proteinas. Tanto la transcripcion como la replicacién requieren un complejo enzimatico
de transcriptasa-polimerasa contenido en las nucleoproteinas que encapsulan el genoma viral (complejo RNP). De
esta manera la generacion de virus de ARN de cadena de sentido negativo recombinante a partir de ADNc implica la
reconstitucion de RNP activos a partir de componentes individuales: ARN y proteinas (Field B.N y col. - Lippincott
Raven publishers 1996, pags. 1953-1977).

Durante los ultimos 15 afios, un extraordinario conjunto de trabajos de varios laboratorios ha permitido el
establecimiento de diferentes sistemas para rescatar casi todos los virus de ARN de cadena de sentido negativo a
partir de su ADNc (para revision ver Conzelmann). A diferencia de los virus con genomas segmentados, los RNP de
virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada (Mononegavirales) estan estructurados de manera
rigurosa y contienen, ademas de la nucleoproteina (N), el conjunto y la fosfoproteina de co-factor de polimerasa (P)
y la proteina grande de ARN polimerasa viral (L). El primer Mononegavirales infeccioso, el rhabdovirus de la rabia,
se recuperd a partir de ADNc en 1994 (Schnell y col. 1994). El enfoque implicaba expresion intracelular de proteina
de virus de rabia N, P y L junto con un ARN de longitud completa cuyo extremo 3’ correcto se genero6 por la ribozima
del virus delta de hepatitis (HDV). Un transcrito que corresponde al antigenoma viral (cadena de sentido positivo) en
lugar del genoma (cadena de sentido negativo) se utilizd para evitar un problema de antisentido generado por la
presencia de las secuencias N, P y L en ARN de longitud completa. En este sistema, las proteinas auxiliares
esenciales se proporcionaron por un vector de vaccinia con capacidad de replicacién que codifica la ARN polimerasa
de fago T7 para dirigir transcripcion especifica de T7 de plasmidos que codifican las proteinas N, P y L requeridas.
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Sistemas similares permitieron la recuperacion de virus de rabia infecciosos (Schnell y col., 1994; Ito y col. 001),
VSV (Lawson y col.; Whelan y col. 1995) asi como el virus Paramyxoviridae Sendai (Garcin y col. 1995; Kato y col.
1996; Leyrer y col. 1998; Gujii y col. 2002), HP1V-3 (Hoffman y Banerjee 199) y el virus de sarampion (Takeda y col.
2000; Fuijii y col. 2002).

Para evitar el uso de vaccinia con capacidad de replicacién, la cual requiere que el virus rescatado se separe del
virus auxiliar, varios virus auxiliares sin capacidad de replicacion se han adaptado para proporcionar proteinas
auxiliares para rescatar virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada. El virus vaccinia modificado
altamente atenuado Ankara (MVA) que expresa la ARN polimerasa de T7 se ha utilizado para la recuperacion del
Pneumovirus RSV (Collins y col. 1995), el Rubulavirus, SV5 (He y col. 1997), HPIV-3 (Durbin y col. 1997), el virus de
la peste bovina (Baron y Barrett 1997) y virus de sarampion (Schneider y col. 1997), virus de parotiditis (Clarke y col.
2000), CDV (Gassen y col. 2000), HPIV-2 (Kawano y col. 2001) y BPIV-3 (Schmidt y col. 2000). Se ha utilizado un
virus de viruela aviar recombinante que expresa la ARN polimerasa de T7 para la recuperacion del Paramyxoviridae
aviar NDV (Peeters y col. 1999) y de un virus de peste bovina quimérico (Das y col. 2000).

Para rescatar los Mononegavirales sin contaminacion por cualquier vector viral infeccioso o sin capacidad de
infeccion, se han generado lineas de células que expresan ARN polimerasa de T3 o T7. En este caso, en ausencia
de actividad de proteccion de ARN en el citoplasma, se consiguié expresion de proteina utilizando IRES de virus de
la encefalomiocarditis (EMCV) localizado cadena arriba de las regiones codificantes. Una linea de células de rifion
embrionario humano (293-3-46) que expresa ARN polimerasa de T7 y proteinas N y P del virus de sarampion se
establecio para recuperar la cepa de vacuna Edmonston de virus de sarampion (Radecke y col. 1995). El virus se
rescato después de la transfeccion de plasmidos especificando ARN antigendmico de MV y ARN L. Se demostré que
la eficacia de rescate en estas células, la cual fue muy baja inicialmente, se aumenté por tratamiento de choque de
calor de cultivos transfectados y co-cultivo adicional de células transfectadas en células Vero (Parks y col., 1999).
Otra linea de células que expresa ARN polimerasa de T7 (BSR T7/5) y basada en células de rifidon de hamster bebé
(BHK) se utilizo para la recuperacion de BRSV (Buchholz y col. 2000), virus de rabia (Finke y Conzelmann 1999),
VSV (Harty y col., 2001), NDV (Romer-Oberdorfer y col. 1999) y virus de Ebola (Volchkov y col., 2001).

Los inventores han utilizado la linea de células 293-3-46 para rescatar el vector MV de vacuna Schwarz (Combredet
y col., 2003). Sin embargo, ellos han descubierto que, aun utilizando el método de choque de calor en células
transfectadas (Parks y col., 1999) y su co-cultivo en células Vero o CEF, el rescate no se pudo reproducir y tuvo muy
bajo rendimiento o fue incluso imposible para algunos recombinantes que tienen secuencias adicionales grandes.
Esto se debi6 a la inestabilidad de células auxiliares puesto que se observé que la eficacia depende del nimero de
sus pasajes. Estas células se han generado seleccionando clones resistentes a geneticina de células 293
transfectadas con pSC6-N, PSC6-P y pSC6-T7-NEO que codifican respectivamente los genes MV Ny P y el gen de
ARN polimerasa de T7 bajo control del promotor CMV y un gen de resistencia de neomicina (Radecke y col., 1995).
La estabilidad de su actividad depende de su seleccidon continua bajo geneticina (G-418) y la eliminaciéon de
antibiotico durante los experimentos de transfeccion y de rescate. Durante la recombinacion ilicita basada en
plasmido de ADN extrafio en ADN cromosdmico, los concatémeros formados por plasmidos se recombinan vy la
seleccion de geneticina mantiene solamente las copias individuales, que son muy pocas. Esto puede explicar la
reduccion de eficacia observada con las células 293-3-46 después de algunos pasajes. El documento WO97/06270
se refiere también a la linea de células 293-3-46 para la produccion de virus de ARN de cadena de sentido negativo,
la cual se transfecta de forma estable con plasmidos que codifican la proteina P, la proteina N y la polimerasa de T7,
en la cual se asegura la transfeccion de forma estable mediante la aplicacion de una presion de seleccién con el
antibidtico G418.

Por lo tanto, existe una necesidad en la técnica de un método nuevo para generar lineas de células auxiliares
capaces de rescatar, de manera reproducible y con gran eficacia, virus de ARN recombinantes de cadena de sentido
negativo no segmentada, a partir de ADNc, opcionalmente modificados y sin contaminacion de ningun otro virus
auxiliar tal como virus vaccinia.

Breve descripcion de los dibujos

Figura 1: representacion esquematica de los plasmidos HIV-1-TRIPAU3.CMV-T7 (A), HIV-1-TRIPAU3.CMV-
nisT7 (B), HIV-1-TRIPAU3.CMV-N (C) y HIV-1-TRIPAU3.CMV-P (D). ¥: motivo psi de envuelta: RRE; elemento
sensible a Rev; cPPT: tracto de polipurina central, CTS: secuencia de terminaciéon central, CMVie promotor
inmediato temprano de citomegalovirus; AU3: eliminacion de partes de U3.

Figura 2: transferencia de Western que muestra la expresion de proteinas N y P de MV en diferentes
lisados celulares; (A) 293T no transducida, linea de células 293-3-46 descrita anteriormente en dos diferentes
pasajes (17 y 19), poblaciones celulares 293nIsT-NP y 293T7-NP generadas después de transduccion con
vectores lentivirales; (B) células Vero infectadas con MV, linea de células 293-3-46 en dos diferentes pasajes (17
y 27), ocho clones de células 293T7-NP; (C) células Vero infectadas con MV, linea de células 293-3-46 (pasaje
17), ocho clones de células 283nIsT7-NP, células Vero no infectadas. Las transferencias se sondearon con
anticuerpo NP anti-MV (1/500) y anticuerpo secundario anti-lg de raton HRP (1/1000).
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Breve descripcion de las secuencias

Las secuencias de nucleétidos de diversos retrovirus ADN SOLAPADO se definen en diferentes virus: CAEV (SEQ
ID NO: 1), EIAV (SEQ ID NO: 2), VISNA (SEQ ID NO: 3), SIV AGN (SEQ ID NO: 4), VIH-2 RID (SEQ ID NO: 5), VIH-
1 LAI (SEQ ID NO: 6) y VIH-1 (SEQ ID NO: 7). Las secuencias de nucleétidos de la ARN polimerasa de T7, la ARN
polimerasa de nls T7 y las proteinas N, P y L del virus MV se definen respectivamente en SEQ ID NO: 8, 10, 12, 14y
16 asi como sus respectivas secuencias de proteina correspondientes en SEQ ID NO: 9, 11, 13, 15y 17. La
secuencia de nucledtidos completa del plasmido pTM-MVSChw (CNCM [-2889) se define en la SEQ ID NO: 18. La
secuencia de nucleotidos completa del plasmido pEMC-LSchw (CNCM 1-3881) se define en la SEQ ID NO: 19.

Descripcion detallada

La presente invencion se refiere a una célula recombinante que comprende, integrados en su genoma, al menos una
copia de un acido nucleico que codifica una ARN polimerasa del fago T7 o su forma nuclear (nIsT7) al menos una
copia de un acido nucleico que codifica una nucleoproteina (N) de un virus de ARN de cadena de sentido negativo
no segmentada y al menos una copia de un acido nucleico que codifica una fosfoproteina (P) de un virus de ARN de
cadena de sentido negativo no segmentada o derivados funcionales de los mismos, y al menos una copia de un
ADN solapado asociado funcionalmente con dicho acido o acidos nucleicos y donde dicha ARN polimerasa del fago
T7 o su forma nuclear (nIsT7), dichas proteinas N y P se expresan de una manera estable,

y donde dichos derivados funcionales de la ARN polimerasa del fago T7 o su forma nuclear (nIsT7) y/o la
nucleoproteina (N) y/o la fosfoproteina (P) se definen como variantes de la ARN polimerasa del fago T7 o su forma
nuclear (nIsT7) y/o de la proteina N y/o de la proteina P que mantienen actividad de la proteina a partir de la cual se
obtienen, como un complejo de ribonucleoproteina (complejo RNP), funcional en transcripcion y replicacion en un
genoma de virus, en un sistema de rescate que posibilita la produccién de virus de ARN de cadena de sentido
negativo no segmentada a partir de ADNc clonado, estando dichas variantes codificadas por un acido nucleico
seleccionado entre el grupo que consiste en:

a) un acido nucleico que se hibrida en condiciones de alta rigurosidad (solucién de prelavado para los filiros de
nitrocelulosa 5X SSC, SDS al 0,5 %, EDTA 1,0 mM (pH 8,0), condiciones de hibridacion del 50 % de formamida,
6X SSC a 42° C y condiciones de lavado a 68° C, 0,2X SSC y el 0,1 % de SDS) con un acido nucleico que
codifica la ARN polimerasa del fago T7 de tipo silvestre de SEQ ID NO: 9 o su forma nuclear (nlsT7) de SEQ ID
NO: 11, la proteina N de SEQ ID NO: 13 y la proteina P de SEQ ID NO: 15 de una cepa o virus de ARN de
cadena de sentido negativo no segmentada;

b) un acido nucleico que presenta al menos el 80 %, preferentemente el 90 %, mas preferentemente el 95 % o
incluso el 99 % de similitud con un acido nucleico que codifica la ARN polimerasa del fago T7 de tipo silvestre de
SEQ ID NO: 9 o su forma nuclear (nIsT7) de SEQ ID NO: 11, la proteina N de SEQ ID NO: 13 o la proteina P de
SEQ ID NO: 15, calculandose dicha similitud a lo largo de la longitud completa de ambas secuencias; y

c) un acido nucleico que difiere del acido nucleico que codifica la ARN polimerasa del fago T7 de tipo silvestre de
SEQ ID NO: 9 o su forma nuclear (nIsT7) de SEQ ID NO: 11, la proteina N de SEQ ID NO: 13 o la proteina P de
SEQ ID NO: 15 en al menos un nucleétido, opcionalmente sustitucién conservativa, preferentemente 1, 2, 3,4 o
5 sustituciones, en al menos una supresion o adicion de nucleétido, preferentemente 1, 2, 3, 4 o0 5 supresiones o
adiciones de nucleétido;

o siendo un fragmento que representa al menos el 70 %, particularmente el 80 % y mas particularmente el 90 % o
incluso el 95 % de la ARN polimerasa del fago T7 de tipo silvestre de SEQ ID NO: 9 o su forma nuclear (niIsT7) de
SEQ ID NO: 11, la proteina N de SEQ ID NO: 13 o la proteina P de SEQ ID NO: 15.

Las células de la presente invencion son células recombinantes, lo que significa que estas células son el resultado
de manipulacion genética in vitro intencional que da como resultado recombinacion de secuencias gendmicas de las
células con secuencias heterélogas, es decir, secuencias que se originan de una célula o un organismo diferente.
Partiendo de células aisladas, se preparan células recombinantes que tienen caracteristicas genéticas y/o
fenotipicas diferentes de las células de partida y también proporcionan la expresion o produccion estable de al
menos una ARN polimerasa del fago T7 o su forma nuclear (niIsT7), la proteina N y la proteina P de uno o varios
virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada. Las células de la invencion se reivindican como
producto, externo al cuerpo de un ser humano.

La expresion “producir de forma estable” significa que las células expresan o producen al menos la ARN polimerasa
del fago T7 o su forma nuclear (nIsT7), la proteina N y la proteina P en un nimero de divisiones de célula iguales a o
superiores a aproximadamente 65, provechosamente durante el tiempo que las células sobreviven. De acuerdo con
una realizacion particular de la invencion, las células recombinantes expresan o producen las al menos tres
proteinas, es decir al menos la ARN polimerasa del fago T7 o su forma nuclear (niIsT7), la proteina N y la proteina P,
continuamente en el tiempo. De acuerdo con una realizaciéon particular de la invencion, la integridad, es decir, la
secuencia de aminoacidos primaria, de estas tres proteinas se mantiene, asegurando que las proteinas expresadas
o producidas sean siempre las mismas.
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La produccion estable de la ARN polimerasa del fago T7 o su forma nuclear (nIsT7), la proteina N y la proteina P es
independiente de la presencia en la célula, de plasmido o plasmidos que portan la secuencia codificante de estas
proteinas. Por lo tanto, aunque los plasmidos pueden utilizarse en un paso particular de manipulacién de células in
vitro o ex vivo, las células recombinantes resultantes, que producen de forma estable las tres o las al menos tres
proteinas, no contienen mas plasmidos. De esta manera, la expresion se dice que es independiente de plasmido, al
contrario de las células recombinantes en las cuales la expresion de proteina se dirige por plasmido o plasmidos.

En una realizaciéon particular de la invencion, la expresion estable de la ARN polimerasa del fago T7 o su forma
nuclear (nIsT7), de la proteina N y de la proteina P, no requieren la presencia de un farmaco, tal como un antibiético,
es decir, la expresion estable no requiere una presion de seleccién. Por lo tanto, la produccién estable no requiere la
presencia obligatoria de plasmido o plasmidos para supervivencia, dicho plasmido tiene la secuencia codificante de
la proteina o proteinas que se tienen que expresar.

Otra caracteristica de la invencion es que cada una de las tres proteinas, es decir, al menos la ARN polimerasa del
fago T7 o su forma nuclear (nIsT7), la proteina N y la proteina P se producen o expresan a nivel similar a lo largo del
tiempo. “Nivel similar’ como se usa en el presente documento significa que la expresion de cada una de las tres
proteinas es constante durante la vida de la célula, incluso después de la division de la célula, con una variacién en
el nivel de expresion que no es mas de aproximadamente el 30 %, particularmente no mayor de aproximadamente el
20 % y preferentemente no mayor de aproximadamente el 10 %, en comparacion con la expresion media calculada
en diferentes momentos de la vida de la célula.

La ARN polimerasa del fago T7 o su forma nuclear (nIsT7) expresada o producida por las células de la invencion es
cualquier polimerasa adecuada para sintetizar ARN viral monocatenario de cadena de sentido negativo no
segmentada (ARNv) obtenida a partir de un clon de ADNc en un sistema de rescate. La naturaleza de la polimerasa
depende esencialmente de la naturaleza de la secuencia de polimerasa de promotor de ARN ubicada en el clon de
ADNCc del virus de ARN monocatenario de cadena de sentido negativo no segmentada, utilizado para el sistema de
rescate (también denominado genética inversa o sintesis de novo de virus de ARN de cadena de sentido negativo a
partir de ADNc clonado).

Las expresiones “proteina N’ y “proteina P’ se refieren respectivamente a la nucleoproteina (N) de virus de ARN
monocatenario de cadena de sentido negativo no segmentada y la fosfoproteina (P) de virus de ARN monocatenario
de cadena de sentido negativo no segmentada. Ejemplos de familias, subfamilias, géneros o especies de virus de
ARN monocatenario de cadena de sentido negativa no segmentada a partir de los cuales se puede obtener la
proteina N y/o P se enumeran en la Tabla 1.

En una realizacién particular, las proteinas N y P de un virus de ARN monocatenario de cadena de sentido negativo
no segmentada son del mismo virus, bien de la misma cepa de virus o de cepas de virus diferentes. En ofra
realizacion, las proteinas N y P de un virus de ARN monocatenario de cadena de sentido negativo no segmentada
son de diferentes virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada.

Tabla 1: Familia, subfamilia, género y especie de varios virus de ARN de cadena de sentido negativo no
segmentada (NNV) del orden Mononegavirale.

Familia Subfamilia | Género Especies Abreviatura
Vesiculovirus Virus de estomatitis vesicular VSV
Lyssavirus Virus de rabia RV
Virus de sarampion MV
Virus de la peste bovina RPV
Virus de moquillo canino Cbhv
Virus Sendai SeV

Virus de parainfluenza humana tipo 3 | hPIV3

Virus de parainfluenza bovina tipo 3 bPIV3

Virus de simio de tipo 5 SV5

Virus de parotiditis

Virus de parainfluenza humana tipo 2 | hPIV2

Virus de la enfermedad de Newcastle | NDV

Virus sincitial respiratorio humano hRSV
Virus sincitial respiratorio bovino bRSV
Filoviridae | / Virus parecidos a Ebola | Virus Ebola /
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En una realizacién particular, las proteinas N y P se obtienen a partir de un Mononegavirus, preferentemente un
virus Paramyxoviridae, preferentemente un virus Paramyxovirinae y mas preferentemente un virus Morbillivirus. Un
ejemplo de Morbillivirus es el virus de sarampién (MV), en particular una cepa no inmunosupresora atenuada, por
ejemplo, una cepa aprobada para una vacuna y especialmente la cepa MV Schwarz o la cepa Edmonston (Ed) o un
derivado de estas cepas. Una cepa aprobada para una vacuna se define por la FDA (US Food and drug
administration) como que tiene las siguientes provisiones: seguridad, eficacia, calidad y reproducibilidad, después de
revisiones rigurosas de laboratorio y datos clinicos (www.fda.gov/cber/vaccine/vacapor.htm).

Cada vez que se hace referencia en la presente solicitud, a un virus de ARN de cadena negativa no segmentada,
posiblemente se aplique en particular a los virus especificos listados en el presente documento y, especialmente, a
un virus del sarampion, en particular a la cepa Schwarz.

La expresion “derivados funcionales de los mismos” se refiere a cualquier variante funcional incluyendo fragmentos
de la ARN polimerasa del fago T7 o su forma nuclear (nIsT7) y/o la proteina N y/o la proteina P, siempre que los
derivados funcionales mantengan la actividad de la proteina a partir de la cual se obtienen, al menos como un
complejo de ribonucleoproteina (complejo RNP), funcional en transcripcion y replicacion en un genoma de virus, en
un sistema de rescate que posibilita la produccion de virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada a
partir de ADNc clonado.

Una variante funcional se define mediante un acido nucleico que codifica dichas proteinas de variante funcionales,
teniendo al menos una de las siguientes caracteristicas:

- el acido nucleico que codifica la variante funcional se hibrida en condiciones de rigurosidad elevada con un acido
nucleico que codifica la ARN polimerasa del fago T7 de tipo silvestre (referencia) o su forma nuclear (nisT7) o
con la proteina N y la proteina P de una cepa o virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada
identificado. Las condiciones de rigurosidad elevada se definen por Sambrook y col. en Molecular Cloning: un
manual de laboratorio (1989). Estas condiciones de rigurosidad elevada abarcan: uso de una solucion de
prelavado para los filtros de nitrocelulosa 5X SSC, SDS al 0,5 %, EDTA 1,0 mM (pH 8.0), condiciones de
hibridaciéon de formamida al 50 %, 6X SSC a 42° C y condiciones de lavado de 68° C, 0,2X SSC y SDS al 0,1 %.
Los protocoles se conocen por los que tienen conocimientos ordinarios en la técnica. Ademas, los expertos en la
materia reconoceran que la temperatura y la concentracion de sal de la solucion de lavado pueden ajustarse
segun sea necesario de acuerdo con las limitaciones experimentales;

- el acido nucleico que codifica la variante funcional presenta al menos el 80 %, preferentemente el 90 %, mas
preferentemente el 95 % o incluso el 99 % de similitud con un acido nucleico nativo que codifica la ARN
polimerasa del fago T7 o su forma nuclear (nIsT7), la proteina N o la proteina P, calculandose la similitud a lo
largo de la longitud completa de ambas secuencias;

- el acido nucleico que codifica la variante funcional difiere del acido nucleico nativo que codifica la ARN
polimerasa del fago T7 o su forma nuclear (nIsT7), la proteina N o la proteina P en al menos una sustitucion de
nucledtido, preferentemente 1, 2, 3, 4 o 5 sustituciones, opcionalmente sustituciones conservativas (sustituciones
de nucledtido que no alteran la secuencia de aminoacidos), en al menos una supresion o adicion de nucleoétido,
preferentemente 1, 2, 3, 4 o0 5 supresiones o adiciones de nucleétido o nucleétidos.

Un fragmento se define en la presente solicitud como una parte de la ARN polimerasa del fago T7 o su forma
nuclear (nIsT7) de longitud completa, de la proteina N o de la proteina P, siempre y cuando el fragmento tenga la
misma actividad que la proteina completa a partir de la cual se obtiene, al menos como un complejo de
ribonucleoproteina (complejo RNP) como se describe en el presente documento. En una realizacion particular, el
fragmento representa al menos el 70 %, particularmente el 80 % y mas particularmente el 90 o incluso el 95 % de la
proteina de longitud completa.

Por consiguiente, cuando se hace referencia a la ARN polimerasa del fago T7 o su forma nuclear (nIsT7), las
proteinas N o P o a sus secuencias codificantes, la descripcion se aplica de forma similar a sus derivados
funcionales como se define en el presente documento.

Una célula recombinante de la invencion comprende, integrada en su genoma, al menos una copia de un acido
nucleico que codifica una ARN polimerasa del fago T7 o su forma nuclear (nIsT7), al menos una copia de un acido
nucleico que codifica una proteina N de un virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada y al menos
una copia de un acido nucleico que codifica una proteina P de un virus de ARN de cadena de sentido negativo no
segmentada. Opcionalmente, los acidos nucleicos que codifican las tres proteinas anteriores estan, cada uno o al
menos uno de los mismos, bajo el control de elemento o elementos reguladores de la transcripcion. La expresion
“integrado en el genoma” significa que la al menos una copia de un acido nucleico bajo el control de elemento o
elementos reguladores de la transcripcion esta ubicada dentro del genoma de las células recombinantes, en
condiciones que permiten que las células expresen de forma estable la proteina codificada por el acido nucleico. En
una realizacion particular, la célula recombinante de la invencion comprende ademas, integrada en su genoma, al
menos una copia de un acido nucleico que codifica una proteina L de un virus de ARN de cadena de sentido
negativo no segmentada.
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“Al menos una copia® significa que el acido nucleico que codifica la ARN polimerasa del fago T7 o su forma nuclear
(nIsT7) yl/o la proteina N y/o la proteina P y/o la proteina L puede estar presente en una o varias copias,
preferentemente exactamente o al menos en 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 copias o mas, dependiendo del nivel de
expresion necesario para cada una de estas proteinas.

Las células de la invencion también contienen al menos una copia de ADN solapado integrada en el genoma celular.
Un ADN solapado es una secuencia de nucledtidos de origen retroviral, especialmente lentiviral o similar a retroviral
que comprende dos regiones esenciales, es decir, el TPPc (tracto de polipurina central) y la CTS (region de
terminacion de accion en cis), en donde las regiones TPPcy CTS inducen una estructura de ADN de tres cadenas
durante la replicacion del ADN que las contiene (previamente definido en Zennou y col., 2000; y en las solicitudes
WQ099/55892 y WO02/27300). En una realizacion particular, el ADN solapado se inserta inmediatamente cadena
arriba del promotor interno que posibilita la transcripcion de los acidos nucleicos que codifican la ARN polimerasa del
fago T7 o su forma nuclear (nIsT7), la proteina N, la proteina P y posiblemente la proteina L. EI ADN solapado
(TPPc-CTS) se inserta en los vectores derivados de retrovirus de la invencion en una orientacion funcional, es decir,
la regién TPPc esta en 5’ con respecto a la region CTS (correspondiendo la parte 5’ del vector al LTR que contiene
el sitio de union a cebador (PBS) y correspondiendo la parte 3’ del vector a la region que contiene el 3'TPP).

Un ADN solapado adecuado para la invencién puede obtenerse a partir de un retrovirus especialmente a partir de un
lentivirus u organismo similar a retrovirus tal como retrotransposon, sintéticamente preparado (sintesis quimica) o
por amplificacion del ADN solapado de cualquier retrovirus especialmente de un acido nucleico de lentivirus tal como
mediante reaccion en cadena de la Polimerasa (PCR). El ADN solapado puede obtenerse a partir de un retrovirus,
especialmente un lentivirus, especialmente un retrovirus o lentivirus humano y en particular a partir de un retrovirus
de VIH, el virus CAEV (Virus de Artritis Encefalitis Caprina), el virus EIAV (Virus de Anemia Infecciosa Equina), el
virus VISNA, el virus SIV (Virus de Inmunodeficiencia de Simio) o el FIV virus (Virus de Inmunodeficiencia Felina). En
una realizacion mas preferida, el ADN solapado se obtiene a partir de un retrovirus de VIH, por ejemplo VIH-1 o VIH-
2 o cualquier aislado diferente de estos dos tipos.

El ADN solapado preferido comprende o consiste en las secuencias como se define en SEQ ID NO: 1 a 7. Se debe
de mencionar que el ADN solapado se utiliza aislado de su contexto de nucleétido natural (genoma viral), es decir
aislado del gen pol en el cual esta contenido naturalmente en un lentivirus. Por lo tanto, el ADN solapado se utiliza,
en la presente invencion, con las partes 5’ y 3’ que no son necesarias del gen pol suprimidas y se recombina con
secuencias de diferentes origenes. De acuerdo con una realizacion particular, un ADN solapado tiene una secuencia
de nucleétidos de aproximadamente 90 a aproximadamente 150 nucleétidos, en particular de aproximadamente 100
a aproximadamente 140 nucleétidos.

La invencion también se refiere a una célula que se puede obtener por recombinacién de su genoma con (1) un
vector de expresion que comprende un ADN solapado y al menos una copia de un acido nucleico que codifica una
ARN polimerasa del fago T7 o su forma nuclear (nIsT7), (2) un vector de expresion que comprende un ADN
solapado y al menos una copia de un acido nucleico que codifica una proteina N de un virus de ARN de cadena de
sentido negativo no segmentada y (3) un vector de expresion que comprende un ADN solapado y al menos una
copia de un acido nucleico que codifica una proteina P de un virus de ARN de cadena de sentido negativo no
segmentada. Las definiciones proporcionadas anteriormente se aplican a estas células.

La invencion también se refiere a una célula que se puede obtener por recombinacién de su genoma con (1) un
vector de expresion que comprende un ADN solapado y al menos una copia de un acido nucleico que codifica una
ARN polimerasa del fago T7 o su forma nuclear (nIsT7), (2) un vector de expresion que comprende un ADN
solapado y al menos una copia de un acido nucleico que codifica una proteina N de un virus de ARN de cadena de
sentido negativo no segmentada, (3) un vector de expresion que comprende un ADN solapado y al menos una copia
de un acido nucleico que codifica una proteina P de un virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada
y (4) un vector de expresion que comprende un ADN solapado y al menos una copia de un acido nucleico que
codifica una proteina L de un virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada. Las definiciones
proporcionadas anteriormente se aplican a estas células.

La invencién abarca una célula que se puede obtener por recombinacién de su genoma con un vector de expresion
que comprende al menos una copia de un acido nucleico que codifica una ARN polimerasa del fago T7 o su forma
nuclear (nIsT7), al menos una copia de un acido nucleico que codifica una proteina N de un virus de ARN de cadena
de sentido negativo no segmentada, al menos una copia de un acido nucleico que codifica una proteina P de un
virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada y un ADN solapado. Las definiciones proporcionadas
anteriormente se aplican a estas células. En una realizacion particular, el vector de expresion comprende ademas al
menos una copia de un acido nucleico que codifica una proteina L de un virus de ARN de cadena de sentido
negativo no segmentada.

La invencion también se dirige a un vector de expresion derivado de retroviral que comprende un ADN solapado
como se ha descrito anteriormente y al menos un acido nucleico que codifica una proteina que se selecciona entre el
grupo que consiste en una ARN polimerasa del fago T7 o su forma nuclear (nIsT7), una proteina N de un virus de
ARN de cadena de sentido negativo no segmentada, una proteina P de un virus de ARN de cadena de sentido
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negativo no segmentada y una proteina L de un virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada.

El término “genoma’ se refiere a cualquier molécula de acido nucleico cuya presencia en la célula no depende de la
seleccion de presion, es decir cuya presencia en la célula es permanente y/o no depende de las condiciones
ambientales. El término “genoma” no incluye los plasmidos. Principalmente, el término “genoma’ se refiere a
moléculas de acido nucleico presentes en el niucleo de la célula (genoma nuclear), al contrario de moléculas de
acido nucleico presentes en el citoplasma, e incluye, por ejemplo, los cromosomas. En una realizacion particular, el
término “genoma” también incluye moléculas de acido nucleico presentes en compartimentos celulares particulares,
tales como organelas, por ejemplo mitocondria (genoma mitocondrial) o cloroplastos (genoma de cloroplasto). En
una realizacion particular, el genoma es de una célula eucariota.

Un vector derivado de retroviral y particularmente un vector derivado de lentiviral y mas particular un vector derivado
de VIH-1, es un genoma viral que comprende los elementos necesarios para la retrotrascripcion, particularmente las
LTR posiblemente mutadas que incluyen supresion en parte especialmente supresion en la regiéon U3, como se
ilustra a continuacion y provechosamente el ADN solapado. Estas regiones de LTR y ADN solapado pueden ser las
Unicas secuencias de origen retroviral, especialmente lentiviral en el vector de expresion derivado de retroviral. En
ningun caso, el vector derivado de retroviral contiene las secuencias de nucleétidos que codifican las proteinas
retrovirales de longitud completa. En una realizaciéon particular de la invencion, el vector derivado de retroviral
comprende o consiste en un ADN solapado y al menos un acido nucleico que codifica una proteina necesaria para el
rescate de un virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada como se describe en el presente
documento, asi como las LTR del genoma viral correspondiente.

Un vector de expresion de la invencion comprende un ADN solapado y un acido nucleico que codifica una ARN
polimerasa del fago T7 o su forma nuclear (nIsT7) o parte funcional de la misma. Un vector de este tipo puede ser el
plasmido HIV-1-TRIPAU3.CMV-T7 depositado en el CNCM el 14 de diciembre de 2006, con el nimero 1-3702, el
cual es un vector de expresién de VIH-1 que comprende un ADN solapado (TRIP), una LTR suprimida en el
promotor y el potenciador del dominio U3, un promotor CMV y un acido nucleico que codifica la ARN polimerasa de
fago T7, especialmente una que tiene la secuencia SEQ ID NO: 8, o el plasmido HIV-1-TRIPAU3.CMV-nIsT7
depositado en el CNCM el 14 de diciembre de 2006 con el niumero 1-3703, el cual es un vector de expresion de VIH-
1 que comprende un ADN solapado (TRIP), una LTR suprimida en el promotor y el potenciador del dominio U3, un
promotor CMV y un acido nucleico que codifica la forma nuclear de la ARN polimerasa de fago T7, especialmente
una que tiene la secuencia SEQ ID NO: 10.

Un vector de expresion de la invencion comprende un ADN solapado y un acido nucleico que codifica una proteina N
de un virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada. Un vector de este tipo puede ser el plasmido
HIV-1-TRIPAU3.CMV-N depositado en el CNCM el 14 de diciembre de 2006 con el numero [-3700, el cual es un
vector de expresion de VIH-1 que comprende un ADN solapado (TRIP), una LTR suprimida en el promotor y el
potenciador del dominio U3, un promotor CMV y un acido nucleico que codifica la proteina N de MV Schwarz,
especialmente una que tiene la secuencia SEQ ID NO: 12.

Un vector de expresion de la invencion comprende un ADN solapado y un acido nucleico que codifica una proteina P
de un virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada. Un vector de este tipo puede ser el plasmido
HIV-1-TRIPAU3-CMV-P depositado en el CNCM el 14 de diciembre de 2006, con el nimero 1-3701, el cual es un
vector de expresion de VIH-1 que comprende un ADN solapado (TRIP), una LTR suprimida en el promotor y el
potenciador del dominio U3, un promotor CMV y un acido nucleico que codifica la proteina P de MV Schwarz,
especialmente una que tiene la secuencia SEQ ID NO: 14.

Otro vector de expresion de la invencion comprende un acido nucleico que codifica una proteina L de un virus de
ARN de cadena negativa no segmentada. Dicho vector puede ser el plasmido pEMC-LSchw, depositado en el
CNCM el 18 de diciembre de 2007, bajo el numero 1-3881. Un acido nucleico particular que codifica una proteina L
es el uno que tiene SEQ ID NO: 19.

Los vectores CNCM [-3700 a 3703 mencionados anteriormente se contienen en la cepa de E. coli (JM109), cultivada
en medio LB complementado con ampicilina (100 pg/ml) a 37° C con agitacion.

La divulgacion describe cada uno y cualquier fragmento de nucleétido contenido en los polinucleétidos insertados en
los plasmidos depositados a los que se hace referencia en el presente documento y especialmente cada una y
cualquier region adecuada para disefiar el inserto, de acuerdo con la presente divulgacion. La divulgacion también
describe el uso de estos fragmentos para la construccion de plasmidos de la invencion.

Los cuatro plasmidos anteriores son ejemplos de vectores que pueden utilizarse en la recombinacion de células para
obtener células recombinantes de la invencién. Sin embargo, estos ejemplos no constituyen limitaciones de la
invencion; por lo tanto y como se ha descrito anteriormente, las proteinas N y P (o sus derivados funcionales)
pueden obtenerse a partir de cualquier virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada, la polimerasa
de T7 puede ser cualquier ARN polimerasa, el promotor CMV puede ser cualquier promotor, el ADN solapado TRIP
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puede ser cualquier ADN solapado y el vector de expresion de VIH-1 puede ser cualquier vector y particularmente
cualquier vector viral.

Otros vectores de expresion de la invencion comprenden un ADN solapado y un acido nucleico que codifica una
proteina L de un virus de ARN cadena de sentido negativo no segmentada o comprenden un ADN solapado y acido
o acidos nucleicos que codifican una ARN polimerasa del fago T7 o su forma nuclear (nIsT7), una proteina N de un
virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada y opcionalmente una proteina L de un virus de ARN de
cadena de sentido negativo no segmentada.

El término “vector de expresion” indica que, ademas de los elementos mencionados explicitamente, el vector
comprende todos los elementos necesarios para dirigir la expresion del acido o acidos nucleicos que codifican las
proteinas de interés (elementos reguladores de la expresion) y particularmente elementos reguladores de
trascripcion. “Elemento regulador de trascripcion” define cualquier region de ADN implicada en la regulacion de
trascripcion del acido o acidos nucleicos integrados en el genoma, e incluye un promotor, tal como CMV, EF1alfa o
mPGK (fosfoglicerato quinasa murina) o mas generalmente cualquier promotor adecuado para la inserciéon en un
vector retroviral, especialmente un vector lentiviral, potenciador o elementos reguladores de accién en cis. Estos
elementos y particularmente el promotor se eligen dependiendo de la naturaleza de las células recombinantes. La
determinacion del promotor adecuado, de acuerdo con el nivel de expresion buscado o con la célula recombinada,
es parte del conocimiento del experto en la materia. Se ha de mencionar que, cuando la célula recombinante
contiene varios acidos nucleicos heterélogos (también polinucledtidos designados) que codifican las proteinas de
interés, dichos elemento o elementos reguladores de trascripcion pueden ser Unicos para todos los acidos nucleicos
o compartidos por alguno de ellos o por el contrario cada acido nucleico puede estar asociado con un elemento
regulador de trascripcion. En el ultimo caso, los elementos reguladores de trascripcion pueden ser similares o
diferentes.

