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DESCRIPCION
Adenovirus oncoliticos que tienen una proporcién aumentada de la isoforma de escisién 156R de la proteina E1 B
CAMPO TECNICO

[0001] Esta invencion se refiere a adenovirus oncoliticos y su uso en el tratamiento de la enfermedad neoplasica. Mas
particularmente, la invencion se refiere a mutaciones del gen E1B que modulan los niveles de isoformas de empalme
de este gen, mejorando asi el indice terapéutico del adenovirus oncolitico.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION
Virus oncoliticos

[0002] La viroterapia oncolitica es una plataforma de tratamiento emergente para la terapia del cancer. Los virus
oncoliticos son virus que se replican selectivamente en las células cancerosas que poseen fenotipos oncogénicos
especificos, matando asi las células cancerosas y evitando las células normales. La investigacion inicial se centré en
los virus no patégenos de origen natural, sin embargo, estos estudios tuvieron un éxito limitado. Aunque se observo
que el crecimiento del tumor disminuia y el tejido normal no estaba dafiado, no hubo alteracion en el curso de la
enfermedad.

[0003] Estudios recientes, por lo tanto, se han centrado en la modificacién de virus recombinantes que se dirigen
selectivamente a células cancerosas. Un ejemplo de esta clase de virus disefiados son los adenovirus que estan
mutados en la region E1B del genoma viral.

E1B y p53 adenovirales

[0004] Una funcion del tumor p53 supresor de la proteina de mamifero es mediar la detencion del ciclo celular y/o
apoptosis en respuesta al dafio del ADN o sintesis de ADN extrafio. En consecuencia, algunos virus, como el
adenovirus, codifican proteinas que desactivan p53 en las células infectadas para permitir una replicacién viral
eficiente. Una de estas proteinas, la proteina de 55 kiloDalton de la regién E1B del adenovirus (E1B-55K o E1B-496R),
se une a p53, causando una pérdida sustancial de p53. En consecuencia, esto previene la apoptosis mediada por p53
de la célula infectada. E1B-496R es, por lo tanto, esencial para la replicacién adenoviral en células que contienen p53
funcional.

[0005] Las células tumorales humanas son frecuentemente homocigotas o heterocigotas para alelos de p53 mutados
(por ejemplo, sustitucion, delecién, cambio de marco mutado), y carecen de la funcion de p53 necesaria para el control
normal del ciclo celular (Hollstein et al (1991) Science 253: 49; Levine y otros (1991) Nature; 351 (6326): 453-6).
Muchas células neoplasicas son, por lo tanto, p53(-) porque carecen de niveles suficientes de p53 y/o porque expresan
formas mutantes de p53 que son incapaces de una funcién sustancial de p53.

Adenovirus E1B mutados

[0006] Sieber T. (Dissertation, Universitat Regensburg, mayo de 2008, paginas 1-158) describe estudios sobre el
mecanismo de corte y empalme en el gen E1B al hacer mutantes de adenovirus.

[0007] Adenovirus oncoliticos han sido disefiados que se aprovechan de la diferencia en la funcionalidad de p53 entre
las células neoplasicas y normales. Al mutar la proteina E1B-496R para eliminar las interacciones de union con p53 o
al hacer varias deleciones dentro del locus E1B (ver, por ejemplo, US5,677,178), los adenovirus resultantes pueden
replicarse y finalmente lisar las células cancerosas que carecen sustancialmente de la funcion de p53, pero no en
células que poseen una funcién p53 normal.

[0008] Un ejemplo es ONYX-015 (dI1520 originalmente llamado y también referido como H101), un adenovirus
mutante que no expresa la proteina E1B-496R (Heise et al (1997) Nat Med 3 (6): 639-645). El virus contiene un codén
de parada inmediatamente después del codén de inicio de la traduccion y también tiene una gran eliminacion de la
secuencia de codificacion E1B-496R. Como resultado, este virus carece de la capacidad de unirse e inactivar p53 y,
por lo tanto, solo puede replicarse eficientemente en células defectuosas en la funciéon de p53, como las células
neoplasicas y los tumores. Desafortunadamente, E1B-496R lleva a cabo otras funciones ademas de unir e inactivar
p53 (Eager et al. (2001) Cancer Gene Ther. 18 (5): 305-317). En consecuencia, el virus ONYX-015 es defectuoso en
la acumulacion citoplasmica de los ARNm tardios virales, el apagado de la célula huésped y la traduccién de los ARNm
tardios. Por lo tanto, la mutacién en ONYX-015 compromete la capacidad del virus mutante para reproducirse en las
células tumorales. Un problema adicional es que las grandes eliminaciones desestabilizan el genoma viral.

[0009] Ejemplos adicionales son ONYX-051 y ONYX-053, adenovirus mutantes que contienen mutaciones puntuales

(R240A y H260A, respectivamente) en la proteina E1B-496R que impiden su unién a p53. Estas mutaciones permiten
que el virus se replique selectivamente en las células que tienen una funcién p53 deficiente, sin comprometer la
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capacidad del virus para replicarse en estas células (Shen et al. (2001) J. Virol. 75 (9): 4297-4307 y US 7.785.887).

[0010] Choi et al. (Advanced Drug Delivery Reviews (2012), 64: 720-729) revisa el desarrollo de los virus de la
enfermedad para el tratamiento del cancer.

[0011] Sin embargo, sigue habiendo una gran necesidad de mejorar los virus mutantes cuya capacidad oncolitica se
ha mejorado y que son utiles en la terapia del cancer.

RESUMEN DE LA INVENCION

[0012] La invencion proporciona un adenovirus recombinante en el que la proporcion de la isoforma E1B-156r aumenta
en relacion con el nivel en el adenovirus de tipo salvaje equivalente, en el que el adenovirus tiene un efecto oncolitico
en una célula de cancer, y en el que el adenovirus recombinante lleva una mutacion en la secuencia del gen E1B del
adenovirus y la mutacion en el gen E1B es A3216G en donde la numeracion es relativa al genoma Ad5 del adenovirus
(nimero de acceso AC_000008,1) (SEQ ID NO: 41) (posicion 1503 en el gen E1B (SEQ ID NO: 1) o una mutacién
puntual de guanina en una posicién equivalente a 3216 en cualquier otro serotipo de adenovirus.

[0013] La invencidn también proporciona un polinucleétido que codifica el adenovirus recombinante de la invencion,
que es opcionalmente un vector adecuado para la producciéon de adenovirus en una célula huésped. La invencion
proporciona ademas una célula huésped aislada que comprende un polinucleétido que codifica el adenovirus
recombinante de la invencion.

[0014] La invencion proporciona un adenovirus recombinante para uso en el tratamiento del cancer, en el que el
adenovirus recombinante se caracteriza porque la proporcion de la isoforma E1B 156r aumenta en relacion con el
nivel en el adenovirus de tipo salvaje equivalentes, y en el que el adenovirus tiene un efecto oncolitico en una célula
cancerosa.

[0015] La invencion también proporciona una composicion que comprende un adenovirus recombinante para su uso
como un agente terapéutico, en el que el adenovirus recombinante se caracteriza porque la proporcion de la isoforma
E1B 156r aumenta en relacion con el nivel en el adenovirus de tipo salvaje equivalente, y en el que el adenovirus tiene
un efecto oncolitico en una célula de cancer.

[0016] La invencion proporciona ademas una composicion que comprende un adenovirus recombinante para uso en
el tratamiento de un paciente con cancer, en el que el adenovirus recombinante se caracteriza porque la proporcion
de la isoforma E1B 156r aumenta en relacion con el nivel en el adenovirus de tipo salvaje equivalente y en el que el
adenovirus tiene un efecto oncolitico en una célula cancerosa.

[0017] La invencion proporciona un método para hacer un adenovirus oncolitico mediante la modificacion de la
secuencia del gen E1B para aumentar el nivel de la isoforma de E1B-156r en relacién con el nivel en el adenovirus de
tipo salvaje equivalente, en el que el gen E1B estd mutado a A3216G donde la numeracion es relativa al genoma Ad5
del adenovirus (nimero de acceso AC_000008,1) (SEQ ID NO: 41) (posicion 1503 en el gen E1B (SEQ ID NO: 1)) o
una mutacion puntual de guanina en una posicién equivalente a 3216 en cualquier otro serotipo de adenovirus.

DECLARACION DETALLADA

[0018] Se ha encontrado ahora por el presente inventor de que modulando el nivel y tipo de isoformas de empalme
del producto del gen E1B, expresado a partir del gen E1B, la actividad oncolitica de tales virus se puede mejorar. Por
consiguiente, se describe un adenovirus recombinante en el que la proporcion de la isoforma E1B-156R aumenta con
respecto a los niveles de tipo salvaje, en donde el adenovirus tiene un efecto oncolitico en una célula cancerosa. El
adenovirus recombinante puede llevar una mutacion tal que la proporcion de la isoforma E1B-156R se incremente en
relacion con los niveles de tipo salvaje, de modo que el adenovirus tenga un efecto oncolitico en una célula cancerosa.
La mutacion puede estar en la secuencia del gen E1B del adenovirus. Un virus de acuerdo con la invencion es, por lo
tanto, inhibido de la replicacion en células no neoplasicas, pero es capaz de expresar un fenotipo de replicacién en
células neoplasicas, incluidas las células neoplasicas que carecen sustancialmente de p53 funcional.

[0019] En los ejemplos especificos de los adenovirus descritos en el presente documento, se cree que la
sobreexpresion de E1B-156r es un desequilibrio causado por un sitio de empalme 93R mutado en el gen E1B del
adenovirus. La 156R es capaz de complementar algunas de las funciones de la 496R, pero no las esenciales para la
oncoselectividad. A diferencia de los virus de la técnica anterior de tipo similar, los virus de acuerdo con la presente
invencion incluyen una region E3B funcional para una mejor eficacia in vivo. Por ejemplo, Onyx-015 carece de E3B.
De hecho, el virus Onyx-015 y su selectividad son superados por los virus de acuerdo con la invencion, en todos los
aspectos. Ademas, la invencion ha ensayado virus preparados segun la invencion en células normales y los resultados
muestran que los virus tienen un perfil de seguridad excepcional, especialmente en comparacion con el virus conocido
Onyx-015.

[0020] Aqui, el término "virus de replicacion inhibida" o "defectuoso en la replicacion” se refiere a un virus que inhibe

3



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2731528 T3

preferentemente la proliferacion celular o induce la apoptosis en una poblacién celular predeterminada que se
transforma en un estado canceroso o neoplasico. Dicho virus es sustancialmente incapaz de inhibir la proliferacion
celular, inducir la apoptosis o expresar un fenotipo de replicacion en células que comprenden niveles de funcién de
p53 normales que son caracteristicos de células no replicadas, no transformadas. Dichas células transformadas
pueden carecer sustancialmente de la funcién p53, que admite la expresion de un fenotipo de replicacién de virus. Sin
embargo, la selectividad de los virus de acuerdo con la invencion para el tejido neoplasico podria ser mas general que
solo para el estado de p53; el estado transformado como tal podria ser la base para la seleccion. Por ejemplo, se ha
sugerido que la selectividad oncolitica observada con el virus ONYX-015 puede deberse a la capacidad de algunas
lineas celulares de cancer para soportar la exportacion tardia de ARN viral desde el nucleo, una funcién que se pierde
en ONYX-015 en células normales debido a la eliminacion E1B-496R. Un mecanismo similar puede operar en los
adenovirus recombinantes de la presente invencion, que tienen niveles reducidos de proteina E1B-496R. Aln no esta
claro exactamente como un aumento en los niveles de E1B-156R en los adenovirus recombinantes de la presente
invencion da como resultado la selectividad oncolitica.

[0021] Tipicamente, un virus de replicacién inhibido de acuerdo con la invencién presenta una disminucion sustancial
en la eficiencia de formacién de placas en células que comprenden la funciéon de p53 normal (para un ensayo
adecuado, ver Wang, Y., G. Hallden, et al. (2003). "Las manipulaciones del gen E3 afectan la actividad del adenovirus
oncolitico en modelos de tumores inmunocompetentes”. Nature biotechnology 21 (11): 1328-1335). Otro ejemplo de
un ensayo adecuado que se puede usar es un ensayo de citotoxicidad para medir la pérdida de células viables,
utilizando por ejemplo un tinte de tetrazolio como MTT, XTT, MTS o WST (ver Berridge et al., Biotechnology Annual
Review, 11: 127-152 (2005).

[0022] Tal como se utiliza aqui, el término "fenotipo de replicacion" se refiere a una o mas de las siguientes
caracteristicas fenotipicas de las células infectadas con un virus como un adenovirus inhibido por replicacion: (1) la
expresion sustancial de productos de los genes tardios, tales como las proteinas de capside (p. €j., polipéptido de
base de penton adenovirico) o transcritos de ARN iniciados a partir de uno o mas promotores de genes tardios virales;
(2) replicacion de genomas virales o formacion de intermediarios replicativos; (3) ensamblaje de capsides virales o
particulas de virion empaquetadas; (4) aparicion de efecto citopatico (CPE) en la célula infectada; (5) finalizacion de
un ciclo litico viral; y (6) otras alteraciones fenotipicas que suelen depender de la supresion de la funciéon de p53 en
células no neoplasicas infectadas con un virus de ADN competente para la replicacion que codifica oncoproteinas
funcionales. Un fenotipo de replicacion segun la presente invenciéon comprende al menos una de las caracteristicas
fenotipicas enumeradas anteriormente, preferiblemente mas de una de las caracteristicas fenotipicas, tales como 2,
3,4, 5, 6 0 mas caracteristicas.

[0023] Las técnicas para la medicion de estos fenotipos seran conocidas por los expertos en la técnica. Por ejemplo,
los métodos para evaluar la apariencia de CPE se describen en los ejemplos de este documento y se evaltan utilizando
una dosis infectiva de cultivo tisular al 50% (TCIDso) y el numero de unidades formadoras de placa (pfu)/célula
(recuento de células en el dia de la infeccion).

[0024] EI término "células neoplasicas" se refiere a células que exhiben un crecimiento relativamente auténomo, de
forma que exhiben un fenotipo de crecimiento aberrante caracterizado por una pérdida significativa de control de la
proliferacién celular. Las células neoplasicas comprenden células que pueden replicarse activamente o en un estado
de reposo no replicativo temporal (G1 o G0); de manera similar, las células neoplasicas pueden comprender células
que tienen un fenotipo bien diferenciado, un fenotipo pobremente diferenciado o una mezcla de ambos tipos de células.
Por lo tanto, no todas las células neoplasicas estan replicando necesariamente células en un punto de tiempo dado.
El conjunto de células definido aqui como células neoplasicas consiste en células en neoplasias benignas y células
en neoplasias malignas (o francas). Las células francamente neoplasicas se denominan con frecuencia cancerosas,
tipicamente carcinoma si se originan a partir de células de origen histolégico endodérmico o ectodérmico, o sarcoma
si se originan a partir de tipos de células derivados del mesodermo. Los términos célula neoplasica y célula cancerosa
se usan indistintamente en este documento.

[0025] En este documento, el término "funcion de p53" se refiere a la propiedad de tener un nivel esencialmente normal
de un polipéptido codificado por el gen p53 (es decir, respecto a las células no neoplasicas del mismo tipo histoldgico),
en donde el polipéptido p53 es capaz de la unién al polipéptido E1B-496R de adenovirus de tipo salvaje. Por ejemplo,
la funcion de p53 puede perderse por la produccion de una forma inactiva (es decir, mutante) de p53 o por disminucion
sustancial o pérdida total de la expresién del polipéptido p53. La funcién de p53 también puede estar sustancialmente
ausente en las células neoplasicas que comprenden alelos p53 que codifican un polipéptido de tipo salvaje; por
ejemplo, una alteracién genética fuera del locus p53, como las mutaciones que resultan en un procesamiento
subcelular aberrante o la localizacién de p53 (por ejemplo, una mutacién que resulta en la localizacion de p53
predominantemente en el citoplasma en lugar del nucleo) puede resultar en la pérdida de la funcidon de p53. Muchas
células neoplasicas son, por lo tanto, p53(-) porque carecen de niveles suficientes de p53 y/o porque expresan formas
mutantes de p53 que son incapaces de una funcién sustancial de p53. En el contexto de la presente invencion, la
funcién clave de p53 es la capacidad de mediar la detencién del ciclo celular y/o mediar la apoptosis en respuesta al
dafo del ADN o la sintesis de ADN extrano. Las células neoplasicas carecen de p53 funcional, si dicha reduccién en
la funcién de p53 impide el control normal del ciclo celular y la apoptosis. Esto puede consistir en una disminucién de
p53 localizada y expresada correctamente procesada, localizada y expresada que se puede unir a E1B-496R en 2
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veces, 5 veces, 10 veces, 20 veces, 50 veces, 50 veces o mas, en comparacion con las células no neoplasicas
correspondientes del mismo tipo. Por lo tanto, estas células se denominan "p53(-)".

[0026] Se cree que las especies de adenovirus deficientes en la replicacion que carecen de la capacidad de p53
complejo pero sustancialmente retienen otras funciones replicativas virales esenciales que exhibiran un fenotipo de
replicacion en células que son deficientes en la funcion de p53 (por ejemplo, células que son homocigotas para alelos
p53 sustancialmente eliminados, o células que comprenden proteinas p53 mutantes que son esencialmente no
funcionales, pero no exhibiran sustancialmente un fenotipo replicativo en células no neoplasicas no replicantes. Dichas
especies de adenovirus inhibidos de la replicacién se mencionan aqui por conveniencia como adenovirus deficientes
en la replicacion E1B-p53(-).

[0027] Un "virus oncolitico" es un virus que infecta preferentemente y lisa las células cancerosas. El efecto oncolitico
se ve cuando la comparacién de la eficacia en las células de cancer frente a células normales. Un virus se considera
oncolitico si la proporcion de células cancerosas lisadas y células no cancerosas es 2:1, 4:1, 10:1, 20:1, 50:1, 100:1 o
mas. Preferiblemente, un virus se identifica como oncolitico mediante la evaluaciéon del indice oncolitico (ver mas
abajo). En este documento, el efecto oncolitico comprende a) infeccion viral de células; b) la replicacion selectiva del
genoma viral en células cancerosas (deficientes en la funcién de p53) que conduce a una lisis celular preferencial
mediada por virus en células cancerosas (que puede ser deficiente en p53) y la liberacion de particulas virales para
futuros eventos de infeccion. El efecto oncolitico se puede medir utilizando varios ensayos. En estos ensayos se debe
usar un virus de control, a menudo la version de tipo silvestre/natural. Como tal, se puede usar cualquiera de los
siguientes ejemplos de ensayos: MTS (citotoxicidad), TCIDs (capacidad de replicacion), ensayos de LDH (lactato
deshidrogenasa (LDH) es una enzima estable, presente en todos los tipos de células, y se libera rapidamente en el
medio de cultivo celular tras el dafio de la membrana plasmatica), FACS (clasificacion celular), transferencia western
y QPCR (expresion génica tardia o nimero de copia del genoma). Otros ejemplos seran claros para los expertos en
la técnica.

[0028] Una ventaja de un virus de acuerdo con la presente invencién es que un virus de este tipo tiene aberraciones
genéticas minimas. Las mutaciones puntuales (incluidas las inserciones, las eliminaciones, las adiciones y las
sustituciones) son mejores para la salud del virus. Los cambios mas grandes ponen una tension evolutiva en el virus.
Ademas, el tamafio gendmico y la integridad pueden ser importantes.

[0029] Un virus de acuerdo con la presente invencion tiene un indice de seleccion cancer o el indice de oncolitico (los
dos términos son intercambiables) que se ha mejorado mucho en comparacién con los virus oncoliticos existentes que
estan disponibles, tales como el virus H101. Esto se refiere a la capacidad de replicacién en células normales en
comparacion con las células cancerosas, que puede expresarse de acuerdo con la siguiente ecuacion:

(OVe/OVN)(WTc/WTn) = indice de seleccion de cancer

en donde OV = capacidad de replicacién del virus oncolitico; WT es la capacidad de replicacion del virus de control; ¢
es células cancerosas; n es células normales.

[0030] Un virus de acuerdo con la invencion puede tener un indice de seleccion de cancer de entre 2 y 10.000,
dependiendo del tipo de célula, preferiblemente entre 5 y 5000, 10 y 1000, o 50 y 500. En el caso de un ejemplo
representativo de un virus de acuerdo con la invencién, Ixovex, este virus exhibe un indice de seleccidon de cancer
frente al control de 3,5 en células Hela; 14 en células A549; 2000 en células H1299 y 450 en células H460. En los
mismos tipos de células, los valores para el virus Onyx-015 frente a Ixo-ctrl son HelLa = 0,1x; A549 = 0,1x; H1299 =
0,05x; y H460 = 0,004x. Como tal, es posible aplicar un virus de acuerdo con la invencion a la mayoria de los tipos de
tumores. Una teoria es que los virus oncoliticos de la invencion son selectivos para el estado negativo de p53 y las
células que se replican rapidamente.

[0031] Ademas, un virus de acuerdo con la invencion sera objeto de defensa inmune del huésped y en ultima instancia
sera limpiado, esto antes de la erradicacién completa del tumor. Esto no solo se presenta como una forma de eliminar
el virus, lo que anula cualquier posible toxicidad para el higado como resultado de una sobrecarga viral, sino que
también brinda la posibilidad de inducir una respuesta inmune contra el cancer en el huésped, ya que se alertara al
sistema inmunitario de la presencia viral en el tumor.

Adenovirus

[0032] Un virus de acuerdo con la invencion es un adenovirus recombinante. Al momento de escribir este articulo, hay
mas de 65 serotipos descritos en humanos (HAdV-1 a 65) distribuidos en siete especies (adenovirus humano A a G)
y tantos de otros mamiferos y aves (ver Strauss, "Infecciones por adenovirus en humanos”, en The Adenoviruses
(1984) ed. Ginsberg, pp. 451-596 Plenum Press, Nueva York. Para una descripcion general de la biologia del
adenovirus, ver Virology, Segunda edicion, eds. Fields y Knipe. Vol,2, pp1651-1740, Raven Press, Nueva York). El
término "adenovirus" como se usa en el presente documento, abarca cualquiera de estas especies de adenovirus.
Preferiblemente, un adenovirus segun la invencién es un adenovirus humano del grupo C de subfamilia, a saber, uno
de los serotipos 1, 2, 5, 6 0 57. Mas preferiblemente, el término adenovirus se aplica a dos serotipos humanos, Ad2 y
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Ad5.

[0033] En una realizacion preferida de la invencion, el adenovirus es un adenovirus de serotipo Ad5. El adenovirus
puede ser adenovirus serotipo Ad5 cepa pTG3602. La cepa pTG3602 tiene aproximadamente 15 mutaciones
puntuales dispersas a lo largo del genoma de adenovirus de 35.000 nucleédtidos, sin embargo, ninguna de estas
mutaciones esta dentro del gen E1B. En este documento, el adenovirus tipo 5 proporciona un punto de referencia
comun para la convencion de numeracion de nucledtidos de los polinucleétidos virales y la numeracion de aminoacidos
de los polipéptidos codificados por virus en la region del gen viral E1B. Los expertos en la materia identificaran
facilmente las posiciones correspondientes en otros serotipos adenovirales. En este documento, el término
"recombinante” indica que una construccion polinucleotidica (por ejemplo, un genoma de adenovirus) se ha generado,
en parte, por modificacion intencional por parte del hombre.

Gen E1B

[0034] EI virus de acuerdo con la invencion lleva una mutacién en la secuencia del gen E1B. Todos los serotipos
codifican un gen al que se hace referencia a través de los serotipos como region temprana 1B (E1B), que codifica los
productos génicos de la fase temprana de la replicacion del ADN. En este documento, el "gen E1B" se refiere a la
unidad de transcripcion de longitud completa del gen E1B en cualquier adenovirus, preferiblemente adenovirus
humano. Un ejemplo representativo de un gen E1B es el del adenovirus tipo 5 (Ad5) que tiene la secuencia de
polinucledtidos de acuerdo con la SEQ ID NO: 1. El lector experto conocera otros ejemplos y los detalles se pueden
encontrar en las bases de datos de uso comun, como, por ejemplo, Entrez Gene (http://www.ncbi.nim.nih.gov/gene).
En el adenovirus humano tipo 5, la region de codificacion E1B comienza en el nimero de nucleétido genémico 1714
y termina en el sitio poliA E1B en el numero de nucleétido genémico 4043. Hay regiones similares en todos los
adenovirus ensayados hasta ahora, por ejemplo, incluyendo especies tan diversas como la oveja, serpiente e incluso
adenovirus murciélago.

[0035] La unidad de transcripcion E1B del adenovirus humano codifica al menos cinco isoformas de empalme
diferentes (véase la Figura 2) (Takayesu et al (1994) J. Gen. Virol. 75: 789-798). Nuevamente, dando el ejemplo de
Ad5, el principal ARNm precursor de E1B de 2.28 kb codifica dos marcos de lectura superpuestos, uno parala proteina
E1B-19K de 176 residuos (E1B-176R) y el otro para la proteina E1B-55K (496 residuos; E1B-496R). Las isoformas
E1B-156R, E1B-93R, E1B-84R (nombradas por el nimero de aminoacidos en el producto expresado) se generan
mediante un empalme alternativo del ARNm precursor para E1B-496R, entre un donante de empalme comun (SD1) y
uno de los tres sitios aceptores de empalme (SA1-3). Los ARNm resultantes codifican los 79 aminoacidos del término
N de E1B-496R, y mientras que E1B-93R y E1B-84R tienen términos C unicos, E1B-156R se completa con los 77
residuos C-terminales de E1B-496R. El empalme alternativo se explica en Kelemen, O., P. Convertini, et al. (2012).
"Funcién de empalme alternativo". Gene. Sera evidente para la persona experta que las isoformas E1B en otros
serotipos de adenovirus pueden tener longitudes ligeramente diferentes a las analizadas anteriormente para Ad5 (por
ejemplo, el equivalente de E1B-156R en Ad2 tiene una longitud de 155 aminoacidos vy, por lo tanto, a menudo se
denomina 155R). Aqui, los nombres de las isoformas E1B-156R, E1B-93R, E1B-84R, E1B-176R y E1B-496R se
refieren a la isoforma equivalente del mismo tamafio aproximado en todos los adenovirus, independientemente del
numero real de aminoacidos en la isoforma equivalente.