La presencia del ADN solapado, en todos los vectores utilizados en la etapa de recombinacion, lleva a la formacion
de una estructura triple de ADN (de tres cadenas) en la posicién del ADN solapado (la estructura de triplex que
consiste en la regiéon entre los dominios cPPT y CTS incluyendo el dominio CTS), posibilitando la importacion del
acido nucleico que porta el ADN solapado en los nucleos de la células (a través del poro de la membrana del nicleo)
y ademas la integracién en el genoma de esta célula. EI ADN solapado actua como un determinante de cis de la
importacion nuclear del vector. En un primer aspecto, la presencia del ADN solapado es de gran interés para la
recombinacion y la integracién del acido o acidos nucleicos en células que no se dividen, puesto que en ausencia de
division celular (y desintegracion de membrana), la importacion (y por tanto la integracion de acido(s) nucleicos en el
genoma de la célula) es identifica Unicamente como actividad residual; por lo tanto, los vectores que contienen el
ADN solapado son vectores retrovirales no replicativos capaces de transducir células que no se dividen. En un
segundo aspecto, la presencia del ADN solapado es también de gran interés para la recombinacion y la integracion
de acido nucleico en las células que se dividen, mejorando considerablemente el porcentaje de células en las cuales
se integra el acido nucleico que contiene el ADN solapado. La insercion de la secuencia de ADN solapado en un
vector de expresion, como se describe en la presente memoria descriptiva, aumenta de forma marcada la
transferencia de genes in vitro e in vivo mediante la estimulacion de la importacion nuclear del vector de ADN (Sirven
y col., 2001, Zennou y col., 2001). Los vectores de VIH que incluyen la secuencia de ADN solapado (vectores TRIP)
son capaces de transducir las células B y T primarias, macrofagos, células dendriticas, etc. con una eficacia diez
veces mas elevada que otros vectores de VIH que carecen del ADN solapado. Puede obtenerse una transduccion
del 80-90 % de células de forma rutinaria.

A continuacién de la recombinacién por el vector o vectores que contienen un ADN solapado y acido o acidos
nucleicos que codifican las al menos tres proteinas de interés y la integracion de estos acidos nucleicos en el
genoma, las células recombinantes producen de manera estable la ARN polimerasa del fago T7 o su forma nuclear
(nIsT7), la proteina N y la proteina P.

Los vectores de expresion de la invencion, utilizados para obtener las células recombinantes de la presente
invencion, son vectores virales y particularmente vectores de expresion viral, tales como derivados retrovirales,
especialmente vectores derivados de lentivirales, tales como vectores derivados de VIH-, FIV- o SIV-. Mas
particularmente, el vector derivado de lentiviral es un vector derivado de lentiviral humano tal como un vector de
expresion de VIH, particularmente vector derivado de VIH-1 o VIH-2. En una realizacion preferida, el vector viral es
un vector de expresion de VIH que comprende un ADN solapado como se ha descrito anteriormente y al menos un
acido nucleico que codifica las al menos tres proteinas de interés. Los vectores de VIH son vectores retrovirales de
reemplazo clasicos en los cuales sustancialmente las secuencias virales codificantes completas se reemplazan por
la secuencia que se tiene que transferir. Por lo tanto, los vectores de VIH expresan solamente los acidos nucleicos
heterdélogos contenidos entre las dos LTR de VIH o LTR mutadas y bajo el control del ADN solapado. Por tanto,
estos vectores pueden alojar polinucledtidos grandes que tienen hasta 5-6 kb. Una realizacion particular de la
invencion es un virus de expresion de VIH como se ha descrito anteriormente y mas particularmente un vector de
expresion de VIH-1, donde una LTR de VIH-1 se elimina para el promotor y el potenciador del dominio U3 (AU3). Se
ha demostrado previamente que esta supresion particular aumenta la expresion de los acidos nucleicos contenidos
en el vector y particularmente cuando se asocian con un promotor.
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En una realizaciéon particular, la célula recombinante de la invencién se puede obtener por recombinacién de su
genoma con los plasmidos HIV-1-TRIPAU3.CMV-T7, HIV-1-TRIPAU3.CMV-N y HIV-1-TRIPAU3.CMV.P o con los
plasmidos HIV-1-TRIPAU3.CMV-nIsT7, HIV-1-TRIPAU3.CMV-N y HIV-1-TRIPAU3.CMV-P.

Las células de la invencion pueden ser células procariotas o eucariotas, particularmente células de animales o
plantas y mas particularmente células de mamifero tales como células humanas o células de mamifero no humanas.
En una realizacion particular, las células, antes de la recombinacién de su genoma, se aislan bien sea a partir de un
cultivo primario o de una linea de células. Las células de la invencién pueden ser células que se dividen o células
que no se dividen. Un ejemplo de células que pueden recombinarse para proporcionar las células recombinantes de
la invencion son las células HEK 293 (rifidn embrionario humano), linea de células 293 que esta depositada en la
ATCC con el nimero CRL-1573. En una realizacion particular, las células humanas no son células germinales y/o
células madre embridnicas.

Las células recombinantes de la invencion pueden ser la linea de células 293-T7-NP depositada en el CNCM (Paris,
Francia) el 14 de junio de 2006 con el numero 1-3618, es decir, células HEK-293 recombinadas con los plasmidos
HIV-1-TRIPAU3.CMV-T7, HIV-1-TRIPAU3.CMV-N y HIV-1-TRIPAU3.CMV-P. Otro ejemplo de células recombinantes
de la invencion es la linea de células 293-nIsT7-NP MV depositada en el CNCM el 4 de agosto de 2006, con el
numero [-3662, es decir las células HEK-293 recombinadas con plasmidos HIV-1-TRIPAU3.CMV-niIsT7, HIV-1-
TRIPAU3.CMV-N y HIV-1-TRIPAU3.CMV-P.

En una realizacion adicional de la invencién, las células recombinantes de la invencién se recombinan
adicionalmente por un vector de expresion que comprende un acido nucleico que codifica una proteina larga de ARN
polimerasa (L) de un virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada. La expresion de la proteina L
puede ser temporal y dirigida por un plasmido que no contiene un ADN solapado o al contrario puede ser estable y
dirigida por un vector que contiene un ADN solapado como se ha definido anteriormente. La recombinacion por un
plasmido o vector que porta la al menos una copia del acido nucleico que codifica la proteina L puede ser simultanea
o posterior a la recombinacién por el vector o vectores que contienen la secuencia o secuencias codificantes de la
ARN polimerasa del fago T7 o su forma nuclear (nIsT7), la proteina N y la proteina P.

Por lo tanto, la presente invencion también se refiere a una célula recombinante de la invencién que comprende
también integrada en su genoma al menos una copia de una secuencia de nucleétidos que codifica una proteina L
de un virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada.

La proteina L se obtiene a partir de cualquier virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada
mencionado en la Tabla 1. En una realizacién particular, la proteina L es del mismo virus de ARN de cadena de
sentido negativo no segmentada que la proteina N y/o la proteina P y particularmente de la misma cepa de virus. En
otra realizacion, la proteina L es de un virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada diferente a la
proteina N y/o proteina P.

En una realizacién particular, la proteina L es de un virus Paramyxoviridae, preferentemente un virus
Paramyxovirinae y mas preferentemente un virus Morbillivirus. Un ejemplo de Morbillivirus es el virus de Sarampion
(MV), en particular una cepa no inmunosupresora atenuada, por ejemplo una cepa aprobada para una vacuna y
especialmente la cepa Schwarz MV o incluso la cepa Edmonston (Ed). Una proteina L particular es la del virus MV
(SEQ ID NO: 16) o la una codificada por la secuencia insertada en el plasmido pEMC-LSchw y especialmente la
secuencia encontrada entre los nucledtidos 1425 y 7976 de SEQ ID NO: 19.

En una realizacion particular, la secuencia de la proteina L no debe estar modificada con relaciéon a la proteina L de
tipo silvestre y debe ser funcional, es decir permitir la produccién de particulas o virus cuando se transcomplementa
con las proteinas N y P y una polimerasa de T7 en una célula hospedadora. Una prueba para determinar la
funcionalidad eficaz de un clon que porta la proteina L se lleva a cabo por transfecciéon de una célula competente
con vector o vectores que codifican la proteina N, la proteina P y polimerasa de T7 (o nIsT/), un vector que codifica la
proteina L que se tiene que ensayar y un minigenoma que comprende un lider, un promotor, un gen informador (tal
como GFP) y un remolque. La funcionalidad del clon L se revela por la produccién de particulas que expresan el gen
informador.

La presente invencion también describe el genoma de una célula recombinante de acuerdo con la presente memoria
descriptiva recombinada adicionalmente con un clon de ADNc de cadena de sentido negativo no segmentada de un
virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada, es decir la cadena (+) de ARN antigendmica del
genoma de virus. “ADNc” utilizado para la descripcion de la secuencia de nucleétidos de la molécula de la invencién
se refiere simplemente al hecho de que originalmente dicha molécula se obtiene por trascripcion inversa del genoma
de ARN gendmico (-) de particulas virales de un virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada,
particularmente del virus de sarampién y mas preferentemente el genoma de ARN gendmico (-) de longitud completa
de particulas virales de un virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada. Esto no debe considerarse
una limitacién de los métodos utilizados para la preparacién de este clon de ADNc. Por tanto, la invencién abarca,
dentro del término “ADNc”, cualquier ADN siempre que tenga la secuencia de nucleétidos definida anteriormente.
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Los acidos nucleicos purificados, incluyendo el ADN o plasmidos estan dentro del significado de ADNc de acuerdo
con la invencidon, siempre que el acido nucleico especialmente ADN cumpla con las definiciones definidas
anteriormente.

En una realizacion particular, el clon de ADNc de un virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada
contiene, cadena arriba de las secuencias virales, elementos reguladores de trascripcion. En una realizacion
preferida, estos elementos son los mismos que los ubicados en el vector o vectores de expresién que comprenden
las proteinas N, P y/o L descritas anteriormente. El elemento es un promotor de ARN polimerasa de T7.

En una realizacion, el clon de ADNc de un virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada es del
mismo virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada que la proteina N y/o la proteina P y/o la
proteina L y particularmente de la misma cepa de virus. En otra realizacion, el clon de ADNc de un virus de ARN de
cadena de sentido negativo no segmentada es de un virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada
diferente que la proteina N y/o la proteina P y/o la proteina L.

En una realizacion particular, el clon de ADNc es de un virus de ARN de cadena de sentido negativo no
segmentada, tal como un virus Paramyxoviridae, preferentemente un virus Paramyxovirinae y mas preferentemente
un virus Morbillivirus. Un ejemplo de Morbilllivirus es el virus de Sarampion (MV), en particular una cepa no
inmunosupresora atenuada, por ejemplo una cepa aprobada para una vacuna y especialmente la cepa Schwarz MV
o la cepa Edmonston (Ed). Ademas, la secuencia de nucleétidos del clon de ADNc de cadena de sentido negativo no
segmentada puede modificarse en comparacion con la cepa o virus de tipo silvestre, tal como se define mas
adelante.

La invencién también se refiere a cultivos de células en donde dichas células son las que se definen en las
reivindicaciones y particularmente cultivos de células que producen de manera estable una ARN polimerasa del fago
T7 o su forma nuclear (nIsT7), una nucleoproteina (N) de un virus de ARN de cadena de sentido negativo no
segmentada y una fosfoproteina (P) de un virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada o derivados
funcionales de las mismas como se define en la reivindicacién 1. En otra realizacion, la invencion también se refiere
a cultivos de células que producen de manera estable una ARN polimerasa del fago T7 o su forma nuclear (niIsT7),
una proteina N de un virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada y una proteina P de un virus de
ARN de cadena de sentido negativo no segmentada o derivados funcionales de las mismas como se define en la
reivindicacion 1 y que producen, de manera estable o transitoria una proteina L de un virus de ARN de cadena de
sentido negativo no segmentada.

En una realizacion, el cultivo de células que se tienen que recombinar es un cultivo primario, es decir un cultivo
preparado a partir de células o tejidos obtenidos directamente de un animal (opcionalmente no humano) o una
planta. En otra realizacion, el cultivo de células que se tienen que recombinar es una linea celular, es decir una
poblacién de células que se producen como resultado del primer sub-cultivo de un cultivo primario o de un pasaje en
serie posterior de las células.

En otro aspecto, la presente invencion también se refiere a diversos métodos para producir virus infeccioso,
recombinante, de cadena de sentido negativo no segmentada, utilizando las células de la invencion.

Un primer método para producir virus de cadena de sentido negativo no segmentada infeccioso, recombinante
comprende o consiste en:

a. recombinacion adicional del genoma de una célula recombinante o cultivo de células como se define en las
reivindicaciones, con un clon de ADNc de un virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada y con
un vector de expresion que comprende un acido nucleico que codifica una proteina larga de ARN polimerasa (L)
de un virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada,

b. transferencia de una célula recombinante o cultivo de células recombinantes en células con capacidad para
mantener la replicacion y produccion de virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada, y

c. recuperacion del virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada infeccioso, recombinante a
partir del co-cultivo de la etapa b.

Un segundo método de acuerdo con la invencion es un método para producir un virus de ARN de cadena de sentido
negativo no segmentada infeccioso, recombinante, que comprende o consiste en:

a. recombinacion adicional del genoma de una célula recombinante o cultivo de células como se define en las
reivindicaciones, con un clon de ADNc de un virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada y con
un vector de expresion que comprende un acido nucleico que codifica una proteina larga de ARN polimerasa (L)
de un virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada, y

b. recuperacion del virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada infeccioso, recombinante a
partir de la célula recombinante o cultivo de células recombinantes.
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Como se usa en el presente documento, “recombinar’ significa introducir al menos un polinucleétido en una célula,
por ejemplo en forma de vector, integrandose dicho polinucleétido (completamente o parcialmente) o sin integrarse
en el genoma de la célula (como se ha definido anteriormente). De acuerdo con una realizacion particular la
recombinacién puede obtenerse con un primer polinucleétido el cual es un clon de ADNc de un virus de ARN de
cadena de sentido negativo no segmentada, cuya definicion, naturaleza y modificaciones opcionales se describen en
otra parte en la presente memoria descriptiva. La recombinacion puede, también o como alternativa, incluir introducir
un polinucledtido el cual es un vector que codifica una proteina larga de ARN polimerasa (L) de un virus de ARN de
cadena de sentido negativo no segmentada, cuya definicion, naturaleza y estabilidad de expresion se han descrito
en el presente documento.

En estos métodos, la célula recombinante o un cultivo de células recombinantes que producen de manera estable
una ARN polimerasa del fago T7 o su forma nuclear (nlsT7), una nucleoproteina (N) de un virus de ARN de cadena
de sentido negativo no segmentada y una fosfoproteina de co-factor de polimerasa (P) de un virus de ARN de
cadena de sentido negativo no segmentada es una célula como se define en las reivindicaciones o un cultivo de
células como se define en las reivindicaciones, es decir, son células recombinantes en la medida en que se han
modificado mediante la introduccién de uno o mas polinucleétidos como se ha definido anteriormente. En una
realizacién particular de la invencion, la célula o cultivo de células, que producen de manera estable la ARN
polimerasa del fago T7 o su forma nuclear (nIsT7), las proteinas N y P, no producen la proteina L de un virus de
ARN de cadena de sentido negativo no segmentada o no producen de manera estable la proteina L de un virus de
ARN de cadena de sentido negativo no segmentada, por ejemplo, que posibilita la expresidon o produccion
transitoria.

“Transferencia” como se usa en el presente documento se refiere a la siembra en placas de las células
recombinantes en un tipo de célula diferente y particularmente en monocapas de un tipo de célula diferente. Estas
células tienen capacidad para mantener tanto la replicacién como la produccién de virus de ARN de cadena de
sentido negativo no segmentada infeccioso, recombinante, es decir, respectivamente la formacion de virus
infecciosos dentro de la célula y posiblemente la liberacién de estos virus infecciosos fuera de las células. Esta
transferencia da como resultado el co-cultivo de las células recombinantes de la invencién con células competentes
como se define en la frase anterior. La transferencia puede ser un paso adicional, es decir un paso opcional, cuando
las células recombinantes no son cultivos eficaces productores de virus, es decir que los virus infecciosos no se
pueden recuperar eficazmente de estas células recombinantes. Este paso se introduce después de la recombinacion
adicional de células recombinantes de la invencién con un clon de ADNc de un virus de ARN de cadena de sentido
negativo no segmentada y opcionalmente un vector que comprende un acido nucleico que codifica una proteina
larga de ARN polimerasa (L) de un virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada.

En una realizacién particular de la invencion, se requiere una etapa de transferencia puesto que las células
recombinantes, habitualmente elegidas por su capacidad de recombinarse facilmente no son lo suficientemente
eficaces para el mantenimiento y la produccién de virus infecciosos recombinantes. En dicha realizacion, la célula o
cultivo de células de la etapa a. de los métodos definidos anteriormente es una célula recombinante o cultivo de
células recombinantes de acuerdo con la invencién, particularmente células HEK-293 recombinantes tales como la
linea de células 293-T7-NP depositada en el CNCM el 14 de junio de 2006 con el numero 1-3618 o la linea de
células 293-nIsT7-NP MV depositada en el CNCM el 4 de agosto de 2006 con el nimero |-3662.

Las células competentes para mantener la replicacion y produccion de un virus de ARN de cadena de sentido
negativo no segmentada pueden ser cualquier tipo de células que se pueden co-cultivar con las células
recombinantes de la invencidon pero no necesariamente células del mismo Reino, Phylum, Clase, Orden, Familia,
Género o Especie. Los ejemplos de células competentes son las células Vero (riidn de mono verde africano) o
células CEF (fibroblastos embrionarios de pollo). Las células CEF pueden prepararse a partir de huevos de pollo
fertilizados como se obtienen por EARL Morizeau (8, rue Moulin, 28190 Dangers, Francia) o de cualquier otro
productor de huevos de gallina fertilizados o a partir de células MRC5 (ATCC CCL171, fibroblasto de pulmon).

En otra realizacion de la invencion, la etapa de transferencia no es necesaria y por lo tanto no se lleva a cabo. Esta
es una de las ventajas de la presente invencion para proporcionar un método para producir virus de ARN de cadena
de sentido negativo no segmentada infecciosos, recombinantes que es facil de llevar a cabo, mas rapido y mas
barato que los métodos convencionales que permiten la recuperacién de virus infecciosos recombinantes libres de
contaminantes. Esto se puede conseguir con las células recombinantes de la invencion que tienen las caracteristicas
de:

- producir de manera estable una ARN polimerasa del fago T7 o su forma nuclear (nlsT7), una nucleoproteina (N)
de un virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada y una fosfoproteina (P) de un virus de ARN
de cadena de sentido negativo no segmentada como se define en las reivindicaciones, y

- a partir de los cuales se pueden recuperar de manera eficaz los virus infecciosos recombinantes, sin
contaminaciones por virus no deseados y/u otros tipos de células.

La “recuperacioén de virus recombinantes infecciosos” como se usa en el presente documento se refiere a cualquier
medio, por el cual los virus infecciosos, producidos por las células, se liberan a partir de las células y se aislan a

13



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 686 168 T3

partir de las células cultivadas. La recuperacion se dice que es “directa” cuando los virus recombinantes infecciosos
se recuperan a partir de las células recombinantes de la invencién, sin involucrar otro tipo de célula o células. Por el
contrario, la recuperacion se dice que es “indirecta” cuando los virus infecciosos recombinantes se recuperan a
través de otros tipos de células diferentes a las células recombinantes de la invencion. Como se ha mencionado
anteriormente, la presente invencién es la primera en informar la recuperacion directa del virus de ARN de cadena
de sentido negativo no segmentada infeccioso, recombinante.

En métodos particulares de la invencién, la etapa de recombinaciéon no comprende las etapas de recombinacion de
una célula o un cultivo de células que producen de manera estable una ARN polimerasa del fago T7 o su forma
nuclear (nIsT7), una nucleoproteina (N) de un virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada y una
fosfoproteina de co-factor de polimerasa (P) de un virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada
como se define en la reivindicacién 1, con un vector que comprende un acido nucleico que codifica una proteina
larga de ARN polimerasa de un virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada. En este caso, las
células recombinantes de la invencion se han seleccionado por su capacidad de expresar la proteina L y
especialmente se han recombinado previamente con un vector que comprende un acido nucleico que codifica una
proteina larga de ARN polimerasa (L), integrandose el acido nucleico que codifica la proteina L en el genoma de
célula o no.

Cuando los vectores adecuados que portan proteinas complementarias (no-P, no-L o no-N o no ARN polimerasa)
pueden opcionalmente utilizarse en los métodos de la invencion, particularmente cuando se utiliza un genoma o un
clon de ADNc donde se han suprimido estas proteinas. Tales proteinas accesorias son la proteina C, la proteina V,
la proteina NS1, la proteina NS2, la proteina M, la proteina M2 y/o las proteinas SH. El vector o vectores que
contienen las secuencias codificantes de estas proteinas accesorias pueden opcionalmente comprender un ADNc
solapado como se ha definido anteriormente.

La estabilidad de la produccién de ARN polimerasa del fago T7 o su forma nuclear (nIsT7), la proteina N y la
proteina P en las células recombinantes de la invencion tiene algunas ventajas de acuerdo con los métodos
anteriormente descritos en la técnica:

- el método de la invencion no necesariamente comprende una etapa de transferencia;

- el método no comprende la etapa de choque de calor como se informa en Parks y col. (1999). De hecho, se ha
demostrado que esta etapa mejora la eficacia de la sintesis de las proteinas N o P virales, asi como ARN
polimerasa, proteinas que son sintetizadas a partir de acidos nucleicos portados por plasmidos. En la presente
invencion, sin embargo, los acidos nucleicos se integran en el genoma celular y se ha demostrado que la
expresion de estas proteinas es estable, y/o a un nivel adecuado para iniciar la encapsidacién de novo.

- el método produce grandes cantidades de virus infecciosos, puesto que la produccion de la ARN polimerasa del
fago T7 o su forma nuclear (nIsT7), proteina N y proteina P es estable y no depende de su expresioén a partir de
los plasmidos. Por lo tanto, aproximadamente 100-400 de 10° células recombinadas transmiten virus infecciosos
después de la recombinacion (ntimero de acontecimientos de rescate). Esto es mucho mayor a 1-6 de 10°
células transfectadas obtenidas con el método de Radecke y col (1995). En una realizacion particular del método,
el numero de acontecimientos de rescate, para 10° células recombinadas es mas de 20, mas de 50, mas de 100,
mas de 200, mas de 300, mas de 400 o mas de 500.

Finalmente, otra ventaja de la invencion es la gran variedad de células que pueden recombinarse y utilizarse para
llevar a cabo la invencion. De hecho, las células recombinantes pueden ser cualquier célula eucariota,
particularmente cualquier célula de mamifero, bien sea una célula no-humana o una célula humana. En una
realizacion particular, las células recombinantes de la invencién son fibroblastos humanos, especialmente la linea de
células MRCS5 (fibroblastos de pulmén humano). La invencion es particularmente Util para células que no se dividen.

De acuerdo con la invencion, el clon de ADNc de un virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada es
de un virus MV, en particular un virus atenuado en particular una cepa no inmunosupresora atenuada, por ejemplo,
una cepa aprobada para una vacuna, tal como la cepa Schwarz MV. Un clon de ADNc es una secuencia de ADN
que codifica el antigenoma de longitud completa de un virus de ARN de cadena negativa no segmentada.

En una realizacién particular de la invencion, las proteinas N, P y L, asi como el clon de ADNc son del mismo virus,
que puede ser cualquier virus de la Tabla I, particularmente un virus MV como se ha descrito anteriormente, tal como
la cepa Schwarz MV del virus de sarampion. Las secuencias de nucleétidos de la cepa Edmonston B. y la cepa
Schwarz se han descrito en el documento W098/13505. Independientemente de la naturaleza de las proteinas N, P
y L y el clon de ADNc del virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada, la ARN polimerasa es la
ARN polimerasa de T7. Una secuencia de ADNc particular es la secuencia del ADNc de la cepa Schwarz como se
define en la SEQ ID NO: 18. Un ADNc de este tipo puede obtenerse a partir de pTM-MVSchw, que es un plasmido
obtenido a partir de Bluescript que contiene la secuencia completa del virus de sarampién, cepa Schwarz de vacuna,
bajo el control del promotor de la ARN polimerasa de T7. Su tamafio es de 18967nt.

Como alternativa, el clon de ADNc de un virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada se obtiene a
partir de cualquier virus de la Tabla I. Un virus de sarampién recombinante particular a partir del cual se obtiene un
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clon de ADNc es la cepa Schwarz y especialmente una cepa Schwarz de vacuna aprobada, tal como la producida
bajo la marca Rouvax, disponible de Aventis Pasteur (Francia).

Una “cepa atenuada” se define en el presente documento como una cepa que no es virulenta o menos virulenta que
la cepa parental en el mismo hospedador, manteniendo la inmunogenicidad y posiblemente la adyuvanticidad
cuando se administra en un hospedador, es decir, preservando los epitopos de linfocitos T y B inmunodominantes y
posiblemente la adyuvanticidad tal como la induccién de proteinas coestimuladoras de linfoctitos B o la citocina IL-
12. En una realizacién particular, la cepa atenuada es una “cepa vacuna aprobada’, es decir, una cepa certificada
para su uso en la producciéon de vacunas por una autoridad de la salud nacional o regional que tiene garantizada
una aprobacion de mercado para este producto (designacion legal). En consecuencia, una “cepa vacuna aprobada’
se ha demostrado ser segura, estable y capaz de proporcionar proteccion eficaz (inmunogenicidad y
adyuvanticidad). La estabilidad de una cepa se mide evaluando que las propiedades de la cepa se mantengan
sustancialmente sin cambios tras numerosos pasajes en la misma linea celular certificada.

“Obtenido a partir de” como se usa en el presente documento significa cualquier clon de ADNc cuya secuencia de
nucledtidos esta modificada en comparacién con un virus o cepa de tipo silvestre. Esta modificacién puede ser al
menos una sustitucion, supresion o insercion en la secuencia de nucleétidos y particularmente en la secuencia
codificante de una proteina del virus o cepa. En otra realizacién, la secuencia de nucleétidos se modifica mediante la
insercion de al menos un acido o acidos nucleicos heterdlogos, es decir, una secuencia que no esta presente
naturalmente en el virus o la cepa en la cual se inserta el al menos un acido o acidos nucleicos o una secuencia que
no se obtiene a partir de los antigenos del virus de sarampion. Ademas, el clon de ADNc se puede modificar
mediante la supresion de parte o partes del genoma viral de tipo silvestre y la insercion de acidos nucleicos
heterdlogos.

En una realizaciéon preferida, se sefiala que el clon de ADNc obtenido, que consiste o que comprende uno o varios
acido o acidos nucleicos heterélogos, cumple con la denominada regla de 6. Por lo tanto, el clon de ADNc obtenido
es de longitud polihexamérica, es decir multiplo de seis. Este requisito se logra especialmente para clones de ADNc
derivados de Paramyxoviridae, en particular virus del sarampion. Algunos virus de ARN de cadena negativa no
segmentada no cumplen esta regla, como se sabe a partir de la persona experta en la materia.

Cualquier acido nucleico heterélogo se puede insertar en la secuencia de nucleétidos del clon de ADNc, siempre y
cuando la insercién no evite la produccion de virus de cadena de sentido negativo no segmentada infeccioso (sitios
permisivos). En una realizacion particular, la insercion o eliminacion del genoma viral nativo proporciona un
polinucledtido el cual es un multiplo de seis. De esta manera, aun si la longitud del genoma no es un multiplo de
seis, la modificacion consiste en seis o un multiplo de seis supresiones y/o inserciones.

Por lo tanto, las secuencias de acido nucleico heterélogo pueden codificar uno o varios péptidos capaces de
provocar una respuesta inmune humoral y/o celular (tal como la respuesta CTL o CD4) en un huésped determinado,
frente al organismo u organismos especialmente los organismos patégenos, por ejemplo el virus, especialmente
retrovirus, flavivirus o coronavirus, de la bacteria o parasitos a partir de los cuales se originan. Por consiguiente, la
secuencia de aminoacidos de este péptido es una que comprende al menos un epitopo de un antigeno,
especialmente un epitopo conservado, epitopo que esta expuesto de forma natural en un antigeno o se obtiene o
esta expuesto como resultado de una mutacion o modificacion o combinacion de antigenos. Los acidos nucleicos
heterdélogos, que pueden insertarse en los clones de ADNc, codifican especialmente antigenos estructurales
(incluyendo fragmentos antigénicos de los mismos o derivados de dichos antigenos o fragmentos) de virus que
incluyen retrovirus tales como retrovirus humanos especialmente lentivirus, en particular VIH-1 o VIH-2, flavivirus o
envuelta de coronavirus, tal como un antigeno de envuelta o capside. Particularmente, tales antigenos son
especialmente de envueltas de virus de SIDA que incluyen VIH-1 o VIH-2, de la capside de VIH o de envueltas del
Virus de la Fiebre Amarilla o envueltas del Virus del Nilo Occidental o de envueltas del virus de Dengue (DV),
envueltas del virus de encefalitis japonesa (JEV) o envuelta del coronavirus asociado con SARS. Sin embargo, otros
antigenos retrovirales, flavivirales o de coronavirus se pueden utilizar de forma provechosa, con el fin de obtener
virus de sarampion recombinantes capaces de provocar anticuerpos frente a dichos retrovirus o flavivirus, y/o
capaces de provocar la produccién de anticuerpos neutralizados frente a retrovirus o flavivirus. En otra realizacion, el
péptido codificado o incluido por las secuencias de acido nucleico es antigeno tumoral o un antigeno expresado
especificamente en la superficie de célula de las células de cancer. De acuerdo con otra realizacién de la invencién,
las secuencias codifican multiepitopos o antigenos que como alternativa o adicionalmente provocan una respuesta
inmune celular frente a retrovirus o flavivirus.

Provechosamente, los virus de sarampién recombinantes producidos por el método de la invencion pueden también
provocar una respuesta inmune humoral y/o celular frente a virus de sarampién. Sin embargo esta respuesta es no
obligatoria siempre que se obtenga, de hecho, la respuesta inmune frente al epitopo o multiepitopos o antigenos
descritos anteriormente.

En una realizacion preferida de la invencion, el acido nucleico heterdlogo codifica una proteina a partir de un

retrovirus de VIH, particularmente un antigeno de envuelta de VIH y especialmente un péptido derivado de una
proteina o glicoproteina de envuelta de VIH-1 o VIH-2. Los antigenos de interés a este respecto son especialmente
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gp160, gp120 y gp41 de VIH-1 o gp140, GAG o TAT de VIH-1. En una realizacién particular de la invencion, la
secuencia de aminoacidos heterdloga se obtiene a partir de un gp160, gp120 de VIH-1 0 gp140, GAG o TAT de VIH-
1 recombinantes.

En otra realizacion, los bucles V1, V2 y/o V3 del antigeno gp120 (o gp160) se suprimen o se suprimen parcialmente,
individualmente o en combinacién de manera que los epitopos conservados se exponen en el antigeno gp120
recombinante obtenido. Los bucles V1, V2 y V3 del antigeno gp120 (o gp160) de VIH-1 se han descrito
especialmente en Fields virology (Fields B.N. y col. Lippincott Raven publishers 1996, pags. 1953-1977).

En otra realizacion, el acido nucleico heterélogo codifica un péptido que se obtiene a partir del antigeno gp120 (o
gp160) de VIH-1, en donde los bucles V1, V2 y/o V3 del antigeno gp120 (o gp160) se sustituyen o se sustituyen en
parte, individualmente o en combinacion, de manera que los epitopos conservados se exponen en el antigeno gp120
(o gp160) recombinante obtenido.

En otra realizacion, el acido nucleico heterdlogo codifica un péptido que se obtiene a partir de un antigeno de
envuelta de VIH-1, especialmente se obtiene a partir del antigeno gp120 de manera que los bucles V1 y V2 se
suprimen y el bucle V3 se sustituye por la secuencia AAELDKWASAA.

En ofra realizacion, el acido nucleico heterélogo codifica un péptido que es gp160AV3, gp160AV1V2,
gp160AV1V2V3, gp140AV3, gp140AV1V2, gp140AV1V2V3.

Los clones de ADNCc preferidos que contienen epitopos de VIH, WNV, YFV, DV o JEV son vectores definidos en la
Tabla Il depositados en el CNCM (Coleccién Nacional de Cultivo de Microorganismos — Institut Pasteur-Paris,
Francia) y cuyas caracteristicas se proporcionan a continuacion.

Tabla ll: Cepa a partir de la cual se | Nombre del vector Numero de Fecha de

obtiene la secuencia depésito depésito
pMV2(EdB)gp160[delta]V3HIV89.6P CNCM [-2883
pMV2(EdB)gp160HIV89.6P CNCM [-2884
pMV2(EdB)gp140HIV89.6P CNCM [-2885
pMV3(EdB)gp140[delta]V3HIV89.6P CNCM [-2886
pMV2(EdB)-NS1YFV17D CNCM [-2887
pMV2(EdB)-EnvYFV17D CNCM [-2888
pTM-MVSchw2-Es(WNV) CNCM [-3033
pTM-MVSchw2-GFPbis CNCM I1-3034
pTM-MVSchw2- CNCM I-3035
p17p24[deltalmyr(HIVB)
pTM-MVSchw3-Tat(HIV89-6p) CNCM 1-3036
pTM-MVSchw3-GFP CNCM [-3037
pTM-MVSchw2-Es(YFV) CNCM 1-3038
pTM-MVSchw2- CNCM [-3054
gp140[delta]V1V2V3(HIV89-6)
pTM-MVSchw2-gp140[delta] V3(HIV89- | CNCM I-3055
6)
pTM-MVSchw2- CNCM [-3056
gp160[delta]V1V2V3(HIV89-6)
pTM-MVSchw2- CNCM [-3057
gp160[delta]V1V2(HIV89-6)
pTM-MVSchw2-GagSIV239p17- CNCM [-3058
p24[delta]myr-3-gp140(HIV89-6)
pTM-MVSchw2[EDIII+M™*WNV(IS- CNCM 1-3440
98-ST1)
pTM- CNCM [-3442
MVSchw?2[EDIlI+apoptoM]DV1(FGA89)
pTM-MVSchw2[EDIIIJEV(Nakayama) CNCM [-3441

[-2883 (pMV2(EdB)gp160[delta]V3HIV89.6P) es un plasmido obtenido de Bluescript que contiene la secuencia
completa del virus de sarampién (cepa B Edmonston), bajo el control del promotor de ARN polimerasa de T7 y que
contiene el gen del gp160AV3+ELDKWAS de la cepa 89.6P del virus SVIH insertado en un ATU en posicién 2 (entre
los genes N y P del virus de sarampion). El tamafio del plasmido es 21264 nt.
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[-2884 (pMV2(EdB)gp160HIV89.6P) es un plasmido obtenido de Bluescript que contiene la secuencia completa del
virus de sarampion (cepa B Edmonston), bajo el control del promotor de ARN polimerasa de T7 y que contiene el
gen de gp160 de la cepa 89.6P del virus SVIH insertado en un ATU en posicion 2 (entre los genes N y P del virus de
sarampion). El tamafio del plasmido es 21658 nt.

[-2885 (pMV2(EdB)gp140HIV89.6P) es un plasmido obtenido de Bluescript que contiene la secuencia completa del
virus de sarampion (cepa B Edmonston), bajo el control del promotor de ARN polimerasa de T7 y que contiene el
gen de gp140 de la cepa 89.6P del virus SVIH insertado en un ATU en posicion 2 (entre los genes N y P del virus de
sarampion). El tamafio del plasmido es 21094 nt.

[-2886 (pMV3(EdB)gp140[delta]V3HIV89.6P) es un plasmido obtenido de Bluescript que contiene la secuencia
completa del virus de sarampion (cepa B Edmonston), bajo el control del promotor de ARN polimerasa de T7 y que
contiene el gen de gp140AV3(ELDKWAS) de la cepa 89.6P del virus SVIH insertado en un ATU en posicion 2 (entre
los genes N y P del virus de sarampion). El tamafio del plasmido es 21058 nt.

[-2887 (pMV2(EdB)-NS1YFV17D) es un plasmido obtenido de Bluescript que contiene la secuencia completa del
virus de sarampion (cepa B Edmonston), bajo el control del promotor de ARN polimerasa de T7 y que contiene el
gen NS1 del virus de fiebre amarilla (YFV 17D) insertado en un ATU en posicion 2 (entre los genes N y P del virus
de sarampion). El tamafio del plasmido es 20163 nt.

[-2888 (pMV2(EdB)-EnvYFV17D) es un plasmido obtenido de Bluescript que contiene la secuencia completa del
virus de sarampion (cepa B Edmonston), bajo el control del promotor de ARN polimerasa de T7 y que contiene el
gen Env del virus de la fiebre amarilla (YFV 17D) insertado en un ATU en posicién 2 (entre los genes N y P del virus
de sarampion). El tamafrio del plasmido es 20505 nucledtidos.

[-3033 (pTM-MVSchw2-Es(WNV) es un plasmido obtenido de Bluescript que contiene una secuencia de ADNc del
genoma infeccioso completo del virus de sarampion (cepa Schwarz), bajo el control del promotor de ARN polimerasa
de T7 y que expresa el gen de la envuelta secretada, (E) del virus del Nilo Occidental (WNV), insertado en un ATU.

[-3034 (pTM-MVSchw2-GFPbis) es un plasmido obtenido de Bluescript que contiene una secuencia de ADNc del
genoma infeccioso completo del virus de sarampion (cepa Schwarz), bajo el control del promotor de ARN polimerasa
de T7 y que expresa el gen del GFP insertado en un ATU.

[-3035 (pTM-MVSchw2-p17p24[deltalmyr(HIVB)) es un plasmido obtenido de Bluescript que contiene una secuencia
de ADNc del genoma infeccioso completo del virus de sarampién (cepa Schwarz), bajo el control del promotor de
ARN polimerasa de T7 y que expresa el gen del gen gag que codifica proteinas p17p24Amyr del virus HIVB
insertado en un ATU.

[-3036 (pTMVSchw3-Tat(HIV89-6p) es un plasmido obtenido de Bluescript que contiene una secuencia de ADNc del
genoma infeccioso completo del virus de sarampion (cepa Schwarz), bajo el control del promotor de ARN polimerasa
de T7 y que expresa el gen del gen Tat de la cepa del virus 89.6P insertado en un ATU.

[-3037 (pTM-MVSchw3-GFP) es un plasmido obtenido de Bluescript que contiene una secuencia de ADNc del
genoma infeccioso completo del virus de sarampion (cepa Schwarz), bajo el control del promotor de ARN polimerasa
de T7 y que expresa el gen del gen GFP insertado en un ATU que tiene una supresion de un nucleoétido.

[-3038 (pTM-MVSchw2-Es) (YFV) es un plasmido obtenido de Bluescript que contiene una secuencia de ADNc del
genoma infeccioso completo del virus de sarampion (cepa Schwarz), bajo el control del promotor de ARN polimerasa
de T7 y que expresa el gen de la proteina secretada del virus de Fiebre Amarilla (YFV) insertado en un ATU.

[-3054 (pTM-MVSchw2-gp140 [delta] V1 V2 V3 (HIV89-6)) es un plasmido obtenido de Bluescript que contiene una
secuencia de ADNc del genoma infeccioso completo del virus de sarampion (cepa Schwarz), bajo el control del
promotor de ARN polimerasa de T7 y que expresa el gen que codifica gp140 [delta] V1 V2 (HIV 89-6) insertado en
un ATU.

[-3055 (pTM-MVSchw2-gp140 [delta] V3 (HIV89-6)) es un plasmido obtenido de Bluescript que contiene una
secuencia de ADNc del genoma infeccioso completo del virus de sarampion (cepa Schwarz), bajo el control del
promotor de ARN polimerasa de T7 y que expresa el gen que codifica gp140[delta]V3(HIV89-6) insertado en un
ATU.

[-3056 (pTM-MVSchw2-gp160 [delta] V1 V2 V3 (HIV89-6)) es un plasmido obtenido de Bluescript que contiene una
secuencia de ADNc del genoma infeccioso completo del virus de sarampion (cepa Schwarz), bajo el control del
promotor de ARN polimerasa de T7 y que expresa el gen que codifica gp160[delta]V1 V2 V3(HIV89-6) insertado en
un ATU.
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[-3057 (pTM-MVSchw2-gp160 [delta] V1 V2 (HIV89-6)) es un plasmido obtenido de Bluescript que contiene una
secuencia de ADNc del genoma infeccioso completo del virus de sarampion (cepa Schwarz), bajo el control del
promotor de ARN polimerasa de T7 y que expresa el gen que codifica gp160 [delta] V1 V2 (HIV 89-6) insertado en
un ATU.

[-3058 (pTM-MVSchw2-Gag SIV239 p17-p24 [delta] myr-3-gp140 (HIV89-6)) es un plasmido obtenido de Bluescript
que contiene una secuencia de ADNc del genoma infeccioso completo del virus de sarampioén (cepa Schwarz), bajo
el control del promotor de ARN polimerasa de T7 y que expresa el gen que codifica Gag SIV239 p-17-p24 [delta]
myr-3-gp140 (HIV89-6) insertado en un ATU.

[-3440 (pTM-MVSchWZ-[EDIII+MMO]WNV (IS-98-ST1)) es un plasmido obtenido a partir de PTM que contiene la
secuencia de ADNc del genoma infeccioso completo del virus de sarampion (cepa Schwarz) y una unidad de
expresion adicional ubicada entre los genes P y M, conteniendo esta unidad la secuencia de nucleétidos del dominio
[l de la proteina de envuelta del virus del Nilo Occidental (WNV) (WNV 1S-98-ST1) fusionada a la secuencia 1-40 de
la proteina de membrana M.

[-3442 (pTM-MvSchw2-[EDIlI+ApoptoM] DV1 (FGA89)) es un plasmido obtenido a partir de PTM que contiene la
secuencia de ADNc del genoma infeccioso completo del virus de sarampion (cepa Schwarz) y una unidad de
expresion adicional ubicada entre los genes P y M, conteniendo esta unidad la secuencia de nucleétidos del dominio
lIl de la proteina de envuelta del virus de dengue-1 (cepa FGA89) fusionada a una secuencia apoptética de la
proteina de membrana M.

[-3441 (pTM-MvSchw2-[EDIII] JEV (Nakayama) es un plasmido obtenido a partir de PTM que contiene la secuencia
de ADNc del genoma infeccioso completo del virus de sarampion (cepa Schwarz) y una unidad de expresion
adicional ubicada entre los genes P y M, conteniendo esta unidad la secuencia de nucleétidos del dominio Il de la
proteina de envuelta del virus de encefalitis japonesa (JEV), cepa Nakayama.

El acido nucleico heterélogo puede codificar un péptido que se obtiene a partir de un antigeno del Virus de Fiebre
Amarilla seleccionado entre la envuelta (Env), las proteinas NS2 o mutantes inmunogénicos del mismo. Cuando la
secuencia de ADN heterdloga presente en el virus de sarampion recombinante de la invencion se obtiene a partir del
Virus de Fiebre Amarilla (YFV), el mismo se selecciona provechosamente entre YFV 17D 204 comercializado por
Aventis Pasteur bajo la marca Stamaril®.

El acido nucleico heterdlogo puede codificar un péptido que se obtiene a partir de un antigeno del Virus del Nilo
Occidental seleccionado entre la envuelta (E), la pre-membrana (preM) o los mutantes inmunogénicos de los
mismos. Cuando la secuencia de ADN heterologa presente en el virus de sarampién recombinante de la invencion
se obtiene a partir del Virus del Nilo Occidental (WNV), el mismo se selecciona provechosamente entre la cepa
neurovirulenta IS 98-ST1.

El acido nucleico heterdlogo puede codificar un antigeno especifico tumoral (TSA) o un antigeno relacionado con el
tumor (TAA).

Otra ventaja de la invencion es la posibilidad de insertar en el clon de ADNc de un virus de ARN de cadena de
sentido negativo no segmentada, acido nucleico heterélogo largo o un gran nimero de acidos nucleicos heteroélogos.
De esta manera, el clon de ADNc puede modificarse por insercién de uno o varios acidos heterélogos cuya
secuencia total es de al menos 5 kb.

La divulgacion describe cada y cualquier fragmento de nucleétido contenido en los polinucleétidos insertados en los
plasmidos depositados a los que se hace referencia en el presente documento y especialmente cada y cualquier
region adecuada para disefar el inserto, de acuerdo con la presente divulgacion. La divulgacion también describe el
uso de estos fragmentos para la construccion de los plasmidos de la invencion.

La invencién también se refiere a métodos para producir células recombinantes que expresan de manera estable las
tres o al menos las tres siguientes proteinas, una ARN polimerasa del fago T7 o su forma nuclear (nIsT7), una
nucleoproteina (N) de un virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada y una fosfoproteina (P) de un
virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada o derivados funcionales de los mismos como se define
en la reivindicacion 1, que comprenden o consisten en:

a. recombinar el genoma de una célula con al menos:

- un vector de expresién que comprende un ADN solapado y al menos una copia de un acido nucleico que
codifica una ARN polimerasa del fago T7 o su forma nuclear (nIsT7),

- un vector de expresién que comprende un ADN solapado y al menos una copia de un acido nucleico que
codifica una proteina N de un virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada, y

18



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 686 168 T3

- un vector de expresién que comprende un ADN solapado y al menos una copia de un acido nucleico que
codifica una proteina P de un virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada, y

b. seleccionar las células que producen de manera estable al menos una ARN polimerasa del fago T7 o su
forma nuclear (nIsT7), una nucleoproteina (N) de un virus de ARN de cadena de sentido negativo no
segmentada y una fosfoproteina (P) de un virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada o
derivados funcionales de los mismos como se define en la reivindicacion 1.

a. recombinar el genoma una célula con al menos un vector de expresion que comprende:

- al menos una copia de un acido nucleico que codifica una ARN polimerasa del fago T7 o su forma nuclear
(nIsT7) bajo el control de un promotor.

- al menos una copia de un acido nucleico que codifica una proteina N de un virus de ARN de cadena de
sentido negativo no segmentada bajo el control de un promotor,

- al menos una copia de un acido nucleico que codifica una proteina P de un virus de ARN de cadena de
sentido negativo no segmentada bajo el control de un promotor y

- un ADN solapado y

b. seleccionar las células que producen de manera estable al menos una ARN polimerasa del fago T7 o su
forma nuclear (nIsT7), una nucleoproteina (N) de un virus de ARN de cadena de sentido negativo no
segmentada y una fosfoproteina (P) de un virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada o
derivados funcionales de los mismos como se define en la reivindicacion 1.

En una realizacion particular de la invenciéon, el método para producir células recombinantes comprende
adicionalmente recombinar el genoma de las células recombinantes en la etapa a. del método anterior con un vector
de expresion que comprende un acido nucleico que codifica una proteina larga de ARN polimerasa (L) o un derivado
funcional de la misma de un virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada y seleccionar las células
que producen de manera estable al menos una ARN polimerasa del fago T7 o su forma nuclear (nIsT7), una
nucleoproteina (N) de un virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada y una fosfoproteina (P) de un
virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada y que producen una proteina larga (L) de un virus de
ARN de cadena de sentido negativo no segmentada o derivados funcionales de los mismos como se define en la
reivindicacion 1.

Las células recombinantes de la invencién, como se describe en la presente memoria descriptiva, también se
pueden usar como células auxiliares, especialmente como células auxiliares en la produccién de virus de ARN de
cadena de sentido negativo no segmentada infecciosos, recombinantes.

Realizaciones y caracteristicas adicionales de la invenciéon definida se encuentran en los siguientes ejemplos y
figuras.

Ejemplos

La invencion se describira adicionalmente en los siguientes ejemplos, que no limitan el alcance de la invencion
descrito en las reivindicaciones.

CELULAS Y VIRUS

Células Vero (rifién de mono verde africano) se cultivaron como monocapas en medio Eagle modificado de Dulbecco
(DMEM) complementado con suero fetal bovino al 5 % (FCS). Células de riidn humano 293 (HEK-293) se cultivaron
en DMEM complementado con FCS al 10 %. Células fibroblasticas de embrion de pollo (CEF) se prepararon de la
siguiente forma: huevos de pollo fertilizados (Morizeau, Dangers, Francia) se incubaron a 38° C durante 9 dias. Los
embriones se recogieron en condiciones estériles. La cabeza, los miembros y las visceras se retiraron y los
embriones se cortaron y después se trataron con tripsina durante 5-10 minutos a 37° C (Tripsina/EDTA 2,5 g/l).
Después de filtracion (70 um) y varios lavados en DMEM con alto contenido de glucosa/FCS al 10 %, las células se
sembraron (5-7 106 células por placa de Petri) y se incubaron durante una noche a 37° C antes del uso para
infeccién con virus.

CONSTRUCCIONES DE PLASMIDO

Para permitir la facil recombinacién de secuencias adicionales utilizando el sistema de recombinacion Gateway®
(Invitrogen), el casete Gateway® (attbl/attb Seq) se introdujo por ligamiento en el vector de plasmido HIV-1-
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TRIPAU3-BSX (Zennou y col., 2000) linearizado mediante digestién con Smal. El gen de ARN polimerasa de T7 se
amplifico a partir del plasmido pAR-1173 (Brookhaven National Laboratory, ref) por PCR utilizando ADN polimerasa
PfuTurbo (Stratagene) y los siguientes cebadores que contienen las secuencias de recombinacion Gateway®
(subrayado):

AttB1-T7Pol : 5-GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCCACCATGG AATTCTCTGACATCGAACTGGCT-
3

AttB2-retourT7Pol : 5-GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTTATCAC
GCGAACGCGAAGTCCGACTCTAAGATGTC-3’

Una forma nuclear de ARN polimerasa de T7 (nIsT7) también se amplificé a partir del plasmido pAR-3288
(Brookhaven National Laboratory, ref) utilizando los siguientes cebadores que contienen una sefial de localizacion
nuclear (en negrita) y las secuencias de recombinacion Gateway® (subrayadas):

AttBI-SV40nis : 5-GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCCACCATG
GCACCAAAAAAGAAGAGAAAGGTA-3

AttB2-retourT7Pol: 5-GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTTATCACG
CGAACGCGAAGTCCGACTCTAAGATGTC-3’

Utilizando el mismo enfoque, los genes N y P de Schwarz MV se amplificaron por PCR a partir del plasmido pTM-
MCSchw, que contiene un antigenoma Schwarz MV infeccioso de longitud completa (Combredet y col., 2003). Se
utilizaron los siguientes cebadores que contienen las secuencias de recombinacion Gateway® (subrayadas):

AttB1-N : 5-GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCCATGGCCACAC TTTTAAGGAGCTTAGCA-3
AttB2-N : 5-GGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTGTGTACTAGTCTAG AAGATTTCTGTCATTGTA-3’
AttB1-P : 5-GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCCATGGCAGAAG AGCAGGCACGCCAT-3’
AttB2-P: 5-GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTGTTACTACTTCAT
TATTATCTTCATCAGCATCTGGTGGA-3’

Los diferentes fragmentos de PCR que codifican la ARN polimerasa de T7, la ARN polimerasa de nIsT7 y las
proteinas N y P de MV se introdujeron posteriormente en el plasmido de entrada pDONR™207 (Invitrogen) y
recombinaron en el plasmido HIV-1-TRIP-AU3-BSX utilizando el sistema de recombinacion Gateway® (Invitrogen).
Los plasmidos de vector recombinante diferentes obtenidos (HIV-1-TRIP delta U3.CMV-T7, HIV-1-TRIP delta
U3.CMV-niIsT7, HIV-1-TRIP delta U3.CMV-N y HIV-1-TRIP delta U3.CMV-P) se secuenciaron completamente. Estos
vectores se depositaron en el CNCM el 14 de diciembre de 2006, con los ndmeros 1-3702, 1-3703, 1-3700 e 1-3701
respectivamente.

El plasmido pEMC-LSchw que expresa la proteina de polimerasa larga (L) a partir de Schwarz MV se construyo de
manera similar a como se describe en Radecke y col. (1995). La secuencia de 6552 nucledtidos de largo del gen
Schwarz L se tom6 del plasmido pTM-MVSchw (Combredet y col., 2003) y se insert6 en el plasmido pEMC-La
descrito previamente en Radecke y col (1995), utilizando procedimientos clasicos de clonacion. Este plasmido se
deposité con el CNCM el 18 de diciembre de 2007, bajo el numero 1-3881.

PRODUCCION DE PARTICULAS DE VECTOR

Las particulas de vector se produjeron por co-transfeccion de células HEK-293 utilizando procedimiento de calcio-
fosfato con los plasmidos de vector HIV-1-TRIP delta U3.CMV-T7, HIV-1-TRIP delta U3.CMV-nIsT7, HIV-1-TRIP
delta U3.CMV-N, o HIV-1-TRIP delta U3.CMV-P, un plasmido de encapsidacion que expresa genes gag y pol de VIH
-1 y un plasmido que expresa la glicoproteina de envuelta VSV-G (pHCMV-G) como se describe en (Zennou y col.,
2000). La cantidad de antigeno Gag p24 en reservas de particulas de vector concentradas por ultracentrifugacion se
determiné utilizando ELISA de p24 de VIH-1 (Perkin EImer LifeSciences).

GENERACION DE LINEAS DE CELULAS 293-T7-MV

Las células (HEK-293) se sembraron en pocillos de 35 mm un dia antes de la transduccién por vectores lentivirales
TRIP-T7 y TRIP-nIsT7. Los vectores (500 ng/ml p24) se agregaron en DMEM complementado con FCS al 10 %.
Durante 8 dias, la misma cantidad de vector se agregd repetidamente cada dia sobre las células. Las células se
expandieron cada dos dias. Después de cada pasaje, se determind la actividad de la ARN polimerasa de T7 de las
células. Un cultivo celular de 35 mm se transfecté con 5 ng de pEMC-LUC utilizando el procedimiento de calcio-
fosfato y la actividad de luciferasa en 1/20 del lisado de células aclarado recolectado un dia después de la
transfeccién se midié en un lumindmetro. La actividad de luciferasa aumenté después de cada transduccion
adicional y permanecié maxima entre la séptima y octava transduccion. La ausencia de citotoxicidad de la expresion
de ARN polimerasa de T7 se demostré después de cada transduccién cuantificando la viabilidad celular utilizando el
método de exclusion con azul de tripano y comparaciéon con células no transducidas. Después de 8 etapas de
transduccion, se generaron dos poblaciones celulares con una actividad de ARN polimerasa de T7 muy alta, bien
citoplasmatica (293-T7) o nuclear (293-nIsT7).
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Las dos poblaciones celulares (293-T7 y 293-nlsT7) se sometieron a co-transduccion posteriormente
simultaneamente por los vectores TRIP-N y TRIP-P. Los vectores (TRIP N: 390 ng/ml p24 y TRIP P: 330 ng/ml p24)
se agregaron a células sembradas en pocillos de 35 mm. Durante 10 dias, la misma cantidad de ambos vectores se
agrego repetidamente cada dia en las células. Las células se expandieron cada dos dias. Después de 10 rondas de
transduccion, la expresion de las proteinas N y P de MV se analizd en las poblaciones celulares totales mediante
transferencia de western usando 1/20 del lisado total de un pocillo de 35 mm. La expresiéon de ambas proteinas fue
comprable con la del numero similar de células Vero infectadas (Figura 2), Las células transducidas se clonaron
posteriormente por dilucién limitante. Las células se sembraron en placas de 96 pocillos a una dilucién de 1/3 célula
por pocillo. Después de dos semanas, se seleccionaron los primeros clones. Aproximadamente 100 clones de cada
una de las células 293-T7-NP y 293-nIsT7-NP se expandieron a placas de 24 pocillos, después a pocillos de 35 mm.
La expresion de las proteinas Ny P de MV se analizé en 20 clones por transferencia de western utilizando 1/20 del
lisado total de un pocillo de 35 mm. La expresién de ambas proteinas fue comparable a la del nimero similar de
células Vero infectadas (Figura 2). La actividad de ARN polimerasa de T7 se midié para cada clon como se ha
descrito anteriormente. Se seleccionaron varios clones con una actividad de luciferasa muy alta y un nivel similar de
expresion de N y P de MV. Los clones, enumerados a contlnuacmn se amplificaron y congelaron a -180° C en
DMEM/FCS al 30 %/DMSO al 10 % con una densidad de 10" células/ml: 293-T7-NP1, 293-T7-NP3, 293-T7-NP5,
293-T7-NP7, 293-T7-NP8, 293-T7-NP10, 293-T7-NP13, 293-T7-NP14, 293-T7-NP20, 293-T7-NP28, 293-T7-NP31,
293-T7- NP33, 293-nIsT7-NP1, 293-nIsT7-NP5, 293-nIsT7-NP6, 293-nIsT7-NP13, 293-nIsT7-NP 14, 293-nIsT7-NP15,
293-nIsT7-NP30 y 293-nIsT7-NP40.

RESCATE DE SCHWARZ MV UTILIZANDO CELULAS AUXILIARES 293-T7-NP Y 293-NLST7-NP

Para evaluar la capacidad de diferentes clones de células auxiliares 293-T7-NP y 293-nIsT7-NP generados de
rescatar eficazmente MV a partir de ADNc, se uso6 el plasmido pTM-MVSchw-eGFP (Combredet y col., 2003) para
rescatar un Schwarz MV recombinante que expresa la proteina verde fluorescente (eGFP). Se us6 un sistema
similar al que se ha descrito anteriormente (Radecke y col., Parkc y col., 1999; Combreder y col., 2003). Las células
auxiliares 293-T7-NP o 293-nIsT7-NP se transfectaron utilizando el procedimiento de calcio fosfato con pTM-
MVSchw-eGFP (5 ng) y el plasmido pEMC-LSchw que expresa el gen de polimerasa (L) Schwarz MV (20-100 ng).
Después de incubacién durante una noche a 37° C, el medio de transfeccion se reemplazé con medio fresco y las
células se sometieron a choque térmico a 43° C durante 3 horas, después se regresaron a 37° C (22). Después de
dos dias de incubacion a 37° C, las células transfectadas se transfirieron a monocapas de células Vero, CEF o
MRCS5 y se incubaron a 37° C en placas de 10 cm, excepto para CEF, las cuales se incubaron a 32° C. Las células
fluorescentes aparecieron rapidamente después de 2-3 dias de co-cultivo en células Vero, CEF o MRC5. Las células
infectadas se expandieron rapidamente en focos. El virus recombinante fue altamente sincitial en células Vero y no
sincitial en células CEF y MRC5. Los sincitios Unicos o focos infecciosos se transfirieron a pocillos de 35 mm de
células Vero, CEF o MRC5, después se expandieron a placas mas grandes agregando células frescas. El virus se
recogio a partir de las células CEF o MRC5 después de 5 dias de infeccion y a partir de las células Vero cuando los
sincitios implicaron el 80-90 % del cultivo (habitualmente después de 2 dias) mediante el raspado de las células
infectadas, la congelacién-descongelacion de las células y el medio y la centrifugacién para remover los desechos
celulares. Tales producciones virales se titularon utilizando el método de titulacién TCIDso. Brevemente, las células
Vero se sembraron en placa de 96 pocillos (7500 células/pocillo) y se infectaron mediante diluciones en serie 1:10
de muestra de virus en DMEM/FCS al 5 %. Después de la incubacion a 37° C durante 7 dias, las células se tifieron
con violeta cristal y se determind la dilucion del virus que dio como resultado infeccion en el 50 % de la unidad de
ensayo. El punto final del 50 % descrito como dosis infecciosa de cultivo de tejido (TCID50) se caIcqu por el método
Kraber (3). El virus recombinante rescatado y cultivado en células Vero tuvo tltulos de 107-10° TCIDso/ml y el virus
rescatado y cultivado en células CEF o MRC5 tuvo titulos mas bajos de 10*-10° TCIDso/m.

La invencion proporciona la tecnologia para la construccion y produccion de vectores recombinantes, especialmente
vectores lentivirales del Virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH)-TRIP, que expresa la ARN polimerasa de T7 y
proteinas N y P Schwarz de sarampion bajo el control del promotor de citomegalovirus (CMV). Estos vectores
pueden utilizarse para transducir eficazmente in vitro casi todas las células en un nivel alto, particularmente células
humanas o de mamifero. Tales células pueden utilizarse como células auxiliares/transcomplementarias capaces de
generas virus de sarampion recombinantes de novo después de la transfeccion por ADNc antigenémico viral
infeccioso de longitud completa o por clones de ADN como se ha definido anteriormente.

La presente invencion permite rescatar cualquier virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada, tal
como virus de sarampion, a partir de ADNc, opcionalmente modificado, sin contaminacién por cualquier otro virus
auxiliar tal como virus vaccinia. Debido a la alta eficacia de transduccion de vectores lentivirales, este método
permite generar células que expresan un nivel muy alto de proteinas auxiliares. Debido a que la recombinacion
basada en retrovirus, particularmente la recombinacién basada en lentiviral, de ADN extrafio en ADN cromosémico
es genuina en comparacion con la recombinacion basada en plasmido ilicita, las células auxiliares generadas por
este método son muy estables y su alta eficacia para rescatar los virus de ARN de cadena de sentido negativo no
segmentada a partir del ADNc se mantiene después de multiples pasajes en serie.
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agtatygggag gacagacacc atgggaagta tttatcacta
gagaaacttt tactacagca agcacaatcc tccaaaaaat

ggtgaacatg attggaaggg acctactagg gtgctgtgoa

ataaaaagaa agggtgggct agggacaagc cctatggata
caacaaagaa tacagcaaca aagtaaatca aaacaagaaa

agaacaagaa aaagagggca tccaggagag tggcaaggac

cacaattita aaagaaaggy aggaataggg ggacagactt
ataataacaa cacaattaga aatacaacat ttacaaacca

tttagagtct actacagaga agggagagac cctgtgtgoga

dgggggaata ggggatatga ctccatcaga aagattaatc
dgagatacaa ttcctccaag ccaazaaatic adaattaaaa

agaaggcaga gatcagttgt ggaaaggacc tggggaacta
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ggctccacc atg gaa tic tct gac atc gaa ctg gCct gct atc ccg ttc aac 51
Met Glu Phe Ser Asp Ile Glu Leu Ala Ala Ile Pro Phe Asn
1 5
act ctg gct gac cat tac ggt gag cgt tta gct cgc gaa cag ttg gcc 99
Thr Leu Ala Asp His Tyr Gly Glu Arg Leu Ala Arg Glu Gin Leu Ala
15 20 25 30
ctt gag cat gag tct tac gag atg g%t gaa gca cgc ttc cgc aag atg 147
Leu Glu His Glu Ser Tyr Glu Met Gly Glu Ala Arg Phe Arg Lys Met
35 40 45
ttt gag cgt caa c¢tt aaa gct ggt gag gti gcg gat aac gct gcoc goco 195
Phe Glu Arg Gin Leu Lys Ala Gly Glu val Ala Asp Asn Ala Ala Ala
50 55 60
aag cct ct¢ atc act acc ¢ta ctc cct aag atg att gca c¢ge atc aac 243
Lys Pro Leu Ile Thr Thr Leu Leu Pro Lys Met Tle Ala Arg Ile Asn
65 70 75
gac tgg ttt gag gaa gtg aaa gct aag cgc g?c aag €gc CCg aca gcc 291
Asp Trp Phe Glu Glu val Lys Ala Lys Arg Gly Lys Arg Pro Thr Ala
80 85 ‘ 90
tic cag ttc ctg caa gaa atc aag ccg gaa gcc gta dcg tac atc acc 339
Phe Gin Phe Leu Gin Glu Ile Lys Pro Glu Ala val Ala Tyr Ile Thr
95 100 105 110
att aag acc act ctg gct tge cta acc agt gct gac aat aca acc gtt 387
Ile Lys Thr Thr Leu Ala Cys Leu Thr Ser Ala Asp Asn Thr Thr val
115 120 125
cag gct gta gca agce gca atc g?t €gg gcc att gag gac gag gct cgc 435
Gln Ala val Ala ser Ala Ile Gly Arg Ala Ile Glu Asp Glu Ala Arg
130 135 140
ttc g?t cgt atc cgt gac ctt gaa gct aag cac ttc aag aaa aac gtt 483
Phe Gly Arg Ile Arg Asp Leu Glu Ala Lys His Phe Lys Lys Asn val
145 150 155
gag gaa caa ctc aac aag cgc gta g?g cac ¢gtc tac aag aaa gca ttt 531
Glu G1u GIn Leu Asn Lys Arg val Gly His val Tyr Lys Lys Ala Phe
160 165 170
atg caa gtt gtc gag gct gac atg ctc tct aag ggt cta ctc g?t g?c 579
Met Gln val val Glu Ala Asp Met Leu Ser Lys Gly Leu Leu Gly Gly
175 180 i85 190
gag dcg ltgg tct tcg tgg cat aag gaa gac tct att cat gta g?a gta 627
Glu Ala Trp Ser Ser Trp His Lys Glu Asp Ser Ile His val Gly val
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735 740 745 750

CCt acc att aaC acC aaC aaa gat agc gag att gat gca cac aaa cag 2307
Pro Thr Ile Asn Thr Asn Lys Asp Ser ggg Ile Asp Ala His ?%E GlIn
755

gag tct g?t atc gct cct aac Tttt gta cac agc caa gac ggt agc cac 2355
Glu Ser Gly Ile Ala Pro Asn Phe ggg His Ser Gln Asp Gly Ser His
770 780

Ctt cgt aag act gta gtg tgg gca cac gag aag tac g?a atc gaa tct 2403
Leu Arg Lys Thr val val Trp ?;g His Glu Lys Tyr Gly Ile Glu ser
785 795

ttt gca <ty att cac gac tcc ttc g?t acc att ccg gct gac gct gcg 2451
Phe Ala Leu ITe His Asp ggg Phe Gly Thr Ile g;o Ala Asp Ala Ala
500 0

aac ctg ttc aaa gca gtg cgc gaa act atg gtt gac aca tat gag tct 2499
Ash Leu Phe Lys Ala val Arg Glu Thr Met val Asp Thr Tyr Glu Ser
815 820 825 830

tgt gat gta ctg gct gat ttc tac gac cag ttc gt gac cag ttyg cac 2547
Cys Asp val Leu g;% Asp Phe Tyr Asp GIn Phe Ala Asp Gln Egg His
840

gag tct caa ttg gac aaa atg cca gca cit ccg gt aaa g?t aac ttyg 2595
Glu ser Gln geg Asp Lys Met Pro 3}% Leu Pro Ala Lys g Yy Asn Leu
5 60

aac ctc cgt gac atc tta gag tcg gac ttc gcg ttc gcg tga taa 2640
Asn Leu Arg Asp Ile Leu Glu Ser Asp Phe Ala phe Ala
865 870 875

<210>9

<211> 875

<212> PRT

<213> Bacteriofago T7

<400> 9

Met Glu Phe Ser Asp Ile Glu Leu Ala Ala Ile Pro Phe Asn Thr Leu
1 5 10 15

Ala Asp His ;%r Gly Glu Arg Leu Ala Arg Glu Gln Leu gga Leu Glu
25

His Glu Ser Tyr Glu Met Gly Glu Ala Arg Phe Arg Lys Met pPhe Glu
35 40 45

Arg Gln Leu Lys Ala Gly Ggu val Ala Asp Asn Ala Ala Ala Lys Pro
50 5 60

Leu Ile Thr Thr Leu Leu Pro Lys Met Ile Ala Arg Ile Asn Asp Trp
65 70 75 80

Phe Glu Glu val ggs Ala Lys Arg Gly bys Arg Pra Thr Ala g?e GIn
0

Phe Leu GIn Glu Ile Lys Pro Glu Ala val Ala Tyr T'le Thr TIle Lys
100 105 110
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Thr Thr Leu Ala Cys Leu Thr Ser Ala Asp Asn Thr Thr val Gln Ala
115 120 125

val Ala ser Ala tle Gly Arg Ala Ile GIu Asp Glu Ala Arg Phe Gly
130 135 140

Arg Ile Arg Asp Leu Giu ala Lys His Phe Lys Lys asn val Glu Glu
145 150 155 160

GIn Leu Asn Lys Arg val Gly His val Tyr Lys Lys Ala Phe Met Gln
165 170 175

val val Glu Ala Asp Met Leu Ser Lys Gly Leu Leu Gly Gly Glu Ala
180 185 190

Trp Ser Ser Trp His Lys Glu Asp Ser Ile His val Gly val Arg Cys
195 200 205

ITe Glu Met Leu Ile Glu Ser Thr Gly Met val Ser Leu His Arg Gln
210 215 220

Asn Ala Gly val val Gly GIln Asp Ser Glu Thr Ile Glu Leu Ala Pro
225 230 235 240

Glu Tyr Ala Glu Ala Ile Ala Thr Arg Ala Gly Ala Leu Ala Gly Ile
245 250 255

Ser Pro Met Phe GIn Pro Cys val val Pro Pro Lys Pro Trp Thr Gly
260 265 270

Ile Thr Gly Gly Gly Tyr Trp Ala Asn Gly Arg Arg Pro Leu Ala Leu
275 280 285

val Arg Thr His Ser Lys Lys Ala Leu Met Arg Tyr Glu Asp val Tyr
290 295 300

Met Pro Glu val Tyr Lys Ala Ile Asn Ile Ala Gin Ash Thr Ala Trp
305 310 315 320

Lys Ile Asn Lys Lys val Leu Ala val Ala Asn val Ile Thr Lys Trp
325 330 335

Lys His Cys Pro val Glu Asp Ile Pro Ala Ile Glu Arg Glu Glu Leu
340 345 350

Pro Met Lys Pro Glu Asp Ile Asp Met Asn Pro Glu Ala Leu Thr Ala
355 360 363

Trp Lys Arg Ala Ala Ala Ala val Tyr Arg Lys Asp Arg Ala Arg Lys
370 375 380
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ser Arg Arg Ile Ser Leu Glu Phe Met Leu Glu GIn Ala Asn Lys Phe
385 390 395 400

Ala Asn His Lys Ala Ile Trp Phe Pro Tyr Asn Met Asp Trp Arg Gly
405 410 415

Arg val Tyr Ala val Ser Met Phe Asn Pro GIn Gly Asn Asp Met Thr
420 425 430

Lys Giy Leu Leu Thr Leu Ala Lys Giy Lys Pro Ile Gly Lys Glu Gly
435 440 445

Tyr Tyr Trp Leu Lys Ile His Gly Ala Asn Cys Ala Gly val Asp Lys
450 455 460

val Pro Phe Pro Glu Arg Ile Lys Phe Ile Glu Glu Asn His Glu Ash
465 470 475 480

Ile Met Ala Cys Ala Lys Ser Pro Leu Glu Asn Thr Trp Trp Ala Glu
485 490 495

GIn Asp Ser Pro Phe Cys Phe Leu Ala Phe Cys Phe Glu Tyr Ala Gly
500 505 510

val Glh His His Gly Leu Ser Tyr Asn Cys Ser Leu Pro Leu Ala pPhe
515 520 525

Asp Gly Ser Cys Ser Gly Ile Gin His Phe Ser Ala Met Leu Arg Asp
530 535 _ 540

Glu val Gly Gly Arg Ala val Asn Leu Leu Pro Ser Glu Thr val Gln
545 550 555 560

Asp ITe Tyr Gly Ile val Ala Lys Lys val Ash Glu Ile Leu Gln Ala
565 570 575

Asp Ala Ile Asn Gly Thr Asp Asn Glu val val Thr val Thr Asp Glu
580 585 590

Asn Thr Gly Glu Ile Ser Glu Lys val Lys Leu Gly Thr Lys Ala Leu
595 600 605

Ala Gly GIn Trp Leu Ala His Gly val Thr Arg ser val Thr Lys Arg
610 615 620

ser val Met Thr Leu Ala Tyr Gly Ser Lys Glu Phe Gly Phe Arg Gln
625 630 635 640

GIn val Leu Glu Asp Thr Ile GIn Pro Ala Ile Asp Ser Gly Lys Gly
645 650 655
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TIle

<210> 10

<211> 2676
<212> ADN
<213> Bacteriofago T7

<220>

<221> misc_feature

Thr

660

Ser

Lys

Gly

Gly

Asn

740

AsSn

Pro

val

Asp

val

820

AsSp

Lys

Leu

<222> (1)..(2676)
<223> Gen de ARN polimerasa de nls T7

<220>
<221> CDS
<222> (10)..(2673)

Gln

val

Ser

Glu

Phe

725

Leu

Lys

AsSh

Trp

S5er

305

Arg

Phe

Met

Glu

Pro

Sar

Ala

Ile

710

Pro

Mat

Asp

Phe

Ala

790

Phe

Glu

Tyr

Pro

Ser
870

Asn

val

Ala

695

Leu

val

Phe

Ser

va'l

775

His

Gly

Thr

AsSp

Ala

855

Asp
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Gln

Thr

680

Lys

Arg

Trp

Leu

Glu

760

His

Glu

Thr

Met

Gin

840

Leu

Phe

Ala

665

val

Leu

Lys

GIn

Ser

Lys

Ile

val

825

Phe

Pro

Ala

Ala

val

Leu

Arg

Glu

730

Gln

Asp

Gln

Tyr

Pra

810

Asp

Ala

Ala

Phe

33

Gly

Ala

Ala

cys

715

TYP

Phe

Ala

Asp

Gly

Ala

Thr

Asp

LyS

Ala
875

Tyr

Ala

Ala

700

Ala

Lys

Arg

His

Gly

780

Ile

Asp

Tyr

Gln

Gly
860

Met

val

685

Glu

val

Lys

Leu

Lys

Ser

Glu

Ala

Glu

Leu

845

Asn

Ala

670

Glu

val

His

Pro

GIn

750

Gln

His

Ser

Ala

Ser

830

His

Leu

Lys

Ala

Lys

Trp

Ile

735

Pro

Glu

Leu

Phe

Asn

315

Cys

Glu

Ash

Leu

Met

Asp

val

720

GIn

Thr

5er

Arg

Ala

800

Leu

Asp

Ser

Leu
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<400> 10
ggctccace atg gca €ca aaa aag aag aga aag gta gaa gac <o aag gaa 51
Tet Ala Pro Lys gys Lys Arg Lys val Glu Asp Pro Lys Glu
10
ttc TCt gac atc gaa ctg gct gct atc ccg ttC aac act ctg gct gac a9
Phe ser Asp Ile Glu Leu Ala Ala Ile Pro Phe Asn Thr Leu Ala Asp
15 20 25 30
cat tac g?t gag cgt tta gct cgc gaa cag ttg gcc ctt gag cat gag 147
His Tyr Gly Glu Arg Leu Ala Arg Glu G1n Leu Ala Leu Glu His Glu
35 40 45
tct tac gag atg ggt gaa gca cgc tic cgc aag atg ttt gag cgt caa 195
Ser Tyr Glu Met Gly Glu Ala Arg Phe Arg Lys Met Phe Glu Arg Gln
50 55 60
ctt aaa gct g?t gag gtt gcg gat aac gct goc gec aag cct cte atc 243
Leu Lys Ala Gly Glu val Ala Asp Asn Ala Ala Ala Lys Pro Leu Ile
65 70 75
act acc cta ctc cct aag atg att gca cgc atc aac gac tgg Tttt gag 291
Thr Thr Leu Leu Pro Lys Met Ile Ala Arg Ile Asn Asp Trp Phe Glu
80 85 90
gaa gtg aaa gct aag cgc g?c aag cgc ccg aca gcc ttc cag ttc ctg 339
Glu val Lys Ala Lys Arg Gly Lys Arg Pro Thr Ala Phe GIn Phe Leu
95 100 105 110
caa gaa atc aag ccg gaa goc gta gog tac atc acc att aag acc act 387
GIn Glu Ile Lys Pro Glu Ala val Ala Tyr Ile Thr Ile Lys Thr Thr
115 120 125
Ctg gct tgc cta acc agt gct gac aat aca acc gtt cag gct gta gea 435
Leu Ala Cys Leu Thr ser Ala Asp Asn Thr Thr val GIn Ala val Ala
130 135 140
age gea atc g?t ¢gg gcc att gag gac gag gct cgc ttc g?t cgt atc 483
ser Ala Ile Gly Arg Ala Ile Glu Asp Glu Ala Arg Phe Gly Arg Ile
145 150 155
cgt gac ctt gaa gct aag cac tic aag aaa aac gtt gag gaa caa cic 531
Arg Asp Leu Glu Ala Lys His Phe Lys Lys Asn val Glu Glu Gln Leu
160 165 170
aac aag cgc gta g?g cac gtc tac aag aaa gca ttt atg caa gtt gtc 579
Asn Lys Arg val Gly His val Tyr Lys Lys Ala Phe Met GIn val val
175 180 185 190
0ag gct gac atg ctc tct aag ggt cta ctc g?t g?c gag gcg tgo tct 627
Glu Ala Asp Met Leu Ser Lys Gly Leu Leu Gly Gly Glu Ala Trp Ser
195 200 205
tcg tgg cat aag gaa gac tct att cat gta g?a gta cgc tgc atc gag 675
Ser Trp His Lys Glu Asp Ser Ile His val Gly val Arg Cys Ile Glu
210 215 220
atg ctc att gag itca acc g?a atg gtt agc tta cac cgc caa aat gct 723
Met Leu ITe Glu Ser Thr Gly Met val Ser Leu His Arg Gln Asn Ala
225 230 235
g?c gta gta ggt caa gac tct gag act atc gaa <tc g¢a ¢t gaa tac 771
Gly val val Gly G1n Asp Ser GiU Thr Ile Glu Leu Ala Pro Glu Tyr