[0036] Se ha confirmado que existe la isoforma E1B-156r en una amplia seccion transversal de variantes de
adenovirus, mediante el uso de PCR para amplificar los ADNc especificos para E1B-156r utilizando cebadores de
inicio y parada especificos para cada gen E1B-55K respectivo (Fig. 14). Nuestros experimentos muestran patrones de
empalme similares en virus representativos de cada uno de los diferentes géneros (A-Ad12, B1-Ad3, B2-Ad11, C-Ad5,
D-Ad37, E-Ad4 y F-Ad40). De hecho, Ad1wt y Ad57wt tienen secuencias de proteinas E1B-156R idénticas; Ad2wt y
Ad6wt también tienen secuencias idénticas; y Ad5wt difiere solo un poco de todos ellos. Esto hace que solo tres
secuencias de proteinas E1B-156R diferentes en toda la subfamilia C difieran en un total de cinco posiciones de
aminoacidos individuales y en la longitud de un estiramiento interno de polialanina. Por lo tanto, se espera que los
resultados demostrados en este documento en los serotipos Ad2 y Ad5 se reflejen en otras variantes de adenovirus.

[0037] Una serie de experimentos de complementacion se han realizado para demostrar que un aumento de E1B-
156r es responsable (por lo menos en parte) para el aumento del indice oncolitico (Ol) que se ha observado, de
manera que la sobreexpresion de la Ad5-156R da un aumento potente en la Ol de los adenovirus en general. En las
Figuras 11A, By Cy en la Figura 12 en este documento, se muestra que el adenovirus tipo 5 E1B-156R es un potente
potenciador de la Ol en el grupo C de la subfamilia. Ademas, el equivalente E1B-156R de Ad2wt mostré un positivo
efecto en la Ol de Ad5wt, lo que significa que el efecto parece no estar limitado a un serotipo de adenovirus en
particular.

[0038] En este documento, la isoforma E1B-156r de Ad5 humano tiene la secuencia de polinucleétidos de acuerdo
con SEQ ID NO: 2 y la secuencia de polipéptido de acuerdo con SEQ ID NO: 3. En este documento, la isoforma 496R
tiene la secuencia de polinucleétidos de acuerdo con SEQ ID NO: 4 y una secuencia de polipéptidos de acuerdo con
la SEQ ID NO: 5. En este documento, la isoforma E1B-93R tiene la secuencia de polinucleétidos de acuerdo con la
SEQ ID NO: 6 y la secuencia de polipéptidos de acuerdo con la SEQ ID NO: 7. En este documento, la isoforma E1B-
84R tiene la secuencia de polinucleétidos de acuerdo con la SEQ ID NO: 8 y la secuencia de polipéptidos de acuerdo
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con la SEQ ID NO: 9. El lector experto apreciara que existe un grado de variacién en la secuencia en las variantes
virales naturales; por consiguiente, la invencién abarca secuencias de isoformas que difieren de las secuencias
especificas expuestas en las secuencias de referencia referidas aproximadamente, pero son 80%, 85%, 90%, 95%,
98%, 99% o mas homodlogas o idénticas a esas secuencias, segun lo calculado por los programas comunes de
alineacion de secuencias, por ejemplo, BLAST (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi), que puede ser el nucleétido
BLAST (blastn) o la proteina BLAST (blastp). Se dice que dos secuencias son "homélogas", como se usa el término
en este documento, si una de las secuencias tiene un grado suficientemente alto de identidad o similitud con la otra
secuencia. "ldentidad" indica que en cualquier posicién particular en las secuencias alineadas, el nucleétido es idéntico
entre las secuencias. La "similitud" indica que, en cualquier posicién particular en las secuencias de polipéptidos
alineadas, el residuo de aminoacido es de un tipo similar entre las secuencias. Los grados de identidad y similitud se
pueden calcular faciimente (Biologia Molecular Computacional, Lesk, AM, editor, Oxford University Press, Nueva York,
1988; Biocomputacion. Informatica y proyectos del genoma, Smith, DW, editor, Academic Press, Nueva York, 1993;
Analisis por computadora de los datos de secuencia, Parte 1, Griffin, AM y Griffin, HG, eds., Humana Press, New
Jersey, 1994; Analisis de secuencia en biologia molecular, von Heinje, G., Academic Press, 1987; y Sequence Analysis
Primer, Gribskov, M. y Devereux, J., eds., M Stockton Press, Nueva York, 1991).

[0039] Por consiguiente, las realizaciones de la invencion incluyen adenovirus recombinantes variantes en los que la
isoforma E1B-156R tiene una secuencia polinucleotidica que tiene al menos un 80% de identidad de secuencia con la
SEQ ID NO: 2 y una secuencia polipeptidica que tiene al menos un 80% de identidad de secuencia para SEQ ID NO:
3; donde la isoforma E1B-496R tiene una secuencia de polinucleétidos que tiene al menos un 80% de identidad de
secuencia con la SEQ ID NO: 4 y una secuencia de polipéptidos que tiene al menos un 80% de identidad de secuencia
con la SEQ ID NO: 5; donde la isoforma E1B-93R tiene una secuencia polinucleotidica que tiene al menos un 80% de
identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 6 y una secuencia polipeptidica que tiene al menos un 80% de identidad
de secuencia con la SEQ ID NO: 7; y donde la isoforma E1B-84R tiene una secuencia polinucleotidica que tiene al
menos un 80% de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 8 y una secuencia polipeptidica que tiene al menos un
80% de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 9. Ejemplos representativos de las secuencias de isoformas E1B
156R variantes se dan aqui (Fig. 13). Las secuencias equivalentes incluidas para Ad5 E1B-156R son aquellas con
80%, 85%, 90%, 95%, 98%, 99% o mas identidad con las secuencias proporcionadas en la FIG. 13 (como se describe
anteriormente para Ad5).

Modulacién de los niveles de isoformas por modificacion.

[0040] Segun la descripcion, el nivel y/o el tipo de isoformas de empalme del producto del gen E1B, expresada a partir
del gen E1B, se modifica, y como resultado los virus se vuelven oncoliticos. Los niveles y/o tipos de isoformas E1B
pueden modularse por cualquier medio, por ejemplo, utilizando ribozimas disefiadas para escindir especificamente los
ARNm de isoforma E1B en posiciones seleccionadas y, por lo tanto, evitar la traduccion de los ARNm en polipéptidos
funcionales. Los métodos alternativos seran evidentes para los expertos en la técnica, e incluyen la insercion de
multiples copias de la secuencia del gen E1B, o formas que codifican E1B-156R; activacion de la regulacion de la
expresion del gen E1B, o formas que codifican E1B-156R, por ejemplo, mediante la modulacién de secuencias
promotoras o potenciadoras; insercion de secuencias reguladoras, etc.

[0041] En el presente documento se describen ejemplos de adenovirus variantes que incluyen una o mas mutaciones
en las regiones de empalme del gen E1B que logran este efecto. Como se sabe que el reconocimiento del sitio de
empalme por el spliceosoma se ve afectado por la estructura secundaria del ARNm, las mutaciones en el gen E1B
que afectan la estructura secundaria de su ARNm también pueden modular los niveles y tipos de isoformas E1B. Por
ejemplo, la mutacion puede eliminar un sitio de empalme cambiando la secuencia de polinucleétidos y polipéptidos
del gen E1B; o puede eliminar un sitio de empalme cambiando la secuencia polinucleotidica del gen E1B y
conservando la secuencia polipeptidica original.

[0042] Este efecto se puede lograr cuando el gen E1B estd mutado en una o mas de las regiones de reconocimiento
de corte y empalme que comprende: a) el sitio donante de corte y empalme 1 (SD1); el aceptador de empalme E1B-
93R (SA1); c) aceptador de empalme E1B-156R (SA2); d) aceptador de empalme E1B-84R (SA3); y/o e) empalme el
sitio donante 2 (SD2).

[0043] En el caso del ejemplo de Ad5, estos sitios de empalme se encuentran en las siguientes posiciones y tienen
las siguientes secuencias: SD1 tiene la secuencia de GTGGC en la posicion 2251 a 2255 del genoma Ad5 (posicion
2256 a 2260 del numero de acceso del genoma Ad5 AC_000008,1 (SEQ ID NO: 41) y posicién 543-547 en el gen E1B
(SEQ ID NO: 1)). El aceptador de empalme E1B-93R (SA1) tiene la secuencia AACAG en la posicion 3218-3222 del
genoma Ad5 (posicion 3213-3217 del nimero de acceso del genoma Ad5 AC_000008,1 (SEQ ID NO: 41) y la posicion
1500-1504 en el Gen E1B (SEQ ID NO: 1)). El aceptador de empalme E1B-156R (SA2) tiene la secuencia TTGAG en
la posicion 3276-3280 del genoma Ad5 (posicion 3271-3275 del numero de acceso del genoma Ad5 AC_000008,1
(SEQ ID NO: 41) y la posicion 1558-1562 en el gen E1B (SEQ ID NO: 1)). El aceptador de empalme E1B-84R (SA3)
tiene la secuencia TGCAG en la posicion 3595-3599 del genoma Ad5 (posicion 3590-3594 del niumero de acceso del
genoma Ad5 AC_000008,1 (SEQ ID NO: 41) y la posicién 1877-1881 en el Gen E1B (SEQ ID NO: 1)). El sitio donante
de empalme 2 (SD2) tiene la secuencia GTACT en la posicion 3506-3510 del genoma Ad5 (posicion 3511-3515 del
numero de acceso del genoma Ad5 AC_000008,1 (SEQ ID NO: 41) y posicion 1798-1802 en la E1B gen (SEQ ID NO:
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1)). Los sitios equivalentes en posiciones equivalentes en otros serotipos humanos seran facilmente evidentes para
los expertos en la técnica, imbuidos de las ensefianzas de este documento.

[0044] Por consiguiente, un aspecto de la presente divulgacion es un adenovirus recombinante en el que las regiones
de reconocimiento de empalme del gen E1B se mutan en una o mas de las siguientes posiciones en el genoma de
Ad5: a) nucledtido 3216 del genoma de adenovirus Ad5 (numero de acceso AC_000008.1) (SEQ ID NO: 41) (posicion
1503 en el gen E1B (SEQ ID NO: 1); b) nucledtido 3218 del genoma Ad5 del adenovirus (nimero de acceso
AC_000008,1) (SEQ ID NO: 41) (posicion 1505 en el gen E1B (SEQ ID NO: 1) y/o c) nucleétido 3221 del genoma Ad5
del adenovirus (nimero de acceso AC_000008,1) (SEQ ID NO: 41) (posicion 1508 en el gen E1B (SEQ ID NO: 1) En
algunos aspectos de la divulgacion, el gen E1B puede contener una o mas de las siguientes mutaciones: a) A3216G
en el genoma Ad5 del adenovirus (posicion 1503 en el gen E1B (SEQ ID NO: 1)); b) G3218A en el genoma Ad5 de
adenovirus (posicion 1505 en el gen E1B (SEQ ID NO: 1)); y/o c) G3221A en el genoma Ad5 de adenovirus (posicion
1508 en el gen E1B (SEQ ID NO: 1)). En este documento, las posiciones de todas las mutaciones puntuales se
numeran de acuerdo con el nimero de acceso del genoma de Ad5 AC_000008,1 (SEQ ID NO: 41).

[0045] La siguiente tabla identifica las secuencias y posiciones de las regiones de reconocimiento de corte y empalme
del gen de E1B en el genoma de Ad5. La "posicion del genoma del Ad5" y la "posicion del gen E1B" corresponden a
los cinco residuos inmediatamente aguas arriba de los sitios donantes de empalme (SD1 y SD2), e inmediatamente

Sitios de empalme|Posicion dellPosicion del Secuencia ID SEQ
E1B genoma Ad5 |gen E1B NO:

5;’;’;; 1 DY) deloo51.0055  [538-542 cag/GTGGCTGAAC o ota
éﬁg‘fgﬁ’?sﬂ E’a'me 3218-3222  [1505-1509  |[TCCTTGCATTTGGGTAACAG/gag o oka
poeptor Je (‘g/';g‘;"me 3276-3280  [1563-1567  |ACACTAAGATATTGCITGAG/ccc o ota
é(;eBp_)’éc;r Rfi((eSeArg ;):>alme3 5053599 1882-1886 2_2 %ZZATGTAGTTTTTGTATCTGTTT@ I’\IIDOSE:?
GD;’;T;?E 2(SD2) 4el3506-3510  [1793-1797  |gag/GTACT GAAAT E(E)_QL?

aguas abajo de los sitios aceptores de empalmes (SA1, SA2 y SA3).
[0046] La "barra diagonal" indica el sitio de empalme real.

[0047] La mutacion de la secuencia viral dentro de las regiones de reconocimiento de empalme del gen E1B puede
involucrar a) eliminar un sitio de empalme cambiando la secuencia polinucleotidica y polipeptidica del gen E1B; o b)
eliminar un sitio de empalme cambiando la secuencia de polinucledtidos del gen E1B y conservando la secuencia
polipeptidica original. Como apreciaran los expertos, existe una redundancia en el cédigo genético, es decir, algunos
aminoacidos estan codificados por multiples codones. Las secuencias de sitios de empalme pueden eliminarse del
ARNm de E1B transcrito mutando el ADN adenoviral correspondiente para usar uno o mas codones alternativos para
los aminoacidos que codifica la secuencia de polinucleétidos en estos sitios. Por lo tanto, la proteina traducida
resultante preferiblemente no contendra ninglin cambio de aminoacidos. La siguiente tabla de codones muestra la
redundancia en el cédigo genético.
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/Aminoacidos Codones

Alanina Ala A |GCA GCC GCG GCU

Arginina Arg R |AGA AGG CGA CGC CGG CGU
Acido aspartico Aspid D |GAC GAU

Asparagina Asn N |AAC AAU

Cisteina Cys C |uGCuGuU

Acido glutamico Glu E [GAA GAG

Glutamina GIn Q |CAACAG

Glicina Gly G [GGA GGC GGG GGU

Histidina Su H |CAC CAU

Isoleucina lle | |[AUA AUC AUU

Leucina Leu L |CUA CUC CUG CUU UUA UUG
Lisina Lys K |AAA AAG

Metionina Reuni6 M |AGO

Fenilalanina Phe F |UUC UUU

Prolina Pro P |CCACCCCCGcCCU

Serina Ser S |AGC AGU UCA UCC UCG ucuU
Treonina Thr T |ACA ACC ACG ACU

Triptéfano Trp W UGG

Tirosina Tyr Y |UAC UAU

Valina Val vV |GUA GUC GUG GUU

Detener TAA TGA TAG

[0048] El aumento de los niveles de la isoforma E1B-156r se consiguen como resultado de un sitio de empalme 93R
mutado en el gen E1B.

[0049] En una realizacion preferida de la descripcion, las regiones de reconocimiento de empalme de genes E1B estan
mutados en una o mas de las siguientes posiciones: a) nucleétido 3216 (por ejemplo, cagGAGG -> cggGAGG) del
genoma Ad5 del adenovirus (nimero de acceso AC_000008,1) (SEQ ID NO: 41); b) el nucledtido 3218 del genoma
Ad5 de adenovirus (numero de acceso AC_000008,1) (SEQ ID NO: 41); y/o c) el nucledtido 3221 del genoma Ad5 del
adenovirus (numero de acceso AC_000008,1) (SEQ ID NO: 41). Las mutaciones equivalentes en otros serotipos de
adenovirus seran claras para el lector experto.

[0050] En una realizacion mas preferida de la descripcion, el gen E1B contiene una o mas de las siguientes
mutaciones: a) A3216G (cagGAGG -> cggGAGG); b) G3218A; y/o c) G3221A, correspondiente a las posiciones 1503,
1505 y 1508 en el gen E1B (SEQ ID NO: 1) respectivamente. Las mutaciones equivalentes en otros serotipos de
adenovirus seran claras para el lector experto.

Niveles de isoformas

[0051] Cualquier mutacién como la descrita se introduce en la secuencia de un genoma de adenovirus deberia tener
el efecto que la proporcion de al menos una de las isoformas de empalme E1B, E1B-156R, E1B-496R, E1B-93R y
E1B-84R, (y potencialmente dos, tres o las cuatro isoformas) varia con respecto a los niveles que estan presentes en
el tipo salvaje en condiciones similares. Preferiblemente, la proporcion de la isoforma E1B-496R se reduce en relacion
con los niveles de tipo salvaje, o incluso se apaga totalmente. Alternativamente, la proporcion de la isoforma E1B-
156R aumenta con respecto a la isoforma E1B-496R, la proporcion de la isoforma E1B-156R aumenta con respecto a
la isoforma E1B-93R y/o la proporcién de la isoforma E1B-156R aumenta en relacion a la isoforma E1B-84R. Estos
cambios en los niveles de isoformas particulares tienen el efecto de mejorar la oncolisis, que también puede expresarse
como un aumento del indice oncaolitico.

[0052] En un virus de acuerdo con la invencion, el nivel de la isoforma de E1B-156r se incrementara en relacion con
el E1B-156r en la secuencia de adenovirus de tipo silvestre equivalente. En este documento, "incrementado” significa
que la proporcion de la isoforma E1B-156R se incrementa al menos 2 veces, 4 veces, 10 veces, 20 veces, 50 veces,
100 veces, 1,000 veces o 10,000 veces en relacion con los niveles de tipo salvaje.
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[0053] En este documento, "disminucién” significa que la proporcion de la isoforma de E1B-496R se reduce al menos
2 veces, 4 veces, 10 veces, 20 veces, 50 veces, 100 veces, 1000 veces o 10.000 veces en relacién con los niveles de
tipo salvaje.

[0054] En este documento, "niveles de tipo salvaje” se refiere a los niveles de isoformas que son evidentes por la
expresion de estas proteinas a partir del adenovirus de tipo salvaje E1B-156r, E1B-496R, E1B-93R, y E1B-84R, sin
mutaciones en la secuencia de referencia del gen E1B (es decir, SEQ ID NO: 1). Por ejemplo, la proporcién de la
isoforma E1B-156R de Ad5 mutante puede aumentar en relacion con los niveles en el adenovirus Ad5 de tipo salvaje,
de modo que el adenovirus mutante tenga un efecto oncolitico en una célula cancerosa. La isoforma mutante de Ad2
E1B-156R puede incrementarse en relacion con los niveles en el adenovirus Ad2 de tipo salvaje.

[0055] Los virus preferidos de acuerdo con la invencién pueden haberse disminuido o inhibido la expresién de E1B-
93R, y preferiblemente no expresan E1B-93R. Por "no se expresa" se entiende aqui que el nivel detectable de la
secuencia E1B-93R es menor que 50%, 10%, 1% del nivel de la secuencia E1B-93R en el adenovirus de tipo salvaje
en condiciones equivalentes, preferiblemente menos de 0,1%, menos de 0,01% o incluso menos. Esto tiene el efecto
de elevar la expresion de E1B-156R.

[0056] Preferiblemente, una relacion 6ptima de los niveles de proteina isoforma E1B-156r, E1B-496R, E1B-93R, y
E1B-84R residiria lo largo de las lineas de aproximadamente 67:0:0:33, en comparacion con aproximadamente
5:70:10:15 para virus de tipo salvaje. Sin embargo, como apreciara el lector experto, es dificil o imposible ser exacto
con respecto a los niveles relativos de este tipo, ya que dependen del punto en el ciclo de infeccion evaluado, es decir,
temprano/intermedio/tardio. Las proporciones cambian en beneficio de las formas de empalme mas cortas a un costo
de 496R (que es el ARN de longitud completa sin empalmes). En particular, proporciones favorecidas de la isoforma
E1B-156r a la isoforma E1B-496R son 2:1, 5:1, 10:1, 20:1, 50:1, 100:1, 1000:1 o 10.000:1 o mas. Se prefiere una
relacion de 100:1 o mas.

[0057] La referencia aqui a "la proporcion” de las isoformas E1B-156r, E1B-496R, E1B-93R, o E1B-84R se refiere a:
a) el nivel de la proteina isoforma que se expresa; y/o b) el nivel del ARNm de isoforma que se produce.

[0058] Las técnicas para medir los niveles de ARNm seran conocidas por los expertos en la técnica para la
cuantificacion de polinucleétidos, tales como, por ejemplo, amplificacion de acidos nucleicos, por ejemplo, PCR, RT-
PCR, metodologias basadas en TagMan, Proteccién de RNasa, transferencia de Northern y técnicas de hibridacion in
situ, y versiones cuantitativas de estos métodos. Los cambios en los niveles de expresion de ARNm pueden ser de
naturaleza temporal, espacial o cuantitativa. El nimero de copias de cada ARNm de la isoforma E1B se puede calcular
y comparar con una referencia, por ejemplo, un gen de mantenimiento como la beta-actina o GAPDH o un plasmido
que lleva el "amplicéon de interés" especifico.

[0059] Si se va a controlar en los niveles de polipéptido, cualquier técnica de ensayo se puede usar que puede
determinar niveles de un polipéptido especifico, incluyendo radioinmunoensayos (RIA), ensayos de unién competitiva,
analisis de transferencia Western, FACS y ensayos de inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA). Los anticuerpos
que se unen especificamente a isoformas particulares de empalme pueden usarse, por ejemplo. Los anticuerpos
pueden usarse con o sin modificacion, y pueden etiquetarse uniéndolos, ya sea covalentemente o no covalentemente,
con un reactivo analiticamente detectable tal como un radioisétopo, una molécula fluorescente o una enzima u otra
molécula informadora. Se puede usar una amplia variedad de moléculas informadoras conocidas en la técnica.

Isoformas E1B

[0060] Se sabe muy poco acerca de la E1B-156r, E1B-93R, isoformas de E1B-84R. La produccion de diferentes ARNm
de E1B se regula durante el proceso de infeccion. Aunque principalmente la forma de 2,28 kb se produce temprano
en la infeccion, la proporcion de ARNm empalmados mas cortos aumenta con el tiempo y el transcrito E1B-84R se
vuelve predominante en la fase tardia de la infeccion. La expresion de la proteina isoforma sigue de cerca el patréon
de transcripcion de los ARNm (Chow et al (1979) J. Mol Biol 134: 265-303; Montell et al (1984) Mol Cell Biol 4:966-
972; Spector et al (1978) J. Mol Biol 126: 395-414; Virtanen y Pettersson (1985) J. Virol. 54: 383-391; Wilson y Darnell
(1981) J. Mol Biol 148: 231-251).

[0061] Se ha demostrado que diferentes espliceotipos pueden interactuar tanto hetero como homogéneamente entre
si a través del N-terminal y el C-terminal debe llevar a funciones especificas que no pueden ser complementadas por
espliceotipos E1B alternativos. Cuando se infecta con virus que carecen de la expresion de un espliceotipo especifico,
la pérdida de viabilidad puede complementarse mediante la cotransfectacion con un plasmido de expresion para el
correspondiente espliceotipo. La cotransfeccion con un espliceotipo alternativo no complementa la pérdida.

Adenovirus mutantes

[0062] La siguiente tabla resume los detalles de algunos mutantes de adenovirus representativos proporcionados
como ejemplos de la ensefianza de este documento, junto con algunos virus de control experimental.
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Virus [Mutaciones @ |Descripcion

E1B-93R mutante en el sitio de empalme

No expresa la isoforma E1B-93R

Destabiliza E1B-496R debido al cambio de secuencia
Aumentos en los niveles de E1B-156R

Ixo-ctrl Virus de control (tipo salvaje)

E1B-156R mutante en el sitio del aceptor de empalme
No expresa la isoforma E1B-156R

Ix0-156 |T3272G/G3275A|La secuencia E1B-496R no se modifica

Expresa otros productos del gen E1B

Aumento de los niveles 93R

Mutante en el sitio del aceptador de empalme E1B-93R
No expresa la isoforma E1B-93R

La secuencia E1B-496R no se modifica

Aumentos en los niveles de E1B-156R

E1B mutante del sitio del donante de empalme 1

Ixo-SD |G2255A/T2258C| No expresa las secuencias E1B-93R, -156R y -84R

Las secuencias de E1B-496R no se modifican

Inserta un codén de parada corriente abajo del sitio del donante de empalme
Ixo- E1B

Stop G2274T No expresa la proteina E1B-496R

Expresa las isoformas E1B-93R, -156R y -84R

@ Numerado segun la posicién en el nimero de acceso del genoma de Ad5 AC_000008,1 (SEQ ID NO:
41)

Ixovex |A3216G

Ix0-93 [G3218A/G3221A

[0063] EI adenovirus en el presente documento denominado el virus Ixovex ha disminuido o inhibe la expresion de
E1B-93R, y preferiblemente no expresa E1B-93R. Por "no expresa" se entiende en este documento que el nivel
detectable de la secuencia de E1B-93R es de menos de 50%, 10%, 1% del nivel de la secuencia de E1B-93R en el
adenovirus de tipo salvaje en condiciones equivalentes, preferiblemente menos de 0,1%, menos de 0,01% o incluso
menos. Esto tiene el efecto de elevar la expresion de E1B-156R.

[0064] Ademas, en este virus completo la proteina de longitud E1B E1B-496R se desestabiliza. Por "desestabilizado"
se entiende que la proteina se vuelve sustancialmente indetectable debido a la mutacion. Esto deja solo E1B-156R y
E1B-84R aun expresados desde el marco de lectura 496. La naturaleza inestable de E1B-55k se discute en Gabler et
al. 1998 J. Virol.; y Gonzalez 2002, J. Virol.

[0065] La eficacia de Ixovex en comparacion con H101 sugiere que, en cierta medida, E1B-496R y E1B-156r tienen
funciones superpuestas (Sieber et al (2007) J. Virol 81 (1): 95-105). Se ha encontrado que E1B-496R y E1B-156R se
unen a muchos factores similares. E1B-156R puede unirse a E4orf6, el socio de enlace con el que E1B-496R utiliza
la mayoria de sus funciones importantes. Curiosamente, también se ha encontrado que E1B-156R se une a p53,
aunque con menos afinidad. E1B-156R puede sustituira E1B55k en experimentos de transformacién celular. Ademas,
E1B-156R induce tumores en modelos in vivo, cuando se sobreexpresan junto con E1A. Especificamente, se encontrd
que el espliceémero E1B-156R tiene un potencial de transformacioén celular separado de la proteina E1B-496R.

[0066] Es una ventaja de la presente invencion que con el fin de lograr el efecto oncogénico descrito, los virus segun
la presente invencién no requieren la eliminacion de la totalidad del gen E1B.

Métodos de generacion de virus recombinantes.

[0067] Se describen polinucledtidos que codifican los adenovirus recombinantes, opcionalmente codificados dentro
de un vector adecuado para la produccion de virus en una célula huésped.

[0068] Se describen células huésped que comprenden polinucledtidos que codifican el adenovirus recombinante.