34



gct
Ala
255

atg
Met

ggt
Gly

act
Thr

gag
Glu

aac
Asn
335

tgt
Cys

aaa
Lys

cgt
Arg

cgt
Arg

cat
His
415

tac
Tyr

ctg
lLeu

tag
Trp

Tt
Phe

gct
Ala
495

tct
Ser

240

gag
Glu

ttc
Phe

&

cac
His

ot
va
320

aag
Lys

ccy
Pro

ccg
Pro

gct
Ala

atc
Ile
400

aag
Lys

gcce
Ala

ctt
Leu

ctg
Leu

cct
Pro
480

tgc
Cys

ccg
Pro

gct
Ala

caa
Gln

aly

agt
ser
305

tac
TYr

aaa
Lys

gtc
val

gaa
Glu

gcc
Ala
385

agc
ser

gce
Ala

gt
va

acg
Thr

aaa
Lys
465

gag
Glu

gct
Ala

ttc
Phe

atc
ITe

cct
Pro

tat
Tyr
290

aad
Lys

aaa
Lys

gtc
val

gag
Glu

gac
Asp
370

gct
Ala

crt
Leu

atc
Ile

tca
Ser

cty
Leu
450

atc
Ile

cgc
Arg

aay
Lys

tgc
Ccys

gca
Ala

tyc
Cys
275

tgg
Trp

aaa
Lys

gcg
Ala

cta
Leu

gac
Asp
355

atc
Ile

gct
Ala

gag

tgg
Trp

atg
Met
435

gcq
Ala

cac
H1s

atce
ITe

tct
Ser

ttc
Phe

acc
Thr
260

gta
val

gct
Ala

gca
Ala

att
Ile

aca
Ala
340

atc
Ile

gac
Asp

gt
va

ttc
Phe

ttC
Phe
420

ttc
Fhe

aaa
Lys

&

aag
Lys

cca
Pro
500

ctt
Leu

245

cgt
APg

att
val

dac
AsSN

ctg
Leu

aac
Asn
325

gtc
val

cct
Pro

atg
Met

tac
Tyr

atg
Met
405

cct
Pro

aac
Ash

&

gca
Ala

ttc
Phe
485

ctg
Leu

gacyg
Ala
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gca
Ala

cct
Pro

&

atg
Met
310

att
Ile

gcc
Ala

gcg
Ala

aat
Asn

cgc
Arg
390

ctt
Leu

tac
TYIr

ccy
Pro

ddaa
Lys

aac
Asn
470

att
Ile

gag
Glu

tte
Phe

ggt
Gly

cct
Pro

cgt
Arg
295

cyc
Arg

gcqa
Ala

adc
Asn

att
Ile

cct
Pro
375

aag
Lys

gag
Glu

aqac
AsSn

caa
Gln

cca
Pro
455

tgt
Cys

Glu

dac
Asn

tgc
Cys

gcg
Ala
aag
Lys
280
cgt
Arg

tac
Tyr

caa
Gln

gta
val
gag
360
gag
Glu

gac
Asp

caa
Gln

atg
Met

agt
ay
440
atc
Ile

acg
Ala

gaa
Glu

act
Thr

tit
Phe

35

ctg
Leu
265

ccg
Pro

cCct
Pro

gaa
Glu

dac
AsSD

arc
Ile
345

cgt
Arg

gct
Ala

agg
Arg

gcc
Ala

gac
AsSp
425

aac
Asn

ggt
Gly

&

dac
AsSh

tgg
Trp
505

gag
Glu

250

gct
Ala

tgg
Trp

ctg
Lell

gac
Asp

acc
Thr
330

acc
Thr

gaa
Glu

ctc
Leu

gct
Ala

aat
Asn
410

tgg
Trp

gat
Asp

aag
LyS

gtc
val

cac
His
490

tgy
Trp

tac
Tyr

ggc
Gly

act
Thr

gcg
Ala

gtt
val
315

gca
Ala

aag
Lys

gaa
Glu

acc
Thr

cge
Arg
395

aag
Lys

cgc
Arg

atg
Met

gaa
Glu

gat
Asp
475

gag
Glu

gct
Ala

gct
Ala

atc
Ile

&y

ctg
el
300

tac
Tyr

tgg
Trp

tgg
Trp

ctc
Leu

qcg
Ala
380
aag
Lys

Ittt
Phe

gyt
Gly

atc
Thr

oy
460

aag
Lys

aac
Asn

Glu

oty

tct
Ser

att
Tle
285

gt
va

atg
Met

aaa
Lys

aag
Lys

ccg
Pro
365

tag
Trp

tct
ser

gct
Ala

cyt
Arg

add
LyS
435

tac
Tyr

gtt
val

atc
Ile

caa
Gln

gta
val

ccy
Pro
270

act
Thr

cgt
Arg

cct
Pro

atc
Ile

cat
His
350

atg
MetT

aaa
Lys

cgc
Arg

dac
Asn

gtt
val
430

oty

tac
Tyr

ccg
Pro

atg
Met:

gat
Asp
510

cag
GIn

519

BG7

915

263

1011

1059

1107

1155

1203

1251

1299

1347

1395

1443

1491

1539

1587



cac
H1%

tct
ser

&

tac
Tyr
575

atc
Ile

&

caa
GIn

atg
Met

ctg
Leu
655

ttc
Phe

gaa
Glu

ctt
Leu

act
Thr

gat
ASp
735

tta
Leu

acc
Thr

gct
Ala

cac
His

tgc
Cys

&
560

ey

aat
Asnh

gaa
Glu

tgg
Trp

acg
Thr
640
gaa
Glu

act
Thr

Ict
ser

aag
Lys

&1y
720

&

aac
Asn

aac
Asn

cct
Pro

&ty

tct
ser
345

cgc
Arg

att
ITe

999

atc
Ile

ctg
Leu
625

ctg
Leu

gat
Asp

cag
Gln

gt
va

tct
Sar
705

gag
Glu

TtcC
Phe

cty
Leu

aaa
Lys

aac
Asn

ctg
Leu
530

&y

acg
Ala

gtt
val

acc
Thr

tct
ser
610

get
Ala

gct
Ala

acc
Thr

ccg
Pro

age
ser
690

gct
Ala

att
Ile

CCtT
Pro

atg
Met

gat
AsSp
770

Tttt
Phe

515

agc
ser

atc
Ile

gtt
val

gct
Ala

gat
Asp
595

gag
Gglu

cac
H1s

tac
Tyr

att
Ile

aat
Asn
675

gty
val

gct
Ala

ctt
Leu

gt
va

ttc
Phe
755

agc
ser

gta
val

tat
Tvr

cag
Gln

aac
AsSh

aag
LysS
580

dac
AsSn

aaa
Lys

&y
&ty

cag
Gln
660

cag
Gln

acg
Thr

aag
Lys

cgc
Ard

tgg
Trp
740
ctc
Leu

gag
Glu

cac
His

a4ac
ASN

C@.C
H1s

ttg
Leu
565

aaa
Lys

gaa
Glu

gtc
val

gtt
val

tee
Ser
645

cca
Pro

gct
Ala

gt
va

ctg
Leu

aag
Lys
725

cag
Gln

&ty

att
Tle

agc
Ser
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tgc
Cys

ttcC
Phe
550

ctt
Leu

gtc
val

gta
val

aag
Lys

act
Thr
630

aaa
Lys

gct
Ala

gct
Ala

gta
val

ctg
Leuy
710

cgt
Arg

gaa
Glu

cag
Gln

gat
Asp

caa
Gln

tcc'

ser
535

tcc
Sar

cct
Pro

dadc
AsSn

gtt
val

ctg
Leu
615

cgc
Arg

gag
Glu

att
Ile

ety

gct
Ala
695

gct
Ala

tgc
Cys

tac
Tyr

tte
Phe

gca
Ala
775

gac
Asp

520
ctt
leu

gc
ATa

agt
Ser

gag
Glu

acc
Thr
600

cly

agt
ser

tte
Phe

gat
Asp
tac
Tyr
680
gcyg
Ala

gct
Ala

gct
Ala

aag
Lys

cgc
Arg
760

cac
H1s

&

36

ccg
Pro

atg
Met

gag
Glu

att
Ile
585

gt
Va

act
Thr

at
va

&y

tce
ser
665
atg
Met

gtt
val

gag
Glu

gt

va

aag
LysS
745
tta
Leu

aaa
Lys

agc
ser

cty
Leu

ctc
Leu

dccC
Thr
570

cta
Leu

acc
Thr

aag
Lys

act
Thr

tte
Phe
650

Sty

gct
Ala

gaa
Glu

grc
val

cat
His
730

cct
Pro

cag
Gln

cag
Gin

cac
His

gcg
Ala

cga
Arg
533

gtt
val

caa
GlIn

gat
ASD

gca
Ala

aag
LyS
635

cgt
Arg

aag
Lys

aag
Lys

gca
Ala

aaa
Lys
715

tgg
Trp

att
Ile

cct
Pro

gag
Glu

Ctt
Leu

Tttt
Phe
540

gat
Asp

cag
Gln

gca
Ala

ctg
Leu
620

cgt
Arg

caa
Gln

&

ctg
Leu

atg
Met
700

gat
Asp

gta
val

cag
GlIn

acc
Thr

tct
Sar
780

cgt
Arg

525

gac
Asp

gag
Glu

gac
Asp

gac
ASp

aac
Asn
605

gct
Ala

tca
Ser

caa
Gln

ccg
Pro

att
Ile
685

aac
Asn

aag
Lys

act
Thr

acg
Thr

att
Ie
765

ggt
Gly

aag
Lys

oy

gta
val

atc
Ile

gca
Ala
590

act
Thr

&

gtc
val

gt
va

atg
Met
670

tgg
Trp

tgg
Trp

aad
LysS

cct
Pro
cgc
Arg
750
aac
Asn

atc
Ile

act
Thr

1635

1683

1731

1779

1827

1875

1923

1971

2019

2067

2115

2163

2211

2259

2307

2355

2403



10

gta
val

cac
His
815
gca
Ala

gct
Ala

gac
Asp

atc
Ile

atg
val
800

gac
Asp

gt
Va

gat
Asp

aaa
Lys

tta
Leu
880

<210> 11
<211> 887
<212> PRT
<213> Bacteriofago T7

<400> 11

Met
1
Asp
Gly
Glu
Ala
65
Leu
Lys

Ie

Cys

Ala

Ile

Glu

Met

50

Gly

Leu

Ala

LYyS

Leu
130

785

tgg
Trp

tcc
ser

cgc
Arg

tic
Phe

atg
Met
865

gag
Glu

Pro

Glu

gca
Ala

ttc
Phe

gaa
Glu

tac
Tyr
350

cca
Pro

tey
Ser

Lys

Leu

20

Arg

35

Gly

Glu

Pro

Lys

Pro

115

Thr

Leu

Glu

val

Lys

100

Glu

Ser

cac
H1s

&

act
Thr
835

gac
Asp

gca
Ala

gac
Asp

Lys
Ala
Ala
Ala
Ala
Met
85

Gly

Ala

Ala

aag
Glu

acc
Thr
8§20

atg
Met

cag
Gln

ctt
Leu

ttc
Phe

Lys

Ala

Arg

Arg

Asp

70

Ile

LyS

val

ASp

aag
Lys
805

att
Iie

gtt
val

tte
Phe

ccy
Pro

gcg
Ala
885

Arg

Ile

Glu

Phe

55

Asn

Ala

Arg

Ala

Asn
135
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790
tac
TYr

ccg
Pro

gac
ASp

gct
Ala

gct
Ala
870

ttc
pPhe

Lys

Pro

GIn

40

Arg

Ala

Arg

Pro

Tyr

120

Thr

&ty

gct
Ala

aca
Thr

gac
Asp
855

aaa
Lys

acg
Ala

va'l
Phe
25

Ley
Lys
Ala
Ile
Thr
105

Ile

Thr

atc
Ile

gac
Asp

tat
Tyt
840

cag
GlIn

&

tga

Glu
10

Asn
Ala
Met
Ala
Ash
90

Ala

Thr

val

37

gaa
Glu

gct
Ala
825

gag
Glu

ttg
Leuw

aac
ASh

taa

Asp

Thr

Leu

Phe

LysS

ASp

Phe

Ile

GIln

tct
Ser
810

gcg
Ala

tct
ser

cac
H1s

ttg
Leu

Pro

Leu

Glu

Glu

60

Pro

Trp

Gln

Lys

Ala
140

795
Tttt
Phe

aac
Asn

tgt
Cys

gag
Glu

aac
Asn
875

Lys

Ala

His

45

Arg

Leu

Phe

Phe

Thr

125

val

gca
Ala

ctg
Leu

gat
AsSp

tct
Ser
860

ctc
Leu

Glu

Asp

cty
Leu

ttc
Phe

gta
val
845

caa
GIn

cgt
Arg

Phe
i5

His

30

Glu

Gln

ile

Glu

Leu

110

Thr

Ala

ser

Leu

Thr

Glu

95

Gln

Leu

Sar

att
Ile

aaa
LysS
830
ctg

Leu

ttg
Leu

gac
Asp

ser
Tyr
Tyr
Lys
Thr

80

val

Ala

Ala

2451

2499

2547

2595

2643

2676



Ile
145
Leu
Arg

ASp

His

Ala

Gln

Gly

Ser

305

Tyr

Lys

val

Glu

Ala

385

Ser

Gly

Glu

val

Met

Lys

Glu

Gly

Tle

Pro

Tyr

290

Lys

Lys

val

Glu

ASp

370

Ala

Leu

Argd

Ala

Gly

Leu

195

Glu

ser

GlIn

Ala

Cys

275

Trp

Lys

Ala

Leu

w I

wiiln
i

Ile

Ala

Glu

Ala

Lys

His

180

sSer

Asp

Thr

Asp

Thr

260

val

Ala

Ala

Ile

Ala

340

Ile

Asp

val

Phe

Ile

His

165

val

Lys

Ser

Gly

Ser

245

Arg

val

Ash

Leu

Asn

325

val

Pro

Met

Tyr

Met
405

Glu

150

Phe

Tyr

Gly

Ile

Met

230

Glu

Ala

Pro

Gly

Met

310

Ile

Ala

Ala

Asn

Arg

Leu

Asp
Lys
Lys
Leu
His
21?’_
val
Thr
Gly
Pro
Arg
295
Arg
Ala
Asn
Ile
Pro

Lys

Glu
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Glu

Lys

LysS

Leu

200

val

ser

Ile

Ala

Lys

280

Arg

Tyr

Gln

val

Glu

Glu

ASp

Gin

Ala

Asn

Ala

185

Gly

Gly

Leu

Glu

Leu

265

Pro

Pro

Glu

Asn

Ile

345

Arg

Ala

Arg

Ala

Arg

val

170

Phe

Giy

val

His

Leu

250

Ala

Trp

Leu

Asp

Thr

330

Thr

Glu

Leu

Ala

ASn
410

38

Phe

155

GHu

Met

Glu

Arg

Arg

Ala

Gly

Thr

Ala

val

315

Ala

Lys

Glu

Thr

Arg

Lys

Gly

Glu

Glin

Ala

Cys

220

Gln

PO

Ile

Gly

Leu

300

Tyr

Trp

Trp

Leu

Ala

380

Lys

Phe

Arg

Gln

val

AsSh

Glu

Ser

Ile

285

val

Met

Lys

Lys

Pro

365

Trp

Ser

Ala

Ile

Leu

val

190

ser

Glu

Ala

Tyr

Pro

Thr

Arg

Pro

Ile

His

350

Met

Lys

Arg

Asnh

APrg

Asn

175

Glu

Ser

Met

Gly

Ala

255

Met

Gly

Thr

Glu

Asn

335

cys

Lys

Arg

Arg

His
415

Asp
160

Lys

Trp

Leu

val

240

Glu

Phe

Gly

His

val

320

Lys

Pro

Pro

Ala

Ile

400

Lys
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Ala Ile Trp Phe Pro Tyr Asn Met Asp Trp Arg Gly Arg val Tyr Ala
420 425 430

val Ser Met Phe Asn Pro GIn Gly Asn Asp Met Thr Lys Gly Leu Leu
435 440 445

Thr Leu Ala Lys Gly Lys Pro Ile Gly Lys Glu Gly Tyr Tyr Trp Leu
450 455 460

Lys Ile His Gly Ala Asn Cys Ala Gly val Asp Lys val Pro Phe Pro
465 470 475 480

Glu Arg Lle Lys Phe Ile GTu Glu Asn His Glu Asn ITe Met Ala Cys
485 490 495

Ala Lys Ser Pro Leu Glu Asn Thr Trp Trp Ala Glu GIln Asp Ser Pro
500 505 510

Phe Cys Phe Leu Ala Phe Cys Phe Glu Tyr Ala Gly val &In His His
515 520 525

Gly Leu Ser Tyr Asn Cys Ser Leu Pro Leu Ala Phe Asp Gly Ser Cys
530 535 540

Ser Gly Ile GIn His Phe Ser Ala mMet Leu Arg Asp Glu val Gly Gly
545 550 55

Arg Ala val Asn Leu Leu Pro Ser Glu Thr val Gln Asp Tie Tyr Gly
565 570 575

Ile val Ala Lys Lys val Asn Glu Ile Leu GIn Ala Asp Ala Ile Asn
580 585 590

Gly Thr asp Asn Glu val val Thr val Thr Asp Glu Asn Thr Gly Glu
595 600 605

Ile Ser Glu Lys val Lys Leu Gly Thr Lys Ala Leu Ala Gly G1n Trp
610 615 620

Leu Ala His Gly val Thr Arg ser val Thr Lys Arg Ser val Met Thr
625 630 635 640

Leu Ala Tyr Gly Ser Lys Glu Phe Gly Phe Arg ¢1n GIn val Leu Glu
645 650 655

Asp Thr Ile GIn Pro Ala ITe Asp Ser Gly Lys Gly Pro Met Phe Thr
660 665 670

GIn Pro Asn GIn Ala Ala Gly Tyr Met Ala Lys Leu Ile Trp Glu Ser
675 680 685
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val ser val Thr val val Ala Ala val Glu Ala Met Asn Trp Leu Lys
690 605 700

ser Ala Ala Lys Leu Leu Ala ala Glu val Lys Asp Lys Lys Thr Gly
705 710 715 720

Glu Ile Leu Arg Lys Arg Cys Ala val His Trp val Thr Pro Asp Gly
725 730 735

Phe Pro val Trp Gln Glu Tyr Lys Lys Pro Ile Gln Thr Arg Leu Asn

Leu Met Phe Leu Gly Gln Phe Arg Leu GIn Pro Thr Ile Asn Thr Asn
755 760 765

Lys Asp Ser Glu Ile Asp Ala His Lys GIn Glu Ser Gly Ile Ala Pro
770 775 780

Asn Phe val His Ser GIn Asp Gly Ser His Leu Arg Lys Thr val val
785 790 795 800

Trp Ala His Glu Lys Tyr Gly Ile Glu Ser Phe Ala Leu Ile His Asp
805 810 815

Ser Phe Gly Thr Ile Pro Ala Asp Ala Ala Asn Leu Phe Lys Ala val
320 825 830

arg Glu Thr Met val Asp Thr Tyr Glu Ser Cys Asp val Leu Ala Asp
B35 840 845

Phe Tyr Asp Gln Phe Ala Asp GIn Leu His Glu Ser G1n Leu Asp Lys
850 855 860

Met Pro Ala Leu Pro Ala Lys Gly Asn Leu Asn bLeu Arg Asp Ile Leu
865 870 875 880

Glu Ser Asp Phe Ala Phe Ala
885

<210> 12

<211> 1578

<212> ADN

<213> Virus del sarampién

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(1578)

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(1578)

<223> Gen de Schwarz MV N

<400> 12

40



ES 2 686 168 T3

aty gcc aca ctt tta agg agc tta gca ttg ttc aaa aga aac aag gac 48
Met Ala Thr Leu Leu Arg Ser Leu Ala Leu Phe Lys Arg Asn LysS Asp

aaa cca ccc att aca tca gga ‘tcc ggt gga gcc atc aga g?a atc aaa 96
Lys Pro Pro Ile Thr Ser Gly Ser gw Gly Ala Ile Arg Gly Ile Lys
20 3 30

cac att att ata gta cca atc cct g?a gat tcc tca att acc act cga 144
His Ile Ile ITe val Pro Ile Pro Gly Asp Ser Ser Ile Thr Thr Arg
35 40 45

tCC aga Cctt ctg gac cgg ttg gtg agg tta att g?a aac ccg gat gtg 192
Ser Arg Leu Leu Asp Arg Leu val Arg Leu Ile Gly Asn Pro Asp val
50 55 60

Ser Gly Pro Lys Leu Thr Ala Leu Ile Ile lLeu Ser Leu Phe

agc ggg ccc aaa cta aca g?g gca cta ata g?t ata tta tcc tta ttt 240
Gly Gly
65 70 75 80

gtg gag tct cca g?t caa ttg att cag agg atc acc gat gac cct gac 288
val Glu Ser Pro Gly GIn Leu Ile Gln Arg Ile Thr Asp Asp Pro Asp
85 a0 as
gtt agc ata agg ctg tta gag gtt gtc cag agt gac cag tca caa tct 336
val ser Ile igg Leu Leu Glu val {a] Gin Ser Asp Gln ?Er GIn Ser
0 05 0

g?c ctt acc ttc gca tca aga g?t acc aac atg gag gat gag gcg gac 384
Gly Leu Igg phe Ala Ser Arg 22% Thr Asn Met Glu ?gg Glu Ala Asp

caa tac ttt tca cat gat ogat cca att agt agt gat caa tcc agg ttc 432
Gln {gg Phe Ser His Asp igg Pro Ile Ser Ser Asg GIn Ser Arg Phe
14

g?a tgg ttc g?g aac aag gaa atc tca gat att gaa gtg caa gac cct 480
Gly Trp Phe Gly Asn Lys Glu Ile Ser Asp Ile Glu val GIn Asp Pro
145 : 150 155 : 160

gag g?a ttc aac atg att ctg g?t acc atc cta acc caa att tag gtc 528
Glu Gly Phe Asn Mgt Ile Leu Gly Thr {1e Leu Ala GIn Ile Irp val
165 70 75

ttg ctc gca aag gcg gtt acg gcc cca gac acg gca gct gat tcg gag 376
Leu Leu Ala Lys Ala val Thr Ala Pro Asp Thr Ala Ala Asp Ser Glu
180 185 190

cta aga agg tgg ata aag tac acc caa <aa aga agg gta gtit ggt gaa 624
Leu Arg Arg Trp Ile Lys Tyr Thr GIn GIn Arg Arg val vai Gly Glu
195 200 205

TLT aga ttg gag aga aaa tgg ttg gat gtg gtg agg aac agg att gcc 672
Phe grg Leu GTu Arg Lys Trp Leu Asp val val Arg Asn Arg Ile Ala
10 215 220

gag gac ctc tcc tta cgc cga ttc atg gtc dact cta atc ctg gat atc 720
Glu Asp Leu Ser Leu Arg Arg Phe Met val Ala Leu Ile Leu Asp Ile
225 230 235 240

aag aga aca ccc g?a aac aaa ccc agg att gct gaa atg ata tgt gac 768
Gly

Lys Ard Thr pPro Asn Lys Pro Arg Ile Ala Glu Met Ile Cys Asp
245 250 255

att gat aca tat atc gta gag gca g?a tta gcc agt ttt atc ctg act 816
Ile Asp Thr Tyr Ile val Glu Ala Gly Leu Ala Ser Phe Ile Leu Thr
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260 265 270

att aag ttt g?g ata gaa act atg tat cct gct ctt g?a ctg cat gaa 864
Ile Lys ;?g Gly Tle Glu Thr ggg Tyr Pro Ala Leu ggg Leu His Glu

ttt get g?t gag tta tcc aca ctt gag tcc ttg atg aac ctt tac cag 912
Phe ggg Gly Glu Leu Ser Thr Leu Glu Ser Leu Met Asn Leu Tyr Gln
295 300

caa atg g%g gaa act gca ccc tac atg gta atc ctg gag aac tca att 960
GIn Met Gly Glu Thr Ala Pro Tyr Met val Ile Leu Glu Asn Ser Ile
305 310 315 320

cag aac aag ttc agi gca g?a tca tac cct ctg ctc tgg agec tat gecc 1008
GIn Asn Lys pPhe Ser Ala Gly Ser Tyr Pro Leu Leu Trp Ser Tyr Ala
325 330 335

atg gga gta g?a gtg gaa ctt gaa aac tcc atg gga ggt ttg aac ttt 1056
Met Gly val §4% val Glu Leu Glu gjg Ser Met Gly Gly %gg Asn Pha

g?c cga tct tac tft gat cca gca tat ttt aga tta g?g caa gag atg 1104
Gly Arg ggg Tyr Phe Asp Pro ggg Tyr Phe Arg Leu Gly Gln Glu met
365

gta agg agg tca gct g?a aag gtc agt tcc aca ttg gca tct gaa ctc 1152
val Arg Arg ser Ala Gly Lys val ser Ser Thr Leu Ala Ser Glu Leu
370 375 380

ggt atc act gcc gag gat gca agg citt gti tca gag att gca atg cat 1200
Gly ITe Thr Ala Glu Asp Ala Arg Leu val Ser Glu Ile Ala Met His
385 390 305 400

act act gag gac aag atc agt aga gcg gtt g?a C€CC aga caa gcc caa 1248
Thr Thr Glu Asp Lys Ile Ser aArg Ala val Gly Pro Arg Gln Ala Gln
405 410 415

gta tca ttt cta cac ggt gat caa agt gag aat gag cta ccg aga ttg 1296
val Ser Phe Leu His Gly Asp GIn Ser Glu Asn Glu Leu Pro Arg Leu
420 425 430

g%g g?c aag gaa gat agg agg ¢gtc aaa cag agt cga g%a gaa gcc agqg 1344
Gly Gly Lys Glu Asp Arg Arg Val Lys Gln Ser Arg Gly Glu Ala Arg
435 440 445

gag agc tac aga gaa acc g?g CCC agc aga gca agt gat gcg aga dct 1392
Glu 3§5 Tvr Arg Glu Thr gsg Pro Ser Arg Ala 225 Asp Ala Arg Ala

gcec cat ctt cca acc g?c aca ccc cta gac att gac act gca acg gag 1440
Ala His Leu Pro Thr Gly Thr Pro Leu Asp Ile Asp Thr Ala Thr Glu
465 470 475 480

tcc age caa gat ccg cag gac agt cga agg tca 9ot gac gec ctg ctt 1488
Ser Ser Gln Asp zgg Gln Asp Ser Arg 358 ser Ala Asp Ala hgg Leu

agg ctg caa gcc atg gca g?a atc teg gaa gaa caa g?c tca gac acg 1536
Arg Leu Gln Ala Met Ala Gly TIle Ser Glu Glu GIn Gty Ser Asp Thr
500 505 510

gac acc cct ata gtg tac aat gac aga aat ctt cta gac tag 1578
Asp Thr Pro Ile val Tyr Asn Asp Arg Ash Leu Leu Asp
515 520 525

<210>13

<211> 525

<212> PRT

<213> Virus del sarampion
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<400> 13

Met Ala Thr
1

Lys

His

ser

5er

65

val

val

Gly

Gln

Leu

Leu

Phe

Glu

225

LysS

Pro

Ile

Arg

50

Gly

Glu

Ser

Leu

Tyr

130

Trp

Gly

Leu

Arg

Arg

210

AsSp

Arg

Pro

Ile

35

Leu

Pro

sSer

Ile

Thr

115

Phe

Phe

Phe

Ala

Arg

Leu

Leu

Thr

Leu

Ile

20

Ile

Ley

Lys

Pro

sSer

Gly

Asn

Lys

180

Trp

Glu

Ser

Pro

Leu

Thr

val

Asp

Leu

Gly

85

Leu

Ala

His

Asn

Met

165

Ala

Ile

Arg

Leu

Arg

ser

Pro

Arg

Thr

70

Gln

Leu

s5er

Asp

Lys

Ile

val

Lys

Lys

ES 2 686 168 T3

Ser

Gly

Ile

Leu

35

Gly

Leu

Glu

Arg

Leu

Thr

Tyr

Arg

Lys

Lauy

ser

Pro

40

val

Ala

Ile

val

Ile

Gly

Ala

Thr

200

Leu

Phe

Pro

Ala

Gly

25

Gly

Arg

Leu

Gln

va'l

105

Thr

Ile

ser

Thr

Pro

185

Gln

Asp

Met

Arg

Leu

10

Gly

ASp

Leu

Ile

Arg

90

Gln

Asn

Ser

Asp

Tle

170

ASp

GIn

val

val

Ile
250

43

Phe

Ala

ser

Ile

Gly

75

Ile

Ser

Met

Ser

Ile

155

Leu

Thr

Arg

val

Ala

235

Ala

Lys

Ile

ser

Gly

60

Ile

Thr

Asp

Glu

AsSp

1240

Glu

Ala

Ala

Arg

Arg

220

Leu

Glu

Arg

Arg

Ile

45

Asn

Leu

Asp

GIn

val

GIn

Ala

val

205

Asn

Ile

Met

Asn

Gly

30

Thr

Pro

ser

Asp

ser

110

Glu

ser

Gln

Ile

Arg

Leu

Ile

Lys

15

Ile

Thr

Asp

Leu

Pro

95

Gln

Ala

Arg

Asp

Gly

Ile

Asp

Cys
255

Asp

Lys

Arg

val

Phe

80O

Asp

ser

Asp

Phe

Pro

160

val

Glu

Glu

Ala

Ile

240

Asp



Ile

Ile

Phe

Gln

305

GlIn

Met

Gly

val

Gly

Thr

val

Gly

Glu

Ala

465

Ser

Alrg

Asp

ASp

Lys

Ala

290

Met

Asn

Gly

Arg

370

ITe

Thr

ser

Gly

ser

450

His

Ser

Leu

Thr

<210> 14
<211> 1524
<212> ADN

Thr

Phe

275

Gly

Gly

Lys

val

Ser

355

Arg

Thr

Glu

Phe

Leu

GIn

Gln

Pro
515

Tyr
260

Gly

Glu

Phe

Gly

Tyr

Ser

Ala

ASD

Leu

420

Glu

Arg

Pro

Asp

Ala
500

Ile

Ile

Leu

Thr

Ser

325

val

Phe

Ala

Glu

Asp

Glu

Thr

Pro

485

Met

val

val

Glu

Ser

Ala

310

Ala

Giu

Asp

Gly

Asp

390

Ile

Gly

Arg

Thr

Gly

Gln

Ala

TYr

ES 2 686 168 T3

Glu

Thr

Thr

295

Pro

Gly

Leu

Pro

375

Ala

ser

Asp

Arg

Asp

Gly

Asn

Ala

Met

280

Leu

TYF

ser

Glu

Ala

360

val

Arg

Arg

GIn

val

440

Pro

Pro

sSer

Ile

520

Gly

Tyr

Glu

Met

Tyr

Asn

345

Tyr

ser

Leu

Ala

Ser

425

LYS

Ser

Leu

Arg

Ser

505

Arg

Leu

Pro

Ser

val

Pro

330

Ser

Phe

Ser

val

val

410

Glu

Gln

Arg

Asp

Arg

480

Glu

Asn

44

Ala

Ala

Leu

Ile

315

Leu

Met

Arg

Thr

ser

395

Gly

Asn

ser

Ala

Ile

475

ser

Glu

Leu

ser

Leu

Met

300

Leu

Leu

Gly

Leu

Leu

380

Glu

Pro

Glu

Arg

Ser

460

Asp

Ala

Gln

lLeu

Phe

Gly

AsSn

Glu

Trp

Gly

Gly

Ala

Ile

Arg

Leu

Asp

Thr

Asp

Gly

Asp

Ile

270

Leu

Leu

Asn

ser

Leu

350

Gln

Ser

Ala

Gln

Pro

430

Glu

Ala

Ala

Ala

Sar
510

Leu

His

Tyr

ser

Tyr

335

Asn

Glu

Glu

Met

Ala

415

Arg

Ala

Ard

Thr

Leu

495

Asp

Thr

Glu

Gln

Ile

320

Ala

Phe

Met

Leu

His

400

Gln

Leu

Arg

Ala

Glu

480

Leu

Thr
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<213> Virus del sarampién

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(1524)

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(1524)

<223> Gen de Schwarz MV P

<400> 14

atg gca gaa gag cag gca cgc cat gtc aaa aac
Tet Ala Glu Glu g]n Ala Arg His val igs Asn

Cgg gCt ctc aag gcc gag ccc atc g?c tca ctg
Arg Ala Leu Lys Ala Glu Pro Ile Gly Ser Leu
20 25
atg gca gca tgg tca gaa ata tca gac aac cca
Met Ala g;a Trp Ser Glu Ile Ser Asp Asn Pro
40

acc tgc agg gaa gag aag gca g?c agt tcg g?t
Thr Cys Arg Glu Glu Lys gga Gly Ser Ser Gly
50

cte tca gea att g?a tca act gaa g?c g?t gca
%gu ser Ala Ile Gly ggr Thr Glu Gly Gly 9}3

cag g%ja cct gt,?a gag agc gat gac gac gct gaa

Gin Gly Pro Gly Glu Ser Asp Asp Asp Ala Glu
- 85 90

cca aga aat cic cag gca Lca agc act g?g tta

Pro Arg Asn Leg Gln Ala Ser Ser Thr Gly Leu
10 105

tat gat cac agc g?t gaa gcg gtt aag g?a atrc
Tyr Asp His Ser Gly Glu Ala {33 Lys Gly Ile
115

atc atg gtt caa tca g?c ctt gat g?t gat agc
Ile Mgg val Gln Ser Gly Leu Asp Gly Asp Ser
1 135

gac aat gaa tct gaa aac agc gat gtg gat att
Asp Asn Glu Ser Glu Asn Ser Asp val Asp Ile
145 150 155

gag g?a tat gct atc act gac cgg g?a tct gct
Glu Gly Tyr Ala {%g Thr Asp Arg Gly igg Ala

ttc agy gct tct gat gtt gaa act gca gaa g?a
Phe Arg Ala igg Asp val Glu Thr ?;? Glu Gly

ctc ctg aga ctc caa tcc aga g?c aac aac ttt
Leu Leu Arg Leu Gln Ser Arg Gly Asn Asn FPhe

45

oy

gce
Ala

oy

cte
Leu
60

cct
Pro

act
Thr

cag
GIn

caa
Gln

acc
Thr
140

&ty

ceC
Pro

oty

ccg
Pro

ctg
Leu

atc
Ile

caqg
G1n
45

agc
Ser

cgc
Arg

ttg
Leu

tgt
Cys

gat
Asp
125

ctc
Leu

gaa
Glu

atc
Ile

gag
Glu

aag
Lys

gaa
Glu

gag
Glu
30

gag
Galu

ddaa
Lys

atc
Ile

gga
&ty
tat
Tyr
110
gct

Ala

tca
Ser

cCct
Pro

tct
Ser

ate
Ile
190

ctt
Leu

tgc
Cys
15

gaa
Glu

cga
Arg

cca
Pro

cgc
Arg

atc
Ile
95

tac
TYr

gac
Asp

oty

gat
Asp

atg
Met
175

cac
H1s

aly

atc
Ile

gct
Ala

gcce
Ala

tgc
Cys

ggt
80

CcccC
Pro

gtt
val

tct
Ser

oty

acc
Thr
160

&ty

gag
Glu

aaa
Lys

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624



act
Thr

oty
225

acg
Thr

aag
Lys

cCcC
Pro

tct
Ser

gac
Asp
305

gcc
Ala

gaa
Glu

atc
ile

age
ser

act
Thr
385

gat
Asp

cga
Arg

ctg
Leu

gcc
Ala

cgc
Arg

Ctc
Ley
210

aca
Thr

gag
Glu

tca
ser

gag
Glu

agt
290

tat
Tyr

tty
Leu

tca
Ser

aac
Asn

atc
Ile
370

gca
Ala

tca
Sar

caa
Gln

cty
Leu

gtc
val
450

tCC
Ser

195

aat
AsSn

ccce
Pro

ate
Ile

cCcC
Pro

tgt
Cys
275

acc
Thr

tat
Tyr

acc
Ala

cty
Leu

agg
Arg
355

atg
Met

gat
Asp

ety

ctc
Leu

aag
Lys
435

sty

att
Ile

gtt
val

att
Ile

gcg
Ala

tcg
5ar
260

gt
va

aca
Thr

gat
ASp

aaa
Lys

ctg
Lel
340

caa
Gln

atc
Ile

gtc
val

cga
Arg

caa
GIn
420

gaa
Glu

Tt
Phe

ata
Ile

CCt
Pro

aaad
LyS

ter
Ser
2435

gaa
Glu

aqc
Ser

atc
Ile

gat
ASp

ata
Ile
325

tta
Leu

aat
Asn

gcc
Ala

gaa
Glu

gca
Ala
405

a1y

Tttt
Phe

gtt
va'l

aaa
Lys

ccy
Pro

aag
LyS
230

tta
Leu

cca
Pro

aat
Asn

tcc
Ser

gag
Glu
310

cac
H1s

ttg
Leu

atc
Ile

att
Ile

atc
Ile
390

ctg
L.eu

atg
MeT

cag
Gin

cct
Pro

tcc
Ser

ccc
Pro
215

¢y

ttg
Leu

tca
Ser

gcc
Ala

ccg
Pro
295

ctg
Leu

gag
Glu

aag
Lys

age
ser

cct
Pro
375

aat
Asn

gce
Ala

aca
Thr

cta
Leu

gac
Asp
455

age
ser

ES 2 686 168 T3

200
ccy
Pro

aca
Thr

aca
Thr

&ty

gca
Ala
280
aga
Arg

tte
Phe

gat
Asp

ety

ata
Ile
360

&y

cCcC
Pro

gaa
Glu

aat
Asn
aay
Lys
440
acc
Thr

<gg
Arg

gac
Asp

gac
Asp

ggt
Gly

cca
Pro
265

ctyg
Leu

tcc
Ser

tct
Ser

aat
Asn

gaa
Glu
345

tece
ser

ctt
Leu

gac
Asp

val

gga
425

ccy
Pro

ggc
cly

cta
Leu

cCccC
Pro

gcg
Ala

&y
250

ggt
Gly

ata
Ile

cag
Gln

gat
Asp

cag
Gln
330

gtt
val

acc
Thr

cly

ttg
Leu

ctc
Leu
410

gy
Arg

atc
Ile

CCT
Pro

gag
Glu

46

agt
&y
aga
Ar

235
gca

Ala

gca
Ala

cag
Glin

aat
Asn

gtc
val
315

aag
LyS

gag
Glu

ctg
Leu

aag
Lys

aaa
Lys
395

aag
Lys

acc
Thr

ety

aca
Ala

gag
Glu

EQQ
rq
220

tta

g Leu

acc
Thr

CCt
Fro

dag
Glu

aat
Asnh
300

caa
Gn

ata
Ile

tca
Ser

gaa
Glu

gat
Asp
380

cCcC
Pro

aaa
Lys

agt
ser

dda
Lys

tca
ser
460

gat
Asp

205

gcc
Ala

gcc
Ala

caa
Gln

gcg
Ala

tgg
Trp
285

gaa
Glu

gat
Asp

atc
Ile

att
Ile

gga
365

CCC
Pro

atc
Ile

cCcC
Pro

tcc
ser

aag
Lys
445

cgc
Arg

cgg
APg

agc
Ser

tca
Ser

tgt
Cys

999
Gl
270

aca
Thr

gaa
Glu

att
Ile

tcc
ser

aag
Lys
350
cac
His

ddac
Asn

ata
Ile

gtt
val
aga
Ar

430
atg
Met

aat
Sar

aag
LLys

act
Thr

Tttt
Phe

gct
Ala
255

aat

y Asn

ccc
Pro

oty

aaa
Lys

aag
Lys
335

aag
Lys

ctc
Leu

gac
Asp

ety

gcce
Ala
415

g cly

agce
ser

gta
val

cgt
APg

tcc
ser

gga
240

cga
Arg

gtc
val

gaa
Glu

cly

aca
Thr
320

cta
Leu

cag
Glin

tca
ser

ccec
Pra

aga
Arg
400

agce
ser

cag
Gln

tca
Ser

atc
Ile

tac
Tvr

672

720

768

816

864

912

960

1008

1056

1104

1152

1200

1248

1296

1344

1392

1440
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465 470

ctg atg act <tc ctt gat

Leu Met Thr Leu ng Asp
4

TtC Ccac cag atg cig atg

Phe His G1n Met Leu Met
500
<210> 15
<211> 507
<212> PRT

<213> Virus del sarampion

<400> 15

Tet Ala Glu Glu GIn Ala
Arg Ala Leu Lys Ala Glu

Met Ala gga Trp Ser Glu

Thr Cys Arg Glu Glu Lys

Leu Ser Ala Ile Gly Ser
65 70

Gln Gly Pro Gly ggu ser

Pro Arg Asn Leu Gln Ala
100

Tyr Asp His ser Gly Glu
115

Ile Met val Gln ser Gly
130

Asp Asn Glu Ser Glu Asn
145 150

6lu Gly Tyr Ala Ile Thr
165

Phe Arg Ala Ser Asp val
180

Leu Leu Arg Leu GIn Ser

gat
Asp

aag
Lys

Arg

Pro

Ile

Ala

55

Thr

Asp

Ser

Ala

Leu

135

ser

ASp

Glu

Arg
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atc
Ile

ata
Ile

His

Ile

Ser

40

Gly

Glu

Asp

Ser

val

120

ASp

Asp

Arg

Thr

Gly
200

aaa
Lys

ata
Ile
505

val

Gly

25

Asp

Ser

Gly

Asp

Thr

105

Lys

Gly

val

Gly

Ala

185

AsSh

&y
490

atg
Met

Asn
Ser
Galy
Ala
90

Gly
Gly
Asp
Asp
Ser
170

Glu

Asnh

47

475

gcc
Ala

aag
LysS

Asn

Lau

Pro

Gly

Ala

75

Glu

Leu

Ile

ser

Ala

Gly

Phe

480

aat gat ctt gcc aag
Asn Asp Leu Ala Lys

tag

Gly

Ala

Gly

Leu

60

Pro

Thr

Gln

Gln

Thr

140

Gly

Pro

Gly

Pro

Leu

Ile

GIn

45

Ser

Arg

Leu

Cys

As

12

Leu

Glu

Ile

Glu

205

Glu

Glu

30

Glu

Lys

Tle

Gly

Tyr

110

Ala

Ser

Pro

Ser

Ile

190

Leu

495

Cys
Glu
Arg
Pro
Arg
Ile
95

Tyr
Asp
Gly
ASp
Met
175
His

Gly

Ile

Ala

Ala

Cys

Gly

80

PO

val

Ser

Gly

Thr

160

Gly

Glu

Lys

1488

1524
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Thr Leu Asn val Pro Pro Pro Pro Asp Pro Gly Arg Ala Ser Thr ser
210 215 220

Gly Thr Pro Ile Lys Lys Gly Thr Asp Ala Arg Leu Ala Ser Phe Gly

Thr Glu ITe Ala Ser Leu Leu Thr Gly Gly Ala Thr GIn Cys Ala Arg
245 250 255

Lys Ser Pro Ser Glu Pro Ser Gly Pro Gly Ala Pro Ala Gly Asn val
260 265 270

Pro Glu Cys val ser Asn Ala Ala Leu Ile Gg1ln Glu Trp Thr Pro Glu
275 280 285

ser Gly Thr Thr Ile Ser Pro Arg Ser Gln Asn Asn Glu Glu Gly Gly
290 295 300

Asp Tyr Tyr Asp Asp Glu Leu Phe Ser Asp val GIn Asp Ile Lys Thr
305 310 315 320

Ala Leu Ala Lys Ile His Glu Asp Asn GIn Lys Ile Ile Ser Lys Leu
325 330 335

Glu Ser Leu Leu Leu Leu Lys Gly Glu val Glu Ser Ile Lys Lys GIn
340 345 350

ITe Asn Arg GIn Asn Ile Ser Ile Ser Thr Leu Glu Gly His Leu Ser

ser Ile Met Ile Ala Ile Pro Gly Leu Gly Lys Asp Pro Asn Asp Pro
370 375 380

Thr Ala Asp val Glu Ile Asn Pro Asp Leu Lys Pro Ile Ile Gly Arg
385 390 395 400

Asp Ser Gly Arg Ala Leu Ala Glu val Leu Lys Lys Pro val Ala Ser
405 410 415

Arg GIn Leu GIn Gly Met Thr Asn Gly Arg Thr Ser Ser aArg Gly GlIn
420 425 430

Leu Leu Lys Glu Phe GIn Leu Lys Pro Ile Gly Lys Lys Met Ser Ser

Ala val Gly phe val Pro Asp Thr Gly Pro Ala Ser Arg Ser val Ile
450 45 460

Arg ser Ile Ile Lys Ser Ser Arg Leu Glu Glu Asp Arg Lys Arg Tyr
465 470 475 480

48
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Leu Met Thr Leu Leu Asp Asp Ile Lys Gly Ala Asn Asp Leu Ala Lys
485 490 495

Phe His GIn Met Leu Met Lys Ile Ile Met Lys
500 505

<210> 16

<211> 6552

<212> ADN

<213> Virus del sarampién

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(6552)

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(6555)

<223> Gen de Schwarz MV L

<400> 16

atg gac tcg cta tct gtc aac cag atc tta tac cct gaa gttt cac cta 43
Met Asp Ser Leu Ser val Asn Gln Ile Leu Tyr Pro Glu Val His Leu

1 5 10 15

gat agc ccg ata gtt acc aat aag ata gta gcc atc ctg gag tat gct 96
Asp ser Pro Ile val Thr Asn Lys Tle val Ala Ile Leu Glu Tyr Ala

20 25 30
Cga gtc cct cac get tac agec ctg gag gac cct aca ctg tat cag aac 144
Arg val pro His Ala Tyr Ser Leu Glu Asp Pro Thr Leu Cys GIn Asn
35 40 45
atc aag cac cgc cta aaa aac g?a Tttt tcc aac caa atg att ata aac 192
Ile Lys His Arg Leu Lys Asn Gly Phe Ser Asn Gln Met Ile Ile Asn
50 . 55 60

aat gtg gaa gtt g?g aat gtc atc aag tcc aadg ctt agg agt tat ccg 240
Asn val Glu val Gly Asn val Ile Lys Ser Lys Leu Arg ser Tyr Pro

65 70 75 80

gcc cac tct cat att cca tat cca aat tgt aat cag gat tta ttt aac 288
Ala His Ser His Ile Pro Tyr Pro Ash Cys Asn GIn Asp Leu Phe Asn

85 a0 95
ata gaa gac aaa gag tca acg agd aag atc cgt gaa ctc ctc aaa aag 336
Ile Glu Asp Lys Glu Ser Thr Arg Lys Ile Arg Glu Leu Leu Lys Lys
100 105 110
g?g aat tcg ctg tac tcc aaa gtc agt gat aag gtt ttc caa tgc tta 384
Gly Asn Ser Leu Tyr Ser Lys val Ser Asp Lys val Phe Gln Cys Leu
115 120 125
agg gac act aac tca cgg ctt g%c cta g?c tcc gaa ttg agg gag gac 432
Arg Asp Thr Asn Ser Arg Leu Gly Leu Gly Ser Glu Leu Arg Glu Asp
130 135 140

atc aag gag aaa gtt att aac ttg g?a gtt tac atg cac agc tcc cag 480
Ile Lys Glu Lys val TIle Asn Leu Gly val Tyr Met His Ser Ser GlIn

145 150 155 160

Tgg tLt gag ccc ttt ctg tit tgg ttt aca gtc aag act gag atg agyg 528

Trp Phe Glu Pro Phe Leu Phe Trp Phe Thr val Lys Thr Glu Met Arg
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tca
Ser

cct
Pro

Ctt
Leu

ttt
Phe
225

aca
Thr

aga
Arg

Sty

gct
Ala

ctt
Leu
305

Tttt
Phe

att
Ile

ttc
Phe

aat
ASN

cty
Leu
385

cgt
Arg

gect
Ala

cat
His

gt
va

gta
Val

gtt
val
210

gaa
Glu

gag
Glu

gtc
val

aat
ASN

tac
Tyr
290

aac
Asn

tct
Ser

ttc
Phe

aga
Arg

gtt
val
370

atg
Met

gac
Asp

gca
Ala

gag
Glu

att
ITe

TtC
Phe
195

gct
Ala

ctg
Leu

acc
Thr

aga
Arg

cca
Pro
275

cty
Leu

cac
H1s

gat
Asp

ata
Ile

agt
ser
355

agg
Arg

aaad
LyS

agg
Arg

gac
Asp

cag
Gln

aaa
LyS
130

trC
Phe

ata
Ile

gtt
val

gct
Ala

tac
Tyr
260

act
Thr

cag
Gln

tgc
Cys

gaa
Glu

act
Thr
340

ttc
Phe

aaa
Lys

ggt
Gly

cac
His

acCa
Thr
420

tgc
Cys

165
tca
ser

act
Thr

atc
Ile

ttg
Leu

atg
Met
245

atg
Met

tat
Tyr

ctyg
Ley

Tttt
Phe

&
325

gat
Asp

ty

tac
Tyr

CB_.t
H1s

oty
405

atc
Ile

gtt
val

caa
Gin

gat
Gly

agt
Ser

atg
Met
230

act
Thr

tgg
Trp

caa
Gln

a4gg
Arg

act
Thr
310

act
Thr

cac
H1s

atg
Met

gce
Ala
390

oty

cgg
Arg

gat
Asp

acc
Thr

agt
Ser

aaa
LysS
215
tat

Tyr

att
Ile

aaa
LYS

att
Ile

gat
Asp
295

gaa
Glu

tat
Tyr

ata
Ile

ccc
Pro

aat
Asn
375

ata
Ile

agt
Ser

aat
Asn

adC
Asn
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cat
His

tca
sSer
200

gag
Glu

tgt
Cys

gat
Asp

ctg
Leu

gta
val
280

ata
Ile

ata
Ile

C@‘t
His

cat
His

aga
Arg
360

cag
Gln

ttt
Phe

tgg
Trp

gct
Ala

tgg
Trp

act
Thr
185

gtt
val

tct
ser

gat
Asp

gct
Ala

ata
Ile
265

gcc
Ala

aca
Thr

ce}t
H1s

gag
Glu

ctyg
Leu
345

ctt
Leu

cct
Pro

tgt
Cys

cca
Pro

caa
Gln
425

aaa
Lys

170

tgc
Cys

gag
Glu

caa
Gln

gtc
val

aag
Arg
250

gat
Asp

atg
Met

gta
val

gat
Asp

tta
Leu
330

aca
Thr

gaa
Glu

add
Lys

oty

ccg
Pro
410

gct
Ala

Tct
Ser

50

cat
His

Tty
Leu

cat
His

ata
Ile
235

tat
Tyr

&y

ctyg
Leu

gaa
Glu

gtt
val
315

act
Thr

&ty

gca
Ala

gtc
val

atc
Ile
395

ctyg
Leu

tca
ser

ttt
Phe

agg
Arg

cta
Leu

gta
val
220

gag
Glu

aca
Thr

tic
Phe

gdag
Glu

ctc
Leu
300

ctt
Leu

gaa
Glu

gag
Glu

gta
va'l

att
Ile
380

ata
Ile

acc
Thr

g

gct
Ala

agg
Arg

atc
Ile
205

tat
Tyr

aly

gag
Glu

tte
Phe

cCct
Pro
285

aga
Arg

gac
Asp

gct
Ala

att
Ile

acg
Thr
365

gt
va

atc
Ile

ctc
Leu

gaa
Glu

oty

aga
Arg
190

tct
Ser

tac
Tyr

agg
APrg

Ctt
Leu

cct
Pro
270

ctt
Leu

&

caa
Gln

cta
Leu

ttc
Phe
350

get
Ala

tat
Tyr

adc
Asn

CcCcC
Pro

&1y
430

gt
va

175

cac
Hi1s

cgt
Arg

ctg
Leu

tta
Leu

cta
Leu
255

gca
Ala

tca
S5er

gct
Ala

aac
Asn

gat
Asp
335
tca

ser

gct
Ala

gag
Glu

oty

Cty
Leu
415

tta
Leu

aaa
Lys

aca
Thr

gac
Asp

aca
Thr

atg
Met
240

gga
Gly

ctc
Leu

ctt
Leu

ttc
Phe

&y
320

tac
Tvyr

Tttt
Phe

gaa
Glu

act
Thr

tat
Tyr
400

cat
His

aca
Thr

ttt
Phe

576

624

672

720

768

816

&o4d

912

960

1608

1056

1104

1152

1200

1248

1296

1344



ey

aag
LyS
465

ccg
PTro

agy
Arg

gtg

aac
Asn

ctt
Leu
545

gaa
Glu

atg
Met

gtc
val

gic
val

gt
va
625

gac
Asp

agt
Ser

tat
Tyr

ttg
Leu

ctyg
Leu

tgc
Cys
450

gac
Asp

aaa
Lys

ctt
Leu

ata
Ile

cty
Leu
530

Tttt
Phe

aat
Asn

gcc
Ala

tca
ser

tta
Leu
610

aga
Arg

caa
Gln

gca
Ala

gag
Glu

cce
Pro
690

tat
TV

435

Tttt
Phe

aag
Lys

gag
Glu

gta
val

atg
Met
515

tct
sSer

gct
Ala

cta
Leu

aag
Lys

oty
595

aaa
LYyS

gca
Ala

gac
Asp

Tttt
Phe

acc
Thr
675

tca
ser

gta
val

atg
Met

gca
Ala

ttc
Phe
gat
As

500
tat
Tyr

tac
Tyr

ddd
LyS

atc
Tle

gat
As

580
gtc

val

acc
Thr

gca
Ala

act
Thr

atc
Ile
660

atc
Ile

Tttt
Phe

agt
ser

cct
Pro

ctt
Leu

ctg
Leu
435

gtt

p val

gtt
val

agc
Ser

atg
Met

tca
ser
565

gaq

p Glu

CcC
Pro

rtac
Tyr

ada
Lys

gat
Asp
645

acg
Thr

agc
ser

ttc
Phe

gac
Asp

ctt
Leu

gct
Ala
470

cgt
Arg

TeC
Phe

gta
val

ctg
Leu

act
Thr
550

aac
Asn

cac
H1s

aaa
Lys

tcc
Ser

9%9
Gly
630
cat

His

act
Thr

tty
Leu

cag
GIn

cct
Pro

agc
ser
455

gct
Ala

tac
Tyr

CLt
Leu

agt
ser

aaa
Lys
535

tac
Tyr

gat
Asp

gat
Asp

cga
Arg
615

Tttt
Phe

ccy
Pro

gat
Asp

Tttt
Phe

i
695

cat
His
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440

ctyg
Leu

Ccte
Leu

gac
Asp

aat
Asn

dgga
Gly
520

gaa
Glu

ddad
Lys

att
ITe

ttg
Leu

ctc
Leu
600

age
ser

ata
Ile

ga9
Glu

ctc
Leu

gca
Ala
G680

ctg
Leu

tgc
Cys

gat
Asp

caa
Gin

cct
PIro

gat
Asp
505

gct
Ala

aag
Lys

atg
Met

ggc
Gly

act
Thr
585

aaa
Lys

cca
Pro

&

aat
Asn

aag
LYS
665

cag
Gln

ca_.t
H1s

cCcC
Pro

agt
ser

agq
Arg

cce
Pro
420

tcy
Ser

tac
Tyr

gag
Glu

agg
Arg

ddad
Lys
570

aag
Lys

gaa
Glu

atc
val

ttc
Phe

atg
Met
650

aag
LyS

agg
Arg

aag
LyS

ccc
Pro

51

gat
Asp

gaa
Glu
475 .

aag
Lys

agc
ser

ctc
Leu

atc
1le

gca
Ala
555

tat
Tyr

gca
Ala

agt
ser

cac
H1s

cct
Pro
635

gaa
Glu

tac
Tyr

cta
Leu

ag99g
Arg

gac
Asp

ctg
Leu
460

tg9g
Trp

Tttt
Phe

CE_'lt
H1s

aag
Lys
540

tgc
Cys

Tttt
Phe

ctC
Leu

cac
H1s

aca
Thr
620

caa
Gln

gct
Ala

tgc
Cys

aat
Asn

ctt
Leu
700

Cctt
Leu

445

aca
Thr

gat
Asp

acc
Thr

gac
Asp

gac
Asp
525
gaa

Glu

caa
Gln

aag
LYS

cac
His
agg
Arg
605

agt
ser

gta
va'l

tac
Tyr

ctt
Leu

gag
Glu
685

gdg
Glu

gac
ASp

atg
Met

ica
Ser

a1y

cca
Pro
510

cct
Pro

aca
Thr

gt
va

gac
Asp

act
Thr
590

&ty

acc
Thr

att
Ile

gag
Glu

aat
Asn
670

att
Ile

acc
Thr

gcc
Ala

tac
TYIr

gtt
val

tca
ser
495

tat
TYIr

gag
Glu

it

att
Ile

aat
Asn
575

cta
Leu

ety

aqgg
APFg

cgg
Arg

aca
Thr
635

tdg
Trp

tac
Tyr

tct
ser

cat
His

cta
Leu
tac
TYyr
480
<gg
Arg

gat
Asp

ttc
Phe

aga
Arg

gct
Ala
560

&ty

gct
Ala

cca
Pro

dac
Asn

cag
Gln
640

gtc
val

aga
Arg

ety

gtc
val

atc
Ile

1392

1440

1488

1536

1584

1632

1680

1728

1776

1824

1872

1920

1968

2016

2064

2112

2160



705

g
Pro

gg4a

ccc
Pro

tta
Leu

agc
sar
785

aga
Arg

cac
H1s

tca
Ser

44dc
Ser

499
Arg
365

aga
Arg

ata
Ile

acc
Thr

agg
Arg

atg
Met;
845

att
Ile

acc
Thr

tta
Leu

&y

tat
Tyr

gt
Va
770

aca
Thr

gat
Asp

ctcC
Leu

aaa
Lys

atc
Ile
850

gca
Ala

ggt

cag
Gln

cgg
Arg

atg
Met
a30

agc
ser

gct
Ala

ctc
Leu

tat
TYr

ata
Ile

cta
Leu
733

caa
Gln

tgg
Trp

tac
Tyr

aag
Lys

gga
Gly
835

gca
Ala

gca
Ala

tat
Tyr

caa
Gln

gat
Asp
915

gca
Ala

agg
Arg

gat
Asp

cat
H1s

aaa
Lys

gaa
Glu
740

tac
Tyr

aly

cCcC
Pro

ttt
Phe

gca
Ala
520

ata
Ile

aga
Arg

tgc
Cys

gac
Asp

att
Ile
900

gta
val

ctg
Leu

ctg
Leu

ctc
Leu

caa
Gln

gtc
val
725

ety

ctg
Leu

gac
Asp

tac
TYr

gta
val
805

aat
Asn

tat
Tyr

gt
Cys

agt

ser

cgt
Arg
885

cty
Leu

gtc
val

ttg
Leu

Tttt
Phe

aag
Lys
965

gta
val

710

ccc
Pro

tat
Tyr

gct
Ala

aat
Ash

aac
Asn
790

att
Ile

gag
Glu

tat
Tyr

gta
val

aat
Asn
870

tac
Tyr

atc
Ile

ata
Ile

ccC
Pro

gtc
val
950

aga
Arg

atg
Met

aat
Asn

tgt
Cys

gct
Ala

cag
Gln
775

ctt
Leu

ctt
Leu

aca
Thr

gat
Asp

1ttc
Phe
855

att
Ile

ctt
Leu

tct
Ser

cCcC
Pro

gct
Ala
935

aga
Arg

atg
Met

aca
Thr
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gat
AsSp

cag
Gln

tat
Tyr
760

acc
Thr

aag
LYS

agg
Arg

att
Ile

a1y
840

tag
Trp

gct
Ala

gca
Ala

ctt
Leu

ctc
Ley
920

cct
Pro

adac
Asn

att
Ile

caa
Gln

caa
Gln

aag
Lys
745

gagd
Glu

ata
Tle

aaa
Lys

caa
Gln

gtt
val
825

cta
Leu

tca
Ser

aca
Thr

tat
TYr

2y
905

ctc
Leu

att
Ile

atc
Ile

ctc
Leu

caa
Gln

atc
Ile
730

ctyg
Leu

agc
ser

gcc
Ala

cgg
Arg

agg
Arg
810
tca
ser

ctt
Leu

Glu

aca
Thr

tecc
ser
390
TtC
Phe

aca
Thr

2y

oy

gce
Ala
970

ceg
Pro

52

715

ttc
Phe

tgg
Trp

gga
Gly

gta
val

gaa
Glu
795

cta
Leu

tca
Ser

gt
Va

act
Thr

atg
Met
875

ctg
Leu

aca
Thr

aac
Asn

&ty

gat
Asp
955

Tca
Ser

aly

att
Ile

acc
Thr

gta
va'l

aca
Thr
780

gct
Ala

CE.I.t
H1s

CEllt
H1s

tcc
Ser

ata
Ile
860

gct
Ala

aac
Asn

atc
Ile

adC
Asn

atg
Met
940

cCa
Pro

cta
Leu

gac
Asp

aag
Lys

atc
Ile

agg
Arg
765

aaa
Lys

agct
Ala

gat
Asp

Tttt
Phe

caa
Gln
845

gtt
val

aaa
Lys

gtc
val

aat
ASN

gac
Asp
925

aat
Asn

gta
val

atg
Met

tct
Ser

tac
TYr

agc
Ser
750

att
Ile

agg
Arg

aga
Arg

att
Ile

Tttt
Phe
830

tca
Ser

gat
Asp

agc
ser

cta
Leu

tca
ser
910

ctc
Leu

tat
TYr

aca
Thr

cct
Pro

tca
Ser

cct
Pro
735

acc
Thr

gct
Ala

gta
val

gta
val

gygc
Giy
815

gtc
val

ctc
Leu

gaa
Glu

atc
Ile

aaa
Lys
895
acc

Thr

tta
Leu

ctg
Leu

tca
5er

gaa
Glu
975

ttc
Phe

720

atg
Met

att
Ile

fcg
ser

cCC
Pro

act
Thr
800

CE_lt
H1s

tat
Tyr

aag
Lys

aca
Thr

gag
Glu
880

ot
va

atg
Met

ata
Ile

aat
Asn

tca
ser
960

gag
Glu

cta
Leu

2208

2256

2304

2352

2400

2448

2496

2544

2592

2640

2688

2736

2784

2832

2880

2928

2976



gac
ASp

atc
Ile

cgt
His

ada
Lys

att
Ile

aca
Thr

ety

gt
va

sty

aaa
Lys

atg
Met

gtc
val

cat
His

tgg
Trp

gaa
Glu

gag
Glu

tcc
Ser

tgg gct age gac cct tac tca gca aat ctt gta tgt gtc cag agc
Trp 35% ser Asp Pro Tyr ser Ala Asn Leu val Cys val Gln ser