[0069] También se describe un método para hacer un adenovirus oncolitico. Dicho método implica la modificacion de
un adenovirus mutante en el que la secuencia del gen E1B se ha modificado para aumentar el nivel de la isoforma
E1B-156R en relacion con el nivel en el adenovirus equivalente de tipo salvaje. El tipo de adenovirus puede ser
cualquiera de los descritos anteriormente, y preferiblemente es un adenovirus humano de grupo subfamilia C, a saber,
uno de los serotipos 1, 2, 5, 6, 0 57, incluso mas preferiblemente, el término adenovirus se aplica a dos serotipos
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humanos, Ad2 y Ad5. De manera similar, la mutacion puede ser cualquiera de las descritas o ejemplificadas en el
presente documento. En ciertas realizaciones, un virus hibrido puede disefiarse, por ejemplo, en el que un E1B-156R
de una variante de adenovirus se expresa en otra variante de adenovirus. Por ejemplo, un Ad2 E1B-156R puede
expresarse en un adenovirus Ad5; se ha demostrado en este documento que agregar Ad2 E1B-156R a Ad5 aumenta
la actividad oncolitica en 10 veces.

[0070] Las técnicas adecuadas para disefiar mutaciones en adenovirus alternativos seran conocidas por los expertos
en la técnica. Un método preferido podria ser usar el sistema pShuttle ampliamente utilizado (Agilent Technologies) o
usar el método desarrollado por el Dr. Oberg (la invencion de IXOvex y miembro de la junta directiva de 1XOgen))
utilizando el sistema pSuperShuttle (ver Ingemarsdotter, CK, SK Baird, CM Connell, D. Oberg, G. Hallden y IA
McNeish. 2010. Paclitaxel en dosis bajas sinergiza con adenovirus oncoliticos a través del deslizamiento mitotico y la
apoptosis en el cancer de ovario (Oncogene 29: 6051-6063). Esto permite la inserciéon o mutacion de cualquier
secuencia en cualquier parte del adenovirus, lo que pShuttle no puede hacer, estando limitado a las regiones finales
del genoma adenoviral. En breve, las secuencias flanqueantes (brazo izquierdo y derecho) de la region de interés
pueden clonarse en el plasmido pSuperShuttle en cada lado de un gen de seleccion de antibidticos (ASG). Si se desea
una mutacion de cualquier tipo (sustitucion, eliminacion o adicién), se puede incorporar en cualquiera de los brazos.
Para la insercion de un gen de interés o un casete de expresion completo en el virus, se pueden usar los sitios de
clonacién multiple extensos en cada lado del ASG. Cuando el constructo pSupershuttle completo esta secuenciado y
listo, se fusiona con el virus mediante recombinacién homologa. El ASG insertado permite una seleccion positiva. El
ASG se digiere, dejando una pequefia cicatriz en forma de un sitio Unico de enzimas de restriccion, que se puede
utilizar en futuras modificaciones del virus. Los expertos en la técnica conoceran otras variaciones adecuadas de esta
técnica.

Construccion de mutantes E1B-55K de adenovirus

[0071] Los métodos para la construccion de mutantes adenovirales son generalmente conocidos en la técnica. Ver,
Mittal (1993) Virus Res., 28: 67-90 y Hermiston et al., Methods in Molecular Medicine: Adenovirus Methods and
Protocols (1999) ed. Wold, Humana Press. Ademas, el genoma del adenovirus 5 esta registrado como Secuencia de
referencia NCBI: AC_000008,1, y el virus esta disponible en la American Type Culture Collection, Rockville, Md.,
EE.UU., con el numero de acceso: VR-1516.

[0072] En general, la construccion de adenovirus vector implica una delecion inicial o la modificacion de una region
deseada del genoma adenoviral, preferiblemente del genoma de Ad5, en un casete de plasmido usando técnicas
convencionales.

[0073] Algunos de los materiales y métodos utilizados para construir mutantes de adenovirus se describen por Hanke
et. Alabama. (1990) Virology, 177: 437-444 y Bett et. al., (1993) J. Virol. 67: 5911-5921, y en PCT/CA96/00375. Muchos
de los materiales utilizados para construir mutantes de adenovirus se proporcionan comercialmente. Ver también,
Hermiston et al., Methods in Molecular Medicine: Adenovirus Methods and Protocols (1999) ed. Wold, Humana Press.
Otros detalles se proporcionan aqui.

[0074] Las lineas celulares que se utilizaron para llevar a cabo los experimentos descritos en este documento son
facilmente disponibles de instituciones depositarias reconocidas. Por ejemplo, las siguientes lineas celulares se usaron
aqui para evaluar la citotoxicidad: H1299, FaDu, H460, A549, HelLa, Hek293, JH293 y NHBE.

[0075] Un procedimiento preferido para la construccion de los mutantes del gen E1B adenovirales de la presente
invencion es hacer mutaciones especificas de sitio en el genoma adenoviral en un casete de plasmido utilizando
técnicas bien establecidas de la biologia molecular, o modificaciones de estas técnicas, se hace referencia en el
presente documento. Esto se puede realizar utilizando diversos materiales y métodos.

Métodos de tratamiento del cancer.

[0076] Se divulgan adenovirus recombinantes que producen un efecto oncolitico en una célula cancerosa. La célula
cancerosa puede ser una célula neoplasica. También se describen nuevos métodos para tratar el cancer,
caracterizados por células neoplasicas. Las células neoplasicas pueden preferiblemente carecer sustancialmente de
la funcion de p53 (p53%). Dicho método puede comprender:

a) administrar una dosis del adenovirus recombinante de acuerdo con la invencion, que porta una mutacion
en el gen E1B, a un paciente que necesita tratamiento;

b) dejar suficiente tiempo para que el adenovirus recombinante infecte células neoplasicas de dicho cancer,
en el que el adenovirus mutante tiene un efecto oncolitico que es selectivo para las células cancerosas en
relacion con las células no neoplasicas; y

c) opcionalmente, administrar dosis adicionales del adenovirus recombinante.

[0077] La célula de cancer o célula neoplasica puede carecer sustancialmente de la funcion de p53.
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[0078] En el presente documento se describen adenovirus recombinantes para uso como un agente terapéutico en el
tratamiento de un paciente con cancer. Preferiblemente el cancer se caracteriza por células neoplasicas.
Preferiblemente, esas células neoplasicas carecen sustancialmente de la funcién de p53.

[0079] Las composiciones también descritas comprenden los adenovirus recombinantes de la invencién y las
composiciones farmacéuticas que comprenden un adenovirus recombinante de la invencion.

[0080] Los procesos para preparar una composicion farmacéutica que implica la combinaciéon de un adenovirus
recombinante de la invencién con un vehiculo farmacéuticamente aceptable también se describen.

[0081] Las composiciones pueden comprender adicionalmente un agente para la quimioterapia.

[0082] En el presente documento se describen varios métodos y composiciones novedosas para la ablacion de células
neoplasicas infectando las células neoplasicas con un adenovirus recombinante que es sustancialmente deficiente en
replicacion en células no neoplasicas y que exhibe al menos un fenotipo de replicacion parcial en células neoplasicas.
La diferencia en el fenotipo de replicacién de las construcciones de adenovirus de la invencién en células neoplasicas
y no neoplasicas proporciona una base bioldgica para la terapia del cancer basada en virus.

[0083] Una poblacion celular (como un cultivo celular mixto, paciente de cancer humano o sujeto mamifero no humano)
que comprende una subpoblacion de células neoplasicas que carecen de la funcion de p53 y una subpoblacion de
células no neoplasicas que expresan la funcién de p53 esencialmente normal puede ser contactada en condiciones
infecciosas (es decir, condiciones adecuadas para la infeccidon adenovirica de la poblaciéon celular, tipicamente
condiciones fisiologicas) con una composicion que comprende una dosis infecciosa de un adenovirus inhibido por
replicacion E1B-p53¢). Dicha etapa de contacto da como resultado la infeccién de la poblacion celular con el adenovirus
deficiente en la replicacién E1B-p53%). La infeccion produce una expresion preferencial de un fenotipo de replicacion
en una fraccion significativa de las células que comprenden la subpoblacién de células neoplasicas que carecen de la
funcién p53, pero no produce una expresion sustancial de un fenotipo replicativo en la subpoblacién de células no
neoplasicas que tienen una funciéon p53 esencialmente normal. La expresién del fenotipo de replicaciéon en una célula
p53%) infectada provoca la muerte de la célula, como el efecto citopatico (CPE), la lisis celular, la apoptosis o similar,
lo que da como resultado una ablacion selectiva de células neoplasico p53©) de la poblacion celular.

[0084] Es deseable que el virus mutante sea replicable y forme viriones infecciosos que contengan el genoma viral
mutante que puede propagarse e infectar otras células, amplificando asi la accion antineoplasica de una dosificacion
inicial de virus mutante.

[0085] En este documento, la replicacién de E1B-p53¢) del adenovirus inhibe construcciones adecuadas para la
destruccion selectiva de las células neoplasicas p53©) son las descritas anteriormente.

[0086] Mutantes de adenovirus antineoplasicos candidatos se pueden evaluar ademas por su capacidad para reducir
tumourigénesis o la carga de células neoplasicas en ratones nu/nu que albergan un trasplante de células neoplasicas
que carecen de la funcion de p53, en comparacion con los ratones no tratados que albergan un trasplante equivalente
de las células neoplasicas.

[0087] Los mutantes de adenovirus deficientes en replicacion antineoplastica pueden formularse para administracion
terapéutica, profilactica y, potencialmente, diagndstica a un paciente que tiene una enfermedad neoplasica. Para usos
terapéuticos o profilacticos, se administra a un paciente una composicion estéril que contiene una dosis
farmacologicamente eficaz de una o mas especies de mutantes adenovirus inhibidos de la replicacién antineoplasica
para el tratamiento de una afeccién neoplasica. Un vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable se emplea a
menudo en tales composiciones estériles. Se puede usar una variedad de soluciones acuosas, por ejemplo, agua,
agua tamponada, solucion salina al 0,4%, glicina al 0,3% y similares. Estas soluciones son estériles y generalmente
estan libres de particulas diferentes a los viriones adenovirales deseados. Las composiciones pueden contener
sustancias auxiliares farmacéuticamente aceptables segun se requiera para aproximarse a condiciones fisiolégicas,
tales como agentes de ajuste de pH y tampones, agentes de ajuste de toxicidad y similares, por ejemplo, acetato de
sodio, cloruro de sodio, cloruro de potasio, cloruro de calcio, lactato de sodio, etc. Se puede incluir excipientes que
mejoran de la infeccion de las células por el adenovirus.

[0088] La terapia de la enfermedad neoplasica puede proporcionarse administrando a un paciente o sujeto una
composicion que comprende los adenovirus defectuosos de la replicacion de la invencion. Diversas neoplasias
humanas y de mamiferos que comprenden células que carecen de la funcién de p53 pueden tratarse con
construcciones adenovirales inhibidas por replicacion. Por ejemplo (pero sin limitarse a) un paciente humano o un
mamifero no humano que tiene un carcinoma broncogénico, carcinoma nasofaringeo, carcinoma de laringe, carcinoma
de pulmoén de células pequefias y células no pequefias, adenocarcinoma de pulmén, hepatocarcinoma, carcinoma
pancreatico, carcinoma de vejiga, carcinoma de colon, carcinoma de mama, carcinoma de cérvix, carcinoma de ovario
o leucemias linfociticas se pueden tratar administrando una dosis antineoplasica eficaz de un adenovirus inhibido por
replicacién adecuada.
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[0089] Las suspensiones de particulas infecciosas de adenovirus pueden aplicarse al tejido neoplasico por varias vias,
incluidas la intravenosa, intraperitoneal, intramuscular, subdérmica y topica. Una suspension de adenovirus,
preferiblemente una suspensién acuosa, que contiene entre aproximadamente 10% y 10'® o mas particulas de virion
por ml (como por ejemplo entre aproximadamente 10° a 10'2 0 mas particulas de virién por ml, entre aproximadamente
107 y 10"° 0 mas virién). las particulas por ml, o aproximadamente 10° particulas de virién por ml) se pueden inhalar
como una neblina (por ejemplo, para el suministro pulmonar para tratar el carcinoma broncogénico, el carcinoma
pulmonar de células pequenas, el carcinoma pulmonar de células no pequefias, el adenocarcinoma pulmonar o el
cancer de laringe). Alternativamente, dicha suspension se puede limpiar directamente en un sitio del tumor para tratar
un tumor (por ejemplo, carcinoma broncogénico, carcinoma nasofaringeo, carcinoma de laringe, carcinoma cervical)
o se puede administrar por infusion (por ejemplo, en la cavidad peritoneal para tratar el cancer de ovario, en la vena
porta para el tratamiento de hepatocarcinoma o metastasis hepaticas de otros tumores no primarios hepaticos) u otra
via adecuada, incluida la inyeccion directa en una masa tumoral (por ejemplo, un tumor de mama), enema (por
ejemplo, cancer de colon) o catéter (por ejemplo, cancer de vejiga).

[0090] Virus inhibidos por replicacion también se pueden suministrar a las células neoplasicas por entrega de liposoma
o inmunoliposoma; dicha administracion puede dirigirse selectivamente a las células neoplasicas sobre la base de una
propiedad de la superficie celular presente en la poblacién de células neoplasicas (por ejemplo, la presencia de una
proteina de la superficie celular que se une a una inmunoglobulina en una inmunoliposoma). Por ejemplo, una
suspension de viriones de adenovirus inhibidos de la replicacion se puede encapsular en micelas para formar
inmunoliposomas por métodos convencionales (por ejemplo, véase la Patente de EE.UU. N° 5.043,164, Patente de
EE.UU. N° 4.957.735, Patente de EE.UU. N° 4.925.661; Connor y Huang (1985) Cell J. Biol 101: 582; Lasic DD (1992)
Nature 355: 279; Novel Drug Delivery (1989) eds Prescott y Nimmo, Wiley, Nueva York; y Reddy et al (1992) J.
Immunol.. 148: 1585). Los inmunoliposomas que comprenden un anticuerpo que se une especificamente a un antigeno
de células cancerosas (por ejemplo, CALLA, CEA) presente en las células cancerosas del individuo pueden usarse
para dirigir viriones a esas células.

[0091] Las composiciones que contienen los presentes adenovirus o cocteles de replicacion deficiente antineoplasicos
de los mismos pueden administrarse para tratamientos profilacticos y/o terapéuticos de enfermedades neoplasicas.
En la aplicacion terapéutica, las composiciones se administran a un paciente ya afectado por la enfermedad neoplasica
particular, en una cantidad suficiente para curar o al menos detener parcialmente la enfermedad y sus complicaciones.
Una cantidad adecuada para lograr esto se define como una "dosis terapéuticamente eficaz" o "dosis eficaz". Las
cantidades efectivas para este uso dependeran de la gravedad de la afeccion, el estado general del paciente y la via
de administracion.

[0092] En aplicaciones profilacticas, las composiciones que contienen la replicacion antineoplasica inhibieron
adenovirus o cocteles de los mismos se administran a un paciente no presentemente en un estado de enfermedad
neoplasica para mejorar la resistencia del paciente a la recurrencia de un neoplasma o para prolongar el tiempo de
remision. Dicha cantidad se define como una "dosis profilacticamente eficaz". En este uso, las cantidades precisas
dependen nuevamente del estado de salud del paciente y del nivel general de inmunidad.

[0093] Las administraciones Unicas o multiples de las composiciones pueden llevarse a cabo con niveles y patrones
de dosis seleccionados por el médico tratante. En cualquier caso, las formulaciones farmacéuticas deben proporcionar
una cantidad de adenovirus inhibidos por la replicacién antineoplasica de esta invencion, suficientes para tratar al
paciente de manera efectiva.

[0094] La terapia adenovirica inhibida por replicacion antineoplasica de la presente invencion puede combinarse con
otros protocolos antineoplasicos, tales como quimioterapia convencional.

General

[0095] EI término "que comprende" abarca "que incluye" asi como "que consiste en", por ejemplo, una composicion
"que comprende” X puede consistir exclusivamente en X o puede incluir algo adicional por ejemplo X +Y.

[0096] La palabra "sustancialmente" no excluye "completamente", por ejemplo, una composicion que esta
"sustancialmente libre" de Y puede estar completamente libre de Y. Cuando sea necesario, la palabra
"sustancialmente" puede omitirse de la definicién de la invencion.

[0097] La practica de la presente invencion empleara, a menos que se indique lo contrario, técnicas convencionales
de biologia molecular, microbiologia, tecnologia de ADN recombinante e inmunologia, que estan dentro de la
experiencia de los que trabajan en la técnica.

[0098] La mayoria de las técnicas de biologia molecular general, la microbiologia de tecnologia de ADN recombinante
e inmunoldgicas se pueden encontrar en Sambrook et al., Molecular Cloning, A Laboratory Manual (2001) Cold Harbor-
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY o Ausubel et al., Protocolos actuales en biologia molecular (1990) John
Wiley and Sons, NY
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[0099] A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos usados en el presente documento
tienen el mismo significado que entiende comunmente un experto en la técnica a la que pertenece esta invencion.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

[0100]

FIGURA 1. Descripcidon esquematica de un virus oncolitico.

FIGURA 2. Mapa de empalme E1B que muestra los productos del gen E1B alternativo. La transcripcion
completa de E1B lleva el marco de lectura abierto (ORF) E1B-176R y E1B-496R. Mediante el empalme
alternativo en el ORF E1B-496 se expresan ofras tres proteinas, E1B-93R, E1B-156R y E1B-84R. Las
proteinas menores tienen los 79 aminoacidos amino terminales en comun con E1B-496R pero difieren en el
terminal carboxi, excepto en E1B-156R, que se empalma en el marco con E1B-496R.

FIGURA 3. Un cambio de aminoacido en Ixovex en la proteina E1B-55k inhibe su expresién. Las células A549
se infectaron con el virus respectivo a 5 pfu/célula y el lisado celular total se recogié 48 horas después de la
infeccion (hpi). Se muestra una transferencia de Western tefiida con anticuerpo policlonal Ab6982 de proteina
a-capsida (panel superior), anticuerpo monoclonal a-E1B-55k 2A6 (panel medio) y anticuerpo monoclonal a-
actina 1-19-SC como control de carga (panel mas bajo).

FIGURA 4. La mutacién puntual en el marco de lectura abierto E1B55k en Ixovex inhibe el empalme del
aceptador de empalme 93R. Las células A549 se infectaron con el virus respectivo a 5 pfu/célula y el ARN
total se recolect6 a 48 hpi. EI ADNc se hizo usando un cebador oligo-dT. La PCR se realiz6 utilizando un
cebador de sentido comun corriente arriba del donante de empalme de 55k y cebadores especificos corriente
abajo del respectivo aceptor de empalme. Las reacciones de PCR se realizaron en un gel de agarosa TBE al
2% tefido con GelRed.

FIGURA 5. Ixovex se inhibe para inducir la degradacién de p53. Las células A549 se infectaron con el virus
respectivo a 5 pfu/célula y el lisado celular se recogio 48 hpi. Se muestra una tincion de transferencia western
con un anticuerpo monoclonal a-p53 n.° 9282 CS (panel superior) y el anticuerpo monoclonal a-actina I-19-
SC como control de carga (panel inferior).

FIGURA 6. Ensayo de replicacion en lineas celulares de cancer. Cada linea celular se infecté con 5 pfu/célula
del virus respectivo. Las células y los medios se recogieron a 24, 48 y 72 hpi y se analizaron mediante un
ensayo de dilucion limitada. EI CPE se anot6 visualmente después de 10 dias y se calcularon los resultados
de TCIDsg (pfu/célula), como se describe en los materiales y métodos.

FIGURA 7. La citotoxicidad relativa de los virus Ixovex, Ad5wt y Onyx-015 en células cancerosas. La linea
celular respectiva se infecté con los virus indicados en una serie de dilucion de 5 veces. La citotoxicidad se
midio 6 dias después de la infeccion (ppp) utilizando el ensayo MTS y se calcularon los valores de ECsq.

FIGURA 8. Eficacia de la replicacion en células epiteliales bronquiales humanas normales. Cada linea celular
se infectd con 5 pfu/célula del virus respectivo. Las células y los medios se recogieron a 24, 48 y 72 hpi y se
analizaron mediante un ensayo de diluciéon limitada. EI CPE se anoté visualmente después de 10 dias y se
calcularon los resultados de TCIDsg (pfu/célula), como se describe aqui.

FIGURA 9. Ixovex muestra mas de 500 veces menos citotoxicidad para las células normales en comparacion
con el virus no modificado (Ad5wt). Se presenta la inhibicion del pliegue de la citotoxicidad en relaciéon con
Ad5wt (fila inferior) y los valores de CEsg sin procesar (fila superior). La citotoxicidad se midi6 a 6 dpi utilizando
el ensayo MTS.

FIGURA 10. La proteina E1B-156R esta sobreexpresada por Ixovex. La transferencia western se realizé en
proteina total extraida a 48 hpi de células H1299 infectadas con 10 pfu/célula de Ixovex o Ad5wt.

FIGURA 11. Las proteinas Ad5 y Ad2-156R mejoraron el indice oncolitico (Ol) en células cancerosas en
comparacion con las células normales. A) Los plasmidos de expresion Ad5 y Ad2-156R se transfectaron en
células HeLa y NHBE infectadas con Ad5wt. En paralelo, se incluy6é una linea celular de cancer adicional
(H460, carcinoma de pulmon de células grandes) en la complementacion de Ad5-156R. B) Ad5-156R se
transfectd en células infectadas con ONYX-015. C) Ad5-156R se transfectod en células infectadas con Ad2wt.
Las células se infectaron con 2,5 pfu/célula y se complementaron de forma cruzada con plasmidos de
expresion para el respectivo E1B-156R. Las muestras se analizaron con un ensayo de Rafaga (replicacion
viral), en el hpi indicado.

FIGURA 12. Tabla que muestra los puntos de datos de 48 hpi para las Figuras 11A-C (excepto los puntos de
datos H460 que se recolectaron 72 hpi) y el calculo de los indices oncoliticos, donde Ol = ((a/b)/(c/d)). a =
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pfu/células de cancer de células + 156R, b = pfu/células de células normales + 156R, ¢ = pfu/células de cancer
de células - 156R, d = pfu/células de células normales - 156R.

FIGURA 13. La secuencia proteica de E1B-156R para los serotipos de la subfamilia C de adenovirus alineada
con las secuencias para los serotipos de las subfamilias B, D y E. Campo sombreado: las similitudes dentro
del grupo C. Las brechas indican donde difieren. Subrayado en Ad5: los aminoacidos que separan a Ad5-
156R de las otras proteinas E1B-156R en la subfamilia C.

FIGURA 14. Geles de ADN que muestran bandas de ADNc amplificadas correspondientes a E1B-156R en
Ad2, Ad4 y Ad11. Todas las bandas en los geles se clonaron en el vector romo de PCR Topo-Il (Invitrogen)
y se secuenciaron para confirmar que las bandas indicadas correspondian a la E1B-156R de cada virus
respectivo.

EJEMPLOS

Materiales y métodos

Construccion de virus

[0101] Los nucledtidos 1 a 5.055 de adenovirus serotipo 5 (Ad5) se amplificaron por PCR con Phusion PFU polimerasa
usando oligonucleotidos Ad5start (SEQ ID NO: 15 - ccacctcgagttaattaacatcatcaataatataccttattttg) y Ad5wt5055as (SEQ
ID NO: 16 - gtgggtttaaacggatttggtcagggaaaacatg). EI ADN gendmico viral extraido de un lote de Ad5 purificado con
CsCl se utilizé como plantilla. El producto de la PCR se cloné en pShuttle (Stratagene) utilizando las enzimas de
restriccion Notl y Pmel (NEB). Para producir mutaciones en el sitio de empalme E1B 93R en pShuttle-5055, los
oligonucledtidos Mut93Rs (SEQ ID NO: 17 — ccttgcatttgggtaatagaagaggagtgttcctaccttaccaatg) y Mut93Ras (SEQ ID
NO: 18 - cattggtaaggtaggaacactcctcttctattacccaaatgcaagg) se utilizaron en una reaccion PCR Mutagenesis XL
(Strategene), de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Los clones fueron seleccionados y enviados para
secuenciacion. Se linealizaron cinco g del clon correcto utilizando Pmel (NEB), se trataron con fenol/cloroformo y se
precipitaron con etanol. Se mezclaron 200 ng junto con 100 ng del plasmido pTG3602. La mezcla se sometié a
electroporacion en células BJ5183 (Stratagene) y se coloco en placas de kanamicina (25 pg/ml) que contenian placas
de agar. Los clones se seleccionaron por exclusion de tamafio en un gel de craqueo. En resumen, el sedimento de 1
pl de cultivo bacteriano se resuspendié en 50 ul de agua y se traté con 50 pl de fenol/cloroformo. La mezcla se
centrifugd durante 1 minuto a 13.000 rpm y se recogio6 la fase acuosa. La fase acuosa que contenia todo el ADN y el
ARN de la bacteria se traté durante 5 minutos con un colorante de carga de ADN que contenia RNasaH y luego se
aplico en un gel de agarosa al 0,7%. EI ADN se prepar6 a partir de los clones seleccionados (kit Qiagen Maxi Prep) y
se secuencio para garantizar que se habia introducido la mutacién correcta. Se digirieron cinco pg del mutante pT3602
correcto con Pacl para extirpar el genoma viral, se trataron con fenol/cloroformo y se precipité con etanol. Dos g del
plasmido digerido se transfectaron en 10e5 células Hek293 en una placa de 6 pocillos utilizando transfecteno (Biorad).
Cinco dias después, las células se recogieron, se sometieron a tres rondas de congelacién/descongelacion y se
aplicaron a una botella de T175 con un 80% de subconfluentes con células A549 para aumentar el volumen del lisado
de células infectadas.

[0102] Un CF-10 (Thermo Scientific) se sembro con células HEK293 y se infecté a 80% de confluencia con una tercera
parte del lisado celular. Tres dias después se cosecho6 el CF-10. El sedimento celular se congelé/desconge6 tres
veces, se centrifugd para limpiar el lisado y se aplico a un gradiente de CsCl de 1,25/1,4 g/ml y se centrifugd a 25.000
rpm en una ultracentrifuga. La banda del virus se recogié con una jeringa 21G y se distribuyd en columnas de CsCl
de 1,35 g/ml. Las columnas se hicieron girar a 40.000 rpm durante la noche y la banda del virus se recogié con una
jeringa 21G. El virus extraido se inyect6 en un casete Slide-A-Lyzer (Thermo Scientific) y se dializé durante la noche
a 4°C en TRIS 50 mM, pH 7,8, NaCl 150 mM, MgCl, 1 mM, glicerol al 10%. La actividad del virus, evaluada por el 50%
de la dosis infecciosa de cultivo tisular (TCIDsg) (pfu/ml), se determiné mediante el uso de células JH293 como se
describe en la seccion de Replicacion Viral a continuacion. EI ADN viral se purifico a partir de una pequenfa alicuota y
se determind el niumero de genomas virales por pl (particulas/ul) utilizando un espectrofotémetro. Las relaciones entre
las particulas y las actividades de todos los virus utilizados en este documento fueron menores que 20. El virus Ixo-
ctrl es un clon de tipo salvaje de la cepa pTG3602 de serotipo 5 adenoviral.

[0103] En paralelo, se hicieron plasmidos pShuttle en los que todos los sitios de empalme se mutaron individualmente

sin cambiar la secuencia de aminoacidos de la proteina E1B-496R, utilizando el Kit de Mutagénesis por PCR XL
(Stratagene) segun las recomendaciones del fabricante.
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R)Allgonuclec?tldes for PCR Oligonucleotide sequences SEQ ID NO:
utagenesis
Ix0-CHrlS (wt) CTTGCATTTGGGTAACAGgaggggggtgttect SEQ ID NO: 19
acc
ggtaggaacacccccctcCTGTTACCCAAATGCA
Ixo-CtrlAS (wt) AG SEQ ID NO: 20
Ixo-156Rs ctaaGATATTGCTgGAacccgagagcatgtce SEQ ID NO: 21
Ixo-156Ras ggacatgctctcgggtT CcCAGCAATAT Cttag SEQ ID NO: 22
Ix0-93Rs CATTTGGGTAACAGaagaggggtgttcc SEQ ID NO: 23
Ix0-93Ras ggaacacccctctCTGTTACCCAAATG SEQ ID NO: 24
Ixo-SDs gaatgaatgttgtacaaGTcGCTGAACTGTATC SEQ ID NO: 25
Ixo-SDas GATACAGTTCAGCgACttgtacaacattcattc SEQ ID NO: 26
Ixo-StopS gtggctgaactgtatccataactgagacgcattttg SEQ ID NO: 27
Ixo-StopAS caaaatgcgtctcagttatggatacagttcagccac SEQ ID NO: 28
IxovexSense CATTTGGGTAACGGGaggggggtgttcc SEQ ID NO: 39
IxovexAS ggaacacccccctCCCGTTACCCAAATG SEQ ID NO: 40

[0104] Todos estos plasmidos pShuttle se usaron en recombinaciéon homologa para generar un gran conjunto de virus
(ver tabla 1).

Tabla 1. Mutantes de adenovirus descritos en el presente documento.

Virus Mutaciones @

Descripcion

Ixovex |A3216G

E1B-93R mutante en el sitio de empalme

No expresa la isoforma E1B-93R

Destabiliza E1B-496R debido al cambio de secuencia
Aumentos en los niveles de E1B-156R

Ixo-ctrl

Virus de control (tipo salvaje)

Ix0-156 |T3272G/G3275A La secuencia E1B-496R no se modifica

E1B-156R mutante en el sitio del aceptor de empalme
No expresa la isoforma E1B-156R

Expresa otros productos del gen E1B
Aumento de los niveles 93R

Ix0-93  |G3218A/G3221A

Mutante en el sitio del aceptador de empalme E1B-93R
No expresa la isoforma E1B-93R

La secuencia E1B-496R no se modifica

Aumentos en los niveles de E1B-156R

Virus |Mutaciones @

Descripcion

Ixo-SD [G2255A/T2258C

E1B mutante del sitio del donante de empalme 1
No expresa las secuencias E1B-93R, -156R y -84R
Las secuencias de E1B-496R no se modifican

Ixo-

Stop G2274T

Inserta un codén de parada corriente abajo del sitio del donante de empalme|
E1B

No expresa la proteina E1B-496R

Expresa las isoformas E1B-93R, -156R y -84R

41).

@ Numerado segun la posicion en el numero de acceso del genoma de Ad5 AC_000008,1 (SEQ ID NO:

Cultivo de tejidos

[0105] Todas las células se cultivaron a 37°C y 5% de CO. y se analizaron regularmente para determinar la
contaminacion por micoplasma. Las lineas celulares utilizadas en este estudio se enumeran a continuacion.
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N9mbre de Tipo Medio cultural Fuente
célula
H1299 CarcmE)ma pulmonar de células no DMEM + 10% FCSBCI *
pequefias
FaDu Carcinoma de células escamosas faringea| DMEM + 10% FCS|BCI
H460 Carcinoma pulmonar de células grandes |DMEM + 10% FCS|BCI
A549 CarcmE)ma pulmonar de células no DMEM + 10% I:CSUnlverS|dad de|
pequenas Uppsala
HelLa Cancer de cuello uterino DMEM + 10% FCS|BCI
Hek293 Células renales embrionarias humanas |[DMEM + 10% FCS| ng/;aaris;dad de
JH293 Células renales embrionarias humanas |[DMEM + 10% FCS| ng/;aaris;dad de
NHBE Epitelio bronquial humano normal Kit de balas Lonza
(Lonza)

Ensayo de citotoxicidad

[0106] Se utiliz6 el 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5 (3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolim (MTS) de ensayo
(CellTiter Cell 96 Aqueous Non-Radioactive Ensayo de proliferacion (Promega, Wisconsin, EE.UU.) para evaluar la
citotoxicidad de Ixovex y los virus de control. Con el objetivo de que las células fueran confluentes en el dia 6, se
sembraron 1,000-4,000 células/pozo (dependiendo de la tasa de crecimiento) en una placa de 96 pocillos en 90 pl de
medio y 5% de FCS. Los virus (en 10 pl de medio y 5% de FCS) se agregaron 18 horas mas tarde a nueve diluciones
en serie de 1:10 comenzando a 10,000 particulas virales (vp)/célula, junto con un positivo (solo células sin virus) y un
control negativo (sin células solo medianas).

[0107] Seis dias después de la infeccion, la supervivencia se determiné usando el ensayo MTS. El MTS se mezclé
con fenazinemetosulfato (PMS) en una proporcion de 20:1 y se afadid a las células. Después de tres horas de
incubacioén, se midié la absorbancia a 490 nm usando el Opsys MR de 96 pocillos plector de placas y software
Revelacion Quicklink 4.04 (Dynex Technologies, Virginia, EE.UU.). Los valores se establecieron para cada dilucién y
se compararon con el control negativo (100% de muerte celular) y el control positivo (0% de muerte celular). Los
valores de CEsg (la mitad de la concentracion efectiva maxima para destruir el 50% de las células - CEso) se calcularon
mediante regresion no lineal (curva de dosis-respuesta sigmoidal) utilizando GraphPad Prism (GraphPad Software,
California, EE.UU.), utilizando la siguiente férmula:

Y = abajo+ (arriba-abajo)/1+100°9,(CEgyX) x pendiente]
[0108] Y es la respuesta y comienza en "abajo" y va a "arriba" de una manera sigmoidal.
[0109] Todos los experimentos se realizaron por triplicado.

Ensayo de replicacion viral

[0110] Las células se sembraron en placa de 6 pocillos en medio con 10% de FCS 24 horas antes de la infeccion. Se
usaron 100 vp/célula para infectar 80% de células confluentes en un medio FCS al 2%. Dos horas después de la
infeccion, el medio se reemplazé con un medio FCS al 10% (infeccion primaria). A las horas posteriores a la infeccion
(especificada en la figura respectiva), el medio y las células se recolectaron (mediante raspado), se congelaron y
descongelaron tres veces en nitrégeno liquido y 37°C, respectivamente, y se almacenaron a -80°C hasta su uso. Se
sembraron células JH293 a 10.000 células por pocillo en una placa de 96 pocillos en 200 ul de medio con 5% de FCS.
En la primera fila de la TCID50, la dilucién inicial de las diferentes muestras fue entre sin diluir y 1:1000 dependiente
de hpi y virus, estas diluciones de la infeccion primaria se usaron para infectar las células JH293. La ultima fila se dejo
sin infectar como control negativo. Entre los dias 9 y 11, las placas se inspeccionaron para determinar el efecto
citopatégeno (CPE). El 50% de la dosis de infeccion de cultivo tisular (TCIDso) y el nimero de pfu/célula (recuento de
células en el dia de la infeccion) se calcularon utilizando el método acumulativo Reed-Muench. Vea el ejemplo a
continuacion:

Ejemplo de una placa de 96 pocillos (+ indica bien con evidencia de CPE):

[0111]
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Dilucion% con CPE

10 -3 + M+ [+ B B+ B+ B+ [100%
10 4 + M+ [+ B B+ B+ P+ P+ B+ [100%
10 -5 + + +F F +F F B+ + B 1+ [+ [100%
10 -6 + |+ + + 42%
10-7 0%
10 -8 0%
109 0%
Controles negativos

e Calcule la distancia proporcional: (% siguiente por encima del 50% - 50%)/(% siguiente por encima del 50%
- % siguiente por debajo del 50%) = (100% - 50%) / (100% - 42%) = 0,86

e Calcule el punto final del 50%: log+o (dilucion en la que la posicion esta por encima del 50%) = log1o 10 = -5
e Combine los valores para obtener el logio TCIDsg = -5- 0,86 = -5,86

e TCIDso titulo = 1028 (0 1 en 7,24 x 10° de dilucion de la cantidad agregada a la fila superior). Como 22 yl

(0,022 ml) se afiadio a la fila superior, TCIDso/ml = 7,24 x 105/ 0,022 = 3,29 x 107

e Multiple por una constante: 3,29 x 107 x 0,69 = 2,27 x 107 pfu/ml
[0112] Para pfu/célula, multiplique lo anterior con el volumen de virus agregado a cada pocillo de la placa de 6 pocillos
(2 ml) y dividalo por el recuento de células el dia de la infeccion (por ejemplo, 2,4 x 10%): (2,27 x 107 x 2)/2,4 x 10° =
189 pfu/célula.

Transferencia western

[0113] Las células A549 o H1299 se infectaron con 5 pfu/célula, la proteina total se extrajo a las 48 h después de la
infeccion usando tampén RIPA. La concentracion de proteina se determind utilizando reactivo de Bradford. Veinte ug
de proteina total de cada muestra se cargaron en un gel PAGE al 10%. Las proteinas se transfirieron a una membrana
de PVDF (BioRad) mediante transferencia hUmeda. La membrana se bloqueé utilizando una soluciéon de BSA TBS al
3% durante 1 h. Los anticuerpos primarios utilizados fueron: proteinas de la capside Ad (AbCam-6982), E1B-55k (2A6,
Sarnow, Sullivan Levine 1982, dilucion 1: 500), E1A (Santa cruz, M73), actina (Santa Cruz, 1-19) y p53 (Sefalizacion
Celular, N° 9282). Todos los anticuerpos se diluyeron segun lo recomendado en 1,5% BSA TBS. Las membranas se
incubaron con los anticuerpos primarios durante 15-24 horas a 4°C, donde después se lavaron con 1xTBS 3% Tween-
20 tres veces durante 10 min. Los anticuerpos secundarios acoplados con HRP contra el anticuerpo primario
respectivo se diluyeron 1:5000 en BSA TBS al 1,5% y se aplicaron a la membrana durante 1 h. Después de eliminar
la dilucién del anticuerpo, las membranas se lavaron con 1xXTBS Tween-20 al 3% tres veces durante 10 min. Cada
membrana se expuso durante 1 minuto con ECL Plus (GE, RPN2132). Después de envolverse en una lamina de
plastico, las membranas se colocaron en un Hypercassette junto con Hyperfilm (GE) y las peliculas se desarrollaron a
intervalos de tiempo seleccionados. Alternativamente, se usaron anticuerpos secundarios marcados con IRDyes de
LI-COR. El analisis se llevo a cabo utilizando un Odyssey Imager.

RT-PCR

[0114] Las células A549 se infectaron con 5 pfu/célula de virus respectivo, el ARN total se extrajo a las 48 h después
de la infeccion utilizando Trizol (Invitrogen). EI ARN se traté con ADNasa (NEB, ADNasa I), se traté con
fenol/cloroformo y se precipitd con etanol. Una RNA total ym se utilizé para la sintesis de ADNc (Invitrogen,
Superscript® lIl) de acuerdo con recomendaciones de los fabricantes. ADNc se us6 como plantilla en las reacciones
de PCR (NEB Tag DNA Polimerase) con un oligonucleétido de sentido comun (55kSense, SEQ ID NO: 29 -
gcctgctactgttgtcttccg) y cualquiera de los siguientes nucledtidos antisentido: 93Ras, SEQ ID NO: 30 -
cacccccctectgtacaac, 156Ras, SEQ ID NO: 31 - gacatgctctcgggcetgtacaac o 84Ras, SEQ ID NO: 32
caaacgagttggtgctcatg. La longitud del amplicdn de cada uno fue de aproximadamente 200 nucledétidos. La reaccion de
PCR se detuvo después de 20 ciclos y se realizé una alicuota en un gel de agarosa al 2%.

Fabricacién del mutante aceptor de sitio de empalme E1B-93R adenoviral

[0115] Los primeros 5000 nucleétidos del genoma Ad5wt (NCBI Referencia de secuencia: AC_000008,1) fueron
amplificados por PCR (cebadores Ad5wt5000 inicio: SEQ ID NO: 15 -
ccacctcgagttaattaaCATCATCAATAATATACCTTATTTTG; Ad5wt5000as: SEQ ID NO: 16 -
gtgggtttaaacGGATTTGGTCAGGGAAAACATG) y gel de agarosa purificado. El producto purificado se digirié con las
enzimas de restriccion Notl y Pmel (New England Biolabs) y se clond en el plasmido pShuttle (gen Stratagene),
reemplazando el brazo izquierdo existente para la recombinacién homaéloga, produciendo pShuttle-LA, segin Agilent
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Technologies, AdEasy http://www.genomics.agilent.com/CollectionSubpage. aspx?PageType=Product&SubPageTyp
e=ProductData&PagelD=592. Este plasmido se recombind con el plasmido pTG3602, que contiene el genoma
completo Ad5wt, segun lo recomendado por Agilent Technologies en su sistema AdEasy utilizando células
competentes para la recombinacion BJ5183. Después de la recombinacion, las bacterias BJ5183 se colocaron en
placas de agar que contenian kanamicina. Se seleccionaron colonias individuales, se cultivaron y se preparé ADN a
partir de cultivos grandes. Cada preparacion de ADN se seleccion6 para el evento de recombinacion correcto. La
digestion de los genomas se realizd con Pacl (New England Biolabs). Después de que los clones correctos se habian
cultivado en placas de agar, los genomas se digirieron y se transfectaron en células HEK293 usando un reactivo de
transfeccion de transfectina (Bio-Rad) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Cuatro dias después de la
transfeccion, se recogieron los lisados del virus [se recogieron las células mediante raspado junto con el medio y se
recogieron en un tubo de halcon de 15 ml. La muestra se congelé/descongel6 tres veces y se uso6 para infectar una
botella de T175 aproximadamente 90% confluente con células Hek293. Tres dias después, las células y los medios
se recolectaron y congelaron/descongelaron tres veces] y luego se usaron para infectar las fabricas de produccion
viral llamadas CF-10s (Nunc). Estas tienen el area de superficie aproximada de cuarenta botellas T175, es decir, 7000
cm?, y se utilizan para cultivar un gran nimero de células para la produccion de un gran nimero de virus. Brevemente,
las células de cuatro botellas confluentes de T175 fueron transferidas en 1 L de 5% de medio FCS DMEM a un CF10.
Se aplicaron veinticinco ml (1/40) de los medios que contienen células a un nuevo T175 como control de crecimiento.
El dia en que el T175 era 90% confluente, el CF10 estaba en la misma etapa. La mitad del lisado celular se inyecto
en el CF10 y el medio se movi6 para una distribucién uniforme. Tres dias después, el CF10 se agitd para desalojar
las células que aun no habian comenzado a flotar debido a una infeccién viral. La CF10 se vacid, las células se
centrifugaron, se lavaron en PBS y finalmente se suspendieron en Tris-HCI 50 mM, pH 7,8. La purificacion se llevé a
cabo mediante bandas de cloruro de cesio. Los virus se purificaron y se analizaron para determinar el titulo (particulas)
y la actividad (pfu). La proporcién de unidades vp:pfu (unidades vp:pfu) para todos los virus estaba entre 10-20. La
secuenciacion de uno de los clones virales mostré que tenia una mutacién puntual en el sitio del aceptador de empalme
E1B-93R.

Confirmar la existencia de E1B-156R en Ad2, Ad4 y Ad11

[0116] Las células A549 se infectaron con 5 pfu/célula de cada virus. A las 48 hpi, se extrajo el ARN total y 1 ug se
convirtio en ADNc utilizando Superscript-1l (Invitrogen) con hexameros aleatorios. Una pl de la 50ml total se utiliza
como molde en una PCR con cebadores especificos de serotipo (Ad2 sentido, SEQ ID NO: 33 -
ctcgaggaattcgccaccatggagcgaagaaacccate, Ad2 antisentido,. SEQ ID NO 34 - cacttctagatcaatctgtatcticatcgctag, Ad4
sentido, SEQ ID NO 35 - ggagatttggacggtcttgg, Ad4 antisentido, SEQ ID NO 36 - ggatcccatcacattttgacg, Ad11 sentido,
SEQ ID NO 37 - catccatggaggtttggcce, Ad11 antisentido, SEQ ID NO 38 - ccttaaaagaaggcttttgcce -. La Figura 14
muestra un gel de ADN que muestra las bandas de ADNc y resalta las bandas correspondientes al ADNc de E1B-
156R. Todas las bandas en los geles se purificaron (NucleoSpin Gel y PCR Clean-up, Macherey-Nagel) y se clonaron
en un vector romo Topo-Il PCR (Invitrogen). Los clones fueron enviados para su secuenciacion. Ad2-156R y Ad5-
156R se clonaron en el vector p3xFlag-CMV-14 utilizando EcoRI y Xbal.

Ensayar si la proteina E1B-156R mejora el indice oncolitico

[0117] El ADNc para E1B-156r de Ad2 y Ad5 fueron amplificados mediante PCR utilizando cebadores especificos de
inicio y parada para cada respectivo E1B-55K como se discutié anteriormente. Los cebadores incluian un EcoRlI en el
cebador de inicio y un sitio Xbal en el cebador de parada. Los fragmentos de PCR se digirieron con las dos enzimas
y se ligaron en p3xFlag-CMV-14 (Sigma-Aldrich). Las construcciones fueron secuenciadas para el inserto correcto.

[0118] Las células cancerosas (HelLa y H460) y células normales (NHBE) se transfectaron con 2 ug Ad2-156R o
plasmidos de expresion Ad5-156R (o un plasmido de control) y se co-infectaron con Ad5wt, ONYX-015 o Ad2wt. La
transfeccion se realizé utilizando el reactivo JetPRIME (POLIPIus) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La
infeccién con los virus se realizd6 como se discutié anteriormente. Brevemente, cada pocillo en una placa de 6 pocillos
se transfectaron con 2 pl de reactivo JetPRIME y 200 pl de tampon de transfeccion. Los pocillos de control se
transfectaron con 2 ug de plasmido inerte, en forma de pUC19.

[0119] La replicacion viral se midié en varios puntos de tiempo después de la infeccién usando los ensayos descritos
anteriormente. Los datos se muestran en las Figuras 11A, B y C. El indice oncolitico se calculé como se muestra en
la FIG. 12.

Resultados

Se pierde la proteina EIB-55k

[0120] Lisados de proteinas totales de células A549 infectadas con Ad5wt, Onyx-015, Ixovex e Ixo-CTRL mostraron
que a 48 hpi todos los virus expresaron la proteina tardia (Fig. 3, panel superior), es decir, habian alcanzado la fase
tardia de la replicacion adenoviral. Tanto el virus Ixovex como el Onyx-015 expresaron menos proteinas tardias que

Ad5wt e Ixo-ctrl, lo que refleja la reduccion de la eficiencia de replicacion que se observa en la FIG. 6 para las células
A549. La mutacion puntual de un solo nucleédtido de Ixovex (SNP, ubicacion gendmica 3216), que cambia el
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aminoacido en la posicion 400 en la proteina E1B-55k de una arginina a una glicina, indujo su desestabilizacion (Fig.
3, panel central). La cantidad reducida de E1B-55k en Ixo-ctrl en comparacion con Ad5wt refleja la eficiencia de
replicacion ligeramente menor de Ixo-ctrl en las células A549 (Fig. 6, panel A549).

Dinamica en el uso de los aceptadores de empalme E1B.

[0121] EI SNP también inhibié el uso del aceptor de empalme E1B-93R (Fig 4, segundo panel.) Cambiando la
secuencia de aceptor de empalme putativo de CAG:GA a CGG:GA. Curiosamente, como efecto secundario de la
inhibicion del sitio de empalme 93R, hay un interruptor compensatorio para el uso del aceptador de empalme E1B-
156R (Fig. 4, panel central). En ausencia de la mutacion del aceptor de empalme E1B-93R, es decir, Ixo-ctrl, se
restaura el uso relativo del sitio de empalme 93R (Fig. 4, panel inferior) en comparacion con el virus Ad5wt (Fig. 4,
panel superior). Onyx-015 no se pudo usar en este experimento ya que este virus se elimina en toda la region del gen
E1B-55k.

Ixovex es incapaz de inducir la degradacion de p53

[0122] EI analisis de transferencia Western mostré que el SNP en Ixovex inhibié el virus de la induccion de la
degradacion de p53 (Fig. 5). En ausencia de la mutacion aceptora de empalme E1B-93R (es decir, Ixo-ctrl), se
restablecio la capacidad del virus para inhibir p53. Curiosamente, hubo una expresion mucho mayor de p53 en las
células infectadas con Onyx-015.

Eficacia de la replicacién en células cancerosas.

[0123] Un ensayo de replicacion se realizé utilizando Ad5wt, Onyx-015, Ixovex y virus Ixo-CTRL en las células A549,
Hela, H460, H1299 y FaDu. La eficiencia de replicacion de todos los virus estaba por debajo del limite de deteccion
en las células FaDu. En las células A549 y Hel a, todos los virus mostraron una eficiencia de replicacion de hasta dos
ordenes de magnitud inferior al virus Ad5wt (Fig. 6, paneles superiores). La atenuacioén de la replicacion no se observo,
o fue mucho menos pronunciada, en las células H460 y H1299 (Fig. 6, paneles inferiores). En las dos lineas celulares
de cancer mas permisivas, se produjo de 100 a 1000 veces mas el virus Ixovex, en comparacion con Onyx-015.

Citotoxicidad en células cancerigenas.

[0124] La Fig. 7 muestra la citotoxicidad de los virus Onyx-015 e Ixovex en relacion con el virus Ad5wt en células
cancerosas. En comparacion con Onyx-015, Ixovex fue mas eficiente en todas las células analizadas (aparte de las
células H460, en las que Onyx-015 fue 2,5 veces mas toxico). La citotoxicidad del virus Ixovex fue similar (o0 mucho
mayor que) al virus Ad5wt en las lineas de células de cancer A549, HelLa y H1299.

Perfil de toxicidad en células normales.

[0125] La citotoxicidad de la Ad5wt, Onyx-015, Ixovex y virus Ixo-CTRL se midié en las células NHBE (células
epiteliales bronquiales humanas normales). Como se ve en la FIG. 9, los virus Ad5wt, Onyx-015 e Ixo-ctrl son
relativamente téxicos en las células normales en comparacion con las células cancerosas. Sin embargo, el virus Ixovex
mostré un valor de CEso de 23 pfu/célula, que fue mas alto que su CEsp en las lineas celulares de cancer A549, Hela
y H1299. Los virus Ad5wt y Ixo-ctrl tenian valores de CEsq de 0,042 y 0,031 pfu/célula, respectivamente, mientras que
Onyx-015 tenia 0,63 pfu/célula. Por lo tanto, Ad5wt fue mayor que 500 veces, Ixo-ctrl mas que 700 veces y Onyx-015
fue mas téxico para las células normales que Ixovex.

Eficacia de la replicacién en células NHBE

[0126] A las 48 hpi, la actividad del virus fue 30 veces mayor en Ixo-ctrl y Onyx-015 y 500 veces mayor en Ad5wt en
comparacion con virus Ixovex (Fig. 8). Estas diferencias fueron aun mas pronunciadas a las 72 hpi, donde la actividad
del virus fue 50 veces mayor en Ixo-ctrl y Onyx-015 y mas de 2000 veces mayor en Ad5wt. De hecho, estas diferencias
podrian ser incluso mas pronunciadas, ya que la replicacion de Ixovex apenas alcanzo el limite de deteccion en todos
los momentos.

Ixovex sobreexpresé la proteina E1B-156R

[0127] Los niveles de proteina de E1B-156r, proteinas de la capside de adenovirus y E1A expresadas por Ad5wt- y
Ixovex-infectaron células H1299 se analizaron por Transferencia western. La Figura 10 muestra que Ixovex expreso
cantidades similares de todas las proteinas virales, excepto la proteina E1B-156R, cuyos niveles aumentaron en mas
de 20 veces, en comparacién con Ad5wt.

La proteina E1B-156R mejora el indice oncolitico

[0128] Tenemos la hipdtesis de que la adicion de la proteina E1B-156r en frans mejoraria el indice oncolitico (Ol) para
Adb5wt si la proteina E1B-156r era responsable del efecto oncolitico. La transfectacién de un plasmido de expresion
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Ad5-156R y la coinfeccion con Ad5wt aumentaron la Ol en 4 veces utilizando células Hela y NHBE (FIG. 11Ay FIG.
12). También se observé un aumento en el indice oncolitico cuando se realizé el mismo experimento en una linea
celular de cancer alternativa, H460 (carcinoma de pulmén de células grandes). La adicion de Ad5-156R a las células
infectadas con Ad5wt también tuvo un efecto de mejora en la replicacion viral (FIG. 11A). Ad5-156R se transfecto en
células coinfectadas con el virus ONYX-015, que carece por completo del gen E1B-156R. La adicion de Ad-156R
aumento la Ol del ONYX-015 mas de 5 veces en el punto temporal de 48 hpi (FIG. 11B y FIG. 12). De manera similar,
la adicion de Ad5-156R a las células infectadas con Ad2 aumenté la Ol en 15 veces. Los serotipos de adenovirus de
la misma subfamilia tienen una diferencia muy pequefia en la secuencia de proteinas en comparacion (FIG. 13). El
miembro de la familia de adenovirus mas cercano a Ad5 es Ad2. La adicion de Ad2-156R a las células infectadas con
Ad5wt aumento la Ol casi el triple.

Discusion

[0129] Se descubrié pronto que el ARN expresado a partir de la region del gen de adenovirus E1B tenia un patron de
empalme complejo. EI ARN de longitud completa de 2,28 kb es policistronico y tiene dos marcos de lectura
superpuestos. El uso alternativo de un sitio de inicio de traduccion de flujo descendente temprano fuerte o débil
produce E1B-19k y E1B-55k, respectivamente (Perricaudet, Akusjarvi et al. 1979; Bos, Polder et al. 1981). Un donante
de empalme comun al inicio del ORF de 55 k se usa para empalmar a tres aceptadores de empalme alternativos, 93R
SA, 156R SA y 84R SA (Anderson, Schmitt et al. 1984; Virtanen y Pettersson 1985; Anderson, Maude et al. 1987). El
93R AS se empalma fuera de cuadro con el ORF de 55 k agregando un término C de 15 aminoacidos. El 156R AS se
empalma en el marco con E1B-55k eliminando los 340 aminoacidos medios. El 84R SA es un sitio de flujo descendente
que agrega 6 aminoacidos al término N comun.