act
Thr
1010

agt
Ser
1025

gaa
Glu
1040

ata
Ile
1055

&1y
1070

ttg
Leu
1085

ata
ile
1100

atg
Met
1115

gag
Glu
1130

tygg
Trp
1145

cct
Pro
1160

gag
Glu
1175

Tttt
Phe
1190

aca
Thr
1205

aga
Arg
1220

ttg
Leu

980

aga
Arg

cca
Pro

gag
Glu

gta
val

gca
Ala

att
Ile

acc
Thr

gt
va

tca
ser

gca
Ala

gat
ASp

aca
Thr

ttt
Phe

tca
s5er

aca
Thr

cga
Arg

ctCc ctc aag
Leu Leu Lys

dac
Asn

gac
Asp

cct
Pro

aga
Arg

cga
Arg

aga
Arg

cta
Leu

tgt
Cys

44dg
Arg

gta
va'l

tgt
Cys

gtc
val

tcc
sar

gac
Asp

tct
ser

cca
Pro

gag
Glu

agg
Arg

gag
Glu

gce
Ala

ttg
Leu

ttg
Leu

tca
Ser

cta
Leu

cta
Leu

gtc
val

cce
Pro

ttg
Leu

atg
Met

gct
Ala

atg
Met

&ty

gca
Ala

tct
Ser

agc
Ser

tcc
Ser

aca
Thr

gt
va

gct
Ala

gaa
Glu

atc
ITe

tcg
ser

aga
Arg

aag
LyS

gtt
val
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1000

aac
Asn
1015

tta
Ley
1030

ctg
Leu
1045

gct
Ala
1060

att
Ile
1075

atg
Met
1090

aat
Asn
1105

oty
1120

cag
Gin
1135

cga
Arg
1150

tct
ser
1165

tgc
Cys
1180

&y
1195

gtec
val
1210

Cctt
Leuy
1225

aga
Arg

ata act gca
Ile Thr Ala

aaa
Lys

gcg
Ala

cat
His

gca
Ala

499
Arg

tat
TYr

aga
Arg

ctg
Leu

cly

atg
Met

gag
Glu

tgc
Cys

cCa
Pro

gce
Ala

ata
Ile

gga
Gly

gca
Ala

gaa
Glu

ggc
Gly

aag
Lys

gac
Asp

aag
Lys

gcg
Ala

cgg
Arg

cga
Arg

tgt
Cys

caa
GIn

tat
Tyr

ttc
Phe

gca
Ala

tta
Leu

ttc
Phe

atce
Ile

atg
Met

ety

tat
TYr

aga
Arg

aga
Arg

cct
Pro

ggc
Gly

&ty

ctg
Leu

att
Ile

gta
val

aca
Thr

53

4ag
Arg

ttc
Phe

ctc
L.eu

ctg
Leu

ctg
Leu

cly

gaa
Glu

aat
Asn

gct
Ala

att
Ile

cac
H1s

Tca
Ser

gat
Asp

&

aga
Aryg

gt
va

990

1005

it
Phe
1020

cat
His
1035

atg
Met
1050

gat
Asp
1065

gat
Asp
1080

tta
Ley
1095

caa
GIn
1110

gtc
val
1125

cta
Leu
1140

tac
TYr
1155

ctt
Leu
1170

gtc
val
1185

gat
Asp
1200

tct
ser
1215

gcc
Ala
1230

tac
Tyr

gtc
val

gat
Asp

gac
Asp

Cat
His

acc
Thr

acc
Thr

ttc
Phe

Ctc
Leu

aga
Arg

&ly

att
Ile

daac
Asn

att
Ile

acc
Thr

cca
Pro

tca
Ser

ctg
Leu

gac
Asp

agg
ATQ

agt
ser

aca
Thr

tct
Ser

aga
Arg

att
Ile

agc
ser

ctt
Lel

cagy
Arg

tac
Tyr

gac
Asp

act
Thr

agt
ser

tgg
Trp

atc
Ile

agt
ser

cat
His

gtc
val

aaa
Lys

cga
Arg

gca
Ala

gac
Asp

('.:'?.t
His

gag
Glu

cgt
Arg

ety

aag
Lys

gat
Asp

cga
Arg

gct
Ala

3024

3069

3114

3159

3204

3249

3294

3339

3384

3429

3474

3519

3564

3609

3654

3699

3744



tac
TYyr

agg
Arg

cce
Pro

agc
ser

agg
Arg

gat
Asp

cta
Leu

acc
Thr

tgt
Cys

cgc
Arg

tat
Tyr

acc
Thr

aca
Thr

atg
Met

att
Ile

gag
Glu

cag
Gln

1235

g?t
§2¥0

caa
Gln
1265

atc
Ile
1280

act
Thr
1295

tat
Tyr
1310

aag
Lys
1325

ety
1340

&y
1355

tgc
Cys
1370

aag
Lys
1385

gat
Asp
14006

cag
Gln
1415

ccc
Pro
1430

att
Ile
1445

tca
Ser
1460

Tttt
Phe
1475

tgt
Cys

gat
Asp

499
Arg

tca
ser

caa
Gln

acc
Thr

aag
Lys

1tg
Leu

tca
Ser

gtg

cta
Leu

aat
Asn

age
ser

caa
Gln

gac
Asp

gct
Ala

ctyg
Leu

gcg
Ala

gat
ASp

gce
Ala

act
Thr

gt
va

aca
Thr

gtt
val

&

tct
Ser

ate
Tle

gag

Glu

gca
Ala

cat
His

cta
Leu

cty
Leu

ctc
Leu

ctc
Leu

gcc
Ala

gat
Asp

aat
Asn

tecg
ser

aaa
Lys

atc
Ile

gat
Asp

gLt
val

ddac
Ash

ccg
Pro

ctg
Leu

cCt
Pro

adg
Arg

tat
Tyr

gta
val

ata
Ile

ata
Ile

atc
Ile

agc
ser

gtg

act
Thr

tac
Tyr

tee
Ser

act
Thr

ita
Leu

acqg
Thr

atg
Met

agg
Arg

Tta
Leu

agg
Arg

cac
H1s

aca
Thr

cty

Glu

aat
Asn
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12490

Tct
ser
1255

agce
ser
1270

aat
Ash
1285

tca
Ser
1300

aac
Asn
1315

aac
Ash
1330

gaa
Glu
1345

gta
val
1360

ata
Ife
1375

gca
Ala
1390

att
Ile
1405

cac
His
1420

att
Ile
1435

aaa
Lys
1450

gat
Asp
1465

cca
Pro
1480

Tgg
Trp

tag
Trp

ctg
Leu

tta
Leu

&

gac
Asp

ttt
Phe

aca
Thr

tta
Leu

gat
Asp

gag
Glu

gac
Asp

ctt
Leu

tta
Leu

Tttt
Phe

gac
Asp

aga
APy

gea
Ala

aac gaa
Asn Glu

gag gaqg
GIu Glu

gcg cat
Ala His

aca tcc
Thr Ser

aat ctc
Asn Leu

ata tac
Ile Tyr

ttg Tttt
Led phe

cat ctt
His Leu

C@t cCcC
H1s Pro

cta tgt
Leu Cys

aga gat
Arg Asp

gtg gaa
val Glu

gct aag
Ala Lys

gag aag
Glu Lys

gat atc
Asp Ile

tta tic
Leu Phe

ttt gat
Phe Asp

54

gcc
Ala

cta
Leu

449
Arg

Ctt
Leu

tca
ser

caa
Gln

cga
Arg

cac
His

agg
Arg

acc
Thr

gca
Ala

ttt
Phe

tccC
sSer

gac
Asp

aat
Asn

act
Thr

gta
val

1245

tgg
Trp
1260

agg
ATD
1275

ttg
Leu
1290

gtc
val
1305

ttt
Phe
1320

caa
Gln
1335

ctc
Leu
1350

gtc
val
1365

ata
ITe
1380

aac
Asn
1395

aca
Thr
1410

gtt
val
1425

aca
Thr
1440

cat
H1s
1455

agt
Ser
1470

atc
Ile
1485

cat
His

ttg
Leu

val

a4qg
Arg

cga
Arg

gtc
val

ety

gag
Glu

gaa
Glu

ccco
Pro

cca
Pro

a4g9g
Arg

aca
Thr

gca
Ala

atg
Met

ttc
Phe

tac
Tyr

tat
Tyr

ttg
Leu

atc
Ile

gat
Asp

gt
Va

ata
Ile

atg
Met

aaa
Lys

aca
Thr

age
ser

ttg
Leu

cta
Leu

tgg
Trp

cta
Leu

aat
Asn

ata
Ile

tty
Leu

cat
Hi1s

gct
Ala

act
Thr

cgt
Arg

gcg
Ala

tca
Ser

ctt
Leu

gat
Asp

gat
Asp

tece
ser

ata
Ile

tac
Tyr

tcc
Ser

tct
Ser

gaa
Glu

act
Thr

&ty

aga
Arg

3789

3834

3879

3924

3969

4014

4058

4104

4149

4194

4239

4284

4329

4374

4419

4464

4509



CcCa
Pro

tct
ser

age
Ser

gag
Glu

act
Thr

ctg
Leu

gaa
Glu

gca
Ala

acc
Thr

gtt
val

oty

tgc
cys

Tto
Leu

aat
Asn

agc
Ser

ctc
Leu

ggc
Gly

1450

tca
Ser
1505

aga
Arg
1520

cac
His
1535

cct
Pro
1550

ot
va
1565

tty
Leu
1580

agc
Ser
1595

aaa
Lys
1610

tgc
Cys
1625

cta
Leu
1640

tct
Ser
1655

tct
ser
1670

aga
AFg
1685

gtc
val
1700

atc
TIle
1715

aaa
LyS
1730

aat
AsSNn

oty

atg
Met

cca
Pro

atc
Ile

tgc
Cys

ttg
Lel

gac
Asp

cac
His

cca
Pro

acc
Thr

tCcy
ser

ctg
leu

gtt
val

agt
Ser

aag
Lys

gat
Asp

ctc
Leu

aaa
Lys

agc
ser

aag
Lys

cat
His

aac
Asn

aat
Asn

gag
Glu

tta
Leu

cca
Pro

gac
Asp

a9
Trp

act
Thr

gat
Asp

cag
GlIn

gct
Ala

atc
Ile

acc
Ala

tat
Tyr

aaa
Lys

atc
Ile

&y

atg
Met

gaa
Glu

gat
Asp

tgt
Cys

att
Ile

cat

His

aac
Asn

tat
Tyr

cca
Pro

cca
Pro

ttc
Phe

aac
Asn

aat
Asn

cag
Gln

tac
Tyr

cct
Pro

gtt
val

gta
val

gtt
val

cga
Arg

atc
Ile

ata
Ile

ctc
Leu

3ty

aag
Lys

aga
Arg

aca
Thr

tat
Tyr
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1495

atg
Met
1510

gt
va
1525

aag
Lys
1540
tca

ser
1555

tac
Tyr
1570
tta

Ley
1585

gta
val
1600

ctg
Leu
1615

ggt
1630

aag
Lys
1645

aat
Asn
1660

cgg
Arg
1675

ttc
Phe
1690

atc
Ile
1705

ccc
Pro
1720

agc
Sar
1735

gaa
Glu

ggt
Gly

Tttt
Phe

aaa
LyS

CcttL
Leu

aca
Thr

gaa
Glu

ccy
Pro

gca
Ala

cta
Leu

gca
Ala

cca
Pro

cga
Arg

att
Ile

&ty

cca
Pro

aag
Lys

atce
Ile

gag
Glu

aag
LysS

tte
Phe

gat
Asp

tgc
Cys

gag
Glu

gac
Asp

gat
Asp

aga
Arg

TtC
Phe

agce
ser

C?C
His

cac
His

C@t
H1s

ctg
Leu

gt
va

tgg
Trp

gct
Ala

tat
TvYr

ttc
Phe

aga
Arg

ttg
Leu

ccg
Pro

act
Ala

att
Ile

tcg
ser

gac
Asp

adac
Asn

gat
Asp

aat
Ash

act
Ala

55

ttg
Leu

CTt
Leu

cat
His

caa
Glin

atg
Met

aca
Thr

ttcC
Phe

tac
Tyr

ata
val

atg
Met

gta
val

atc
Ile

acc
Ala

dac
Asn

gat
Asp

ctt
Leu

ttcC
Phe

1500

tca
ser
1515

gtc
val
1530

tgt
Cys
1545

aac
Asnh
1560

acc
Thr
1575

ttt
Phe
1590

gac
Asp
1605

tgt
cys
1620
gag

Glu
1635

tta
Leu
1650

gac
Asp
1665

aaa
Lys
1680
ctc

Leu
1695

atc
Ile
1710

gtt
val
1725

ccc
Pro
1740

cgc
Arg

tcg
ser

aat
Asn

By

ttg
Leu

tac
TV I

ctc
Leu

dac
Asn

caa
Gln

aaa
Lys

tce
ser

cat
His

cag
Gin

gct
Ala

tca
Ser

gca
Ala

att
Ile

aga
Arg

ttc
Phe

gct
Ala

att
Ile

cac
H1s

ctc
Leu

ttg
Leu

atc
Ile

cca
Pro

tot
Cys

cca
Pro

tac
Tyr

ata
Ile

Glu

aat
Asn

aaa
Lys

tca
Ser

atc
Ile

ctt
Leu

cta
Lau

ata
Ile

aca
Thr

gac
Asp

tgt
Cys

cag
Gln

§iY

aca
Ala

gca
Ala

tca
Ser

aga
Arg

gta
val

atg
Met

ttg
Leu

3ty

sty

4554

4599

4644

4689

4734

4779

4824

4869

4914

4959

5004

5045

5094

5139

5184

5229

5274



ttg
Leu

att
Ile

gag
Glu

cta
Leu

tct
ser

gtc
val

aac
ASh

aat
Asn

cat
His

cta
Leu

daa
Lys

gaa
Glu

gaa
Glu

aat
Asn

act
Thr

agc
Ser

1745

aac
Asn
1760

499
Arg
1775

&y
1790

aac
Asn
1805

&y
1820

gaa
Glu
1835

21y
1850

ttc
Phe
1865

tca
Ser
1880

949
Glu
1895

ata
Tle
1910

Tttt
Phe
1925

gt
va
1940

tct
s5er

1955

cct
Pro
1970

tca
ser
1985

tgc
Cys

tca
ser

aga
Arg

tcg
ser

aag
Lys

caa
GIn

cac
H1s

agg
Arg

ata
Ile

gat
Asp

gaa
Glu

gga
Gly

gtt
val

dac
Asnh

tat
TYTr

gaa
Glu

cct
Pro

ata
Ile

tct
ser

tgc
cys

qgt
Gly

tgc
Cys

agg
Arg

aga
Arg

CcCcC
Pro

gtt
val

ata
Ile

ttg
Leu

tca
ser

cag
Gln

ctt
Leu

ttg
Leu

aag
LyS

STy

caa
Gin

gct
Ala

ctt
Leu

tct
Ser

ttc
Phe

gaa
Glu

atg
Met

gaa
Glu

agt
ser

gag
Glu

gca
Ala

ata
Ile

gta
val

gtt
val

att
Ile

ctt
Leu

gca
Ala

tgc
Cys

aag
Glu

atg
Met

tat
Tyr

tta
Leu

ety

gtc
val

aat
Asn

acc
Thr

gce
Ala

ctg
Leu

Tttt
Phe

tac
Tyr

atg
Met

aag
Lys

ata
Ile

att
Ile
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1750

tac
TYr
1765

cca
Pro
1780

tty
Leu
1795

aat
Asn
1810

gca
Ala
1825

gta
val
1840

acg
Thr
1855

atc
Ile
1870

Ttg
Leuy
1885

atc
Ile
1300

gt
Va
1915

ata
ITe
1930

cct
Pro
1945

aca
Thr
1960

cag

Gln
1975

&y
1990

gt
va

aaa
Lys

aly

atc
Ile

agt
s5er

ccc
Pro

ggt
Gly

tgg
Trp

cct
Pro

cct
Pro

ita
l.eu

att
Ile

agt
ser

aga
Arg

gat
Asp

cagy
Gln

cac
His

oty

gct
Ala

gag
Glu

act
Thr

3y

tat
Tyr

aat
Ast

gta
val

acc
Thr

gac
Asp

tcy
Ser

aag
Lys

tat
Tyr

tac
Tyr

ctc
Leu

ata
Ile

atc
Ile

gac
Asp

gtt
val

gac
Asp

tat
Tyr

gtt
val

cCcC
Pro

att
Ile

aly

fct
ser

dadad
Lys

atg
Met

ctt
Leu

gta

agc
ser

aag
Lys

att
Ile

cta
Leu

gca
Ala

56

gag
Glu

ggc
Gly

daa
Lys

tcc
ser

tcc
Ser

gtc
val

agt
sar

agt
ser

gat
Asp

gct
Ala

atg
Mat

daC
Asn

gct
Ala

gaa
Glu

tcc
Ser

gtt
val

1755

ata
Ile
1770

ttg
Leu
1785

gag
Glu
1800

gcc
Ala
1815

gaa
1830
aaa
Lys
1845
gta

val
1860

gt
va
1875

act
Thr
1890

cty
Leu
1905

cct
Pro
1920

tct
ser
1935

TttcC
Phe
1950

aac
Asn
1965

tca
Ser
1980

att
Ile
1995

agt
Ser

tca
ser

TttC
Phe

ata
Ile

aat
Asn

gtt
val

gt
Va

gat
Asp

aly

ata
ile

ctc
Leu

ttcC
Phe

Ca_.t
H1s

atc
Ile

cgg
Arg

tct
Sar

aag
Lys

aga
Atrg

aca
Thr

tty
Leu

ctt
Leu

tct
Sar

Sty

ctc
Leu

tgc
Cys

ttt
Phe

gag
Glu

ctg
Leu

agc
ser

tat
Tyr

tct
Ser

cta
L.eu

gt
va

caa
Gln

&

tta
Leu

&y

aaa
Lys

aga
Arg

Ctt
Leu

Tttt
Phe

ttc
Phe

atc
Ile

aag
Lys

&y
&ty

aga
Arg

act
Thr

atg
Met

agg
Arg

cta
Leu

gat
Asp

5319

2364

5409

5454

5499

5544

5589

5634

5679

5724

5769

5814

5859

5904

5949

5994

6039
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atc
Ile

atc
Ile

tto
Leu

tct
ser

caa
Gain

agt
ser

tgg
Trp

aag
LYS

cac
His

att
Ile

aca
Thr

cC
213

2000

aat
Asn
2015

aat
Asn
2030

atc
Ile
2045

ata
Ile
2060

aga
Arg
2075

agc
ser
2090

ey
2105

Tttt
Phe
2120

cag
Gln
2135

att
Ile
2150

gtc
val
2165

ctg
Leu
2180

<210> 17
<211> 2183

<212> PRT

cct
Pro

tyc
Cys

cac
His

ctc
Leu

agt
ser

agg
Arg

cac
His

ate
Ile

aat
Asn

atg
Met

aag
Lys

att
ITe

act
Thr

&ty

cat
His

atec
Ile

caa
GIn

caa
GIn

att
Ile

cag
Gln

atc
Ile

acg
Thr

dag
Glu

aag
Lys

ctyg
Leu

ttg
Leu

gat
Asp

ctc
Leu

caa
Gin

cga
Arg

ctt
Leu

aat
ASn

ttc
Phe

acc
Thr

gac
Asp

<213> Virus del sarampion

<400> 17

aaa
Lys

gca
Ala

gtt

val

tac
Tyr

aly

gaa
Glu

ctt
Leu

ctc
Leu

gtt
val

aaa
Lys

taa
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2005

aaa
Lys
2020

att
Ile
2035

gcc
Ala
2050

agg
2065

atg
Met
2080

ctt
Leu
2095

tac

Tyr
2110

aag
Lys
2125

aag
LysS
2140

Tty
Leu
2155

gaa
Glu
2170

ctt
Leu

aac
Asn

tca
Ser

Glu

tte
Phe

ata
Ile

tcc
Sar

tcc
ser

aat
Asn

daa
Lys

tgy
Trp

aca
Thr

cly
3ty

ttg
Leu

cac
His

tct
ser

&ty

aly

cta
Leu

cgt
APrg

tat
Tyr

cct
Pro

cct
Pro

caa
GlIn

gca
Ala

gct
Ala

agg
Arg

aac
Asn

tat
Tyr

tce
ser

aag
Lys

ata
Ile

aag
Lys

gat
Asp

aga
Arg

Tac
Tyr

atc
Ile

aaa
LyS

cty
Leu

aag
LyS

Lgg
Trp

tta
Leu

Met Asp Ser Leu ger val Asn Gln Ile Lgu Tyr Pro
1 L

Asp Ser Pro gae val Thr Asn Lys Ege val Ala Ile

Arg val ggo His Ala Tyr ser hsu Glu Asp Pro Thr

57

2010

gag
Glu
2025

ctg
Leu
2040

&
2055

tte
Phe
2070

cce
Pro
2085

acc
Thr
2100

aag
Lys
2115

ata
Ile
2130

tca
ser
2145
gtt
2160
gte

val
2175

cag
GIn

tgc
Cvs

ttg
Leu

aaa
Lys

gta
val

cgc
Arg

tty
Leu

cta
Leu

gag
Glu

ttt
Phe

gga
Giy

gt
va

aaa
Lys

ctt
Leu

gac
Asp

ttg
Leu

aaa
Lys

ata
Ile

gac
Asp

aaa
Lys

aag
Lys

tac
Tyr

ctg
Leu

gaa
Glu

aat
Asn

aac
Asn

gta
val

ttc
Phe

aat
Asn

tta
Leu

cag
Gln

gta
val

agt
ser

Glu val His Leu

Leu Glu Tyr Ala
30

Leu Cys GIn Asn
45

6084

6129

6174

6219

6264

6309

6354

6399

6444

6489

6534

6552
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Ile Lys His Arg Leu Lys Asn Gly Phe Ser Asn Gln Met Ile Ile Asn

Asn val Glu val Gly Asn val Ile Lys Ser Lys Leu Arg Ser Tyr Pro
65 70 75 80

Ala His ser His Ile Pro Tyr Pro Asn g%s Ashn Gln Asp Leu P?e Asn
85 9

Ile Glu Asp Lys Glu Ser Thr Arg Lys Ile Arg Glu Leu Leu LyS Lys
100 105 110

Gly Asnh Ser Leu Tyr Ser Lys val Ser Asp Lys val Phe GIn Cys Leu
115 120 125

Arg Asp Thr Asn Ser Arg Leu Gly Leu Gly Ser Glu Leu Arg Glu Asp
130 135 140

ITe Lys Glu Lys val TIle Asn Leu Gly val Tyr Met His Ser Ser Gln
145 150 155 160

Trp Phe Glu Pro Phe Leu Phe Trp Phe Thr val Lys Thr Glu Met Arg
165 170 175

ser val Ile Lys ser Gln Thr His Thr Cys His Arg Arg Arg His Thr
180 185 190

Pro val Phe Phe Thr Gly Ser Ser val Glu Leu Leu Ile Ser Arg Asp
195 200 205

Leu val Ala Ile ITe Ser Lys Glu Ser Gln His val Tyr Tyr Leu Thr
210 215 220

Phe Glu Leu val Leu Met Tyr Cys Asp val Ile Glu Gly Arg Leu Met
225 230 235 240

Thr Glu Thr Ala Met Thr Ile Asp Ala Arg Tyr Thr Glu Leu Leu Gly
245 250 255

Arg val Arg Tyr Met Trp Lys Leu Ile Asp Gly Phe Phe Pro Ala Leu
260 265 270

Gly Asn Pro Thr Tyr GIn Ile val Ala Met Leu Glu Pro Leu Ser Leu
275 280 285

Ala Tyr Leu Gin Leu Arg Asp Ile Thr val Glu Leu Arg Gly Ala Phe
290 295 300

Leu Ash His Cys Phe Thr Glu Ile His Asp Val Leu Asp GIn Asn Gly
305 310 315 320

58



Phe

Ile

Phe

Asn

Leu

385

Arg

Ala

His

Gly

Arg

val

Asn

Leu

545

Glu

Met

Ser

Phe

Arg

val

370

Met

Asp

Ala

Glu

cys

450

Asp

Lys

Ley

Tle

Leu

530

Phe

Asn

Ala

Asp

Ile

Ser

355

Arg

Lys

Arg

ASp

Gln

435

Phe

Lys

Glu

vai

Met

515

ser

Ala

Leu

Lys

Glu

Thr

340

Phe

LysS

Gly

His

Thr

420

Cys

Met

Ala

Phe

500

Tyr

Tyr

Lys

ITe

Gly

ASD

Gly

Tyr

His

val

Pro

Leu

Leu

485

val

val

Ser

Met

Ser

565

Glu

Thr

ASp

His

Met

Ala

390

Gly

Arg

ASpP

Leu

Ala

470

Arg

Phe

val

Leu

Thr

550

Asn

His

TYr

Ile

Pro

Asn

375

Ile

Ser

Asn

Asn

ser

455

Ala

Tyr

Leu

Ser

Tyr

Gly

Asp
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His

His

Arg

360

Gln

Phe

Trp

Ala

Leu

Asp

Asn

Gly

Glu

Lys

Ile

Leu

Glu

Leu

345

Leu

Pro

Cys

Pro

Gln

425

Lys

ASp

Gln

Pro

505

Ala

Lys

Met

Gly

Thr
585

Leu

330

Thr

Glu

Lys

Gly

Pro

410

Ala

Ser

ser

Arg

Pro

490

Ser

Tyr

Glu

Arg

LYS

570

Lys

59

Thr

Gly

Ala

val

Ile

395

Leu

Ser

Phe

Asp

Glu

475

Lys

Ser

Leu

Ile

Tyr

Ala

Glu

Glu

val

Ile

380

Ile

Thr

Gly

Ala

Leu

460

Trp

Gly

Phe

His

Lys

540

Cys

Phe

Leu

Ala

Ile

Thr

365

val

Ile

Leu

Glu

Gly

Thr

Asp

Thr

Asp

Gln

Lys

His

Leu

Phe

350

Ala

Tyr

Asn

Pro

Met

Ser

Gly

Pro

510

Pro

Thr

va

Asp

Thr
590

AS

33';
ser
Ala
Glu
Gly
Leu
415
Leu

Lys

Tyr

val Ty

Ser
495
Tyr
Glu
Gly
Ile
Asn
575

Leu

Tyr
Phe
Glu
Thr
490
Thr
Phe
Leu
4SQ
Arg
Asp
Phe
Arg
%

Gly

Ala



val

val

val

625

Asp

Ser

Tyr

Leu

Leu

705

Pro

Gly

Pro

Leu

Ser

785

Arg

His

Ser

Ser

Ser

Leu

610

Arg

Gln

Ala

Glu

Pro

690

TyT

Leu

Gly

Tyr

val

770

Thr

ASpP

Leu

LysS

ITe
850

Gly

Lys

Ala

Asp

Phe

Thr

675

Ser

val

Tyr

Ile

Leu

755

GIn

Trp

TYr

Lys

Gly

Ala

val

Thr

Ala

Thr

Ile

660

Ile

Phe

ser

Lys

Glu

740

TYr

Gly

Pro

Phe

Ala

820

Ile

Arg

Pro

Tyr

Lys

Asp

645

Thr

ser

Phe

Asp

val

725

Gly

Leu

ASp

Tyr

val

805

Asn

TYr

cys

Lys

Ser

Gly

His

Thr

Leu

Gln

Pro

710

Pro

Tyt

Ala

AsSn

Asn

790

Ile

Glu

Tyr

val
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ASp

Arg

615

Phe

Pro

ASp

Phe

Asn

Cys

Ala

Gln

775

Leu

Leu

Thr

Asp

Phe
855

Leu

600

Ser

Ile

Glu

Leu

Ala

680

Leu

Cys

Asp

Gln

Tyr

Thr

Lys

Arg

Ile

Gly

Trp

Lys

Pro

Gly

Ash

Lys

605

Gln

His

Pro

Gln

Lys

745

Glu

Ile

Lys

GIn

val

825

Leu

ser

Glu

val

Phe

Met

650

Lys

Arg

Lys

Pro

ile

730

Leu

Ser

Ala

Arg

Arg

810

s5er

Leu

Glu

60

Ser

Pro

6335

Glu

TV

Leu

AT'g

715

Phe

Trp

Gly

val

Glu

795

Leu

sar

val

Thr

His

Thr

620

Gln

Ala

Cys

Asn

Leu

700

Leu

Tle

Thr

val

Thr

780

Ala

His

His

Ser

ITe
860

Arg

605

Ser

val

Tyr

Leu

Glu

685

Glu

Asp

Lys

Ile

Lys

Ala

Asp

Phe

Gln

845

val

Gly Gly Pro

Thr

Ile

Glu

Asn

670

Tle

Thr

Ala

Tyr

ser

750

Ile

Arg

Arg

Ile

Fhe

830

Ser

Asp

Argd

Arg

Thr

655

Trp

Tyr

ser

His

Pro

735

The

Ala

val

val

Leu

Glu

Asn

Gln

640

val

Arg

Gly

val

Ile

720

Met

Ile

Ser

Pro

Thr

800

His

Tyr

Lys

Thr



ES 2 686 168 T3

Arg Ala Ala Cys ser Asn Ile Ala Thr Thr met ala Lys Ser Ile Glu
865 870 875 880

Arg Gly Tyr Asp Arg Tyr Leu Ala Tyr Ser Leu Asn val Leu Lys val
885 890 895

ITe Gln GIn Ile Leu Ile Ser Leu Gly Phe Thr Ile Asn Ser Thr Met
900 905 a10

Thr Arg Asp val val Ile Pro Leu Leu Thr Asn Asn Asp Leu Leu Ile
915 920 925

Arg Met Ala Leu Leu Pro Ala Pro Ile Gly Gly Met Asn Tyr Leu Asn
930 935 940

Met Ser Arg Leu Phe val Arg Asn Ile Gly Asp Pro val Thr Ser Ser
945 950 955 960

Ile aAla Asp Leu Lys Arg Met Ile Leu Ala Ser Leu Met Pro Glu Glu
965 97¢ 975

Thr Leu His Gln val Met Thr Gln Gln Pro Gly Asp Ser Ser Phe Leu
980 985 920

Asp Trp Ala Ser Asp Pro Tyr Ser Ala Asn Leu val Cys val Gln Ser
995 1000 1005

ITe Thr Arg Leu Leu Lys Asn Ile Thr Ala Arg Phe val Leu Ile
1010 1015 1020

His Ser Pro Asn Pro Met Leu Llys Gly Leu Phe His Asp Asp Ser
1025 1030 1035

Lys Glu Glu Asp Glu Gly Leu Ala Ala Phe Leu Met Asp Arg His
1040 1045 1050

Ile Tle val Pro Arg Ala Ala His Glu Ile Leu Asp His Ser val

p
1055 1060 1065

Thr Gly Ala Arg Glu Ser Ile Ala Gly Met Leu

Asp Thr Thr Lys
1070 1075 1080

Gly Leu Ile Arg Ala Ser Met Arg Lys Gly Gly Leu Thr Ser Arg
1085 1090 1095

val Tle Thr Arg Leu Ser Asn Tyr Asp Tyr Glu Gln Phe Arg Ala
1100 1105 1110

Gly Met val Leu Leu Thr Gly Arg Lys Arg Asn Val Leu Ile Asp
1115 1120 112§

61



Lys

Met

val

His

Trp

Glu

Glu

ser

Tyr

Arg

Pro

Ser

Arg

ASp

Leu

Thr

Cys

Glu
1130

Trp
1145
Pro

1160

Glu
1175

Phe
1190

Thr
1205

Arg
1220

Leu
1235

Gly
1250

Gln
1265

Ile
1280

Thr
1295

Tyr
1310

Lys
1325
Gly

1340

Gly
1355

cys
1370

Ser

Ala

Asp

Thr

Phe

ser

Thr

Arg

Asp

Arg

Ser

Gln

Thr

Lys

Leu

sSer

val

Cys

Arg

val

Cys

val

sSer

ASp

ser

Asp

Ala

Thr

val

Thr

val

Gly

Ser

Ile

Ser

Leu

Leu

val

Pro

Leu

Met

Ala

Asp

Asn

Ser

Lys

Ile

Asp

val

Asn

Pro

val

Ala

Glu

Ile

Ser

Arg

LysS

val

Ser

val

Thr

Tyr

Ser

Thr

Leu

Thr

Met
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Gln
1135

Arg
1150

Ser
1165

val
12106

Leu
1225

Ar
12%0

ser
1255

Ser
1270

Asn
1285

Ser
1300

Asn
1315

Asn
1330

Glu
1345

val
1360

Ile
1375

Leu

Gly

Met

Glu

Cys

Pro

Ala

Ile

Trp

Leu

Leu

Gly

AsSp

Phe

Thr

Leu

Asp

Ala

Arg

Arg

Cys

Gln

Tyr

Phe

Ala

Asn

Glu

Ala

Thr

ASh

ITe

Leu

His

His

62

Arg

Pro

Giy

Gly

Leu

Ile

val

Thr

Glu

Glu

His

Ser

Leu

Tyr

Phe

Leu

Pro

Ala

Ile

His

Ser

Asp

Gly

Arg

vatl

Ala

Leu

Arg

Leu

ser

GIn

Arg

His

Arg

Leu
1140

Tyr
1155

Leu
1170

va'l
1185

Asp
1200

ser
1215

Ala
1230

Arg
1275

Leu
1290

va'l
1305

Phe
1320

GlIn
1335

Leu
1350

val
1365

Ile
1380

Arg

Gly

Ile

Asn

Ile

Thr

Pro

Ser

Leu

val

Arg

Arg

val

Gly

Glu

Glu

Pro

Ser

Leu

Arg

Tyr

Asp

Thr

sSer

Trp

Leu

Ile

Asp

val

Ile

Met

Lys

Thr

ser

His

Glu

Arg

Gly

Lys

Asp

Arg

Ala

Ala

Thr

Arg

Ala

ser

Leu

Asp

Asp

Ser



Arg

Tyr

Thr

Thr

Met

Ile

Glu

Gln

Pro

Ser

ser

Glu

Thr

Leu

Glu

Ala

Thr

Gln
1415

Pro
1430

Ile
1445

Ser
1460

Phe
1475

Cys
1490

ser
1505

Arg
1520

His
1535

Pro
1550

val
1565

Leu
1580

ser
1595

LyS
1610

Cys
1625

Leu

Ash

5er

Gln

Asp

Ala

Leu

Ala

Gly

Met

Pro

Ile

Cys

Leu

ASp

His

Pro

Glu

Ala

His

Leu

Leu

Leu

Leu

Ala

Lys

Ser

Lys

His

Asn

Asn

Glu

Leu

Pro

Leu

Pro

Arg

Tyr

val

Ile

Ile

Ile

Tyr

Lys

Ile

Gly

Met

Glu

Asp

Cys

Ile

Arg

Leu

Arg

His

Thi

Gly

Glu

Asn

Gln

Gly

Tyr

Pro

val

Glu

val

val

Arg
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Ala
1390

Ile
1405

His
1420

Ile
1435

Lys
1450

Asp
1465

Pro
1480

Trp
1495

Met
1510

val
1525

Lys
1540

ser
1555

TVl
1570

Leu
1585

val
1600

Leu
1615

Glu

Asp

Leu

Leu

Phe

Asp

Arg

Ala

Gly

Phe

Lys

Leu

Thr

Glu

Pro

Ala

Leu

Leu

Arg

val

Ala

Glu

Asp

Leu

Phe

Glu

Lys

Phe

Asp

Cys

Glu

Asp

AsSp

Arg

63

Cys

Asp

Glu

Lys

Lys

Ile

Phe

Asp

Leu

val

Trp

Ala

Tyr

Phe

Arg

Leu

Pro

Thr

Ala

Phe

Ser

Asp

Asn

Thr

val

Leu

Leu

His

Gin

Met

Thr

Phe

Tyr

val

Asn
1395

Thr
1410

val
1425

Thr
1440

His
1455

Ser
1470

Ile
1485

His
1500

sSer
1515

val
1530

Cys
1%45
ASn

1560

Thr
1575

Phe
1590

Asp
1605

Cys
1620

Glu
1635

Pro

Arg

Thr

Ala

Met

Phe

Tyr

TYr

ser

Asn

Gly

Leu

Tyr

Leu

Asn

Gln

Lys

Leu

Leu

Trp

Leu

Asn

Ile

l.eu

His

Phe

Ala

Ile

His

Leu

Leu

Ile

Pro

Cys

ITe

Ser

Ser

Giu

Thr

Gly

Arg

Leu

Leu

Tle

Thr

Asp

Cys

GIn

Gly

Ala



val

Gly

Cys

Leu

Asn

ser

Leu

Gly

Leu

Ile

Glu

Leu

Ser

val

Asn

Asn

His

Leu
1640

Ser
1655

Ser
1670

Arg
1685

val
1700

TIle
1715

Lys
1730

Asn
1745

Asn
1760

Arg
1775
Gly

1790

AsSN
1805

Gly
1820

Glu
1835

Gly
1850

Phe
1865

Ser
1880

Thr

Ser

Leu

val

ser

Lys

Asp

Leu

Ser

Arg

Ser

Lys

Gln

His

Arg

Ile

Asp

ASp

Trp

Thr

AsSp

Gln

Ala

Ile

Ala

ser

cys

Gly

Cys

Arg

Arg

Pro

val

Ile

His

Asn

Tyr

Pro

Pro

Phe

Asn

Asn

Ala

Leu

Ser

Phe

Glu

Met

Glu

Ser

Glu

Ile

Ile

Leu

Gly

Lys

Arg

Thr

Tyr

Cys

Glu

Met

Tyr

Leu

Gly

val

Asn

Thr
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Lys
1645

Asn
1660

Arg
1675

Phe
1690

Ile
1705

Pro
1720

Ser
1735

Glu
1750

TYr
1765

Pro
1780

Leu
1795

Asn
1810

Ala
1825

val
1340

Thr
13855

Ile
1870

Leu
1885

Ala

Pro

Arg

Ile

Gly

Pro

Lys

Ile

Lys

Gly

Ile

Ser

Pro

Gly

Trp

Pro

Pro

Glu

Ile

Gly

Phe

Ser

His

His

His

Ala

Glu

Thr

Gly

Tyr

Asn

val

Thr

Asp

64

Ala

Ile

Ser

Asp

Asn

Asp

Asn

Ala

val

Asp

Tyr

val

Pro

Ile

Gly

ser

Lys

Met

val

Ile

Ala

ASN

Asp

Leu

Phe

Glu

Gly

Lys

5er

Ser

val

Ser

ser

Asp

Leu
1650

Asp
1665

Lys
1680

Leu
1695

Tle
1710

val
1725

Pro
1740

Arg
1755

Ile
1770

Leu
1785

Glu
1800

Ala
1815

Glu
1830

Lys
1845

val
1860

val
1875

Thr
1890

ser

His

Gin

Ala

Ser

Ala

Ile

Arg

Ser

Phe

Ile

Asn

val

val

Asp

Gly

Ile

Pro

Tvr

Ile

Glu

Asn

Lys

Ser

Ile

Thr

Leu

Leu

Ser

Gly

Leu

Cys

Phe

Glu

Ala

Ser

Arg

val

Met

Leu

Gly

Gly

Leu

Gly

Lys

Arg

Leu

Phe

Phe

Ile

Lys



Leu

Lys

Asp

Glu

Glu

Asn

Thr

Ser

Ile

Ile

Leu

Ser

Gln

ser

Trp

Lys

His

Glu
1895

Ile
1910

Phe
1925

val
1940

ser
1955

Pro
1970

Ser
1985

Cys
2000

Asn
2015

Asn
2030

Ile
2045

Ile
2060

Ar
2075
ser

2090

Gly
2105

Phe
2120

Gln
2135

Glu

Gly

val

Asn

TYr

Glu

Pro

Ile

Pro

Ccys

His

Leu

Ser

Arg

His

Ile

Ash

L.eu

ser

Gin

Leu

Leu

Lys

Gly

Gln

Thr

Gly

His

Ile

Gln

GlIn

ITe

Gln

Ile

Ala

Ile

Gly

val

val

Ile

Leu

Ala

Leu

Leu

Asp

Leu

Gln

Arg

Leu

AsSn

Phe

Ala

Leu

Phe

Tyr

Met

Lys

Ile

Ile

Lys

Ala

val

Tyr

Gly

Glu

Leu

Leu

val
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Ile
1900

val
1915

Ile
1930

Pro
1945

Thr
1960

Gln
1975

Gly
1990

val
2005

Lys
3030
Ile

2035

Ala
2050

Ar
2065
Met

2080

Leu
2095

Tyr
2110

LyS
2125

Lys
2140

Leu

Ile

Ser

Arg

ASp

GIn

His

Gly

Leu

Ash

Ser

Glu

Phe

Ile

Ser

ser

Asn

Ser

Lys

Tyr

Tyr

Leu

Ile

Ile

Asp

Thr

Gly

Gly

Leu

His

ser

Gly

Gly

Leu

65

Met

Leu

val

Ser

Lys

Ile

Leu

Ala

Pro

Pro

Gln

Ala

Ala

Arg

Asn

Tyr

Ser

Ala

Met

Gly

Asn

Ala

Glu

Ser

val

Ile

Lys

Asp

Arg

Ile

Lys

Leu

Lys

Leu
1905

Pro
1920

ser
1935

Phe
1950

Asn
1965

Ser
1980

Ile
1995

Ser
2010

Glu
2025

Leu
2040

Gly
2055

Phe
2070

Pro
2085

Thr
2100

Lys
2115
Ile

2130

Ser
2145

Leu

Phe

His

Ile

Arg

Ser

Lys

Arg

G1n

Cys

Leu

Lys

val

Arg

Leu

Leu

Glu

Leu

ser

Tyr

Ser

Leu

val

GIn

Gly

val

Lys

Leu

ASp

Leu

Lys

Ile

Asp

Lys

Gly

Gly

Arg

Thr

Met

Arg

Leu

Asp

Leu

Glu

Asn

Asn

val

Phe

Asn

Leu

GIn



10

Ile Ile Met Thr Gly Gly Leu
2155

2150

Thr val
2165

Ala Leu Ile Lys Asp

2180

<210> 18

<211> 18967

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
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<223> plasmido pTM-MVSchw

<400> 18

gcggcecgeta
acgaaacccg
catcttctag
atatccgaga
ccacccatta
ccaatccctg
ttaattggaa
toccttattty
agcataagyc
tcaagaggta
agtagtgatc
¢caagaccetg
ctcgecaaagg
aagtacaccc
gtggtgagga
ctggatatca
gatacatata
gaaactatgt
tcettgatga
aactcaattc
ggagtaggag
gatccagcat

tccacattag

atacgactca
gagtceceggg
tgcacttagg
tggccacact
catcaggatc
gagattcctc
acccggatgt
tggagtctec
tgttagaggt
ccaacatggé
aatccaggtt
agggattcaa
cggttacggc
aacaaagaag
acaggattgc
agagaacacc
tcgtagaggce
atcctgctct
acctttacca
agaacaagtt
tggaacttoga
attttagatt

catctgaact

ctataggocee
tcaccaaaca
artcaagatc
tttaaggagce
cggtggagee
aattaccact
gagcgggcecec
aggtcaattg
tgtccagagrt
ggatgaggcg
cggatggttc
catgattctg
cccagacacg
ggtagttggt
cgaggacctc
cggaaacaaa
aggattagcc
tggactgcat
gcaaatgoag
cagtgcagga
aaactccaty
agggcaagag
cggtatcact

Lys Arg Glu Trp val

aactttottt
aagttgggta
ctattatcag
ttageattgt
atcagaggaa
cgatccagac
aaactaacay
attcagagga
gaccagteac
gaccaatact
gggaacaagy
ggtaccatcc
gcagctgatt
gaatttagat
tccttacgee
cccaggattg
agttttatcc
gaatttgctg
gaaactgcac
tcatacccte
ggaggtttoa
atggtaagga

gcegaggatg

66

2160

ggtctgatga
aggatagttc
ggacaagagc
tcaadagaaa
tcaaacacat
ttctggaccy
gggcactaat
tcaccgatga
aatctggect
tttcacatga
aaatctcaga
tagcccaaat
cggagctaag
tggagagaaa
gattcatggt
ctgaaatgat
tgactattaa
gtgagttatc
cctacatagt
tgctctggag
actttggeceg

ggtcagctygyg
caaggcitgt

Phe Lys val

Lys Glu Thr Lys Glu Trp Tyr Lys Leu val &ly Tyr Ser
2170 2175

gtccgtgagg
aatcaatgat
aggattaggy
caaggacaaa
tattatagta
gttggtgagg
aggtatatta
cecctgacgtt
taccrtegea
tgatccaatf
tattgaagty
ttgggtcttg
aaggtggata
atggttggat
cgctctaatce
atgtgacatt
gtttgggata
cacacttgag
aatcctggag
ctatgccatg
atcttacttt
aaaggtcagt

ttcagagatt

60
120
180
240
3060
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380



gcaatgcata
tcatttctac
daggagggtrca
agagcaagto
gcaacggagt
ctgcaageea
tacaatgaca
ctaccatcca
caaccatcca
cggactggaa
agctatggca
ggaagagaag
tgaaggcggt
aactttggga
cgtttatgat
tcaatcaggc
cgatgtggat
tcccatctct
cgagctocty
tgttcctocy
cacagacgcg
aacccaatat
tgtcccocgag
cacaatctce
gttctctgat
gataatctcc
gcagatcaac
gatcgccatt
tcccgacttg
gaaacccgtt
acagctgctyg
gtttgttcct
ccggctagag

caatgatctt

ctactgagga
acggtgatca
aacagagtcg
atgcgagagce
ccagccaaga
tggcaggaat
gaaatcttct
tcattgttat
ctcccacgat
tgcatccggy
gcatggtcag
gcaggcagtt
gcacctecgea
atccccccaa
cacageggtyg
cttgatgoty
attggcgaac
atggggttca
agactccaat
ccceceggace
agattagcct
gctcgaaagt
tgtgtgagca
ccgagateec
gtccaagata
aagctagaat
aggcaaaata
cctggacttg
aaacccatca
gccagecgac
aaggaatttc
gacaccggcc
gaggatcgga

gccaagticc
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caagatcagt
aagtgagaat
aggagaagcc
tgeccatett
tccgcaggac
ctcggaagaa
agactaggtg
azaaaactta
tggagccaat
ctctcaagoc
aaatatcaga
cgggtcicag
tccgcggtca
gaaatctcca
aagcggttaa
atagcaccct
ctgataccga
gggcttctga
ccagaggcaa
ccggtagggce
catttggaac
caccctcgga
atgccgeact
agaataatga
ttaaaacagc
cacrgctgtt
tcagcatatc
ggaaggatcc
taggcagaga
aactccaagg
agctaaagcc
ctgcatcacg
agcgttacct

accagatgct

agagcggrtg
gagctaccga
agygagagct
ccaaccggca
agtcgaaggt
caaggctcag
cgagaggccyg
ggaaccaogt
ggcagaagag
cgagcceatc
caacccagga
caaaccatgc
gggaccigga
ggcatcaagc
gggaatccaa
ctcaggagga
gggatatgct
tgttgaaact
caactttccg
cagcacttcce
ggagatcgeg
accatcaggg
gatacaggag
agaaggggga
cttggccaaa
attgaaggga
caccctggaa
caacgacccc
ttcaggccga
aatgacaaat
gatcgggaaa
cagtgtaatc
gatgactctc

gatgaagata
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gacccagaca
gattgggaag
acagagaaac
cacccctaga
cagctgacgc
acacggacac
agggccagaa
ccacacagcec
caggecacgcc
ggctcactog
caggagcoag
ctctcagcaa
gagagcgatg
actgggttac
gatgctgact
gacaatgaat
atcactgacc
gcagaaggag
aagcttggga
gggacaccea
tctttattga
ccaggtgcac
tggacacceg
gactattatg
atacacgagqg
gaagttgagt
ggacacctct
actgcagatyg
gcactagcey
ggacggacca
aagatgagct
cgctccatta
cttgatgata

ataatgaagt

agcccaagta
caaggaagat
cggacccagce
cattgacact
cctgcttagy
ccctatagtyg
caacatccgc
gccagceceat
atgtcaaaaa
ccatcgagga
ccacctgcag
ttggatcaac
acgacgctga
agtgttatta
ctatcatggt
ctgaaaacag
ggggatctgc
gggagatcca
aaactctcaa
ttaaaaaggg
caggtggtge
ctgcggggaa
aatctggtac
atgatgagct
ataatcagaa
caattaagaa
caagcatcat
tcgaaatcaa
aagtictcaa
gttccagagg
cagcecgtcgg
taaaatccag
tcaaaggagc

agctacagct

1440
1500
1560
1620
1680
1740
1300
1860
1920
1580
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420



caacttacct
aaaacttagog
gacaagtcgg
gatggcaggc
gaatgcttta
ccaarcgggce
gaaaaactcc
aatgaaaaac
gtcctaacaa
ccgctcgata
aacgggtatt
ttcaacctge
aatacagagc
aagagtgaag
tttgcacttg
aagactctcc
aatgaagacc
gttttocagc
gaccaaggac
ccctracaat
ccaagcgaga
gaacagccct
cccgaggace
cccgggaaag
tccacaaccg
acagatcctc
acagaaccca
ccccaaccaa
gacccagcac
aggggccgac
aaaccagaac
aaggaaaggc
accagcaccc

cagectetcec

gccaaccececa
agcaaagtga
catgggacat
tggtgccecea
tgtacatgtt
gagcatttag
tcaaagaggc
tggtgttcta
caggoagtgt
ccccgeagag
acaccgttcc
tggtgaccct
aacttcctga
tctactctgce
gtgggatagg
atgcacaact
ttaatcgatt
cateagttec
tattcaaagt
gacagccaga
ggccagccag
gacacaaggc
aacccccaag
aaacccccag
aaccgcacaa
tctceccggce
gaccccggec
tcccgecygge
ccaaccatcg
agccagcacce
ccagaccacc
cacaacccyce
aagagcgatc

aagtcccecy
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tgccagtecga
ttgcctecca
caaagggtcg
ggtcagagtc
tctgetgggd
gttecctgecc
cactgagctt
caacaacacc
cttcaacgca
gttccgtgtt
tagaagaatg
taggattgac
ggcaacattt
cgattattqgc
gggcaccagt
cgggticaag
actctggagy
tcaagaattc
tctgtagacc
aggcccggac
cagccgacgg
caccaccage
gctgccocceg
caattggaag
bcgaccgagg
daactaaaca
cacgygcgccy
tcceeeggty
acaatccaag
gcgaggaagc
ctgggccacc
gcacceccagce
cccgaaggac

gtctcetect

CCcaactagt
aggtccacaa
atcgcrcecga
atagatcctg
gttgttgagg
ttaggtgttyg
gacatagttg
ccactaactce
aaccaagtgt
gtttatatga
ctggaattca
aaggcgatrag
atggiccaca
aaaatgaaaa
cttcacatta
aagaccttat
agcagatgca
cgcatttacg
gtagtgccca
aaaaaagcecc
caagcgcgaa
caccccaatc
atccaaacca
gccectecee
tgacccaacc
aaacttaggg
cgcceccaac
cccacaggea
acgggugygac
ccacccacec
agctcccaga
cccgateccgy
cccecgaaceyg

cttctcgaag
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acaacctaaa
tgacagagac
tacaacccac
gtctaggcga
acagcgattc
gcagatccac
ttagacgtac
tceoctcacacce
gcaatgcggt
gcatcacccg
gatcggtcaa
gccotgggaa
tcgggaactt
tcgaaaagat
gaagcacagqg
gttacccoct
agatagtaag
acgacgtgat
gcaatgcccy
cctccgaaay
caccagacgg
tgcatcctcc
ccaaccgcat
ctcrtectcea
gcaggcatcec
ccaaggaaca
ccccgacaac
gggacaccaa
€CCccccaaaa
cacacacgac
ctcggeecatc
cggggagcca
caaaggacat

ggaccaaaag

tceattataa
Ctacgactic
cacctacagt
caggaaggat
cctagggcct
agcaaagccc
agcaggactc
ttggagaaaaq
taatctogata
tcttteggat
tgcagtggcec
gatcatcgac
caggagaaag
gggcctggtt
caaaatgagc
gatggatatc
aatccaggca
cataaatgat
aaaacgaccc

actccacgga

ccccagcaca

tcgtgggacce
ccccaccaco
acacaagaac
gactccctag
tacacaccca
cagagggagc
cccecgaaca
aaaggceccco
cacggcaacc
accccgeaga
cccaacccga
cagtatccca

atcaatccac

3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460



cacacccgac
gactcatcca
actgttaact
ggtggtagga
agtcataaaa
agaatacagg
gacccagaat
gggagtagtc
cattgcactt
ggaaactact
tgttcagggt
ttgtgattta
gtcattattt
gagctatgcg
tgatttacty
agagtcctac
gattgtccac
tgtgcccaag
tactttcatg
gctccaagaa
ttttagggaac
ttgcaagtgt
cattgctgcec
caggaggtat
ggagaggttg
ggaattgttg
catagtctac
atgttgctgce
cctaaagcct
aactcttgaa
cagcatcaag
taatcaaaac
ccttctacaa

ttatgattga

gacactcaac
atgtccatca
ctccaaacac
ataggaagtg
‘ttaatgeeca
agactactga
ataagacegyg
ctggcaggty
caccagtcca
aatcaggcaa
gtccaagact
atcggccaga
ggccocagtt
cttggaggag
ggcatcttag
ttcattgtec
cgactagagy
tatgttgcaa
ccagagggga
tygccteeggy
cgattcattt
tacacaacag
gatcactgcc
ccagacgctg
gacgtaggga
gagtcatcgg
atcctgatty
agggggcegtt
gatcttacgyg
acacaaatgt
cccacctgaa
ttagggtgca
agataacccc

tagaccttat
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tccoccaccece
tgggtcicaa
ccaccggtca
caagctacaa
atataactct
gaacagtttt
ttcagagtgt
cggccctagyg
tgctgaactc
ttgagacaat
acatcaataa
agctecgggct
tacgagaccc
acatcaataa
agagcggagg
tcagtatagc
gggtctcgta
cccaagggta
ctgtgtgecag
ggtacaccaa
tatcacaaqg
gaacgatcat
cggtagtcga
tgtacttgcea
caaatctggyg
accagatatt
cagtgtgtct
gtaacaaaaa
gaacatcaaa
cccacaagtc
attatctccg
agatcatcca
catcccaagg

gttttgctgg

taaaggagac
ggtgaacgtc
aatccattgg
agttaigact
cctcaataac
ggaaccaatt
agcttcaagt
cgttgccaca
tcaagcceate
cagacaagca
tgagctgata
caaattgctc
catatctgcg
ggtgttagaa
aataaaggcc
ctatccgacyg
Caacataggc
ccttatctcg
ccaaaatgcc
gtectgtget
gaacctaata
taatcaagac
ggtgaacggc
cagaattgac
gaatgcaatt
gaggagtatg
tggagggttg
gggagaacaa
atcctatgta
tectettegt
gcttccctet
caatgtcacc
gaagtaggat
ctgttctgtt
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accgggaatc
tctgecatat
ggcaatctct
cgticcagec
tgcacgaggg
agagatgcac
aggagacaca
gctgctcaga
gacaatctga
gggcaggaga
cecgictatga
agatactata
gagatatcta
aagctcggat
cggataactec
ctgtcecgaga
tctcaagagt
aattttgaty
ttgtacccga
cgtacactcy
gccaattgtg
cctgacaaga
gtgaccatcc
ctcggtectc
gctaagttgg
aaaggtttat
atagggatcc
grtggtatgt
aggrcgctct
catcaagcaa
ggccgaacaa
acaacgagac
agtcattaac

tgtcatgttt

ccagaatcaa
tcatggecagt
ctaagatagg
atcaatcatt
tagagattoc
ttaatgcaat
agagatttgc
taacagccgg
gagcgagcct
tgatattggc
accaactatc
cagaaatcct
tccaggettt
acagtggagg
acgtcgacac
ttaagggagt
ggtataccac
agtcatecgtyg
tgagtcctct
tatcegggtc
catcaatcct
tcctaacata
aagtcgggag
ccatatcatt
aggatgecaa
cgagcactag
ccgctttaat
caagaccagyg
gatcctctac
ccaccgcacce
tatcggtagt
cggataaatg
agagaacatc

ctgagcttga

3520
2580
5640
5700
5760
3820
3880
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



tcgggtiget
tccataaaag
acgtgctgac
gattcactga
agtacgactt
atgatcaata
ctctactgga
ggcccactac
taggtcgagy
gaacttacct
gcatgtaccyg
tecatatgac
ctttggggga
atcagggatc
caaccgacat
acctcteatc
cacgaacaga
tccaageact
acggagtctt
gattcgggcec
atgtgtattg
tggagtggat
caggcgaaga
tcagttccaa
atacttccag
cttactttta
gcttcacaty
ctggtggaca
gggaagatgg
gacatcaggc
aagtggttcc
ctagatagcc
cacgcttaca

ggattttcca

agccattgca
cctcagcace
accactcttc
cctagtgaaa
cagagatctc
ctgtacagat
gaccagaaca
aatcagaggt
ttacaatgtg
agtagaaaag
agtgtitgaa
daactatctt
gctcaaactce
agggaaaggt
gcaatcctgg
tcacagaggt
tgacaagttg
ctgcgagaat
gtctgttgat
attgatcaca
gctgactatc
accgagatte
ctgccatgec
tctggtgatt
ggttgaacat
tcettitagg
ggaccaaaaa
tatcactcac
aaccaatcegce
atacccacta
ccgttatgga
cgatagttac
gcctggagga

accaaatgat
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ggcattagac
aatctagatg
aaaatcatca
ttaatctctg
acttgatgta
gtggctgctg
accaatcagt
caattctcaa
tcatctatag
cctaatctga
gtaggtotta
gagcaaccad
gcagcccttt
gtcagcttoc
gtccccttat
gttatcgctao
cgaatggaga
cccgagtggg
ctgagtctga

cacggttcag

ccgccaatga

daggttagtc
ccaacatacc
ctacctggtc
gctgtggttr
ttgcctataa
ctctggtgece
tctgygatgg
dgatagggct
gtgtgaaata
ctcgctatct
caataagata
ccctacactg

tataaacaat

ttcatcgggc
taactaactc
gtgatgaagt
acaagattaa
tcaacccgec
aagagctcat
tcctagetgt
acatgtcgcet
tcactatgac
gcagcaaaag
tcagaaatcc
tecagtaatga
gtcacgggga
agctcgtcaa
caacggatga
acaatcaagc
catgcttcca
caccattgaa
cagttgagct
ggatggacct
agaacctagc
cctaccictt
tacctgegga
aagatctcca
attacgtrta

agggggtccc
gtcacttctg

tgggcatgag
gctagtgaac
gacatcagaa
gtcaaccaga
gtagccatcc

tgtcagaaca

gitggaagtitg
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agccatctac
aatcgagcat
gggcctgagyg
attccttaat
agagagaatc
gaatgcattg
ctcaaaggga
gtcecctgtta
atcccaggga
gtcagagttyg
gggttiggag
tctcageaac
agattctatc
gctaggtgtc
tccagtgata
aaaatgggct
acaggcgtgt
ggataacagqg
taaaatcaaa
atacaaatcc
cttaggtgta
cactgiccca
ggtggatggr
atatgttttg
cagcccaagce
catcgaatta
tgtgcttgcey
agtcagctgc
caatcacatg
ttaagaaaaa
tettatacce
tggagtatac
tcaagcaccyg

ggaatgtcat

accgcagaga
caggtcaagg
acacctcaga
ccggataggg
aaattggatt
gtgaactcaa
aactgctcag
gacttgtatt
atgtatgggy
tcacaactga
gctccggtgt
tgtatggtoy
araattccct
tggaaatccc
gacaggcttt

gtcccgacaa

aagggtaaaa

attccttcat
attgcttcgg

adaccacaaca

atcaacacat

attaaggaag
gatgrcaaac
gcaacctacyg
cgcteatttt
caagtggaat
gactcagaat
acagtcaccc
atgtcaccca
cygtagggtcc
tgaagttcac
tcgagtcect
cctagaaaac

caagtccaag

7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
89540
9000
9060
9120
9180
9240
9300
9360
9420
9480
9540



cttaggagtt
aacatagaag
ctgtactcca
ggcctaggct
atgcacagct
aggtcagtga
ttcactggta
gagtctcaac
gaggggaggt
ggaagagtca
acttatcaaa
ataacagtaqg
cttgaccaaa
tacattitca
ttcggecacc
cagcctaaag
ataatcaacg
catactgcag
tgcgttgata
ctggatagtg
tgggattcag
cggaggcttg
tatgttgtaa
gaaaaggaga
tgccaagtga
gggatggcca
gtccccaaag
agcccagtcece
caagtaattc
gtcagtgcat
atcagcttgt
ctgcataaga
cttgacagccc

atgggaggta

atccggeccea
acaaagagtc
aagtcagtga
ccgaattgag
ccecagtggtt
ttaaatcaca
gttcagttga
atgtatatta
taatgacaga
gatacatgtig
ttgtagccat
aactcagagyg
acgggrttitc
taactgatga
ccagacttga
tcattgtgta
gctatcgtga
acacaatccg
ackggaaatc
atctgacaat
tttacccgaa
tagatgtttt
gtggagctta
tcaaggaaac
ttgctgaaaa
aggatgagca
atctcaaaga
acacaagtac
ggcaggacca
ttatcacgac
ttocacagag
ggcttgagac
atatcccgtt
tagaagggta

ES 2 686 168 T3

ctctcatatt
aacgaggaag
taaggttttc
ggaggacatc
tgagcccttt
aacccatact
gttgctaatc
cctgacattt
gaccgctaty
gaaactgata
gctgoagect
tgctttectt
tgatgaaggt
catacatctg
agcagtaacg
tgagactctg
caggcacgga
gaatgctcaa
ttttgctgga
gtacctaaag
agagttectyg
ccttaatgat
cctccatgac
aggtagactt
tctaatctea
cgatttgact
aagtcacagg
caggaacgtyg
agacactgat
tgatctcaag
gctaaatgag
ctctgtccty
atataaagtc

ttgtcagaag

ccatatccaa
atccgtgaac
caatgcttaa
aaggagaaag
ctgttttggt
tgccatagga
tcicgtgacc
gaactggrtt
actattgatg
gatggtttct
ctttcacttg
aaccactgcet
acttatcatyg
acaggggaga
gctgctgaaa
atgaaaggte
ggcagttggc
gcttcaggtyg
gtgaaatttg
gacaaggcac
cgttacgacc
tcgagetttg
cctgagttca
tttgctaaaa
aacgggattyg
aaggcactcc
ggggggccag
agagcagcaa
catccggaga
aagtactgec
atttacggat
tatygtaagtg
cccaatgatc

ctgtggacca
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attgtaatca
tCCicaaaaa
gggacactaa
ttattaactt
ttacagtcaa
ggagacacac
ttgttgctat
tgatgtattg
ctaggtatac
tecectgeact
cttacctgca
ttactgaaat
agttaactga
ttttectcatt
atgttaggaa
atgccatatt
caccgctgac
aagggttaac
gctgctttat
Ttgetgetet
ctcccaagqy
acccatatga
acctgtctta
tgacttacaa
gcaaatattt
acactctagc
tcttaaaaac
aagggtttat
atatggaagc
ttaattggag
tgccctcatt
accctecatta
aaatcttcat

tcagcaccat

ggatitattt
ggggaatitcg
ctcacggctt
gggagtttac
gactgagatg
acctgtattc
aatcagtaaa
tgatgrcata
agagcttcta
cgggaatcca
gctgagggat
acatgatgtt
agctctagat
tttcagaagt
atacatgaat
ttgtggaatc
cctoceecectg
acatgagcag
gccitcitage
Ccaaagggaa
aaccgggtca
tgtgataatg
cagcctgaaa
aatgagggca
taaggacaat
tgtctcagga
ctactceccga
agggttccct
trtacgagaca
atatgagacc
tttccagtag
CCCCCCegac
taagtaccct

tccctatcta

9600

9660

9720

9780

9840

9900

2960
10020
10080
10140
10200
10260
10320
10380
10440
10500
10560
10620
10680
10740
10800
10860
10920
10930
11040
11100
11160
11220
11280
11340
11400
11460
11520
11580



tacctggcetg
accatagecyg
gctgclagag
catcacctca
atatattatg
tggtcagaga
gctaaaagca
gtgatacagc
gtagtcatac
cctattaggq
ccagtaacat
gagaccctcc
agcgaccctt
ataactgcaa
gatgacagta
gtacctaggg
gcaggecatgc
acctctegag
gtgctattga
ctggcgagag
ggcctigagg
acatgtgtca
tgccaactgg
accactgatg
cgatctgetg
tggaacgaag
gtgatcactc
caagtgaaat
gacaatctct
ggaatgcttc
tcatctaaca
gatcatccca
ccattgatat

agccatagga

cttatgagag
taacaaaaagd
taactagaga
aggcaaatga
atgggctact
ctatagttga
tcgagagagg
aaattctoat
ccctoctcac
ggatgaatta
catcaattge
atcaagtaat
actcagcaaa
ggtttgtcct
aagaagagga
cagctcatga
Tggataccac
tgataaccag
caggaagaaa
ctctaagaag
tccctgatgt
tctgogagtg
atgatattga
agagaacaga
ttagaatagc
cctggttgtt
ccatctceaac
actcaggtac
catttgtcat
tagggttgag
cggtattaca
ggatacccag
atgataatgc
ggcaccttgt
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cggagtaagg
ggtacccagc
Ttactttgta
gacaatigtt
tgtgtcccaa
tgaaacaagg
ttatgaccgt
ctctettggc
dadcadcgac
tctgaatatg
tgatctcaag
gacacaacaa
tcttgtatgt
gatccatagt
cgagggacty
aatcctggat
aaaaggcttg
attgtccaat
gagaaatgtc
ccatatgtgg
éctagaatct
tggatcagtc
caaggaaaca
catgaagctt
aacagtgtac
ggctaggcaa
ttcgactaat
atccettgte
atcagataag
tgttttagaa
tcttcacgtc
ctcccgeaad
acctttaatt

ggaatttgtt

attgcttegt
acatggccct
attcttaggce
tcatcacatt
tcactcaaga
gcagcatgca
taccttgcat
Ttcacaatca
ctcttaataa
agcaggctgt
agaatgattc
ccgggggact
gtccagagca
ccaaacccaa
gcggeattec
catagtgtca
attcgagcca
tatgactatg
ctcattgaca
gcgaggctag
atgcgaggcc
aactacggat
tcatccttga
gccttcgtaa
tcatgggcett
agggecaatyg
ttagcgcata
cgagtggcega
aaggttgata
acattgtttc
gaaacagatt
ctagagctga
gacagagatg

acatggtcca

72

tagtgcaagy
acaacctiaa
aaaggctaca
tttttgtcta
gcatcgcaag
gtaatattgc
attccectgaa
attcaaccat
gyatggcact
ttgtcagaaa
tcgectcact
cttcattect
tcactagact
tgttaaaagg
tcatggacag
caggggcaag
gcatgaggaa
aacaattcag
aagagtcatyg
ctcgaggacy
accttattcg
ggttttttgt
gagtcccata
gagceccaag
acggtgatga
tgagcectgga
ggttgaggga
ggtataccac
ctaactttat
gactcgagaa
gttgcgtgat
gggcagagct
caacaaggct

caccccaact

gogacaatcag
gaaacgggaa
tgatattggc
ttcaaadgda
atgtgtattc
tacaacaatg
cgtcctaaaa
gacccgggat
gttgcccget
catcggtgat
aatgcctgaa
agactgggct
cctcaagaac
attattccat
gcatattata
agagtctatt
gg99ggggtta
agcagggatg
ttcagtgcag
gcctatttac
gcgtcatgag
cccctcgggt
tattggttct
tcgatcctty
tgatagctct
ggagctaagg
tcgtagcact
datctccaac
dtaccaacaa
agataccgga
cccgatgata
atgtaccaac
atacacccag

atatcacatt

11640
11700
11760
11820
11880
11940
12000
12060
12120
12180
12240
12300
12360
12420
12480
12540
12600
12660
12720
12780

12840

12900
12960
13020
13080
13140
13200
13260
13320
13380
13440
13500
13560
13620



ttagctaagt
atgaatgaaa
ctgcrcatag
gcdtttgatg
tcgttocttt
ccaaagatct
cttgatgctc
tacctcgacc
gacgaggatg
gcagatttgt
aaatgtgcag
tcgtggaaca
cgaggatcga
gctgaggtaa
aaggcttica
aagcacaatc
agaatcgggt
agatgccetty
atcacttata
aattctagat
cacagaatgg
tgggtaggca
gggtitatcc
gaattggcag
attaagctta
cattatagag
tatttggtta
cagataattg
aagcaactaa
cctactctoga
aacggaccta
ttgcttaatt
agtcaacaag

atatctagga

ccacagcact
tttcagectet
agccaagatt
tacattatca
ctagaatgag
acaagaaatt
aaaacttgca
tgttottgaa
tagtaccgga
actgtcaacc
ttctaaccga
taaatccaat
tcaaacagat
atgtcagtca
gacccccaca
TTCCccatttc
tgaactcatc
agccagoggaa
aagagatact
ctggtcaaag
gagtaggtaa
gtgtagattg
attcagatat
ccatcttatc
tgcctttcag
aagtgaacct
tgacagatct
aatcatcigt
gctgcataca
adaaacttac
agctgtgcaa
ctatactcat
ggatgttcca

tcacccgcaa
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atctatgatt
cataggggat
attcactatc
tagaccatca
caaaggagtg
ctggeattgt
cacaactgty
tgaagagtta
cagattcgac
agggacctgé
ccatatcaag
tattgtagac
aagattgaga
gccaaagatc
cgatgatgtt
agggggcaat
tgcttgctac
ggacggctty
taaactaaac
ggaattagca
fattgtcaaa
cttcaatttc
agagaccttg
gatggctcig
cggggatttt
tgtatacecct
caaggctaac
gaggacttca
agcaattgtg
acctatagag
agaattgatc
cctctacagg

cgcttacccc

attctogggg

gacctggtaa
gacgatatca
tacttgggecce
gggaaatatc
tttaaggtgce
ggtattatag
tgcaacatgg
gaagagttca
aacatccagg
ccaccaattc
gcagaggcta
cattactcat
gttgatccag
ggcagcaaca
gcaaaattgc
ctcgccaatt
aaagctgtiyg
ttcttgggtg
aagtgcttct
ccoratcect
gtgctcttta
atagttagta
cctgacaaag
ctcctgggea
gttcagggat
agatacagca
cggctaatga
cctggactta
ggagacgcag
caggtgctga
caccatgatg
gagttggcaa
gtattggtaa

cacattcttc

73

caaaatttga
atagrttcat
agtgtgcggc
agatggotga
titgtcaatgc
agcctatcea
tttacacatg
catttctctt
caaaacactt
gaggtctaag
tgttatctcc
gctctetgac
gattcatttt
acatctcaaa
tcaaagatat
atgaaatcca
agatatcaac
agggatcggg
ataatagtgg
ccgaagttgg
acgggaggec
atatccctac
atactataga
aaataggatc
ttataagtta
acttcatctc
atcctgaaaa
taggtcacat
ttagtagagg
tcaattycgg
ttgcctcagg
gattcaaaga
gtagcaggca
tttactccgg

gaaggaccat
aactgagttt
catcaattoy
gctgttgtca
tctaagccac
tggtccttca
ctatatgacc
gtgtgaaagc
atgtgttctg
accggtagag
agcaggatct
ttatctcegg
cgacgccctc
tatgagcatc
caacacaagc
tgctttocyc
attaattagg
ttctatgttyg
ggtttecegee
ccttgtcgaa
cgaagtcacg
cictagtgtg
gaagctagag
aatactggtyg
tgtagggtct
tactgaatct
gattaagcag
cctatccatt
tgatatcaat
gttggcaatt
gcaagatgga
caaccaaaga
acgagaactt

gaacCaadaagd

13680
13740
13800
13860
13920
13980
14040
14100
14160
14220
14280
14340
14400
14460
14520
14580
14640
14700
14760
14820
14880
14940
15000
15060
15120
15180
15240
15300
15360
15420
15480
15540
15600
15660



ttgataaata
aatatcttcg
aaacgtgagt
ggatacagtg
ggtggttagg
cccagetttg
attccgaggg
caaagcccga
ccttgggocc
atgcggccgce
gcttggegta
cacacaacat
aactcacatt
agctgcattia
ccycttectc
ctcactcaaa
tgtgagcaaa
tccataggct
gaaacccgac
ctcctgttce
tggcgottic
agctgggctg
atcgtcttga
acaggattag
actacggcta
tcggaaaaag
tttttgtttg
TCttttctac
tgagattatc
caatctaaag
cacctatctce
agataactac
acccacgctc

gcagaagtog

agtttatcca
ttaagaatct
ggotttttaa
ccctgattaa
cattatttgc
tctgotggece
gaccgtccoccco
daggaagctg
tctaaacggy
gggccctatyg
atcatggteca
aggagccgga
aattgcgttg
atgaatcggce
gctcactgac
ggcggtaata
aggccagceaa
cggccccect
aggactataa
gaccctgocg
tcaatgetea
tgtgcacgaa
gtccaacecy
cagagcgagg
cactagaagg
agttggtagc
caagcagcag
ggggtctrgac
aaaaaggatc
tatatatgag
agcgatctat,
gatacgggag
accggctcca

tcctgeaact
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gaatctcaag
atccaagtca
ggtaacagtc
ggactaattg
aatatattaa
gacatggtcc
tcggtaatgg
agttggctgc
tcttgaggag
gtacccagct
tagctgttic
agcataaagt
cgctcactgce
caacgcgcegg
tcactgeget
cggttatcca
aaggccagga
gacgagcatc
agataccagg
cttaccggat
cﬁctgtaggt
ccceeegtic
gtaagacacyg
tatgtaggcyg
acagtatttg
tcttgatceg
attacgcgca
grtcagtgga
ttcacctaga
taaacttggt
ctatttegtt
ggcttaccat
gatttatecag

ttatcecgect

tccggetate
gagaaacaga
aaggagacca
gttgaactce
agaaaacttt
cagcctectc
cgaataggac
tgccaceget
ttttttgcty
tttgttcect
ctgtgtgaaa
gtaaagcctg
ccgctticca
ggagaggecgg
cggtcgttcg
cagaatcagg
accgtaaaaa
acaaaaatcg
cgttccececcc
acctgtecge
atctcagttc
agcccgaccg
acttatcgcc
gtgctacaga
gtatctgege
gcaaacaaac
gaaaaaaagy
acgaaaactc
tccttttaaa
ctgacagtta
catccatagt
ctggceccag
caataaacca

ccatccagic

74

tgatactaga
tLattatgac
aagaatggta
ggaaccctaa
gaaaatacga
gctggcgecg
geggecgatc
gagcaataac
aaaggaggaa
ttagtgaggg
ttgttatccyg
gggtgcctaa
gtcgggaaac
tttgegtatt
gctrgcggega
ggataacgca
ggccgegtty
acgctcaagt
tggaagctee
ctttctocct
ggtgtaggtc
ctgcgectta
actggcagca
gttcttgaag
tctgctgaag
caccgetggt
atctcaagaa
acgttaaggyg
ttaaaaatga
ccaatgctta
tgcctgactyg
tgctgcaaty
gcecagccgga

tattaattgt

cttacaccag
ggggggtttyg
taagttagtc
tectgececta
agtttctatt
gctgggcaac
cggctgotaa
tagcataacc
ctatatccgg
ttaattccga
ctcacaattc
tgagtgaggt
ctotcgtygcce
gggcgctctt
gcggtatcag
ggaaagaaca
ctggegtttt
Cagaggtggc
ctecgtgeget
tcgggaagcy
gttcgecteca
tccggtaact
gccactggta
tggtggecta
ccagttacct
agcaggtagtt
gatcctttga
attttggtca
agttttaaat
atcagtgagg
cccgtegtgt
ataccgcgag
aggaccgagc
tgccgggaag

15720
15780
15840
15900
15960
16020
16080
16140
16200
16260
16320
16380
16440
16500
16560
16620
16680
16740
16800
16860
16920
16980
17040
17100
17160
17220
17280
17340
17400
17460
17520
17580
17640
17700



10

ctagdgtaag
tcgtggtgte
ggcgagitac
tcgttgtcag
attctcttac
agtcattctg
ataataccgc
ggcgaaaact
cacccaactg
gaaggcaaaa
tettecttrt
tatttgaatg
tgccacctga
tcagctcatt
agaccgagat
tggactccaa
catcacccta
aagggagccc
ggaagaaagc
taaccaccac
ggctgegeaa
cgcggty

<210>19
<211> 12082
<212> ADN
<213> Artifici

<220>

tagttcgceca
acgctcgtcg
atgatccccc
aagtaagttyg
tgtcatgcca
agaatagtgt
gccacatagc
ctcaaggatc
atctitcagea
tgccgcaaaa
tcaatattat
tatttagaaa
aattgtaaac
ttttaaccaa
agggttgagt
cgtcaaagqgg
atcaagtttt
ccgatttaga
gaaaggagcg
accecgeegceg

ctattgggaa

al
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gttaatagtt
tttggtatog
atgttgtgaa
gccgeagtgt
tcecgtaagat
atgcggcgac
agaactttaa
ttaccgetgt
tcttttactt
aagggaataa
tgaagcattt
aataaacaaa
gttaatattt
taggccgaaa
gttgttccag
cgaaaaaccg
ttggggtcga
gcttgacggy
ggcgctaggg
cttaatgcgc
gggcgatcag

<223> plasmido pEMC-LSchw

<400> 19

aagcttttge
tgatgattca
attgcaaatc
attagaagcc
attcacagac
aagggtcaaa

aaaagaatcc

gatcaataaa
ttttttaagt
actcaatatc
gtgggtcatt
tttcaagatt
Ccttaataaag

tctctageta

tggatcacaa
atttggctag
tagactttct
gttatgaatc
ttaaaaaact
gatatttgtt

ccaccgcaat

tgcgcaacgt
cttcattcag
aaaaagcggt
tatcactcat
gcttttctgt
cgagttgctc
aagtgctcat
tgagatccag
tcaccagcgt
gggcgacacy
atcagggtta
taggggttcc
tgttaaaatt
tcggceaaaat
tttggaacaa
tctatcaggg
ggtgccgtaa
gaaagccggc
cgctggcaay
cgctacagag

tgcgggccic

tgttgccatt
ctccggttcc
tagctecttc
gcttatggca
gactggtgag
ttgccecggeg
cattggaaaa
ttcgatgtaa
tictgggtga
gaaatgttga
ttgtctcatg
gcgcacattt
cgcgttaaat
cccttataaa
gagtccacta
cgatggccca
agcactaaat
gaacgtggcg
tgtagcggtc
cgcgteccat
ttcgctatta

gctacaggca
caacgatcaa
ggtcctccga
gcactgcata
tactcaacca
tcaatacggg
cgttcttcgy
cceactcgtg
gcaaaaacag
atactcatac
agcggataca
cceccgaaaag
tttrgttaaa
tcaaaagaat
ttaaagaacg
ctacgtgaac
cggaacccta
agaaaggaagy
acgctgcgcy
tegecattca

cgccagecac

17760
17820
17880
17940
18000
18060
18120
18180
18240
18300
18360
18420
18480
18540
18600
18660
18720
18780
18840
18900
18960
18967

ccagtatctce
tcaagatgat
gttattatta
tctttcagag
gtttaacaag
coactttgtg
agatcctgtt

75

ttaacgatgt
gaatcttcat
ttgatccaat
gaatacagac
gtccctatty
attagtitga

agatacatag

tcttecgcaga
tatctgatat
caaaaaataa
aattgacaaa
ttacagatgg
tgcgattcaa

atcctcgtcg

60
120
180
240
300
360
420



caatatcgeca
attcrttatt
agdtaaaagt
cgtgactata
gadtaatttt
tttctecgtyg
gatcccgega
atcaattccyg
daggccggtg
tgagggeecg
tcgccaaagy
citgaagaca
acaggtgccet
cccagtgeca
tattcaacaa
ggcctcgoty
gaaccacgdg
tcaaccagat
tagcecatcect
gtcagaacat
tggaagtrggy
tatatccaaa
tecgtgaact
aatgcttaag
aggagaaagdt
rgttttgytt
gccataggag
ctcgtgacct
aactggtttt
ctattgatgce
atggtttctt
tttcacttgc
accactgctt

cttatcatga

ttttctaacy
gtcatcatga
acagaattaa
aaatattcta
gaagcattgg
ataggtatcg
aattaatacg
ceceetctecc
tgcgtttgte
gaaacctggc
aatgcaaggt
dacaacgtct
ctgcggecaa
cgttgtgagt
ggggctgaag
cacatgcttt
gacgtggttt
cttataccct
ggagtatgct
caagcaccgc
gaatgtcatc
ttgtaatcag
cctcaaaaag
ggacactaac
tattaacttg
tacagtcaag
gagacacaca
tgttgctata
gatgtattgt
taggtataca
ccctgcacte
ttacctgcag
tactgaaata

gttaactgaa
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tgatggatat
acggcggaca
ttagacgagt
acgataatag
aagcaactaa
atgaaggaca
actcactata
tceceececece
tatatgttat
cctgtcttet
ctgttgaatg
gtagcgaccc
aagccacgig
tggatagttyg
gatgcccaga
acatgtgttt
tcctttgaaa
gaagttcacc
cgagtcoccic
Crtaaaaaacy
aégtccaagc
gatttattta
gggaattcgc
tcacggettyg
ggagtttaca
actgagatga
cctgtattct
atcagtaaag
gatgtcatag
gagcttctag
gggaatccaa
ctgagggata
catgatgttc

gctctagatt

attaaagtcyg
tattcagtty
tagacgttat
atacggaacg
actatgtgat
gttctttcca
gggagaccac
ctaacgttac
tttccaccat
tgacgagcat
tcgtgaagga
tttgcaggca
tataagatac
tggaaagagt
aggtacccca
agtcgaggtt
aacacgataa
tagatagccc
acgcttacag
gatrttccaa
ttaggagtta
acatagaaga
tgtactccaa
gcctaggete
tgcacagctc
ggtcagtgat
tcactggtaqg
agtctcaaca
aggggaggtt
gaagagtcag
cttatcaaat
taacagtaga
ttgaccaaaa

acattttcat

76

aataaagtga
ataatcggcc
caaatagctc
ggactatgga
gtcttggaat
gacattgttg
aacggtttcc
tggccgaagce
attgccgtcet
tcctaggggt
agcagttect
gcggaaccec
acctgcaaag
caaatggctc
ttgtatggga
aaaaaacgtc
taccatggac
gatagttacc
cctggaggac
ccaaatgatt
tcecggeccac
caaagagtca
agtcagtgat
cgaattgagqg
ccagtggttt
taaatcacaa
ttcagttgag
tgtatattac
aatgacagag
atacatgtgg
tgtagccatyg
actcagaggt
cgggttttct

aactgatgac

acaataatta
ccatgttttc
aatataaatg
cgcatgataa
caattacaga
aattgatctc
ctctagegqgg
cgcttggaat
tttggcaatg
cttteccctce
ctggaagctt
ccacctggcg
gcggeacaac
tcctcaagceyg
tctgatctog
taggccecec
tcgctatcetyg
aatraagatag
ccracactgt
ataaacaatg
tctecatattc
acpgaggaaga
aaggttttcc
gaggacatca
gagcccttte
acccatactt
ttgctaatct
ctgacatttg
accgctatga
aaactgatag
ctggagcctc
gctttoctta
gatgaaggta

atracatctga

480

540

600

660

720

780

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460



caggggagat
ctgctgaaaa
tgaaaggica
gcagttggcec
cttcaggtga
tgaaatttygg
acaaggcact
gttacgaccc
cgagctttga
ctgagttcaa
ttgctaaaat
acgggatigg
aggcacteca
gggggccagt
gagcagcaaa
atccggagaa
agtactgcct
tttacggatt
atgtaagtga
ccaatgatca
tgtggaccat
ttgcttegtt
catggcccta
ttcttaggea
catcacattt
cactcaagag
cagcatgcag
accttgcata
tcacaatcaa
tcttaataag
gcaggctgtt
gaatgattct
cgggggactc

tccagagcat

tttctcattt
tgttaggaaa
tgccatattt
accgctgacce
agggttaaca
ctgctttaty
tgctgctctc
tcccaaggga
cccatatgat
cctgtcttac
gacttacaaa
caaatatttt
cactctagct
cttaaaaacc
agggtttata
tatggaagct
taattggaga
gecocercattt
ccctecattge
aatcttcatt
cagcaccdtt
agtgcaaggg
caaccttaag
aaggctacat
ttttgtetat
catcgcaaga
taatattgct
ttccctgaac
ttcaaccatg
gatggcacty
tgtcagaaac
cgcctcacta
ttcattccta

cactagactc

ES 2 686 168 T3

ttcagaagtt
tacatgaatc
tgtggaatca
ctcocccctge
catgagcagt
cctcttagec
caaagggaat
accgggtcac
gtgataatgt
agcctgaaag
atgagggcat
aaggacaatg
gtctcagygag
tactcccgaa
gggttccctce
tacgagacag
tatgagacca
ttccagtggc
cecceecgace
aagtacccta
ccctatctat
gacaatcaga
aaacgggaag
gatattggcc
tcaaaaggdaa
tgtgtattct
acaacaatgg
gtcctaaaag
acccggaatg
ttgcccgctc
atcggtgatc
atgcctgaag
gactgggcta

ctcaagaaca

teggceccacce
agcctaaagt
taatcaacgg
atgctgcaga
gcgttgataa
tggatagtga
gagattcagt
ggaggcrtgt
atgttgtaag
daaaggagat
gccaagtgat
ggatggccaa
tccccaaaga
gcccagtcca
aagtaattcyg
tcagtgcatt
tcagcttygtt
tgcataagag
ttgacgccca
tgggaggtat
acctggctgc
ccatagecgt
ctgctagagt
atcacctcaa
tatattatga
ggtcagagac
ctaaaagcat
tgatacagca
tagtcatacc
ctattgoggg
cagtaacatc
agaccctcea
gcgacecttia

taactgcaag

77

cagacttgaa
cattgtgtat
ctatcgtgac
cacaatccgg
ctggaaatct
tctgacaatg
ttacccgaaa
agatgtttic
tggagcttac
caaggaaaca
tgctgaaaat
ggatgagcac
tctcaaagaa
cacaagtacc
gcaggaccaa
tatcacgact
tgcacagagy
gcttgagacc
tatcccgtta
agaagggtat
ttatgagagc
aacaaaaagg
aactagagat
ggcaaatgag
tgggctactt
tatagttgat
cgagagaggt
aattctgatc
cctccteaca
gatgaattat
atcaattgct
tcaagtaatg
ctcagcaaat

gtttgtcctg

gcagtaacgg
gagactctga
aggcacggag
aatgctcaag
tttgctggag
tacctaaagg
gagttcctoc
cttaatgatt
ctccatgacc
ggtagacttt
ctaatctcaa
gatttgacta
agtcacaggg
aggaacgtga
gacactgatc
gatctcaaga
ctaaatgaga
tctgtectgt
tataaagtcc
tgtcagaagc
ggagtaagga
gtacccagca
tactttgtaa
acaattgttt
gtgtcccaat
gaaacaadgygg
tatgaccgtt
tetcttggcet
aacaacgacc
ctgaatatga
gatctcaaga
acacaacaac
cttygtatgtg

dtccatagtc

12520

2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500



caaacccaat
cyggcatrcct
atagtgtcac
ttcgagccag
atgactatga
tcattgacaa
cgaggctage
tgcgaggeca
actacgogatg
catccttogag
ccttcgtaag
catgggetta
dgggccaatygt
tagcgcatag
gagtggcgag
aggttgatac
catigtttcg
daacagattg
tagagctgag
acagagatgc
catggtccac
acctggtaac
acgatatcaa
acttgggceca
ggaaatatca
ttaaggtact
gtattataga
gcaacatggt
aagagttcac
acatccaggc
caccaattecg
cagaggctat
attactcatg

ttgatccagg

gttaaaagga
catggacagyg
aggggcaaga
catgaggaag
acaattcaga
agagtcatgt
tcgaggacgg
ccttattcgg
gttttttgte
agtcccatat
agccccaagt
cggtgatgat
gagcctggag
gttgagggat
gtataccaca
taactttata
actcgagaaa
ttgcgtgatc
ggcagagcta
aacaaggcta
accccaacta
aaaatttgag
tagtttcata
gtgtgcggcc
gatgggtgag
tgtcaatgcet
gcctatccat
ttacacatgc
atttctctty
daaacactta
aggtctaaga
gttatctcca
ctctctgact

attcattttc
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ttattccatg
catattatag
gagtctattg
ggggggttaa
gcagggatog
tcagtgcagce
cctatttacg
cgtcatgaga
ccctegggtt
attggttcta
cgatccttge
gatagctctt
gagctaaggg
cgtagcactc
atctccaacg
‘taccaacaag
gataccggat
ccgatgatag
tgtaccaacc
tacacccaga
tatcacattt
aaggaccata
actgagtttc
atcaattggg
ctgttgteat
ctaagccacc
ggtccttcac
tatatgacct
tgtgaaagcg
togtgttctgg
ccggtagaga
gcaggatctt
tatctcegyc

gacgccctcg

atgacagtaa
tacctagagc
caggcatgcet
CCtctrgagt
tgctattgac
tggcgagagce
gcctigaggt
catgtgtcat
gccaactgga
ccactgatga
gatctgctgt
ggaacgaagc
tgatcactcc
aagtgaaata
acaatctete
gaatgcttct
catctaacac
atcatcccag
cattgatata
gccataggag
tagctaagtc
tgaatgaaat
tgctcataga
catttgatgt
cgttcctttce
caaagatcta
ttgatgctca
acctcgacct
acgaggatgt
cagatttgta
aatgtacagt
cgtggaacat
gaggatcgat
ctgaggtaaa