[0130] Al crear un gran conjunto de virus modificados genéticamente en base a la cepa pTG3602 de adenovirus de
tipo salvaje, un clon viral se muté en una posicion de un solo nucleétido (SNP) en la region del gen E1B-55k. La
mutacion se realizé dentro de la secuencia del aceptor de empalme de E1B-93R, o mas precisamente, cambio el sitio
putativo de cag/ga a cGg/ga. La mutacion no solo cambio el sitio de empalme, sino que también cambi6 el aminoacido
E1B-55k 400 de una arginina a una glicina. Este virus ha sido nombrado Ixovex. Hemos caracterizado este virus
cuando se trata del potencial oncolitico, es decir, la retencion de la capacidad de replicacion y la citotoxicidad en las
células cancerosas mientras se inhibe en ambas cuentas en las células normales.

[0131] Nuestros resultados muestran que la mutacion conduce a una falta de la proteina E1B-55K expresada en las
células infectadas (FIG. 3). Creemos que esto se debe a que el cambio de aminoacidos desestabiliza la proteina E1B-
55k. Otros han introducido cambios de aminoacidos en E1B-55k y varios de ellos hicieron que el nivel de proteina
fuera inestable. Ademas, nuestra mutacién cambia un importante nucleétido en el sitio 93R aceptor de empalme E1B-
55k, lo que anula el empalme a ese sitio de empalme particular (FIG. 4). Para compensar, el empalme parece ser
redirigido al aceptador de empalme E1B-156R. Con la falta de E1B-55k en la infeccidn, la capacidad de Ixovex para
inhibir la expresion de p53 se reduce considerablemente (FIG. 5). El nivel reducido de p53 inducido por Ixovex en
comparacion con Onyx-015 podria haber sido debido a la eficiencia de replicacion ligeramente menor de Ixovex en
células A549, es decir, las células estan menos afectadas, por lo tanto, se expresa menos p53. Alternativamente, y lo
que creemos, el aumento del empalme al aceptor de empalme 156R (FIG. 4) también puede aumentar la expresion
de la proteina E1B-156R. El empalme 156R empalma en marco con la parte C-(carboxi)-terminal de E1B-55k. Esto
elimina los 340 aminoacidos del medio, dejando los 78 aminoacidos C-terminales fusionados con los aminoacidos N-
(amino)-terminal 79. El laboratorio de Dobner ha demostrado (Sieber y Dobner 2007) que la proteina E1B-156R
conserva cierta capacidad para inhibir la p53 a través de su extremo C-terminal. También es posible que E1B-156R
retenga otras funciones de la proteina E1B-55k. La proteina E1B-55k y E1B-156R interactua con muchos factores
similares (Sieber y Dobner 2007; Schreiner, Wimmer et al. 2010; Schreiner, Wimmer et al. 2011; Wimmer, Blanchette
et al. 2012). A E1B-55k se le han asignado varias funciones ademas de mediar la degradacion de p53. También esta
relacionado con la regulacion de la exportacion nuclear selectiva de ARN viral tardio (Dobner y Kzhyshkowska 2001;
Flint y Gonzalez 2003) e inhibe la traduccion del ARN celular mientras promueve la traduccion del ARN viral (Blackford
y Grand 2009). Las funciones principales de E1B-55k estan mediadas cuando la proteina esta en complejo con otra
proteina viral, la E4orf6. Curiosamente, se ha demostrado que la proteina E1B-156R interactta con la proteina E4orf6
(Sieber y Dobner 2007). El E1B-156R puede compensar algunas de estas funciones, que se ajustan al aumento de la
expresion de E1B-156R de Ixovex.

[0132] En las células normales, la toxicidad de cada virus reflejé en gran parte la respectiva capacidad de replicacion.
La falta de toxicidad y el cierre casi completo de la replicacion en células normales indican un sorprendente perfil de
seguridad de Ixovex. El hecho de que el virus Onyx-015 se replique mejor en células normales que en Ixovex es
intrigante, ya que la eliminacion que conlleva el virus Onyx-015 elimina todas las posibilidades de expresar las
proteinas E1B-55k, -93R y -156R (Barker y Berk, 1987). Esto indica que es el desequilibrio de expresion en la region
E1B que tuvo un impacto extenso en la atenuacion de Ixovex en células normales en comparacion con los otros virus.
Curiosamente, la diferencia en la replicacion en las células normales entre Onyx-015 y Ixo-ctrl por un lado y Ixovex
por el otro no se observo en las células cancerosas. Esto indica que la infeccidn por Ixovex en las células normales se
ha vuelto no permisiva, es decir, es probable que haya un bloqueo importante al principio de la infeccion, lo que le da
tiempo a las células para eliminar el virus, mientras que el estado transformado de las células cancerosas compensa
la falta de algunas funcion(es) E1B-55k.
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[0133] El efecto de la expresion de E1B desequilibrada en las células cancerosas era diferente dependiendo de la
linea celular de cancer. La citotoxicidad de Ixovex en las dos lineas celulares altamente permisivas para la replicacion
H1299 y H460 fue baja, mientras que la citotoxicidad fue alta en las lineas celulares atenuadas para la replicacion,
A549 y Hela. La razdn de esto es probablemente debido a la toxicidad, las células murieron antes de producir un alto
numero de virus.

[0134] La familia de adenovirus se divide en 7 géneros, llamado AG, con un total de mas de 65 serotipos diferentes.
El serotipo 5 (Ad5) pertenece a los géneros C. Creemos que el patron de empalme observado en Ad5 se conserva
entre todos los serotipos de adenovirus y que el desequilibrio a través de la mutacion del sitio de empalme que causa
una oncoselectividad muy ventajosa para Ad5 se reflejaria en la mayoria, si no en todos los otros serotipos. Nuestros
experimentos preliminares muestran patrones de empalme similares en virus representativos de cada uno de los
diferentes géneros (A-Ad12, B1-Ad3, B2-Ad11, C-Ad5, D-Ad37, E-Ad4 y F-Ad40).

[0135] La mayor eficacia global del virus Ad5wt a todos los otros virus es probablemente debido a la cepa de tipo
salvaje pTG3602 (Oberg, Yanover et al. 2010), utilizado como columna vertebral del genoma para Ixovex y Ixo-ctrl.
Esta columna vertebral transporta algunas mutaciones puntuales dispersas por todo el genoma. Nuestro virus Ixo-ctrl
es en realidad pTG3602 en esencia. El SNP en Ixovex se revertio al estado de tipo salvaje que produce el virus Ixo-
ctrl. En los numerosos experimentos en los que se ha empleado pTG3602, se ha observado una eficacia inferior
constante, en comparacién con el Ad5wt.

[0136] Una ventaja adicional de Ixovex en comparacion con los vectores de adenovirus patentados de enfoque similar
es que el Onyx-015 (Heise, Sampson-Johannes et al. 1997), -051 y -053 (Shen, Kitzes et al. 2001) todos faltan la
region del gen E3B del virus. Esta region se elimind originalmente para mejorar el perfil de seguridad de Onyx-015.
Mas tarde, se descubrid que la eliminacion de esta region hacia que el vector se eliminara prematuramente del tumor
mediante la defensa inmune (Wang, Hallden et al. 2003).

[0137] A través del andlisis de transferencia Western en infecciones en células H1299 se demostrdé que Ixovex se
replica y expresa proteinas virales al mismo nivel que Ad5wt. La Unica diferencia entre los virus se observé al usar un
anticuerpo especifico para la region N-terminal de E1B-55k (ratbn-m2A6), un aumento drastico en la espliceoforma
E1B-156R de la proteina E1B-55k (FIG. 10). Decidimos realizar una serie de experimentos de complementacion para
verificar si de hecho un aumento en E1B-156R podria ser responsable del aumento en el indice Oncolitico (Ol). En las
figuras 11A, By C y en la FIG. 12, mostramos que el adenovirus tipo 5 E1B-156R es un potente potenciador de el Ol
en el grupo C de la subfamilia. El equivalente E1B-156R de Ad2wt también demostré tener un efecto positivo en el Ol
de Ad5wt. Curiosamente, la adicion de Ad5-156R a las células H460 infectadas con Ad5wt aumento la replicacion del
virus, lo que estuvo en linea con el nivel de replicacion mucho mayor de Ixovex en comparacion con el virus ONYX-
015 (que carece del gen E1B-156R) en las células H460 (Ver Figura 6).

[0138] Es importante sefalar que estos experimentos, en los que E1B-156r se complementa a las células infectadas
por virus no se parece completamente la infeccidon con Ixovex u otro virus modificado que expresa E1B-156r. Por
ejemplo, durante la infeccion viral con Ixovex Ad5-156R los niveles aumentan cuando el virus se replica, es decir, la
cantidad de la plantilla de expresion (ADN viral) aumenta. En contraste, en los experimentos de complementacion, el
E1B-156R se proporciona a un nivel de plantilla constante, es decir, a medida que las células contintan dividiéndose
durante la fase temprana de la infeccion, el plasmido que alberga el gen E1B-156R se diluye. Por lo tanto, cuando el
virus comience a replicar la expresion de E1B-156R no aumentara exponencialmente (como seria el caso de una copia
viral). Sin embargo, estos experimentos muestran claramente que la adicién de E1B-156R tiene el efecto de aumentar
el indice oncolitico y sugiere que E1B-156R es responsable de este efecto.
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tgacctgctce
gcaaggcctg
acaggagggg
agcccgagag
ggaaggtgcet
aacatattag
tggtgctgge
ctgaaatgtg
agttttgtat
gcattgtgag
tgatgggctce
acgagaccgt
cagccaccgce
cagcttcceg
ctttgaccceg
ctgcectgaa

gggagtgttt
cctettggtt
aggaggatta
ctttgaatct
ccacaccggg
gcgaagaaac
gagcggttgt
taccgacgga
gcccatggaa
actgtatcca
ggtaaagagg
cttaatgacc
taatgagctt
gcagccaggg
agattgcaag
gaacggggcc
aaatatgtgg
tggccccaat
aagcttctat
ctgtgeettt
taagaaatgce
gcgccacaat
taagcataac
ggacggcaac
gccagtgttt
ggtgttccta
catgtccaag
gaggtacgat
gaaccagcct
ctgcaccege
tgggcgtgge
ctgttttgca
ctcatatttg
cagcattgat
gtctggaacg
ccgegggatt
ttcatcecgee
ggaacttaat
ggcttectcee

ES 2731528 T3

ggaagatttt
ttggaggttt
caagtgggaa
gggtcaccag
gcgegetgeg
ccatctgagc
gagacacaag
ggagcagcag
cccgagagcece
gaactgagac
gagcgggggg
agacaccgtc
gatctgctgg
gatgattttg
tacaagatca
gaggtggaga
ccgggggtge
tttagcggta
gggtttaaca
tactgectget
ctctttgaaa
gtggcctecg
atggtatgtg
tgtcacctge
gagcataaca
ccttaccaat
gtgaacctga
gagacccgca
gtgatgctgg
gctgagtttg
ttaagggtgg
gcagccgecg
acaacgcgca
ggtcgecceceg
ccgttggaga
gtgactgact
cgcgatgaca
gtegtttete
cctcccaatg

tctgctgtge
ctgtggggcet
tttgaagagc
gcgettttee
gctgctgttg
ggggggtacc
aatcgcctge
cagcagcagg
ggcctggacce
gcattttgac
cttgtgaggc
ctgagtgtat
cgcagaagta
aggaggctat
gcaaacttgt
tagatacgga
ttggcatgga
cggttttecct
atacctgtgt
ggaagggggt
ggtgtacctt
actgtggttg
gcaactgcga
tgaagaccat
tactgacccg
gcaatttgag
acggggtgtt
ccaggtgcag
atgtgaccga
gctctagecga
gaaagaatat
ccgecatgag
tgccceccatg
tcectgeecge
ctgcagcecte
ttgctttect
agttgacggc
agcagcectgtt
cggtttaaaa

gtaacttgct
catcccagge
ttttgaaatc
aagagaaggt
cttttttgag
tgctggattt
tactgttgtc
aggaagccag
ctcgggaatg
aattacagag
tacagaggag
tacttttcaa
ttccatagag
tagggtatat
aaatatcagg
ggatagggtg
cggggtggtt
ggccaatacc
ggaagcctgg
ggtgtgtcege
gggtatcctg
cttcatgcta
ggacagggcc
tcacgtagce
ctgttccttg
tcacactaag
tgacatgacc
accctgcegag
ggagctgagg
tgaagataca
ataaggtggg
caccaactcg
ggccggggtyg
aaactctact
cgcegecget
gagcccgett
tcttttggeca
ggatctgege
cataaataaa

ggaacagagc
aaagttagtc
ctgtggtgag
catcaagact
ttttataaag
tctggecatg
ttcegteege
gcggcggcegg
aatgttgtac
gatgggcagg
gctaggaatc
cagatcaagg
cagctgacca
gcaaaggtgg
aattgttgcet
gcctttagat
attatgaatg
aaccttatcc
accgatgtaa
cccaaaagca
tctgagggta
gtgaaaagcg
tctcagatgce
agccactctce
catttgggta
atattgcettg
atgaagatct
tgtggcggta
cccgatcact
gattgaggta
ggtcttatgt
tttgatggaa
cgtcagaatg
accttgacct
tcagccegetg
gcaagcagtg
caattggatt
cagcaggttt

<210> 2

<211> 471

<212> ADN
<213> Adenovirus

<400> 2
atggagcgaa
gtggagagcg
gataataccg
gcagagccca
gagagcatgt
gtgctgaggt
attaggaacc
ctggectgea

<210> 3

<211> 156

<212> PRT
<213> Adenovirus

gaaacccatc
gttgtgagac
acggaggagce
tggaacccga
ccaaggtgaa
acgatgagac
agcctgtgat
ccecgegetga

tgagcggggyg
acaagaatcg
agcagcagca
gagccggcect
cctgaacggg
ccgcaccagg
gctggatgtg
gtttggcetct

25

gtacctgetg
cctgctactg
gcaggaggaa
ggaccctegg
gtgtttgaca
tgcagaccct
accgaggagce
agcgatgaag

gattttctgg
ttgtcttceceg
gccaggceggce
gaatgaatgt
tgaccatgaa
gcgagtgtgg
tgaggcccga
atacagattg

ccatgcatct
tcecgeecegge
ggcggcagga
tgtacagcecce
gatctggaag
cggtaaacat
tcacttggtg
a

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2330

60

120
180
240
300
360
420
471
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65

70

<400> 3
Met Glu Arg

Gly His Ala

Thr Val Vval

35
Ala Ala
50

Ala

Glu
65

Pro Glu

Glu Ser Met

Lys Ile Trp

Glu
115

Pro Cys

Val Thr

130

Asp

Arg
145

Ala Glu

<210> 4

<211> 1491
<212> ADN
<213> Adenovirus

<400> 4

atggagcgaa
gtggagagcg
gataataccg
gcagagccca
gctgaactgt
aagggggtaa
tttagcttaa
tgcgctaatg
tggctgcage
aggccagatt
tctgggaacg
atgataaata
tttactggcce
ggtgtaagct
cggggctgtg
tcaattaaga
agggtgcgcecce
gtgattaagc
tgctcggacg
gcctggecag
aggggggtgt
gagagcatgt
gtgctgaggt
attaggaacc
ctggcctgeca

Arg Asn

Ser Val

20

Phe Arg

Gly Gly

Ser Arg

70
Ser Lys
85
Lys Val
100

Cys Gly

Glu Glu

Phe Gly

Pro

Glu

Pro

Ser

Pro

Val

Leu

Gly

Leu

Ser

ES 2731528 T3

Ser Glu

Ser Gly

Pro Gly

40

Gln
55

Ala
Gly Pro
Leu

Asn

Arg Tyr

Arg

Cys

25

Asp

Ala

Ser

Asn

Asp

Gly Val

10

Glu Thr

Thr

Asn

Ala Ala

Pro

Gln

Asp

Gly

Ala Gly

Glu Ser

30

Gly
45

Gly

Ala Glu

60

Met
75

Gly
Gly Val

Glu Thr

105

His
120

Lys

Arg Pro

135

Ser Asp

150

gaaacccatc
gttgtgagac
acggaggagc
tggaacccga
atccagaact
agagggagcg
tgaccagaca
agcttgatct
caggggatga
gcaagtacaa
gggccgaggt
tgtggccggg
ccaattttag
tctatgggtt
ccttttactg
aatgcctcett
acaatgtggce
ataacatggt
gcaactgtca
tgtttgagca
tcctacctta
ccaaggtgaa
acgatgagac
agcctgtgat
cccgegetga

tgagcggggg
acaagaatcg
agcagcagca
gagccggect
gagacgcatt
gggggcttgt
ccgtecctgag
gctggcgcag
ttttgaggag
gatcagcaaa
ggagatagat
ggtgcttgge
cggtacggtt
taacaatacc
ctgctggaag
tgaaaggtgt
ctccgactgt
atgtggcaac
cctgctgaag
taacatactg
ccaatgcaat
cctgaacggg
ccgcaccagg
gctggatgtg
gtttggctcet

26

Ile

Asp

Glu

Arg Asn

His Leu

Asn

Phe

Arg

Gln

Val

Val val

Asp Met

Thr Arg

110
Pro Val
125

Leu Ala

140

Thr
155

Asp

gtacctgcectg
cctgectactg
gcaggaggaa
ggaccctecgg
ttgacaatta
gaggctacag
tgtattactt
aagtattcca
gctattaggg
cttgtaaata
acggaggata
atggacgggg
ttcetggceca
tgtgtggaag
ggggtggtgt
accttgggta
ggttgcttca
tgcgaggaca
accattcacg
acccgetgtt
ttgagtcaca
gtgtttgaca
tgcagaccct
accgaggagc
agcgatgaag

Asp

gattttctgg
ttgtctteeg
gccaggcggce
gaatgaatgt
cagaggatgg
aggaggctag
ttcaacagat
tagagcagct
tatatgcaaa
tcaggaattg
gggtggcctt
tggttattat
ataccaacct
cctggaccga
gtcgecceccaa
tcectgtetga
tgctagtgaa
gggcctctca
tagccagcca
ccttgcattt
ctaagatatt
tgaccatgaa
gcgagtgtgg
tgaggccecga
atacagattg

Phe
15

Ser

Pro Ala

Ala Ala

Pro Met

Gln Pro

80

Thr
95

Met

Cys Arg

Met Leu

Cys Thr

ccatgcatct

tcegeecgge

ggcggcagga

tgtacaggtg

gcaggggcta

gaatctagct
caaggataat
gaccacttac
ggtggcactt
ttgctacatt
tagatgtagc
gaatgtaagg
tatcctacac
tgtaagggtt
aagcagggct
gggtaactcc
aagcgtggcet
gatgctgacc
ctctcgecaag
gggtaacagg
gcttgageccce
gatctggaag
cggtaaacat
tcacttggtg
a

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1491
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<210>5

<211> 496
<212> PRT
<213> Adenovirus

<400> 5
Met

1

Gly

Thr

Ala

Glu

65

Ala

Gly

Thr

Pro

Leu

145

Trp

Lys

Asn

Glu

His

val

Ala

50

Pro

Glu

Gln

Glu

Glu

130

Asp

Leu

val

Ile

Arg

Ala

val

35

Ala

Glu

Leu

Gly

Glu

115

Cys

Leu

Gln

Ala

Arg

Arg

Ser

20

Phe

Gly

Ser

Tyr

Leu

100

Ala

Ile

Leu

Pro

Leu

180

Asn

Asn

val

Arg

Gly

Arg

Pro

85

Lys

Arg

Thr

Ala

Gly

165

Arg

Cys

ES 2731528 T3

Pro

Glu

Pro

Ser

Pro

70

Glu

Gly

Asn

Phe

Gln

150

Asp

Pro

Cys

Ser

Ser

Pro

Gln

55

Gly

Leu

val

Leu

Gln

135

Lys

Asp

Asp

Tyr

Glu

Gly

Gly

40

Ala

Pro

Arg

Lys

Ala

120

Gln

Tyr

Phe

Cys

Ile

Cys
25
Asp

Ala

Ser

Arg

105

Phe

Ile

Ser

Glu

Lys

185

Ser

27

Gly

10

Glu

Asn

Ala

Gly

Ile

90

Glu

Ser

Lys

Ile

Glu

170

Tyr

Gly

Val

Thr

Thr

Ala

Met

75

Leu

Arg

Leu

Asp

Glu

155

Ala

Lys

Asn

Pro

Gln

Asp

Gly

60

Asn

Thr

Gly

Met

Asn

140

Gln

Ile

Ile

Gly

Ala

Glu

Gly

45

Ala

Vval

Ile

Ala

Thr

125

Cys

Leu

Arg

Ser

Ala

Gly

Ser

Gly

Glu

Val

Thr

Cys

110

Arg

Ala

Thr

Val

Lys

190

Glu

Phe

15

Pro

Ala

Pro

Gln

Glu

95

Glu

His

Asn

Thr

Tyr

175

Leu

val

Ser

Ala

Ala

Met

val

80

Asp

Ala

Arg

Glu

Tyr

160

Ala

val

Glu
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Ile

Trp

225

Phe

Leu

Glu

Trp

Cys

305

Lys

Asp

Leu

Phe

385

Leu

Asp

Thr

Pro

465

Leu

<210>6

Asp

210

Pro

Thr

Ile

Ala

Lys

290

Leu

Val

Ser

Arg

Lys

370

Glu

Gly

Leu

Met

Arg

450

Val

Ala

<211> 282
<212> ADN
<213> Adenovirus

<400> 6

195

Thr

Gly

Gly

Leu

Trp

275

Gly

Phe

Arg

val

Ala

355

Thr

His

val

Glu

Thr

435

Cys

Met

Cys

Glu

Val

Pro

His

260

Thr

Val

Glu

His

Ala

340

Ser

Ile

Asn

Phe

Pro

420

Met

Arg

Leu

Thr

Asp

Leu

Asn

245

Gly

Asp

Val

Arg

Asn

325

Val

Gln

His

Ile

Leu

405

Glu

Lys

Pro

Asp

Arg
485

ES 2731528 T3

Arg

Gly

230

Phe

val

val

Cys

Cys

310

val

Ile

Met

vVal

Leu

390

Pro

Ser

Ile

Cys

vVal

470

Ala

Val

215

Met

Ser

Ser

Arg

Arg

295

Thr

Ala

Lys

Leu

Ala

375

Thr

Tyr

Met

Trp

Glu

455

Thr

Glu

200

Ala

Asp

Gly

Phe

Val

280

Pro

Leu

Ser

His

Thr

360

Ser

Arg

Gln

Ser

Lys

440

Cys

Glu

Phe

Phe

Gly

Thr

Tyr

265

Arg

Lys

Gly

Asp

Asn

345

Cys

His

Cys

Cys

Lys

425

Val

Gly

Glu

Gly

28

Arg

Val

vVal

250

Gly

Gly

Ser

Ile

Cys

330

Met

Ser

Ser

Ser

Asn

410

vVal

Leu

Gly

Leu

Ser
490

Cys

val

235

Phe

Phe

Cys

Arg

Leu

315

Gly

Val

Asp

Arg

Leu

395

Leu

Asn

Arg

Lys

Arg

475

Ser

Ser

220

Ile

Leu

Asn

Ala

Ala

300

Ser

Cys

Cys

Gly

Lys

380

His

Ser

Leu

Tyr

His

460

Pro

Asp

205

Met

Met

Ala

Asn

Phe

285

Ser

Glu

Phe

Gly

Asn

365

Ala

Leu

His

Asn

Asp

445

Ile

Asp

Glu

Ile

Asn

Asn

Thr

270

Tyr

Ile

Gly

Met

Asn

350

Cys

Trp

Gly

Thr

Gly

430

Glu

Arg

His

Asp

Asn

val

Thr

255

Cys

Cys

Lys

Asn

Leu

335

Cys

His

Pro

Asn

Lys

415

Val

Thr

Asn

Leu

Thr
495

Met

Arg

240

Asn

Val

Cys

Lys

Ser

320

Val

Glu

Leu

Val

Arg

400

Ile

Phe

Arg

Gln

Val

480

Asp
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ES 2731528 T3

atggagcgaa gaaacccatc tgagcggggg gtacctgetg gattttectgg ccatgcecatcet

gtggagagcg gttgtgagac acaagaatcg
gataataccg acggaggagc agcagcagca
gcagagccca tggaacccga gagccggcect
gggggtgttec ctaccttace aatgcaattt

<210>7
<211>93
<212> PRT

<213> Adenovirus

<400>7

Met Glu
1

Gly His

Thr Val

Ala Ala

50

Glu Pro
65

Gly Gly

<210> 8
<211> 255
<212> ADN

Arg

Ala

Val

35

Ala

Glu

val

<213> Adenovirus

<400> 8

atggagcgaa gaaacccatc
gtggagagcg gttgtgagac
gataataccg acggaggagc
gcagagccca tggaacccga

Arg

Ser

20

Phe

Gly

Ser

Pro

ccgecgecge catga

<210>9
<211> 84
<212> PRT

<213> Adenovirus

<400> 9

Met Glu Arg Arg Asn

1

Gly His Al

a Ser Vval

20

Thr Val Val Phe Arg

35

Ala Ala Al
50

Glu Pro Gl
65

a Gly Gly

u Ser Arg

Pro Pro Pro Pro

Asn

vVal

Arg

Gly

Arg

Thr
85

Pro

Glu

Pro

Ser

Pro
70

Pro

Glu

Pro

Ser

Pro

70

Leu

Ser

Ser

Pro

Gln

55

Gly

Pro

Glu

Gly

Gly

40

Ala

Pro

Met

cctgctactg ttgtctteecg teccgecegge
gcaggaggaa gccaggcggc ggcggcagga
ggaccctcgg gaatgaatgt tgtacaggag
gagtcacact aa

Arg

Cys

25

Asp

Ala

Ser

Gln

Gly Val
10

Glu Thr

Asn Thr

Ala Ala

Gly Met

75

Phe Glu

Pro

Gln

Asp

Gly

60

Asn

Ser

Ala Gly

Glu Ser

Gly Gly

45

Ala Glu

Val Vval

His

30

Phe

15

Pro

Ala

Pro

Gln

Ser

Ala

Ala

Met

Glu
80

tgagcggggg gtacctgetg gattttctgg ccatgcecatct
acaagaatcg cctgctactg ttgtcectteccg teccgecegge
agcagcagca gcaggaggaa gccaggcggc ggcggcagga
gagccggect ggaccctcgg gaatgaatgt tgtacagcag

Ser

Ser

Pro

Gln

55

Gly

Glu Arg

Gly

Gly Asp

40

Ala Ala

Pro

Gly

10

Cys Glu Th

25

Ser Gly

Asn Th

Ala Al

75

29

Val Pro Ala

r Gln Glu
r Asp Gly
45

a Gly Ala
60

Met Asn Val

Gly
Ser
30

Gly

Glu

val

Phe

15

Pro

Ala

Pro

Gln

Ser

Ala

Ala

Met

Gln
80

60

120
180
240
282

60

120
180
240
255
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ES 2731528 T3

<210> 10
<211>13

<212> ADN
<213> Adenovirus

<400> 10
caggtggctg aac 13

<210> 11

<211> 23

<212> ADN
<213> Adenovirus

<400> 11
tecttgcatt tgggtaacag gag 23

<210> 12

<211> 23

<212> ADN
<213> Adenovirus

<400> 12
acactaagat attgcttgag ccc 23

<210> 13

<211> 33

<212> ADN
<213> Adenovirus

<400> 13
gtcttatgta gttttgtatc tgttttgcag cag 33

<210> 14
<211>13

<212> ADN
<213> Adenovirus

<400> 14
gaggtactga aat 13

<210> 15

<211> 44

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 15
ccacctcgag ttaattaaca tcatcaataa tataccttat tttg 44

<210> 16

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 16
gtgggtttaa acggatttgg tcagggaaaa catg 34

<210> 17

<211> 46

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

30
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ES 2731528 T3

<220>
<223> Cebador

<400> 17
ccttgcattt gggtaataga agaggagtgt tcctacctta ccaatg 46

<210> 18

<211> 46

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 18
cattggtaag gtaggaacac tcctcttcta ttacccaaat gcaagg 46

<210> 19

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 19
cttgcatttg ggtaacagga ggggggtgtt cctacc 36

<210> 20

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 20
ggtaggaaca cccccctect gttacccaaa tgcaag 36

<210> 21

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 21
ctaagatatt gctggaaccc gagagcatgt cc 32

<210> 22

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 22
ggacatgctc tcgggttcca gcaatatctt ag 32

<210> 23

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

31
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<220>
<223> Cebador

<400> 23
catttgggta acagaagagg ggtgttcc 28

<210> 24

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 24
ggaacacccc tcttctgtta cccaaatg 28

<210> 25

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 25
gaatgaatgt tgtacaagtc gctgaactgt atc 33

<210> 26

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 26
gatacagttc agcgacttgt acaacattca ttc 33

<210> 27

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 27
gtggctgaac tgtatccata actgagacgc attttg 36

<210> 28

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 28
caaaatgcgt ctcagttatg gatacagttc agccac 36

<210> 29

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

32
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ES 2731528 T3

<220>
<223> Cebador

<400> 29
gcctgctact gttgtcttcc g 21

<210> 30

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 30
cacccccctc ctgtacaac 19

<210> 31

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 31
gacatgctct cgggctgtac aac 23

<210> 32

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 32
caaacgagtt ggtgctcatg 20

<210> 33

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 33
ctcgaggaat tcgccaccat ggagcgaaga aacccatc 38

<210> 34

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 34
cacttctaga tcaatctgta tcttcatcge tag 33

<210> 35

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Cebador

<400> 35
ggagatttgg acggtcttgg 20

<210> 36

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 36
ggatcccatc acattttgac g 21

<210> 37

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 37
catccatgga ggtttgggc 19

<210> 38

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 38
ccttaaaaga agcgtttcca ¢ 21

<210> 39

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 39
catttgggta acgggagggg ggtgttcc 28

<210> 40

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 40
ggaacacccc cctcecgtta cccaaatg 28

<210> 41

<211> 35938
<212> ADN
<213> Adenovirus
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<400> 41

catcatcaat
ttgtgacgtg
gatgttgcaa
gtgtgcgecg
taaatttggg
agtgaaatct
gactttgacc
cgggtcaaag
tgagttcctce
tccgacacceg
aatggccgece
tcctagecat
cgaagatccce
gcaggaaggg
ccttteecegg
ccttgtaccg
cgaggatgaa
caggtcttgt
ctatatgagg
tagagtggtg
gaattttgta
ccagaaccgg
cgcccgacat
ccttctaaca
gccgtgagag
cctgggcaac
ttgcgtgtgt
gagataatgt
cgcegtggge
ttttctgetg
tttetgtggg
gaatttgaag
caggcgcettt
gcggctgetg
agcggggggt
aagaatcgcc
cagcagcagc
gccggectgg
gacgcatttt
gggcttgtga
gtcctgagtg
tggcgcagaa
ttgaggaggc
tcagcaaact

aatatacctt
gcgcggggcyg
gtgtggcgga
gtgtacacag
cgtaaccgag
gaataatttt
gtttacgtgg
ttggcgtttt
aagaggccac
ggactgaaaa
agtcttttgg
tttgaaccac
aacgaggagg
attgacttac
cagcccgagce
gaggtgatcg
gagggtgagg
cattatcacc
acctgtggca
ggtttggtgt
ttgtgatttt
agcctgcaag
cacctgtgtc
cacctcctga
ttggtgggcg
ctttggactt
ggttaacgcc
ttaacttgca
taatcttggt
tgcgtaactt
gctcatccca
agcttttgaa
tccaagagaa
ttgetttttt
acctgctgga
tgctactgtt
aggaggaagc
accctcggga
gacaattaca
ggctacagag
tattactttt
gtattccata
tattagggta
tgtaaatatc
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attttggatt
tgggaacggg
acacatgtaa
gaagtgacaa
taagatttgg
gtgttactca
agactcgccecce
attattatag
tcttgagtge
tgagacatat
accagctgat
ctacccttca
cggtttcgea
tcacttttce
agccggagca
atcttacctg
agtttgtgtt
ggaggaatac
tgtttgtcta
ggtaattttt
tttaaaaggt
acctacccge
tagagaatgc
gatacacccg
tcgccagget
gagctgtaaa
tttgtttgcet
tggcgtgtta
tacatctgac
gctggaacag
ggcaaagtta
atcctgtggt
ggtcatcaag
gagttttata
ttttectggece
gtcttcegte
caggcggcgyg
atgaatgttg
gaggatgggc
gaggctagga
caacagatca
gagcagctga
tatgcaaagg
aggaattgtt

gaagccaata
gcgggtgacg
gcgacggatg
ttttecgegeg
ccattttege
tagcgcgtaa
aggtgttttt
tcagctgacg
cagcgagtag
tatctgccac
cgaagaggta
cgaactgtat
gatttttcce
gccggegecce
gagagccttg
ccacgaggct
agattatgtg
gggggaccca
cagtaagtga
tttttaattt
cctgtgtetg
cgtcctaaaa
aatagtagta
gtggtcecege
gtggaatgta
cgccccaggce
gaatgagttg
aatggggcgg
ctcatggagg
agctctaaca
gtctgcagaa
gagctgtttg
actttggatt
aaggataaat
atgcatctgt
cgccecggega
cggcaggagc
tacaggtggce
aggggctaaa
atctagettt
aggataattg
ccacttactg
tggcacttag
gctacatttc

35

tgataatgag
tagtagtgtg
tggcaaaagt
gttttaggcg
gggaaaactg
tatttgtcta
ctcaggtgtt
tgtagtgtat
agttttctcce
ggaggtgtta
ctggctgata
gatttagacg
gactctgtaa
ggttctccgg
ggtccggttt
ggctttccac
gagcaccccg
gatattatgt
aaattatggg
ttacagtttt
aacctgagcece
tggcgectge
cggatagctg
tgtgcccceat
tcgaggactt
cataaggtgt
atgtaagttt
ggcttaaagg
cttgggagtg
gtacctcttg
ttaaggagga
attctttgaa
tttccacacc
ggagcgaaga
ggagagcggt
taataccgac
agagcccatg
tgaactgtat
gggggtaaag
tagcttaatg
cgctaatgag
gctgcagcca
gccagattge
tgggaacggg

ggggtggagt
gcggaagtgt
gacgtttttg
gatgttgtag
aataagagga
gggccgcggg
ttcegegtte
ttatacccgg
tcecgagecge
ttaccgaaga
atcttccacc
tgacggcccce
tgttggeggt
agccgcectca
ctatgccaaa
ccagtgacga
ggcacggttg
gttcgcetttg
cagtgggtga
gtggtttaaa
tgagcccgag
tatcctgaga
tgactcecggt
taaaccagtt
gcttaacgag
aaacctgtga
aataaagggt
gtatataatg
tttggaagat
gttttggagg
ttacaagtgg
tctgggtcac
ggggcgegcet
aacccatctg
tgtgagacac
ggaggagcag
gaacccgaga
ccagaactga
agggagcggg
accagacacc
cttgatctgce
ggggatgatt
aagtacaaga

gccgaggtgg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
13980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

agatagatac
tgcttggecat
gtacggtttt
acaatacctg
gctggaaggg
aaaggtgtac
ccgactgtgg
gtggcaactg
tgctgaagac
acatactgac
aatgcaattt
tgaacggggt
gcaccaggtg
tggatgtgac
ttggctctag
tgggaaagaa
ccgecgcecat
gcatgcecceccee
ccgteectgee
agactgcagce
actttgcettt
acaagttgac
ctcagcagct
atgcggttta
cttgectgtcet
cgttgagggt
acatgggcat
gggtggtgtt
ctttcagtag
taagctggga
tggctatgtt
tgtatcecggt
tggagacgcc
gcccacgggce
ccaggatgag
gtataatggt
ctttgagttce
gggtagggga

cggtgggcce
tgcegtceatce
ccctgaccaa
caaagttttt
gcagttccag
ctcctegttt
acgggccagg
ggtgaagggg
ggtgctgaag
gtcatagtcc
gccgcacgag
ttccggggag
ggtgagctct
cttacctcetg
cccgtataca
aaactcggac
ggaggggtag
gtcgecectet
tgttcctgaa
atcgctgtcet
ttctgegeta
ggtgatgcct
aagcttggtg
ggtttggttt
gcgcgcaacg

ggaggatagg
ggacggggtg
cctggccaat
tgtggaagcce
ggtggtgtgt
cttgggtatc
ttgcttcatg
cgaggacagg
cattcacgta
ccgetgttece
gagtcacact
gtttgacatg
cagaccctge
cgaggagctg
cgatgaagat
tatataaggt
gagcaccaac
atgggccggyg
cgcaaactct
ctcegecgee
cctgagcceceg
ggctcttttg
gttggatctg
aaacataaat
ttatttaggg
cctgtgtatt
aagcccegtcet
gtagatgatc
caagctgatt
tgggtgcata
cccagccata
gcacttggga
cttgtgacct
ggcggcctgg
atcgtcatag
tccatcegge
agatgggggyg
gatcagctgg
gtaaatcaca
cctgagcagg
atccgccaga
caacggtttg
gcggtcccac
cgcgggttgg
gtcatgtctt
tgcgcteegg
cgctgececggt
agccccteceg
gggcagtgca
taggcatccg
ggccgttcgg
gtttccatga
gacttgagag
cactctgaga
cggtegttgt
tcggcatcaa
ggggggctat
gcgagggcca
agattgtcag
ttgagggtgg
gcaaacgacc
ttgtcgegat
caccgccatt
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gtggccttta
gttattatga
accaacctta
tggaccgatg
cgccccaaaa
ctgtctgagg
ctagtgaaaa
gcctctcaga
gccagccact
ttgcatttgg
aagatattgc
accatgaaga
gagtgtggcg
aggcccgatce
acagattgag
gggggtctta
tcgtttgatg
gtgcgtcaga
actaccttga
gcttcagceceg
cttgcaagca
gcacaattgg
cgccagcagg
aaaaaaccag
gttttgegeg
ttttccagga
ctggggtgga
cagtcgtagc
gccaggggca

cgtggggata
tceeteeggg

aatttgtcat
ccaagatttt
gcgaagatat
gccattttta
ccaggggcegt
atcatgtcta
gaagaaagca
cctattaccg
ggggccactt
aggcgctcge
agaccgtccg
agctcggtca
ggcggcttte
tccacgggceg
gctgcgeget
cttcgeccectg
cggegtggece
gacttttgag
cgccgcagge
ggtcaaaaac
gceggtgtece
gcectgtecte
caaaggctcg
ccactagggg
ggaaggtgat
aaaagggggt

gctgttgggg
tttccaaaaa

ccgcatccat
cgtagagggc
cggegegete
cgggaaagac

gatgtagcat
atgtaaggtt
tcctacacgg
taagggttcg
gcagggcttc
gtaactccag
gcgtggcetgt
tgctgacctg
ctcgcaaggce
gtaacaggag
ttgagcccga
tctggaaggt
gtaaacatat
acttggtgcet
gtactgaaat
tgtagttttg
gaagcattgt
atgtgatggg
cctacgagac
ctgcagccac
gtgcagcttc
attctttgac
tttetgeect
actctgtttg
cgcggtagge
cgtggtaaag
ggtagcacca
aggagcgctg
ggcccttggt
tgagatgcat
gattcatgtt
gtagcttaga
ccatgcattc
ttctgggatc
caaagcgcgyg
agttaccctce
cctgegggge
ggttcctgag
ggtgcaactg
cgttaagcat
cgcccagcga
ccgtaggcat
cctgctctac
gctgtacgge
cagggtcctc
ggccagggtg
cgcgtcggece
cttggcgege
ggcgtagagce
cccgcagacg
caggtttccce
acgctcggtg
gagcggtgtt
cgtccaggece
gtccactcge
tggtttgtag
gggggcgegt
tgagtactcc
cgaggaggat
ctggtcagaa
gttggacagc
cttggcecgeg
ggtggtgcge

36

gataaatatg
tactggccce
tgtaagcttc
gggctgtgee
aattaagaaa
ggtgcgccac
gattaagcat
ctecggacgge
ctggccagtg
gggggtgttce
gagcatgtcc
gctgaggtac
taggaaccag
ggcctgecacce
gtgtgggcgt
tatctgtttt
gagctcatat
ctccagceatt
cgtgtctgga
cgccecgeggg
ccgttcatcece
ccgggaactt
gaaggcttcce
gatttggatc
ccgggaccag
gtgactctgg
ctgcagagct
ggcgtggtge
gtaagtgttt
cttggactgt
gtgcagaacc
aggaaatgcg
gtccataatg
actaacgtca
gcggagggtyg
acagatttgc
gatgaagaaa
cagctgcgac
gtagttaaga
gtcecctgact
tagcagttct
gcttttgage
ggcatctcga
agtagtcggt
gtcagcgtag
cgcttgagge
aggtagcatt
agcttgcecect
ttgggcgcga
gtctcgeatt
ccatgcectttt
acgaaaaggc
ccgeggtect
agcacgaagg
tccagggtgt
gtgtaggcca
tcgtcectceac
ctctgaaaag
ttgatattca
aagacaatct
aacttggcga
atgtttagcet
tcgtcgggcea

tggccggggg
aattttagcg
tatgggttta
ttttactgcet
tgcctcetttg
aatgtggcecct
aacatggtat
aactgtcacc
tttgagcata
ctaccttacc
aaggtgaacc
gatgagaccc
cctgtgatgce
cgcgcetgagt
ggcttaaggg
gcagcagccg
ttgacaacgc
gatggtcgcece
acgeccgttgg
attgtgactg
gceccgegatg
aatgtcgttt
tccectecca
aagcaagtgt
cggtcteggt
atgttcagat
tcatgctgeg
ctaaaaatgt
acaaagcggt
atttttaggt
accagcacag
tggaagaact
atggcaatgg
tagttgtgtt
ccagactgceg
atttcccacg
acggtttccg
ttaccgcage
gagctgcagce
cgcatgtttt
tgcaaggaag
gtttgaccaa
tccagcatat
gctcgtcecag
tctgggtcac
tggtcctget
tgaccatggt
tggaggaggc
gaaataccga
ccacgagcca
tgatgcgttt
tgtcegtgte
cctegtatag
aggctaagtg
gaagacacat
cgtgaccggg
tctetteege
cgggcatgac
cctggeccege
ttttgttgtce
tggagcgcag
gcacgtattc
ccaggtgcac

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
4560
4620
4680
4740
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
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gcgccaacceg
gcgctegttg
tagctgegtce
gtcgaagtag
aagcgcgcege
ggcgtacatg
agggtagcat
agcgaggagg
cctgaagatg
gtctgtgaga
cagctcggeg
atacttatcc
tttccagtac
gaactggttg
cgeggectte
gtactggtat
gcgetttttg
cgcgcecgagge
aattacctgg
aagttccaag
gagctcttca
ggaagcgacg
ggtcctaaac
gtettgttece
aggctcatct
ccccatccaa
cgagccgatc
gtgaaagtag
gcagtactgg
cacaaggaag
tacttcggcet
caccacgccg
aacatcgege
gagctcctge
cctaatttcce
cggcgcegact
atctaaaagc
agagggggca
ttgectggega
acgacgggcc
ttgacggcgg
tcggecatga
gtggcggcga
tcgttccaga
tgcgcgagat
aggtagttga
aacgtggatt
acggcgaagt
cggatgagct
tcttecttcaa
ggagggggga
atctccecege
agttggaaga
agggatacgg
gacctgageg
tcacagtcge
tttetggegg
gtcgacagaa
cceccaggcett
accggcactt
gcggcggagt
ctcatcggcet
acctgcgtga

cggttgtgeca
gtccagcaga
tcgtccgggg
tctatcttge
tcgtatgggt
ccgcaaatgt
ctteccacege
tcgggaccga
gcatgtgagt
cctaccgegt
gtgacctgca
tgtccctttt
tcttggatceg
acggcctggt
cggagcgagg
ttgaagtcag
gaacgcggat
ataaagttgce
gcggcgagca
aagcgcggga
ggggagctga
aatgagctcce
tggcgaccta
cagcggtcecce
ccgccgaact
gtataggtct
gggaagaact
aagtccctge
cagcggtgeca
cagagtggga
gcttgtectt
cgcgagcecca
agatgggagc
aggtttacct
aggggctggt
acggtaccge
ggtgacgcgg
ggggcacgtc
acgcgacgac
cggtgagcett
cctggcgcaa
actgctcgat
ggtegttgga
cgeggcetgta
tgagctccac
gggtggtgge
cgttgatatc
tgaaaaactg
cggcgacagt
tctectette
cacggcggceg
ggcgacggcg
cgecegeceegt
cgctaacgat
agtccgceatce
aaggtaggct
aggtgctget
gcaccatgtc
cgttttgaca
cttettetee
ttggcecgtag
gaagcagggc
gggtagactg
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gggtgacaag
ggcggcecgec
ggtctgegtce
atccttgcaa
tgagtggggg
cgtaaacgta
ggatgctgge
ggttgctacg
tggatgatat
cacgcacgaa
cgtctaggge
ttttccacag
gaaacccgtce
aggcgcagca
tgtgggtgag
tgtcgtegea
ttggcaggge
gtgtgatgcg
cgatctcegtce
tgceccttgat
gceegtgete
acaggtcacg
tggccatttt
atccaaggtt
tcatgaccag
ctacatcgta
ggatctcceg
gacgggccga
cgggctgtac
atttgagccc
gaccgtcectgg
aagtccagat
tgtccatggt
cgcatagacg
tggtggcgge
gcggcgggceg
gcgagccccece
ggcgecgege
gcggcggttg
gagcctgaaa
aatctcctge
ctcttectee
aatgcgggcecce
gaccacgccce
gtgccgggeg
ggtgtgttct
ccccaaggcec
ggagttgcge
gtegegeace
cataagggcc
acgacggcgce
catggtctcg
catgtccecgg
gcatctcaac
gaccggatcg
gagcaccgtg
gatgatgtaa
cttgggtcecg
tcggcgeagg
ttcectettgt
gtggcgcececct
taggtcggeg
gaagtcatcc

gtcaacgctg
cttgegegag
cacggtaaag
gtctagegece
accccatgge
gaggggctct
gcgcacgtaa
ggcgggcetge
ggttggacgce
ggaggcgtag
gcagtagtcc
ctcgeggttg
ggcctccgaa
tcecettttet
cgcaaaggtg
tcegecectge
gaaggtgaca
gaagggtccc
aaagccgttg
ggaaggcaat
tgaaagggcc
ggccattage
ttctggggtg
cgcggctagg
catgaagggc
ggtgacaaag
ccaccaattg
acactcgtge
atcctgcacg
ctegectgge
ctgctcgagg
gtcegegege
ctggagctcce
ggtcagggcg
gtcgatgget
gtgggccgeg
ggaggtaggg
gcgggcagga
atctcctgaa
gagagttcga
acgtctcctg
tggagatctc
atgagctgceg
ccttcggeat
aagacggcegt
gccacgaaga
tcaaggcgcet
gccgacacgg
tcgegetcaa
tccecttett
accgggaggce
gtgacggcge
ttatgggttg
aattgttgtg
gaaaacctct
gcgggcggca
ttaaagtagg
gcctgetgaa
tctttgtagt
cctgcatcte
cttcctecca
acaacgcgct
atgtccacaa

37

gtggctacct
cagaatggcg
accccgggea
tgctgceceatg
atggggtggg
ctgagtattc
tcgtatagtt
tctgetegga
tggaagacgt
gagtcgecgeca
agggtttcecct
aggacaaact
cggtaagagc
acgggtagcg
tcecetgacca
tcccagageca
tcgttgaaga
ggcacctcgg
atgttgtggce
tttttaagtt
cagtctgcaa
atttgcaggt
atgcagtaga
tctecgegegyg
acgagctgcet
agacgctcgg
gaggagtggc
tggcttttgt
aggttgacct
gggtttgget
ggagttacgg
ggcggtcgga
cgecggegtceca
cgggctagat
tgcaagaggce
ggggtgtcct
ggggctccgg
gctggtgetg
tctggegect
cagaatcaat
agttgtcttg
cgegteegge
agaaggcegtt
cgcgggcgeg
agtttcgcag
agtacataac
ccatggcectce
ttaactcctc
aggctacagg
cttettetgg
ggtcgacaaa
ggccgttcete
gcggggggcet
taggtactce
cgagaaaggc
gcgggcggceg
cggtettgag
tgcgcaggeg
agtcttgcat
ttgcatctat
tgcgtgtgac
cggctaatat
agcggtggta

ctcegegtag
gtagggggtc
gcaggcgcegce
cgcgggeggce
tgagcgecgga
caagatatgt
cgtgcgaggg
agactatctg
tgaagctgge
gcttgttgac
tgatgatgtc
cttecgeggte
ctagcatgta
cgtatgcectg
tgactttgag
aaaagtccgt
gtatctttcce
aacggttgtt
ccacaatgta
cctegtaggt
gatgagggtt
ggtcgcgaaa
aggtaagcgg
cagtcactag
tcccaaagge
tgcgaggatg
tattgatgtg
aaaaacgtgc
gacgaccgcg
ggtggtcttce
tggatcggac
gcttgatgac
ggtcaggcgg
ccaggtgata
cgcatccceg
tggatgatgce
acccgeecggg
cgcgegtagg
ctgcgtgaag
ttcggtgteg
ataggcgatc
tcgetcecacg
gaggcctccee
catgaccacc
gcgctgaaag
ccagcgtege
gtagaagtcc
ctccagaaga
ggcctcettet
cggcggtggyg
gcgctcgatce
gcgggggcge
gccatgegge
gccgecgagyg
gtctaaccag
gtcggggttg
acggcggatg
gtcggeceatg
gagcctttcet
cgctgeggeg
cccgaagece
ggccetgetge
tgcgecegtg

6480
6540
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
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
9000
9060
9120
9180
9240
9300
9360
9420
9480
9540
9600
9660
9720
9780
9840
9900
9960
10020
10080
10140
10200
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ttgatggtgt
gagagctcgg
gtccgecacca
cagcgtaggg
tagatgtacc
cggacgecggt
ccggtcagge
ggcactcttce
tcgagececg
caggtgtgcg
gctgectgege
gcgaaagcat
gcgggacccce
ccgtcatgeca
ttttcecaga
caagagcagc
acatccgegg
cactacctgg
cggtacccaa
ctgtttecgeg
gggcgcgage
cccgacgege
accgcatacg
gtgcgtacge
gtaagecgcege
gtgcagcaca
gagggeccgcet
agcttgagcce
ttttacgeccecce
gaggggttct
tatcgcaacg
cgcgagctga
gccgagtect
gaggcagctg
ggcgtggagyg
gtgatgtttc
agagccagcce
tgtcgetgac
ccgcaattcet
cgatcgtaaa
acgacgcgct
accggctggt
gcaacctggg
cgcggggaca
caccgcaaag
gcctgcagac
gggctceccac
tgctgetget
gtcacttgcet
tccaggagat
caaccctaaa
acagcgagga
gcgacggggt
tgtatgcctce
ccgtgaacce
gtttctacac
tagacgacag
aggcagaggc
gcgetgegge
ccagcactcg
tgctgecagcece
gcctagtgga
gccecgegece

aagtgcagtt
tgtacctgag
ggtactggta
tggccgggge
tggacatcca
tccagatgtt
gcgcegcaatce
cgtggtctgg
tatccggeceg
acgtcagaca
tagectttttt
taagtggctce
cggttcgagt
agacccegcet
tgcatcecggt
ggcagacatg
ttgacgegge
acttggagga
gggtgcagct
accgcgaggg
tgcggcatgg
gaaccgggat
agcagacggt
ttgtggcgeg
tggagcaaaa
gcagggacaa
ggctgctega
tggctgacaa
gcaagatata
acatgcgceat
agcgcatcca
tgcacagcecct
actttgacge
gggccggacce
aatatgacga
tgatcagatg
gtcecggectt
tgcgecgcaat
ggaagcggtg
cgegetggece
gcttcagege
gggggatgtg
ctececatggtt
ggaggactac
tgaggtgtac
cgtaaacctg
aggcgaccgce
aatagcgeccce
gacactgtac
tacaagtgtc
ctacctgcetg
ggagcgcatt
aacgcccagce
aaaccggccg
cgagtatttc
cgggggattc
cgtgttttce
ggcgctgega
ccecgeggtea
caccacccgce
gcagcgcgaa
caagatgagt
gcccacceegt
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ggccataacg
acgcgagtaa
tcccaccaaa
tccgggggceg
ggtgatgccg
gcgcagegge
gttgacgctce
tggataaatt
tcecgecgtga
acgggggagt
ggccactggce
gctecectgta
ctcggacecgg
tgcaaattcce
gctgeggeag
cagggcaccc
agcagatggt
gggcgagggce
gaagcgtgat
agaggagccc
cctgaatege
tagtccegeg
gaaccaggag
cgaggaggtg
cccaaatage
cgaggcattc
tttgataaac
ggtggccgece
ccatacccecct
ggcgctgaag
caaggccgtg
gcaaagggcce
gggcgctgac
tgggctggeg
ggacgatgag
atgcaagacg
aactccacgg
cctgacgegt
gtceceggege
gaaaacaggg
gtggctegtt
cgcgaggcecg
gcactaaacg
accaactttg
cagtctggge
agccaggctt
gcgaccgtgt
ttcacggaca
cgcgaggcca
agccgecgege
accaaccggce
ttgcgctacg
gtggcgetgg
tttatcaacc
accaatgcca
gaggtgcccg
ccgcaaccge
aaggaaagct
gatgctagta
ccgegectge
aaaaacctgce
agatggaaga
cgtcaaaggce

gaccagttaa
gcectecgagt
aagtgcggeg
agatcttcca
gcggcggtgg
aaaaagtgct
tagaccgtge
cgcaagggta
tccatgeggt
gctecettttg
cgcgcgcagce
gccggagggt
ccggactgeg
tcecggaaaca
atgecgceccecece
tcecectecte
gattacgaac
ctggegegge
acgcgtgagg
gaggagatgc
gagcggttge
cgcgcacacg
attaactttc
gctataggac
aagccgcetca
agggatgcgce
atcctgecaga
atcaactatt
tacgttccca
gtgcttacct
agcgtgagcec
ctggctggca
ctgcgetggg
gtggcaccceg
tacgagccag
caacggaccc
acgactggcg
tcecggcagea
gcgcaaacce
ccatcecggece
acaacagcgg
tggcgcageg
ccttectgag
tgagcgcact
cagactattt
tcaaaaactt
ctagcttget
gtggcagcgt
taggtcaggc
tggggcagga
ggcagaagat
tgcagcagag
acatgaccgce
gcctaatgga
tcttgaaccce
agggtaacga
agaccctgcet
tcegecaggece
gceccatttece
tgggcgagga
ctcecggeatt
cgtacgcgcea
acgaccgtca