78

agaagaggac
agctcatgaa
ggataccaba
gataaccaga
aggaagaaag
tctaagaagce
cccigatgta
ctgcgagtgt
tgatattgac
gagaacagac
tagaatagca
ctggttgttg
catctcaact
ctcaggtaca
atttgtcata
agggttgagt
ggtattacart
gatacccagce
tgataatgca
gcaccttatg
cacagcacta
ttcagctctce
gccaagatta
acattatcat
tagaatgagc
caagdaattc
aaacttgcac
gritgttgaat
agtaccggac
ctgtcaacca
tctaaccgac
aaatccaatt
caaacagata

tgtcagtcag

gagggactgg
atcctggatc
aaaggcttga
ttgtccaatt
agaaatgtcc
catatgtggg
ctagaatcta
ggatcagtca
daggaaacat
atgaagcttg
acagtgtact
gctaggcaaa
tcgactaatt
tccettgtcc
tcagataaga
gttttagaaa
cttcacgtcg
tccecgeaage
cctttaattg
gaatttgrta
tctatgatty
ataggggatg
ttcactatct
agaccatcag
aaaggagtgt
tggcattgtyg
acaactgtgt
gaagagttag
agattcgaca
gggacctgcc
catatcaagq
attgtagacc
dgattgagag

ccaaagatcg

4560
4620
4680
A740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540



gcagcaacaa
caaaattgct
Tcgccaatta
aagctgttga
tcttgggtga
agtgcttcta
cctatcccte
tgctctttaa
tagttagtaa
ctgacaaaga
tcctggacaa
ttcagggatt
gatacagcaa
ggctaatgaa
ctggacttat
gagacgcagt
aggtgctgat
accatgatgt
agttogcaag
tattggtaag
acattcttct
ccggctatet
agaaacagat
aggagaccaa
ttgaactccg
cggatccact
daaaaaaaaa
€cggggaget
ccggcetgeta
ctagcataac
actatatccg
agtagccaca
tccattatct
ttcottttct

catctcaaat
caaagatatc
tgaaatccat
gatatcaaca
gggatcgggt
taatagtgag
cgaagttggc
€£gggaggccc
tatccctacc
tactatagag
aataggatca
tataagttat
cttcatctct
tcctgaaaag
aggtcacate
tagtagaggt
caattacggyg
tgcctcagayg
attcaaagac
tagcaggcaa
ttactcecggg
gatactagac
tattatgacg
agaatggtat
gaaccctaat
agttctagaa
daaaaaaaaa
cactagtgga
acaaagcccyg
ccecttgggac
gatcgagatc
ctcoatggga
gaaatggtgy
aaacgattgg
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atgagcatca
aacacaagca
gctttccgea
ttaattagga
tctatgttga
gtttccgeca
cttgtcgaac
gaadtcacgt
tctagtgtgy
aagctagagg
atactggtga
gtagggtctc
actgaatctt
attaagcagce
ctatccatta
gatatcaatc
ttggcaatta
caagatggat
aaccaaagaa
cgagaactta
aaéaaaaagt
ttacaccaga
gggggtttga
aagttagtcg
cctgeectag
daddadadad
acgtcgcgea
tcccigcagce
aaaggaagct
ctctaaacdgg
aattctgtga
catttcaacy
taaaactaac

gtgaggaaac

aggctticag
agcacaatct
gaatcgggtt
gatgccttga
tcacttataa
attctagatce
acagaatggg
gggtaggcag
ggtttatcca
dattggcagc
ttaagcttat
attatagaga
atttggttat
agataattga
agcaactaag
ctactctgaa
acggacctaa
tgcttaatte
gtcaacaagg
tatctaggat
tgataaataa
atatcttegt
aacgtgagtg
gatacagtgc
grggttaggc
dddddaddad
ggtgacaatg
tcgagaggcc
gagttgactg
gtcttgagag
gcgtatggea
taaaccgttt
tgctgtytygt

cgagatagaa
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acccgcacac
tcccattteca
gaactcatct
gccaggggay
agagatactt
tggtcaaagy
agtaggtaat
tgtagatigc
ttcagatata
catcttatcg
gcettteage
agtgaacctt
gacagatctc
atcatctgtg
ctgcatacaa
aaaacttaca
gctgtgcaaa
tatactcatc
gatgttccac
cacccgcaaa
gtttatccag
taagaatcta
ggtttttaag
cctgattaag
attatttacc
dddddddadad
tcgagctage
taattaatta
ctgccacege
gttttitget
aacgaaggaa
aataatattt
atgaaatgct

ataataggag

gatgatgtty
gggggcaatc
gcttgctaca
gacggctigt
aaactaaaca
gaattagcac
attgtcaaag
ttcaatttca
gagaccttgc
atggectctgc
ggggattttig
gtatacccta
aaggctaacc
aggacttcac
gcaattgtgg
cctatagagce
gaattgatcc
ctctacaggg
gcttacceccg
ttctggaggc
aatctcaagt
tccaagtcag
gtaacagtca
gactaattgg
tegagggggce
ddddadaada
tatgaattcc
agtcgacgat
togagcaataa
gaaaggagga
aaatagttat
tgaatctrtrat
ttaaggagqgc
gtaatgatat

6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
§220
8280
8340
8400
8460
8520
8580



gtatcaatcyg
daactaaaaa
ttagataaac
agtgcaaatg
gaattatttt
tatataggat
ggagtgatca
ttgcgtgaty
daacaactoc
aatgaaccta
atittaaacc
aaggacittt
gggccgtegt
ttgcagcaca
cttcccaaca
taagcgegge
cgeecgetee
aagctctaaa
ccaaaaaact
ttegeoettt
caacactcaa
ccrattgget
taacgtttac
tttattttic
gcttcaataa
tocottittt
agaagatgct
cggtaagatc
agtictgeta
ccgeatacac
tacggatggc
tgcggecaac
caacatgggg

accaaacdgac

gtgtatagaa
taaacattga
cgtttatgta
aggtcgcaaa
ttcttagtaa
ctgctcccgo
tcaaatggat
Tgactctagr
atccttctaa
gtacggcgga
ccgtggegte
atatcccaca
tttacaacgt
tcccecttte
gttgcgcage
gggrgtggtg
tttegettte
tegggggetc
tgattagggt
gacgttggag
ccctatctcg
aaaaaatgag
aatttcccag
taaatacatt
tattgaaaaa
goggeatttt
gaagatcagt
cttgagagtt
tgtggcgegy
tattctcaga
atgacagtaa
ttacttctga
gatcatgtaa

gagcgtgaca
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agtgttacat
ttaaatttta
ttttgaggaa
aaaactgecy
gttacagcga
tacacatata
gctaattgac
gactcggtte
gattatttta
tttactaagt
tagtcttaaa
cggtaataaa
cgtgactggg
gccagetage
ctgaatggceyg
gttacgcgea
ttcecttect
cctttagggt
gatggttcac
tccacgtict
gtctattictt
ctgatttaac
gtggcacttt
caaatatgta
ggaagagtat
gccttectgt
tgggtagcacg
ttcgeceega
tattatcecy
atgacttggt
gagaattatg
caacgatcgy
crecgeettga

ccacgatygee

cgactcataa
atataatact
attgataatg
tatcaaggac
cacggtatat
cagttatttga
ggccgecatce
gttgatgagg
atttctgatg
aattacgctc
tggagatgecc
atgttacaac
aaaaccctgg
gtaatagcga
aatggcgcga
gcgtgacecgce
ttctecgeceac
tccgattiag
gtagtgggec
ttaatagtgg
ttgatttata
aasaatttaa
tcggggaaat
tcegetcatyg
gagtattcaa
ttttgcteac
agtgggttac
agaacgtiit
Tattgacgcce
tgagtactca
cagtgetgec
aggaccgaag
tcgttgggaa

tgtagcaatg
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tattatattt
taaaaatgga
agttagatta
agttaaaact
tTagatggtgc
gagatcattt
atgatcctat
aatatctacg
tgagatccaa
tacaaaatgt
cgtttccaga
ctettgctec
cgttacccaa
agaggccego
cgcgoccotgt
tacacttgcc
gttcgccgoc
tgcrttacay
atcgccctga
actcttgttc
agggattttg
cgcgaatttt
gtgcgcggaa
agacaataac
catttccgtg
ccagaaacgc
atcgaactgyg
ccaatgatga
gggcaagagc
ccagtcacag
ataaccatga
gagctaaccqg
ccggagctga

gcaacaacgt

tttatctaaa
tgttgtgtcgy
cgaaccagaa
attactagga
caccgragtg
ctataattta
tttaaatgga
atccatcaaa
acgaggagga
catgattagt
tcaatggatc
ttcatattca
cttaatcgcc
accgatcgec
agcggcgeat
agcgccctag
tttcccegtc
cacctcgacc
tagacggttt
caaactggaa
ccgatttcgg
aacaaaatat
cccctatttg
cctgatdaat
tcgcccttat
tggtgaaagt
atctcaacag
geacttttaa
aactcggtcg
aaaagcaict
gtgataacac
cttttttgca
atgaagccat

tgcgcaaact

8640
8700
8760
8820
8880
8940
9000
2060
9120
9180
9240
9300
9360
9420
9480
9540
9600
9660
9720
9780
9840
9900
9960
10020
10080
10140
10200
10260
10320
10380
10440
10500
10560
10620



10

15

attaactggc
ggataaagtt
taaatctgga
taagcectec
aaatagacag
agtttactca
ggtgaagatc
ctgagcgtca
cgtaatctge
tcaagagcta
tactgtcctt
tacatacctc
tcttaccggg
ggggggttcy
acagcgtgag
ggtaagcggc
gtatctttat
ctcgtcaggyg
ggccttitgc
taaccgtatt
cagcgagtca
gcgttggecg
tgagcgcaac
tatgcttecy

cagctatgac

<210> 20
<211> 61
<212> ADN

gaactactta
gcaggaccac
gccggtgagc
cgtatcgtag
atcgctgaga
tatatacttt
ctttttgata
gacccegtag
tgcttgcaaa
ccaactcttt
ctagtgtagc
gctctgctaa
ttggactcaa
tgcacacagc
ctatgagaaa
agggtcggaa
agtcctgteg
gggcggagcec
tggecttitg
accgcecitty
gtgagcgagg
attcattaat
gcaattaaty
gctcgtatgt

catgattacg

<213> Artificial

<220>

<223> cebador AttB1-T7Pol

<400> 20
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ctctagcttc
ttctgcgeic
gtgggrcicg
ttatctacac
taggtgcctc
agattgattt
atctcatgac
aaaagatcaa
caaaaaaacc
ttccgaaggt
cgtagttagg
tcctgttacce
gacgatagtt
ccagcttgga
gcgecacget
caggagagcy
ggtttecgcca
tatggaaaaa
ctcacatgtt
agtgagctga
aagcggaaga
gcagctggea
tgagttagct
tgtgtggaat

cc

ccggcaacaa
ggcccttocg
cggtatcatt
gacggggagt
actgattaag
ddaacttcat
caaaatccct
aggatcttct
accgctacca
aactggcttc
ccaccacttc
agtggctgct
accggataag
gcgaacgacc
tcccgaagdg
cacgaggdag
cctctgactt
cgccagcaac
ctttcctgeg
taccgetege
gcgcccaata
cgacaggttt
cactcattag

tgtgagcgga

ttaatagact
gctggctagt
gcagcactgg
caggcaacta
cattggtaac
ttttaattta
taacgtgagt
tgagatcctt
gcggtggttt
agcagagcegc
aagaactctyg
gccagtgycg
gcgcageggt
tacaccgaac
agaaaggcgy
cttccaggygg
gagcgtcgat
gcggootitt
ttatcceetyg
cgcagcegaa
cgcaaaccqc
cccgactgga
gcaccecadg

taacaatttc

ggatggaggc
ttattgctga
ggccagatgg
tggatgaacy
tgtcagacca
aaaggatcta
tttcgttceca
tttttctgey
gtttgccgga
agataccaaa
tagcaccgec
ataagtcgtyg
cgggctgaac
tgagatacct
acaggtatcc
gaaacgccty
ttttgtgatg
tacggttcct
attctgtgga
cgaccgageg
ctoctceoege
daagcgggcag
ctttacactt

acacaggaaa

ggggacaagt ttgtacaaaa aagcaggctc caccatggaa ttctctgaca tcgaactggc

t

<210> 21.
<221>64

<212> ADN
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10680
10740
10800
10860
10920
10980
11040
11100
11160
11220
11280
11340
11400
11460
11520
11580
11640
11700
11760
11820
11880
11940
12000
12060
12082

60
6l
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<213> Artificial

<220>
<223> cebador AttB2-retourT7Pol

<400> 21

gggdaccact ttgtacaaga aagctdggtt atcacgcgaa cgcgaagicc gactctaaga

tgtc

<210> 22
<211> 61
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador AttBI-SV40nls

<400> 22

ggguacaagt ttgtacaaaa aagcaggctc caccatggca ccaaaaaaga agagaaaggt

a

<210> 23
<211>58
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador AttB1-N

<400> 23

gaggacaagt tigtacaaaa aagcaggete catggecaca cttttaagga gettagea 58

<210> 24
<211> 60
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador AttB2-N

<400> 24
gagaccactt tgtacaagaa agcetgggtgt gtactagtet agaagatttc tgteattgta 60

<210> 25
<211>55
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador AttB1-P

<400> 25
ggggacaagt ttgtacaaaa aagcaggctc catggcagaa gagcaggeac gecat 55

<210> 26
<211>68
<212> ADN

82

60
64

60
61
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<213> Artificial

<220>
<223> cebador AttB2-P

<400> 26

ggggaccact ttgtacaaga aagctgggtg ttactacttc attattatct tcatcagcat 60
ctggtgga 68

83
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REIVINDICACIONES

1. Una célula recombinante que comprende integrados en su genoma al menos una copia de un acido nucleico que
codifica una ARN polimerasa del fago T7 o su forma nuclear (nlsT7), al menos una copia de un acido nucleico que
codifica una nucleoproteina (N) de un virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada y al menos una
copia de un acido nucleico que codifica una fosfoproteina (P) de un virus de ARN de cadena de sentido negativo no
segmentada o derivados funcionales de los mismos, y al menos una copia de un ADN solapado asociado
funcionalmente con dicho acido o acidos nucleicos y donde dicha ARN polimerasa del fago T7 o su forma nuclear
(nlsT7), dichas proteinas N y P se expresan de manera estable,

y donde dichos derivados funcionales de la ARN polimerasa del fago T7 o su forma nuclear (nIsT7) y/o la
nucleoproteina (N) y/o la fosfoproteina (P) se definen como variantes de la ARN polimerasa del fago T7 o su forma
nuclear (nIsT7) y/o de la proteina N y/o de la proteina P que mantienen actividad de la proteina a partir de la cual se
obtienen, como un complejo de ribonucleoproteina (complejo RNP), funcional en transcripcion y replicacion en un
genoma de virus, en un sistema de rescate que posibilita la produccién de virus de ARN de cadena de sentido
negativo no segmentada a partir de ADNc clonado, estando dichas variantes codificadas por un acido nucleico
seleccionado entre el grupo que consiste en:

a) un acido nucleico que se hibrida en condiciones de alta rigurosidad (soluciéon de prelavado para los filiros de
nitrocelulosa 5X SSC, SDS al 0,5 %, EDTA 1,0 mM (pH 8,0), condiciones de hibridacion del 50 % de formamida,
6X SSC a 42° C y condiciones de lavado a 68° C, 0,2X SSC y el 0,1 % de SDS) con un acido nucleico que
codifica la ARN polimerasa del fago T7 de tipo silvestre de SEQ ID NO: 9 o su forma nuclear (nlsT7) de SEQ ID
NO: 11, la proteina N de SEQ ID NO: 13 y la proteina P de SEQ ID NO: 15 de una cepa o virus de ARN de
cadena de sentido negativo no segmentada;

b) un acido nucleico que presenta al menos el 80 %, preferentemente el 90 %, mas preferentemente el 95 % o
incluso el 99 % de similitud con un acido nucleico que codifica la ARN polimerasa del fago T7 de tipo silvestre de
SEQ ID NO: 9 o su forma nuclear (nIsT7) de SEQ ID NO: 11, la proteina N de SEQ ID NO: 13 o la proteina P de
SEQ ID NO: 15, calculandose dicha similitud a lo largo de la longitud completa de ambas secuencias; y

c) un acido nucleico que difiere del acido nucleico que codifica la ARN polimerasa del fago T7 de tipo silvestre de
SEQ ID NO: 9 o su forma nuclear (nIsT7) de SEQ ID NO: 11, la proteina N de SEQ ID NO: 13 o la proteina P de
SEQ ID NO: 15 en al menos un nucleétido, opcionalmente sustitucién conservativa, preferentemente 1, 2, 3,4 o
5 sustituciones, en al menos una supresion o adicion de nucleétido, preferentemente 1, 2, 3, 4 o 5 supresiones o
adiciones de nucleétido;

0, siendo un fragmento que representa al menos el 70 %, particularmente el 80 % y mas particularmente el 90 % o
incluso el 95 % de la ARN polimerasa del fago T7 de tipo silvestre de SEQ ID NO: 9 o su forma nuclear (niIsT7) de
SEQ ID NO: 11, la proteina N de SEQ ID NO: 13 o la proteina P de SEQ ID NO: 15.

2. Una célula recombinante de acuerdo con la reivindicaciéon 1, que comprende integrado en su genoma:

a. al menos una copia de un acido nucleico que codifica una ARN polimerasa del fago T7 o su forma nuclear
(nIsT7) bajo el control de elemento o elementos reguladores de trascripcion,

b. al menos una copia de un acido nucleico que codifica una proteina N de un virus de ARN de cadena de
sentido negativo no segmentada bajo el control de elemento o elementos reguladores de trascripcion, y

c. al menos una copia de un acido nucleico que codifica una proteina P de un virus de ARN de cadena de sentido
negativo no segmentada bajo el control de elemento o elementos reguladores de trascripcion.

3. Una célula recombinante que comprende integrada en su genoma, al menos una copia de un acido nucleico que
codifica una ARN polimerasa del fago T7 o su forma nuclear (nlsT7), al menos una copia de un acido nucleico que
codifica una nucleoproteina (N) de un virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada y al menos una
copia de un acido nucleico que codifica una fosfoproteina (P) de un virus de ARN de cadena de sentido negativo no
segmentada o derivados funcionales de los mismos como se define en la reivindicacion 1, y al menos una copia de
un ADN solapado asociado funcionalmente con dicho acido o acidos nucleicos y donde dicha ARN polimerasa del
fago T7 o su forma nuclear (nIsT7), dichas proteinas N y P se expresan de una manera estable, y siendo obtenible
dicha célula recombinante por recombinacion de su genoma con:

a. un vector de expresion que comprende un ADN solapado y al menos una copia de un acido nucleico que
codifica una ARN polimerasa del fago T7 o su forma nuclear (nIsT7),

b. un vector de expresién que comprende un ADN solapado y al menos una copia de un acido nucleico que
codifica una proteina N de un virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada, y

c. un vector de expresion que comprende un ADN solapado y al menos una copia de un acido nucleico que
codifica una proteina P de un virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada.

4. Una célula recombinante que comprende integrada en su genoma, al menos una copia de un acido nucleico que
codifica una ARN polimerasa del fago T7 o su forma nuclear (nlsT7), al menos una copia de un acido nucleico que
codifica una nucleoproteina (N) de un virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada y al menos una
copia de un acido nucleico que codifica una fosfoproteina (P) de un virus de ARN de cadena de sentido negativo no
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segmentada o derivados funcionales de los mismos como se define en la reivindicacion 1, y al menos una copia de
un ADN solapado asociado funcionalmente con dicho acido o acidos nucleicos y donde dicha ARN polimerasa del
fago T7 o su forma nuclear (nIsT7), dichas proteinas N y P se expresan de una manera estable, y siendo obtenible
dicha célula recombinante por recombinacion de su genoma con un vector de expresion que comprende:

a. al menos una copia de un acido nucleico que codifica una ARN polimerasa del fago T7 o su forma nuclear
(nIsT7).

b. al menos una copia de un acido nucleico que codifica una proteina N de un virus de ARN de sentido negativo
no segmentada.

c. al menos una copia de un acido nucleico que codifica una proteina P de un virus de ARN de cadena de sentido
negativo no segmentada y

d. un ADN solapado.

5. Una célula recombinante de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, donde las proteinas Ny P
de un virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada son del mismo virus, preferentemente de la
misma cepa de virus o de diferentes cepas de virus o son de diferentes virus de ARN de cadena de sentido negativo
no segmentada.

6. Una célula recombinante de acuerdo con la reivindicacién 5, donde las proteinas N y P de virus de ARN de
cadena de sentido negativo no segmentada son de un virus MV atenuado, particularmente cepa Schwarz MV.

7. Una célula recombinante de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, donde el ADN solapado se
obtiene a partir de un lentivirus, tal como un virus CAEV, EIAV, VISNA, SIV o FIV, particularmente un lentivirus
humano, tal como VIH preferentemente VIH-1 o VIH-2.

8. Una célula recombinante de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 3 a 7, donde dicho vector o
vectores es o son vector o vectores de gen de transferencia derivados de VIH que comprenden dos LTR, uno de los
LTR estando opcionalmente eliminado en la parte U3, y elementos reguladores de la expresion y la transcripcion.

9. Una célula recombinante de acuerdo con la reivindicacion 3 o una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 8, donde
los vectores son:

a. el plasmido HIV-1-TRIPAU3.CMV-T7 depositado en el CNCM el 14 de diciembre de 2006, con el nimero |-
3702 o el plasmido HIV-1-TRIPAU3.CMV-nIsT7, depositado en el CNCM el 14 de diciembre de 2006 con el
numero 1-3703.

b. el plasmido HIV-1-TRIPAU3.CMV-N depositado en el CNCM el 14 de diciembre de 2006 con el numero 1-3700,

y
c. el plasmido HIV-1-TRIPAU3.CMV-P depositado en el CNCM el 14 de diciembre de 2006, con el numero |-
3701.

10. Una célula recombinante de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9 la cual es una célula
eucariota, preferentemente una célula de mamifero, mas preferentemente una célula humana.

11. Una célula recombinante de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, que puede dividirse o
que no se puede dividir.

12. Una célula recombinante de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11 la cual es una célula HEK
293 (rifidbn embrionario humano), en particular la linea de células 293-T7-NP depositada en el CNCM el 14 de junio
de 2006 con el nimero 1-3618 o la linea de células 293-nIsT7-NP MV depositada en el CNCM el 4 de agosto de
2006, con el numero 1-3662.

13. Una célula recombinante de acuerdo con la reivindicacion 2, que comprende integrada en su genoma al menos
una copia de una secuencia de nucledtidos que codifica una proteina larga de ARN polimerasa (L) de un virus de
ARN de cadena de sentido negativo no segmentada, opcionalmente bajo el control de elementos reguladores de
trascripcion.

14. Una célula recombinante de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, recombinada
adicionalmente por un vector de expresion que comprende un acido nucleico que codifica una proteina larga de ARN
polimerasa (L) de un virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada, tal como el plasmido pEMC-
LSchw depositado en el CNCM el 18 de diciembre de 2007, con el nimero [-3881.

15. Una célula recombinante de acuerdo con la reivindicacion 14, donde el vector de expresion que comprende un

ADN solapado y al menos una copia de un acido nucleico que codifica una proteina L de un virus de ARN de cadena
de sentido negativo no segmentada.
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16. Una célula recombinante de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 13 a 15, donde las proteinas N,
P y L de un virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada son del mismo virus, en particular de la
misma cepa de virus o de cepas de virus diferentes, o son de diferentes virus de ARN de cadena de sentido negativo
no segmentada.

17. Una célula recombinante de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 13 a 15, donde la proteina L de
un virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada es de un virus MV, particularmente de una cepa
Schwarz MV.

18. Una célula recombinante de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 17, recombinada
adicionalmente con un clon de ADNc que codifica el antigenoma de longitud completa de un virus de ARN de
cadena de sentido negativo no segmentada, opcionalmente modificado mediante insercién en lugar o lugares
permisivos de acido o acidos nucleicos heterologos.

19. Un cultivo celular que esta compuesto de células recombinantes como se define en una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 18, en particular un cultivo primario o una linea celular.

20. Un vector de expresion derivado de retroviral, en particular un plasmido, que contiene un ADN solapado y al
menos un acido nucleico que codifica una proteina que se selecciona del grupo que consiste en una polimerasa de
ARN del fago T7 o su forma nuclear (nIsT7), una proteina N de un virus de ARN de cadena de sentido negativa no
segmentada, una proteina P de un virus de ARN de cadena de sentido negativa no segmentada y una proteina L de
un virus de ARN de cadena de sentido negativa no segmentada.

21. Un vector de expresién derivado de retroviral de acuerdo con la reivindicaciéon 20 que es un vector derivado de
FIV o SIF, un lentivirus humano tal como un vector derivado de VIH, preferentemente un vector derivado de VIH-1 o
VIH-2.

22. Un vector de expresion derivado de retroviral de acuerdo con la reivindicacion 20 o 21 elegido en el grupo que
consiste en:

a) un vector que comprende un ADN solapado y un acido nucleico que codifica una ARN polimerasa del fago T7,
tal como el plasmido HIV-1-TRIPAU3.CMV-T7 depositado en el CNCM el 14 de diciembre de 2006, con el
numero 1-3702;

b) un vector que comprende un ADN solapado y un acido nucleico que codifica una forma nuclear de una ARN
polimerasa del fago T7, tal como el plasmido HIV-1-TRIPAU3.CMV-nIsT7 depositado en el CNCM el 14 de
diciembre de 2006 con el numero [-3703;

c) un vector que comprende un ADN solapado y un acido nucleico que codifica una proteina N de un virus de
ARN de cadena de sentido negativo no segmentada, tal como el HIV-1-TRIPAU3.CMV-N depositado en el CNCM
el 14 de diciembre de 2006 con el nimero 1-3700;

d) un vector que comprende un ADN solapado y un acido nucleico que codifica una proteina P de un virus de
ARN de cadena de sentido negativo no segmentada, tal como el plasmido HIV-1-TRIPAU3-CMV-P depositado en
el CNCM el 14 de diciembre de 2006, con el nimero [-3701;

e) un vector que comprende un ADN solapado y un acido nucleico que codifica una proteina L de un virus de
ARN de cadena negativa no segmentada;

f) un vector que comprende un ADN solapado y un acido o acidos nucleicos que codifican una ARN polimerasa
del fago T7 o su forma nuclear (nIsT7), una proteina N de un virus de ARN de cadena de sentido negativo no
segmentada, una proteina P de un virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada y opcionalmente
una proteina L de un virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada; y

g) un vector que comprende un acido nucleico que codifica una proteina L de un virus de ARN de cadena
negativa no segmentada, que es el plasmido pEMC-LSchw, depositado en el CNCM el 18 de diciembre de 2007,
bajo el numero 1-3881.

23. Un vector de expresion de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 20 a 22, donde dicho acido
nucleico esta bajo el control de elemento o elementos reguladores de la transcripcion, tales como un promotor, por
ejemplo el promotor CMV.

24. Método para producir virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada infeccioso, recombinante que
se elige en el o consiste en:

(i) un método que comprende o que consiste en:

a. recombinar adicionalmente el genoma de una célula recombinante o un cultivo de células como se define
en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, en particular la linea celular 293-T7-NP depositada en el
CNCM el 14 de junio de 2006 con el nimero 1-3618 o la linea de células 293-nIsT7-NP MV depositada en el
CNCM el 4 de agosto de 2006, con el nimero 1-3662, con un clon de ADNc de cadena de sentido negativo no
segmentada y con un vector de expresion que comprende un acido nucleico que codifica una proteina larga
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de ARN polimerasa (L) de un virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada,

b. transferir dicha célula recombinante o cultivo de células recombinantes a células con capacidad para
mantener la replicacion y produccion de virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada, tales
como células Vero (células de rifidn de mono verde africano), células CEF (fibroblasto de embridn de gallina)
o células MRC5 y

c. recuperar el virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada, infeccioso, recombinante a partir
del co-cultivo de la etapa b;

(i) un método que comprende o consiste en:

a. recombinar adicionalmente el genoma de una célula recombinante o un cultivo de células como se define
en una cualquiera de las reivindicaciones 13 a 17 con un clon de ADNc de cadena de sentido negativo no
segmentada y

b. transferir dicha célula recombinante o cultivo de células recombinantes a células con capacidad para
mantener la replicacion y produccion de virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada, tales
como células Vero (células de rifidn de mono verde africano), células CEF (fibroblasto embrionario de pollo) o
células MRC5 y

c. recuperar el virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada infeccioso, recombinante a partir
del co-cultivo de la etapa b;

(iii) un método que comprende o consiste en:

a. recombinar adicionalmente el genoma de una célula recombinante o un cultivo de células como se define
en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, en particular un cultivo de células eucariotas, mas
particularmente un cultivo de células de mamifero o un cultivo de células humanas tales como fibroblastos
humanos, especialmente la linea celular MRC5 (fibroblastos de pulmén humanos), con un clon de ADNc de
cadena de sentido negativo no segmentada con un vector de expresion que comprende un acido nucleico
que codifica una proteina larga de ARN polimerasa (L) de un virus de ARN de cadena de sentido negativo no
segmentada y

b. recuperar el virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada infeccioso, recombinante a partir
de la célula recombinante o cultivo de células recombinantes; y

(iv) un método que comprende o consiste en:

a. recombinar adicionalmente el genoma de una célula recombinante o de un cultivo de células como se
define en una cualquiera de las reivindicaciones 13 a 17, particular un cultivo de células eucariotas, mas
particularmente un cultivo de células de mamifero o un cultivo de células humanas tales como fibroblastos
humanos, especialmente la linea celular MRC5 (fibroblastos de pulmén humanos), con un clon de ADNc de
cadena de sentido negativo no segmentada de un virus de ARN de cadena de sentido negativo no
segmentada; y

b. recuperar el virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada infeccioso, recombinante a partir
de la célula recombinante o cultivo de células recombinantes.

25. Método de acuerdo con la reivindicacién 24, donde la secuencia de nucleétidos de dicho clon de ADNc de
cadena de sentido negativo no segmentada de un virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada se
modifica mediante insercion, en lugares permisivos, de al menos un acido o acidos nucleicos heterélogos tales como
un acido nucleico heterélogo que codifica epitopos o poliepitopos.

26. Método de acuerdo con la reivindicacion 24 o 25, donde dicho clon de ADNc de cadena de sentido negativo no
segmentada modificado de un virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada es de un virus MV
atenuado, particularmente la cepa MV Schwarz.

27. Método para producir células recombinantes elegidas en el grupo que consiste en:

(i) un método para producir células recombinantes como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a
12 que comprende o que consiste en:

a. recombinar el genoma de una célula con al menos:

- un vector de expresion que comprende un ADN solapado y al menos una copia de un acido nucleico que
codifica una ARN polimerasa del fago T7 o su forma nuclear (nIsT7),

- un vector de expresion que comprende un ADN solapado y al menos una copia de un acido nucleico que
codifica una proteina N de un virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada y

- un vector de expresion que comprende un ADN solapado y al menos una copia de un acido nucleico que
codifica una proteina P de un virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada y
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b. seleccionar las células que producen de forma estable, a partir de acido o acidos nucleicos recombinados
con su genoma, al menos una ARN polimerasa del fago T7 o su forma nuclear (nlsT7), una nucleoproteina
(N) de un virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada y una fosfoproteina (P) de virus de
ARN de cadena de sentido negativo no segmentada, o derivados funcionales de las mismas como se define
en la reivindicacion 1;

(ii) un método para producir células recombinantes como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a
12 que comprende o que consiste en:

a. recombinar el genoma de una célula con al menos un vector de expresion que comprende

- al menos una copia de un acido nucleico que codifica una ARN polimerasa del fago T7 o su forma
nuclear (nIsT7) bajo el control de un promotor,

- al menos una copia de un acido nucleico que codifica una proteina N de un virus de ARN de cadena de
sentido negativo no segmentada bajo el control de un promotor,

- al menos una copia de un acido nucleico que codifica una proteina P de un virus de ARN de cadena de
sentido negativo no segmentada bajo el control de un promotor y

- un ADN solapado y

b. seleccionar las células que producen de forma estable, a partir de acido o acidos nucleicos recombinados
con su genoma, al menos una ARN polimerasa del fago T7 o su forma nuclear (nlsT7), una nucleoproteina
(N) de un virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada y una fosfoproteina (P) de virus de
ARN de cadena de sentido negativo no segmentada, o derivados funcionales de las mismas como se define
en la reivindicacion 1; y

(iii) un método para producir células recombinantes como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 13
a 17 que comprende o que consiste en:

a. proporcionar células recombinantes por un método de acuerdo con la opcién (i) o (ii) anterior,

b. recombinar adicionalmente el genoma de las células recombinantes obtenidas en a. con un vector de
expresion que comprende un acido nucleico que codifica una proteina larga de ARN polimerasa (L) de un
virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada y

c. seleccionar las células que producen de forma estable al menos una ARN polimerasa del fago T7 o su
forma nuclear (nIsT7), una nucleoproteina (N) de un virus de ARN de cadena de sentido negativo no
segmentada y una fosfoproteina (P) de virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada y que
producen una proteina larga (L) de un virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada o
derivados funcionales de las mismas como se define en la reivindicacion 1.
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