38

cggtctggtg
caaatacgta
gcggctggeg
acataaggcg
tggaggcgeg
ccatggtcgg
aaaaggagag
tcatggcgga
taccgcececge
gcttecttece
gtaagcggtt
tattttccaa
gcgaacgggg
gggacgagcc
ctcectcagea
ctaccgegtce
ccececgeggceg
taggagcgcec
cgtacgtgece
gggatcgaaa
tgcgegagga
tggcggecge
aaaaaagctt
tgatgcatct
tggcgcagcet
tgctaaacat
gcatagtggt
ccatgcttag
tagacaagga
tgagcgacga
ggcggcgega
cgggcagcgg
ccccaagcecg
cgcgegetgg
aggacggcga
ggcggtgcegg
ccaggtcatg
gccgecaggec
cacgcacgag
cgacgaggcc
caacgtgcag
tgagcgegeg
tacacagccce
gcggctaatg
tttccagacc
gcaggggctg
gacgcccaac
gtecececgggac
gcatgtggac
ggacacgggc
cccctegttg
cgtgagcecett
gcgcaacatg
ctacttgcat
gcactggcta
tggattcctce
agagttgcaa
aagcagcttg
aagcttgata
ggagtaccta
tcccaacaac
ggagcacagyg
gcggggtctg

acccggetge
gtecgttgcaa
gtagaggggc
atgatatcceg
cggaaagtcg
gacgctctgg
cctgtaageg
cgaccggggt
gtgtcgaacc
aggcgcggceg
aggctggaaa
gggttgagtc
gtttgcctece
ccttttttge
gcggcaagag
aggaggggcg
ccgggeeccgg
ctctcctgag
gcggcagaac
gttccacgeca
ggactttgag
cgacctggta
taacaaccac
gtgggacttt
gttccttata
agtagagccc
gcaggagcgce
cctgggcaag
ggtaaagatc
cctgggegtt
gctcagegac
cgatagagag
acgcgcecctg
caacgtcgge
gtactaagcg
gcggegcetge
gaccgcatca
aaccggcetcet
aaggtgctgg
ggcctggtcet
accaacctgg
cagcagcagg
gccaacgtge
gtgactgaga
agtagacaag
tggggggtgc
tcgegecetgt
acatacctag
gagcatactt
agcctggagg
cacagtttaa
aacctgatgce
gaaccgggca
cgcgcggecg
ccgeecccectg
tgggacgaca
cagcgcgagce
tcecgatctag
gggtctctta
aacaactcgce
gggatagaga
gacgtgccag
gtgtgggagg

10260
10320
10380
10440
10500
10560
10620
10680
10740
10800
10860
10920
10980
11040
11100
11160
11220
11280
11340
11400
11460
11520
11580
11640
11700
11760
11820
11880
11940
12000
12060
12120
12180
12240
12300
12360
12420
12480
12540
12600
12660
12720
12780
12840
12300
12960
13020
13080
13140
13200
13260
13320
13380
13440
13500
13560
13620
13680
13740
13800
13860
13920
13980
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acgatgactc
cgcaccttceg
aaaaactcac
gcgcgceggeg
gccagtggeg
tcegeggtac
cctattcecgac
gaactaccag
cccgggggag
cctgaaaacc
gtttaaggcg
atacgagtgg
ccttatgaac
ggaaagcgac
cactggtctt
gctgeccagga
caagcggcaa
cattccegea
gggcgggggt
cgcggcagece
cacctttgece
cgecececget
gacagaggac
gtaccgcagce
gaccctgett
agacatgatg
ggtgggecgec
ctcccaactce
ccagattttg
tctcacagat
cattactgac
gcecgegegte
caataacaca
ctccgaccaa
acgcggecge
gcgcaactac
ggtgcgcgga
ccaccgcecege
acgtcgcacc
cactgtgccce
tatgactcag
cgtgeceegtg
gtactgttgt
caaagaagag
gcaggattac
tgaacttgac
gaaaggtcga
tgagcgcetcecce
gcttgagcecag
gctggegttg
gcaggtgcetg
tgacttggca
ggaaaaaatg
ggtggegecg
cagtattgcce
ggcggatgcce
aacggacccg
cggcgccgcece
cggctatcgt
cactggaacc
cagggtggct
catcgtttaa
tttceecggtg

ggcagacgac
ccccaggcetg
caaggccatg
atgtatgagg
gcggcgetgg
ctgcggecta
accacccgtg
aacgaccaca
gcaagcacac
atcctgcata
cgggtgatgg
gtggagttca
aacgcgatcg
atcggggtaa
gtcatgcctg
tgcggggtgg
cccttecagg
ctgttggatg
ggcgcaggceg
gcggcaatge
acacgggctg
gcgcaacccg
agcaagaaac
tggtaccttg
tgcactcctg
caagaccccg
gagctgttge
atccgcecagt
gcgegeccge
cacgggacgc
gccagacgcece
ctatcgagcce
ggctggggec
cacccagtgce
actgggcgca
acgcccacgce
gceceggeget
cgacccggca
ggccgacggg
cccaggtcca
ggtcgcaggg
cgcacccgcece
atgtatccag
atgctccagg
aagccccgaa
gacgaggtgg
cgcgtaaaac
acccgcacct
gccaacgagce
ccgcectggacg
ccecgegettyg
cccaccgtge
accgtggaac
ggactgggcg
accgccacag
gcggtgcagg
tggatgtttce
agcgcgctac
ggctacacct
cgececgecgece
cgcgaaggag
aagccggtct
ccgggattcece
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agcagcgtcec
gggagaatgt
gcaccgagcg
aaggtcctcce
gttctececett
ccggggggag
tgtacctggt
gcaactttct
agaccatcaa
ccaacatgcc
tgtcgegett
cgctgeecga
tggagcacta
agtttgacac
gggtatatac
acttcaccca
agggctttag
tggacgccta
gcagcaacag
agccggtgga
aggagaagcg
aggtcgagaa
gcagttacaa
catacaacta
acgtaacctg
tgaccttccg
ccgtgecacte
ttacctctct
cagcccccac
taccgetgeg
gcacctgceccce
gcactttttg
tgcgcettece
gcgtgegegg
ccaccgtcga
cgccaccagt
atgctaaaat
ctgeccegecca
cggccatgeg
ggcgacgagce
gcaacgtgta
ccececgegceaa
cggcggegge
tcatcgegece
agctaaagcg
aactgctgca
gtgttttgeg
acaagcgcegt
gcctegggga
agggcaaccc
caccgtcecga
agctgatggt
ctgggctgga
tgcagaccgt
agggcatgga
cggtegetge
gcgtttcage
tgcccgaata
accgccccag
gtcgeegteg
gcaggaccct
ttgtggttct
gaggaagaat

tggatttggg
tttaaaaaaa

ttggttttet
tcecectectac
cgatgctcce
aaacagcatc
ggacaacaag
gaccacggtc
tcttgacgac
aaatgtgaac
gcctactaag
gggcaactac
cttgaaagtg
ccgcaactte
aaacgaagcc
cagccgectg
gatcacctac
ccaggcgagce
cagtggcagc
ggacatgaac
cgctgaggece
gcctcagaag
cctaataagce
cggcgaccct
cggctcggag
ctccacgege
caagagcttce
gacccacgtg
catcaccacc
caacagcatc
ctacgtttac
agcaagcatg
aagcaagatg
gcactaccge
tgacgccatc
gtccacagtg
gaagagacgg
acgcgcggceg
ggccgctcga
ggccgecgeca
ttgggtgcge
ctagattgca
gcgcaacgaa
ggagatctat
ggtcaaaaag
cgctacecgeg
acccggcace
gtatgatgag
gtttgecctac
aacacctagce
agaaaagcgc
acccaagcgce
gcccgaggte
ggacgttcag
gacacaaacg
ggccgegtcece
cceceeggege
tgcecctacat
aagacgagca
ccagccegtg
ggtgctgeca
tgcagatatg
gcaccgtagg

39

agggagtggc
aaaaagcatg
tgtattccce
gagagtgtgg
ctggacccge
cgttactctg
tcaacggatg
attcaaaaca
cggtcgecact
gagttcatgt
gacaatcagg
tccgagacca
ggcagacaga
agactggggt
ttccatccag
agcaacttgt
gatgatctgg
ttgaaagatg
ggcgcggaag
gatcatgcca
gaagcagcgg
aaaccggtga
aatgacagca
cagaccggaa
caggtctact
cagatcagca
tacaacgacc
ttcaatcgcet
gtcagtgaaa
ggaggagtcc
aaggccctgg
tccatcctta
tttggcgggg
gcgecctggg
gacgcggtgg
gacgcggcca
cggaggcgceg
gcggecectge
aggctggccg
gcagccgegg
gactcggtta
agaaaaaact
gctatgtcca
ggccccccga
aaaaagaaag
cccaggcgac
accgtagtcet
gtgtacggcg
ggaaagcggce
ctaaagccceg
ggcctaaage
cagcgactgg
cgecgtgegge
atacccacta
tcceceggttg
aagacctcta
ccgegeggtt
ccttceccattg
actacccgac
ctggcccecga
acagcgcgcet
gceccetcacct
aggggcatgg

aacccgtttg
atgcaaaata
ttagtatgeg
tgagcgegge
cgtttgtgee
agttggcacc
tggcatccct
atgactacag
ggggcggcga
ttaccaataa
tggagctgaa
tgaccataga
acggggttct
ttgacccegt
acatcatttt
tgggcatccg
agggtggtaa
acaccgaaca
agaactccaa
ttcgeggega
ccgaagcetge
tcaaacccct
ccttcaccceca
tcegeteatg
ggtecgttgee
actttcecggt
aggccgtcta
ttceccgagaa
acgttcctge
agcgagtgac
gcatagtctce
tatcgeccecag
ccaagaagcg
gcgcgcacaa
tggaggaggc
ttcagaccgt
tagcacgtcg
ttaaccgege
cgggtattgt
ccattagtgce
gcggectgeg
acttagactc
agcgcaaaat
agaaggaaga
atgatgatga
gggtacagtg
ttacgececegg
acgaggacct
ataaggacat
taacactgca
gcgagtctgg
aagatgtctt
caatcaagca
ccagtagcac
cctcageggt
cggaggtgca
cgaggaagta
cgcctacccee
gccgaaccac
tttecegtgeg
accaccccag
gcecgectecg

ccggcecacgg

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
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
17760
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cctgacgggce
gcgceggeggt
cggaattgca
gaaaaatcaa
gaatggaaga
gaaactggca
tgtggagegg
acagcagcac
tggtagatgg
aaaataagat
tggagacagt
ctctggtgac
ccaccacccg
cgctggacct
ccgttgttgt
cgttgeggece
gggtgcaatc
atgtatgcgt
gatggctacc
ctcggagtac
cctgaataac
gtcccagegt
caaggcgcgg
ctttgacatc
ctacaacgcce
tgctcttgaa
agctgagcag
aaaggagggt
tcaacctgaa
tgggagagtc
cacaaatgaa
tcaagtggaa
gactcctaaa
ttcttacatg
gcccaacagg
cagcacgggt
tttgcaagac
aaccaggtac
tattgaaaat
gattaataca
aaaagatgct
ggaaatcaat
tttgccegac
ctacgactac
tggagcacgce
tgctggectg
ccaggtgect
ctacgagtgg
cctaagggtt
ccececatggece
ccagtcecettt
taccaacgtg
cacgcgcectt
ctactctgge
ggtggccatt
caacgagttt
catgaccaaa
cttctatatc
catgagccgt
acaccaacac
ggcctaccect
ccagaaaaag
gtccatgggce

ggcatgegte
atcctgeccece
tcecgtggect
aataaaaagt
catcaacttt
agatatcggce
cattaaaaat
aggccagatg
cctggcecetcet
taacagtaag
gtctccagag
gcaaatagac
tcccategeg
gcctceeceee
aacccgtect
cgtagccagt
cctgaagecge
ccatgtcegece
ccttcgatga
ctgagccecceceg
aagtttagaa
ttgacgectge
ttcaccctag
cgcggegtge
ctggctcecca
ataaacctag
caaaaaactc
attcaaatag
cctcaaatag
cttaaaaaga
aatggagggc
atgcaatttt
gtggtattgt
cccactatta
cctaattaca
aatatgggtg
agaaacacag
ttttctatgt
catggaactg
gagactctta
acagaatttt
ctaaatgcca
aagctaaagt
atgaacaagc
tggtcecttg
cgctaccget
cagaagttct
aacttcagga
gacggagcca
cacaacaccg
aacgactatc
cccatatcca
aagactaagg
tctataccct
acctttgact
gaaattaagc
gactggttcce
ccagagagct
caggtggtgg
aacaactctg
gctaacttcce
tttetttgeg
gcactcacag
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gtgcgcacca
tccttattee
tgcaggcgceca
ctggactctce
gcgtetcetgg
accagcaata
ttcggttcceca
ctgagggata
ggcattagecg
cttgatcecce
gggcgtggeg
gagccteect
cccatggcecta
gccgacaccce
agccgegegt
ggcaactggc
cgacgatgcect
gccagaggag
tgcecgecagtg
ggctggtgceca
accccacggt
ggttcatccc
ctgtgggtga
tggacagggg
agggtgccce
aagaagagga
acgtatttgg
gtgtcgaagg
gagaatctca
ctaccccaat
aaggcattct
tctcaactac
acagtgaaga
aggaaggtaa
ttgcttttag
ttctggeggg
agctttcata
ggaatcaggc
aagatgaact
ccaaggtaaa
cagataaaaa
acctgtggag
acagtcctte
gagtggtggc
actatatgga
caatgttgct
ttgccattaa
aggatgttaa
gcattaagtt
cctccacget
tcteegecege
tcecectecceg
aaaccccatc
acctagatgg
cttctgtcag
gctcagttga
tggtacaaat
acaaggaccg
atgatactaa
gatttgttgg
cctateceget
atcgcaccct
acctgggcca

ccggcggegyg
actgatcgcce
gagacactga
acgctcgett
ccececgegaca
tgagcggtgg
ccgttaagaa
agttgaaaga
gggtggtgga
gcccteecegt
aaaagcgtcc
cgtacgagga
ccggagtgcet
agcagaaacc
ccectgegecg
aaagcacact
tctgaatage
ctgctgagece
gtcttacatg
gtttgececcege
ggcgcctacg
tgtggaccgt
taaccgtgtg
ccctactttt
aaatccttgce
cgatgacaac
gcaggcgect
tcaaacacct
gtggtacgaa
gaaaccatgt
tgtaaagcaa
tgaggcgacc
tgtagatata
ctcacgagaa
ggacaatttt
ccaagcatceg
ccagcttttg
tgttgacage
tccaaattac
acctaaaaca
tgaaataaga
aaatttcctg
caacgtaaaa
tcecegggtta
caacgtcaac
gggcaatggt
aaacctcctt
catggttctg
tgatagcatt
tgaggccatg
caacatgctc
caactgggcg
actgggctcg
aaccttttac
ctggecctgge
cggggagggt
gctagctaac
catgtactcc
atacaaggac
ctaccttgee
tataggcaag
ttggcgecatce
aaaccttctce

40

cgegegtege
gcggcgattg
ttaaaaacaa
ggtcctgtaa
cggctcgege
cgeccecttecage
ctatggcagce
gcaaaatttc
cctggccaac
agaggagcct
gcgccccgac
ggcactaaag
gggccagcac
tgtgctgeca
cgcecgecage
gaacagcatc
taacgtgtcg
gccgegegece
cacatctegg
gccaccgaga
cacgacgtga
gaggatactg
ctggacatgg
aagccctact
gaatgggatg
gaagacgaag
tattctggta
aaatatgccg
actgaaatta
tacggttcat
caaaatggaa
gcaggcaatg
gaaaccccag
ctaatgggcce
attggtctaa
cagttgaatg
cttgattcca
tatgatccag
tgctttceccac
ggtcaggaaa
gttggaaata
tactccaaca
atttctgata
gtggactgct
ccatttaacc
cgctatgtge
ctcctgeegg
cagagctccc
tgcctttacg
cttagaaacg
taccctatac
gcttteegeg
ggctacgacc
ctcaaccaca
aatgaccgcce
tacaacgttg
tacaacattg
ttctttagaa
taccaacagg
cccaccatge
accgcagttg
ccattctcca
tacgccaact

accgtcgcecat
gcgecgtgece
gttgcatgtg
ctattttgta
ccgttcatgg
tggggctcge
aaggcctgga
caacaaaagg
caggcagtgce
ccaccggccg
agggaagaaa
caaggcctge
acacccgtaa
ggcccgacceg
ggtccgcegat
gtgggtctgg
tatgtgtgte
cgctttccaa
gccaggacgc
cgtacttcag
ccacagaccg
cgtactcgta
cttccacgta
ctggcactgce
aagctgctac
tagacgagca
taaatattac
ataaaacatt
atcatgcagce
atgcaaaacc
agctagaaag
gtgataactt
acactcatat
aacaatctat
tgtattacaa
ctgttgtaga
ttggtgatag
atgttagaat
tgggaggtgt
atggatggga
attttgccat
tagcgctgta
acccaaacac
acattaacct
accaccgcaa
ccttccacat
gctcatacac
taggaaatga
ccaccttcett
acaccaacga
ccgccaacge
gctgggectt
cttattacac
cctttaagaa
tgcttaccece
cccagtgtaa
gctaccaggg
acttccagcecc
tgggcatcct
gcgaaggaca
acagcattac
gtaactttat
ccgeccacge

17820
17880
17940
18000
18060
18120
18180
18240
18300
18360
18420
18480
18540
18600
18660
18720
18780
18840
18900
18960
15020
19080
19140
15200
19260
19320
19380
19440
19500
19560
19620
19680
19740
19800
19860
19920
15980
20040
20100
20160
20220
20280
20340
20400
20460
20520
20580
20640
20700
20760
20820
20880
20940
21000
21060
21120
21180
21240
21300
21360
21420
21480
21540
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gctagacatg
tgaagtcttt
cctgegeacg
acagctgceccg
tgtgggccat
aagctcgect
gcectttgect
gaccagcgac
attgecttcett
cccaactcgg
ccccaaactce
atgctcaaca
ttcectggage
tctttttgte
aaatgetttt
gtttaaaaat
cgatactggt
aagttttcac
atcttgaagt
cagcactgga
atcagatccg
tgccttecca
aaaaggtgac
tgcttaaaag
gaaaactgat
atctgcacca
ttcagecgege
atcataatgc
cacaacgcgce
tacgecctgea
tgcaacccge
tggtcaggca
agcgcgcgceg
ttcatcaccg
ataccacgcg
ccatgettga
ctttcttect
gggecgettcet
gggctgggtyg
atacgccgcece
gacgacacgt
gtttcgeget
atggagtcag
tccaccgatg
gaggaagtga
gtaccaacag
gg99cgggggyg
catctgcagce
ctcgceccatag
cccaaacgcce
tttgecegtge
ctatcetgee
gtcatacctg
gacgagaagc
ggagtgttgg
gaggtcaccc
atgagtgagce
caaacagagg
cgcgagcectg
gtggagcttg
gaaacattgc
gtggagctct
aacgtgcettce

acttttgagg
gacgtggtcc
cccttetegg
ccatgggcectc
attttttggg
gcgccatagt
ggaacccgca
tcaagcaggt
cccecgaceg
ccgeectgtgg
ccatggatca
gtcceccaggt
gccactcgece
acttgaaaaa
atttgtacac
caaaggggtt
gtttagtgcet
tccacaggct
cgcagttggg
acactatcag
cgtccaggtce
aaaagggcgce
cgtgeceeggt
ccacctgage
tggccggaca
catttecggcece
gctgeecegtt
ttcecgtgtag
agcccgtggyg
ggaatcgccece
ggtgctccte
gtagtttgaa
cagcctcecat
taatttcact
ccactgggtc
ttagcaccgg
cgctgtecac
ttttettett
tgecgeggcecac
tcatcecgett
cctccatggt
gctcctectte
tcgagaagaa
ccgccaacge
ttatcgagca
aggataaaaa
acgaaaggca
gccagtgege
cggatgtcag
aagaaaacgg
cagaggtgct
gtgccaaccg
atatcgcctce
gcgcggcaaa
tggaactcga
actttgeccta
tgatcgtgceg
agggcctacce
ccgacttgga
agtgcatgca
actacacctt
gcaacctggt
attccacgcet
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tggatcccat
gtgtgcaccg
ccggcaacgce
cagtgagcag
cacctatgac
caatacggcc
ctcaaaaaca
ttaccagttt
ctgtataacg
actattctge
caaccccacc
acagcccacce
ctacttccge
catgtaaaaa
tctegggtga
ctgcegegea
ccacttaaac
gcgcaccatce
gcectecgecee
cgccgggtgg
ctcegegttg
gtgceccagge
ctgggegtta
ctttgegect
ggcegegteg
ccaccggttce
ttcgetcegte
acacttaagc
ctcgtgatge
catcatcgtce
gttcagccag
gttecgecettt
gcccttetee
ttcegetteg
gtcttcattc
tgggttgetg
gattacctct
gggcgcaatg
cagcgegtcet
ttttggggge
tgggggacgt
ccgactggece
ggacagccta
gcctaccacce
ggacccaggt
gcaagaccag
tggcgactac
cattatctgce
ccttgectac
cacatgcgag
tgccacctat
cagccgagcg
gctcaacgaa
cgctctgcecaa
gggtgacaac
cccggceactt
ccgtgegeag
cgcagttgge
ggagcgacgc
gcggttettt
tcgacagggce
ctcctacctt

caagggcgag

ggacgagccc
gccgcaccge
cacaacataa
gaactgaaag
aagcgcttte
ggtcgcgaga
tgctacctct
gagtacgagt
ctggaaaagt
tgcatgtttce
atgaacctta
ctgecgtcegea
agccacagtg
taatgtacta
ttatttaccc
tcgectatgeg
tcaggcacaa
accaacgcgt
tgcgegegeg
tgcacgctgg
ctcagggcga
tttgagttge
ggatacagcg
tcagagaaga
tgcacgcagce
ttcacgatct
acatccattt
tcgecttcega
ttgtaggtca
acaaaggtct
gtcttgcata
agatcgttat
cacgcagaca
ctgggctcett
agccgccgea
aaacccacca
ggtgatggeg
gccaaatccg
tgtgatgagt
gceccggggag
cgcgeccgeac
atttccttcet
accgcecceccct
tteceecegteg
tttgtaagceg
gacaacgcag
ctagatgtgg
gacgcgttge
gaacgccacce
cccaaccege
cacatctttt
gacaagcagc
gtgccaaaaa
caggaaaaca
gcgegectag
aacctacccce
cccctggaga
gacgagcagc
aaactaatga
gctgaccegg
tacgtacgcc
ggaattttgce

gcgcgecgeg

41

acccttettt
ggcgtcatceg
agaagcaagc
ccattgtcaa
caggctttgt
ctgggggcegt
ttgagcccectt
cactcctgeg
ccacccaaag
tccacgectt
ttaccggggt
accaggaaca
cgcagattag
gagacacttt
ccacccettge
ccactggcag
ccatcegegg
ttagcaggtc
agttgcgata
ccagcacgct
acggagtcaa
actcgcaccg
cctgcataaa
acatgccgceca
accttgegtce
tggeccttget
caatcacgtg
tctcagegea
cctctgeaaa
tgttgetggt
cggccgcecag
ccacgtggta
cgatcggcac
cctettecte
ctgtgcgett
tttgtagcege
ggcgctcggg
ccgecgaggt
cttecctegte
gcggcggega
cgegtecgeg
cctataggca
ctgagttcgce
aggcaccccec
aagacgacga
aggcaaacga
gagacgacgt
aagagcgcag
tattctcacc
gcctcaactt
tccaaaactg
tggccettgeg
tctttgaggg
gcgaaaatga
ccgtactaaa
ccaaggtcat
gggatgcaaa
tagcgegetg
tggccgeagt
agatgcagcg
aggcctgcaa
acgaaaaccg
actacgtccg

atgttttgtt
aaaccgtgta
aacatcaaca
agatcttggt
ttcteccacac
acactggatg
tggecttttet
ccgtagegece
cgtacagggg
tgccaactgg
acccaactce
gctctacage
gagcgccact
caataaaggc
cgtetgegee
ggacacgttg
cagcteggtg
gggcgccgat
cacagggttg
cttgtcggag
ctttggtage
tagtggcatc
agccttgatce
agacttgcecceg
ggtgttggag
agactgctcce
ctcettattt
gcggtgcage
cgactgcagg
gaaggtcagc
agcttccact
cttgtccatce
actcagcggg
ttgecgtcecege
acctcetttg
cacatcttet
cttgggagaa
cgatggccege
ctcggactcg
cggggacggg
ctcgggggtg
gaaaaagatc
caccaccgcec
gcttgaggag
ggaccgctca
ggaacaagtc
gctgttgaag
cgatgtgcce
gcgcegtaccee
ctaccccegta
caagataccc
gcagggcgcet
tcttggacge
aagtcactct
acgcagcatc
gagcacagtc
tttgcaagaa
gcttcaaacg
gctegttacce
caagctagag
gatctccaac
ccttgggcaa
cgactgegtt

21600
21660
21720
21780
21840
21900
21960
22020
22080
22140
22200
22260
22320
22380
22440
22500
22560
22620
22680
22740
22800
22860
22920
22980
23040
23100
23160
23220
23280
23340
23400
23460
23520
23580
23640
23700
23760
23820
23880
23940
24000
24060
24120
24180
24240
24300
24360
24420
24480
24540
24600
24660
24720
24780
24840
24900
24960
25020
25080
25140
25200
25260
25320
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tacttattte
gagtgcaacc
gccttcaacg
cttaaaaccc
aggaacttta
gactttgtgce
ctgcagctag
ggtctactgg
aattcgcagce
cctgacgaaa
taccttcgeca
caatccegece
ggccaattgc
gtttacttgg
tatcagcagc
gccgecgeca
cgaggaggag
cgaagaggtg
gaaatcggca
gcccegttege
gcagccgcecg
gcacaagaac
ccgetttett
tcatctctac
cacagaagca
cggcagcagce
agcttagaaa
aacaagagct
acaaaagcga
actgcgeget
tacgtcatcet
aggaaattcc
ctgceccaaga
gggtcaacgg
ccacacctcg
gtcecegetece
actcaggggce
taactcacct
cgcttggtcet
cgcctegtceca
ttggaactct
gacctcccgg
cggacggcta
tccactgtcg
tgcccgagga
ttgccegtag
gaccctgtgt
gttgccatct
cgccatccetg
ggtactttta
ctacgagaga
tgccgggaac
ccagactttt
aaaaccctta
caactctacg
tcttgtgatt
tgtgcacatt
aggtacataa
gattttaagg
cttataaaat
aagtatgctg
ttccagggta
attaccatgt

tatgctacac
tcaaggagct
agcgctccegt
tgcaacaggg
tcctagagceg
ccattaagta
ccaactacct
agtgtcactg
tgcttaacga
agtccgecggce
aatttgtacc
cgccaaatgce
aagccatcaa
acccccagtc
agccgegggce
cccacggacg
gaggacatga
tcagacgaaa
accggttcca
cgacccaacc
ccgttagecce
gccatagttg
ctctaccatc
agcccatact
aaggcgaccg
aggaggagga
caggattttt
gaaaataaaa
agatcagcett
gactcttaag
ccagcggceca
cacgccectac
ctactcaacc
aatccgegece
taataacctt
caccactgtg
gcagcttgeg
gacaatcaga
ccgtecggac
ggcaatccta
gcaatttatt
ccactatccg
cgactgaatg
ccgccacaag
tcatatcgag
cctgattcgg
tctcactgtg
ctgtgctgag
taaacgccac
acatctctcc
acctctccga
gtacgagtgc
tccggacaga
gggtattagg
ggctattcta
ctctttattc
tgcatttatt
tcctaggttt
agccagcectg
gcaccacaga
tttatgctat
aaagtcataa
acatgagcaa
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ctggcagacg
gcagaaactg
ggccgcgeac
tctgccagac
ctcaggaatc
ccgcgaatge
tgcctaccac
tcgctgcaac
aagtcaaatt
tcecggggttyg
tgaggactac
ggagcttacc
caaagcccgce
cggcgaggag
ccttgcettece
aggaggaata
tggaagactg
caccgtcacce
gcatggctac
gtagatggga
aagagcaaca
cttgecttgea
acggegtgge
gcaccggcegg
gatagcaaga
gcgetgegte
cccactetgt
aacaggtctce
cggcgcacge
gactagtttc
caccecggege
atgtggagtt
cgaataaact
caccgaaacc
aatccccegta
gtacttcceca
ggcggcettte
gggcgaggta
gggacatttc
actctgcaga
gaggagtttg
gatcaattta
ttaagtggag
tgctttgecece
ggcccggcege
gagtttaccc
atttgcaact
tataataaat
cgtcttcacce
ctctgtgatt
gctcagctac
gtcaccggcee
cctcaataac
ccaaaggcgc
attcaggttt
ttatactaac
gtcagectttt
actcaccctt
taatgttaca
acatgaaaag
ttggcagcca
aacttttatg
acagtataag

gccatgggeg
ctaaagcaaa
ctggcggaca
ttcaccagtc
ttgccegeca
ccteecgecge
tctgacataa
ctatgcaccc
atcggtacct
aaactcactc
cacgcccacg
gcctgegtceca
caagagtttc
ctcaacccaa
caggatggca
ctgggacagt
ggagagccta
ctecggtegea
aacctccget
caccactgga
acagcgccaa
agactgtggg
cttececeeegt
cagcggcage
ctctgacaaa
tggcgeccaa
atgctatatt
tgcgatecct
tggaagacgce
gcgececttte
cagcacctgt
accagccaca
acatgagcgce
gaattctcett
gttggececcege
gagacgccca
gtcacagggt
ttcagctcaa
agatcggcgg
cctegtecte
tgccatcggt
ttcctaactt
aggcagagca
gcgactcecgg
acggcgtceg
agcgccccect
gtcctaacct
acagaaatta
cgcccaagca
tacaacagtt
tccatcagaa
gctgcaccac
tctgtttacce
agctactgtg
ctctagaatc
gcttctctge
taaacgctgg
gcgtcagceccce
ttcgcagcetg
ctgcttatte
ggtgacacta
tatacttttce
ttgtggccce

42

tttggcagca
acttgaagga
tcattttcce
aaagcatgtt
cctgetgtge
tttggggcca
tggaagacgt
cgcaccgctce
ttgagctgca
cggggctgtg
agattaggtt
ttacccaggg
tgctacgaaa
tcceececgee
cccaaaaaga
caggcagagg
gacgaggaag
ttceectege
cctcaggege
accagggccg
ggctaccgcet
ggcaacatct
aacatcctge
ggcagcaaca
gcccaagaaa
cgaacccgta
tcaacagagce
cacccgceage
ggaggctctce
tcaaatttaa
cgtcagegece
aatgggactt
gggaccccac
ggaacaggcg
tgcectggtg
ggccgaagtt
gcggtegecece
cgacgagteg
cgececggecgt
tgagcegege
ctactttaac
tgacgcggta
actgcgectg
tgagttttgce
gcttacecgee
gctagttgag
tggattacat
aaatatactg
aaccaaggcg
tcaacccaga
aaaacaccac
acctaccgcece
agaacaggag
gggtttatga

ggggttgggg
ctaaggctcg

ggtcgccacce
acggtaccac
aagctaatga
gccacaaaaa
cagagtataa
cattttatga
cacaaaattg

gtgcttggag
cctatggacg
cgaacgcctg
gcagaacttt
acttcctagce
ctgctacctt
gagcggtgac
cctggtttge
gggtccctceg
gacgtcggcet
ctacgaagac
ccacattctt
gggacggggg
gccgcagcecce
agctgcagcect
aggttttgga
cttccgaggt
cggcgeccca
cgccggcact
gtaagtccaa
catggcgegg
ccttegeeceg
attactaccg
gcagcggceca
tccacagecgg
tcgaccegeg
aggggccaag
tgcetgtate
ttcagtaaat
gcgcgaaaac
attatgagca
gcggetggag
atgatatccce
gctattacca
taccaggaaa
cagatgacta
gggcagggta
gtgagctcct
ccttecattca
tctggaggca
cccttetegg
aaggactcgg
aaacacctgg
tactttgaat
cagggagagc
cgggacaggg
caagatcttt
gggctcctat
aaccttacct
cggagtgagt
cctecttacce
tgaccgtaaa
gtgagcttag
acaattcaag
ttattctctg
ccgectgetg
caagatgatt
ccaaaaggtg
gtgcaccact
caaaattggce
tgttacagtt
aatgtgcgac
tgtggaaaac

25380
25440
25500
25560
25620
25680
25740
25800
25860
25920
25980
26040
26100
26160
26220
26280
26340
26400
26460
26520
26580
26640
26700
26760
26820
26880
26940
27000
27060
27120
27180
27240
27300
27360
27420
27480
27540
27600
27660
27720
27780
27840
27900
27960
28020
28080
28140
28200
28260
28320
28380
28440
28500
28560
28620
28680
28740
28800
28860
28920
28980
29040
29100
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actggcactt
ctctatatta
actaagttac
caaaaagtta
accattcccce
caggcttcct
gtccaactac
accggactta
aacttgggca
ctcatctgcet
ctacacccaa
cttacagtat
cgcttttttg
cagccttcac
tcactgtggt
tcagacacca
tatgaaattt
gacctccaag
ttgctacaat
ggtgttctge
acgaatagat
agttgttgce
tgaaatcagc
acggaattat
gcatgaatca
gtctggtaaa
acaagttgcce
taactcagca
atctctgeac
aaaaaaaaat
ttcagcagca
aactttctcce
actatcttca
gtgtatccat
gtatccccca
cctctagtta
gaggccggcea
aagtcaaaca
gtggctgeeg
ccgctaaccg
gaaggaaagc
actatcactg
gagcccattt
acagacgacc
tcettgeaaa
aatgtagcag
tatccgtttg
aactcagccecce
aacaattcca
acagccatag
acaaatcccc
gttcctaaac
aaaaataatg
aatgcagaga
gctacagttt
agtgctcatc
gacccagaat
gctgttggat
agtaacattg
attacactaa
ttttcatggg
actttttcat
ttttcaattg

tctgctgcecac
aatacaaaag
aaagctaatg
gcattataat
tgaacaattg
ggatgtcagc
agcgacccac
catctaccac
tgtggtggtt
gcctaaageg
acaatgatgg
gattaaatga
tgcgtgcetcee
agtctatttg
catcgcecettt
tcececagtac
actgtgactt
cctcaaagac
gaaaaaagcg
agtaccatct
gccatgaacc
ggcggctttg
tactttaatc
tacagagcag
agagctccaa
gcaggccaaa
aaccaagcgt
ctcggtagaa
ccttattaag
aataaagcat
cctecttgee
acaatctaaa
tgttgttgeca
atgacacgga
atgggtttca
cctccaatgg
accttacctce
taaacctgga
ccgecacctet
tgcacgactc
tagccctgea
cctcaccecee
atacacaaaa
taaacacttt
ctaaagttac
gaggactaag
atgctcaaaa
acaacttgga
aaaagcttga
ccattaatgc
tcaaaacaaa
taggaactgg
ataagctaac
aagatgctaa
cagttttggce
ttattataag
attggaactt
ttatgcctaa
tcagtcaagt
acggtacaca
actggtctgg
acattgccca
cagaaaattt
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tgctatgcta
cagacgcagc
tcaccactaa
tagaatagga
actctatgtg
atctgacttt
cctaacagag
aaatacaccc
ctccatagceg
caaacgcgcece
aatccataga
gacatgattc
acattggctg
ctttacggat
atccagtgca
agggacagga
ttctgetgat
atatatcatg
atctttccga
tagccctage
acccaacttt
tcccagcecaa
taacaggagg
cgcctgcetag
gacatggtta
gtcacctacg
cagaaattgg
accgaaggct
accctgtgeg
cacttactta
ctccteccag
tggaatgtca
gatgaagcgce
aaccggtcct
agagagtccc
catgcttgeg
ccaaaatgta
aatatctgca
aatggtcgeg
caaacttagc
aacatcaggc
tctaactact
tggaaaacta
gaccgtagca
tggagccttg
gattgattct
ccaactaaat
tattaactac
ggttaaccta
aggagatggg
aattggccat
ccttagtttt
tttgtggacc
actcactttg
tgttaaaggce
atttgacgaa
tagaaatgga
cctatcagcet
ttacttaaac
ggaaacagga
ccacaactac
agaataaaga
caagtcattt

attacagtgc
tttattgagg
ctgctttact
tttaaaccce
ggatatgctc
ggccagcacce
atgaccaaca
caagtttctg
cttatgtttg
cgaccaccca
ttggacggac
ctcgagtttt
cggtttctca
ttgtcaccct
ttgactgggt
ctatagctga
tatttgcacce
cagattcact
agcctggtta
tatatatccce
cceegegece
tcagcctege
agatgactga
aaagacgcag
acttgcacca
acagtaatac
tggtcatggt
gcattcactc
gtctcaaaga
aaatcagtta
ctctggtatt
gtttcctect
gcaagaccgt
ccaactgtgc
cctggggtac
ctcaaaatgg
accactgtga
cccctcacag
ggcaacacac
attgccaccce
cccctcacca
gccactggta
ggactaaagt
actggtccag
ggttttgatt
caaaacagac
ctaagactag
aacaaaggcc
agcactgcca
cttgaatttg
ggcctagaat
gacagcacag
acaccagctc
gtcttaacaa
agtttggctc
aatggagtgc
gatcttactg
tatccaaaat
ggagacaaaa
gacacaactc
attaatgaaa
atcgtttgtg
ttcattcagt

43

tcgetttggt
aaaagaaaat
cgctgettge
ccggtecattt
cagcgctaca
tgtccegegg
caaccaacgc
cctttgtcaa
tatgccttat
tctatagtcece
tgaaacacat
tatattactg
catcgaagta
cacgctcatce
ctgtgtgege
gcttcttaga
ctatctgegt
cgtatatgga
tatgcaatca
taccttgaca
gctatgcettce
cccacttcte
caccctagat
ggcagcggcece
gtgcaaaagg
caccggacac
gggagaaaag
accttgtcaa
tcttattece
gcaaatttct
gcagcttect
gttcectgtcece
ctgaagatac
cttttcttac
tctetttgeg
gcaacggcct
gcccacctet
ttacctcaga
tcaccatgca
aaggacccct
ccaccgatag
gcttgggcat
acggggctece
gtgtgactat
cacaaggcaa
gccttatact
gacagggccce
tttacttgtt
aggggttgat
gttcacctaa
ttgattcaaa
gtgccattac
catctcctaa
aatgtggcag
caatatctgg
tactaaacaa
aaggcacagc
ctcacggtaa
ctaaacctgt
caagtgcata
tatttgccac
ttatgtttca
agtatagccc

ctgtacccta
gccttaattt
aaaacaaatt
cctgectecaat
accttgaagt
atttgttcca
ggccgccgcet
taactgggat
tattatgtgg
catcattgtg
gttcttttet
acccttgttg
gactgcattc
tgcagcctca
tttgcatatc
attctttaat
tttgttcecee
atattccaag
tctectgttat
ttggctggaa
cactgcaaca
ccacccccac
ctagaaatgg
gagcaacagc
ggtatctttt
cgccttaget
cccattacca
ggacctgagg
tttaactaat
gtccagttta
cctggetgea
atccgcacce
cttcaaccce
tcctcecttt
cctatccgaa
ctctctggac
caaaaaaacc
agccctaact
atcacaggcce
cacagtgtca
cagtaccctt
tgacttgaaa
tttgcatgta
taataatact
tatgcaactt
tgatgttagt
tctttttata
tacagcttca
gtttgacgcet
tgcaccaaac
caaggctatg
agtaggaaac
ctgtagacta
tcaaatactt
aacagttcaa
ttcecttectg
ctatacaaac
aactgccaaa
aacactaacc
ctctatgtca
atcctcttac
acgtgtttat
caccaccaca

29160
29220
29280
29340
29400
29460
29520
29580
29640
29700
29760
29820
29880
29940
30000
30060
30120
30180
30240
30300
30360
30420
30480
30540
30600
30660
30720
30780
30840
30900
30960
31020
31080
31140
31200
31260
31320
31380
31440
31500
31560
31620
31680
31740
31800
31860
31920
31980
32040
32100
32160
32220
32280
32340
32400
32460
32520
32580
32640
32700
32760
32820
32880
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tagcttatac
acctccctece
catatcatgg
caaacgctca
gtccagcetge
agaagtccac
ctgcagcagce
ggcagtggtc
ggcacagcag
aatattgttc
agaacccacg
cacgctggac
tataaacctc
ctgcecegeeg
ggactcgtaa
cacgtgcata
aacaacccat
cacgttgtge
agcgcegggtt
caaccgagat
tcctgaageca
tagatcgctce
tggcttcggg
cagaataagc
cgggaagagc
aaatgaagat
aaagaacaga
ctcacgtcca
ccagcacctt
agcaaatccc
ttcagcctca
gattcaaaag
gctgaacata
tgacaaaaga
ccccecgatgta
caggcaaagc
aggtaagctc
gtttctgcat
tacaacagga
gtaaaaaaac
agtcataatg
gcgaccgaaa
cataggaggt
ctgectagge
agccataaca
acggcaccag
aggactaaaa
aacctacgcc
tttcccacgt
actccgecect
tccaccccect

agatcaccgt
caacacacag
gtaacagaca
tcagtgatat
tgagccacag
gcctacatgg
gcgcgaataa
tcctcagega
cgcaccctga
aaaatcccac
tggccatcat
ataaacatta
tgattaaaca
gctatacact
ccatggatca
cacttcctca
tcctgaatca
attgtcaaag
tctgtctcaa
cgtgttggtce
aaaccaggtg
tgtgtagtag
ttctatgtaa
cacacccagc
tggaagaacc
ctattaagtg
taatggcatt
agtggacgta
caaccatgcc
gaatattaag
agcagcgaat
cggaacatta
atcgtgcagg
acccacactg
agcttgttge
ctcgcgcaaa
cggaaccacc
aaacacaaaa
aaaacaaccc
tggtcaccgt
taagactcgg
tagcccgggg
ataacaaaat
aaaatagcac
gtcagcctta
ctcaatcagt
aatgacgtaa
cagaaacgaa
tacgtaactt
aaaacctacg
cattatcata
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accttaatca
agtacacagt
tattcttagg
taataaactc
gctgetgtece
gggtagagtc
actgctgeeg
tgattcgcac
tctcacttaa
agtgcaaggc
accacaagcg
cctettttgg
tggcgceccate
gcagggaacc
tcatgctegt
ggattacaag
gcgtaaatcce
tgttacattc
aaggaggtag
gtagtgtcat
cgggcgtgac
ttgtagtata
actccttcat
caacctacac
atgttttttt
aacgcgctcc
tgtaagatgt
aaggctaaac
caaataattc
tcecggecatt
catgattgca
acaaaaatac
tctgcacgga
attatgacac
atgggcggeg
aaagaaagca
acagaaaaag
taaaataaca
ttataagcat
gattaaaaag
taaacacatc
gaatacatac
taataggaga
ccteecegete
ccagtaaaaa
cacagtgtaa
cggttaaagt
agccaaaaaa
cccattttaa
tcacccgece
ttggcttcaa

aactcacaga
cctttetecece
tgttatattc
cccgggecage
aacttgcggt
ataatcgtgce
ccgecgetcee
cgcccgecage
atcagcacag
gctgtatcca
caggtagatt
catgttgtaa
caccaccatc
gggactggaa
catgatatca
ctccteecege
cacactgcag
gggcagcagce
acgatcccta
gccaaatgga
aaacagatct
tccactctct
gcgecgetge
attcgttctg
ttttattcca
ccteceggtgg
tgcacaatgg
ccttcagggt
tcatctecgece
gtaaaaatct
aaaattcagg
cgcgatcecg
ccagcgcggce
gcatactcgg
atataaaatg
catcgtagtc
acaccatttt
aaaaaacatt
aagacggact
caccaccgac
aggttgattc
ccgcaggegt
gaaaaacaca
cagaacaaca
agaaaaccta
aaaagggcca
ccacaaaaaa
cccacaactt
gaaaactaca
cgttcccacg
tccaaaataa
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accctagtat
cggctggect
cacacggttt
tcacttaagt
tgcttaacgg
atcaggatag
gtcctgecagg
ataaggcgcce
taactgcagce
aagctcatgg
aagtggcgac
ttcaccacct
ctaaaccagce
caatgacagt
atgttggcac
gttagaacca
ggaagacctc
ggatgatcct
ctgtacggag
acgccggacg
gcgtcteegg
caaagcatcc
cctgataaca
cgagtcacac
aaagattatc
cgtggtcaaa
cttccaaaag
gaatctcctce
accttctcaa
gctccagage
ttcctcacag
taggtcccett
cacttccceg
agctatgcta
caaggtgctg
atgctcatgce
tctctcaaac
taaacattag
acggccatgce
agctcctegg
acatcggtca
agagacaaca
taaacacctg
tacagcgcett
ttaaaaaaac
agtgcagagc
cacccagaaa
cctcaaatcg
attcccaaca
cccecgegeca
ggtatattat

tcaacctgcee
taaaaagcat
cctgtcgage
tcatgtcgcet
gcggcgaagg
ggcggtggtyg
aatacaacat
ttgtccteeg
acagcaccac
cggggaccac
ccctcataaa
cccggtacca
tggccaaaac
ggagagccca
aacacaggca
tatcccaggg
gcacgtaact
ccagtatggt
tgcgccgaga
tagtcatatt
tctegeeget
aggcgccccce
tccaccaccg
acgggaggag
caaaacctca
ctctacagcc
gcaaacggcce
tataaacatt
tatatctcta
gccctceccace
acctgtataa
cgcagggcca
ccaggaacca
accagcgtag
ctcaaaaaat
agataaaggc
atgtctgegg
aagcctgtcet
cggecgtgacce
tcatgtcecgg
gtgctaaaaa
ttacagccce
aaaaaccctc
ccacagcggce
accactcgac
gagtatatat
accgcacgceg
tcacttcegt
catacaagtt
cgtcacaaac
tgatgatg

32940
33000
33060
33120
33180
33240
33300
33360
33420
33480
33540
33600
33660
33720
33780
33840
33900
33960
34020
34080
34140
34200
34260
34320
34380
34440
34500
34560
34620
34680
34740
34800
34860
34920
34980
35040
35100
35160
35220
35280
35340
35400
35460
35520
35580
35640
35700
35760
35820
35880
35938
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REIVINDICACIONES

1. Un adenovirus recombinante en el que la proporcion de la isoforma E1B-156R aumenta en relacion con el nivel en
el adenovirus de tipo salvaje equivalente, en el que el adenovirus tiene un efecto oncolitico en una célula cancerosa,
y en el que el adenovirus recombinante lleva una mutacion en la secuencia del gen E1B del adenovirus y la mutacion
en el gen E1B es A3216G en donde la numeracion es relativa al genoma Ad5 del adenovirus (nimero de acceso)
AC_000008.1) (SEQ ID NO: 41) (posicion 1503 en el gen E1B (SEQ ID NO: 1)) o una mutacién puntual de guanina en
una posicién equivalente a 3216 en cualquier otro serotipo de adenovirus.

2. El adenovirus recombinante de la reivindicacion 1, en el que el adenovirus es adenovirus serotipo Ad5, tal como
adenovirus serotipo Ad5 cepa pTG3602.

3. El adenovirus recombinante de cualquier reivindicacion precedente, donde el gen E1B tiene la secuencia de
polinucleétido de acuerdo con SEQ ID NO: 1.

4. El adenovirus recombinante de cualquier reivindicacion precedente, donde:

(a) la proporcion de la isoforma E1B-156R aumenta con relacion a la isoforma E1B-496R;

(b) la proporcion de la isoforma E1B-496R disminuye en relacién con los niveles de tipo salvaje;
(c) la proporcion de la isoforma E1B-156R aumenta con relacién a la isoforma E1B-93R;

(d) la proporcion de la isoforma E1B-156R aumenta con relacion a la isoforma E1B-84R; y/o

(e) la proporcion de la isoforma E1B-93R disminuye en relacion con los niveles de tipo salvaje.

5. El adenovirus recombinante de cualquier reivindicacion precedente, donde la proporcién de la isoforma E1B-156R
se incrementa en por lo menos 2 veces, 4 veces, 10 veces, 100 veces, 1000 veces o 10.000 veces y/o la proporcion
de la isoforma E1B-496R se disminuyd al menos 2 veces, 4 veces, 10 veces, 100 veces, 1000 veces o 10.000 veces.

6. El adenovirus recombinante de cualquier reivindicacién precedente, donde la proporcion de isoformas E1B-156R,
E1B-496R, E1B-93R, o E1B-84R se refiere a:

(a) el nivel de la proteina isoforma que se expresa; y/o
(b) el nivel del ARNm de la isoforma que se transcribe.

7. El adenovirus recombinante de cualquier reivindicacién precedente, donde:

(a) La isoforma E1B-156R tiene una secuencia de polinucledtidos que tiene al menos un 80% de identidad
de secuencia con la SEQ ID NO: 2;

(b) la isoforma E1B-156R tiene una secuencia polipeptidica que tiene al menos un 80% de identidad de
secuencia con la SEQ ID NO: 3;

(c) La isoforma E1B-496R tiene una secuencia de polinucledtidos que tiene al menos un 80% de identidad
de secuencia con la SEQ ID NO. 4;

(d) la isoforma E1B-496R tiene una secuencia polipeptidica que tiene al menos un 80% de identidad de
secuencia con la SEQ ID NO: 5;

(e) la isoforma E1B-93R tiene una secuencia de polinucleétidos que tiene al menos un 80% de identidad de
secuencia con la SEQ ID NO: 6;

(f) la isoforma E1B-93R tiene una secuencia polipeptidica que tiene al menos un 80% de identidad de
secuencia con la SEQ ID NO: 7;

(9) la isoforma E1B-84R tiene una secuencia de polinucleétidos que tiene al menos un 80% de identidad de
secuencia con la SEQ ID NO: 8; y/o

(h) la isoforma E1B-84R tiene una secuencia polipeptidica que tiene al menos un 80% de identidad de
secuencia con la SEQ ID NO: 9.

8. El adenovirus recombinante de cualquier reivindicacién precedente, donde la célula cancerosa es una célula
neoplasica.

9. El adenovirus recombinante de cualquier reivindicacién precedente, donde el efecto oncolitico medido por:
(a) infeccidn viral de células;
(b) la replicacién selectiva del genoma viral en células cancerosas que conduce a una lisis celular mediada
por virus preferencial en células cancerosas y la liberacion de particulas virales para futuros eventos de
infeccion.

10. Un polinucledtido que codifica el adenovirus recombinante de cualquier reivindicacion precedente, que es
opcionalmente un vector adecuado para la produccién de adenovirus en una célula huésped.

11. Una célula huésped aislada que comprende un polinucleétido que codifica el adenovirus recombinante de cualquier
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reivindicaciéon precedente.

12. Un adenovirus recombinante para uso en el tratamiento del cancer, en el que el adenovirus recombinante se
caracteriza porque la proporcién de la isoforma E1B-156R aumenta en relacién con el nivel en el adenovirus de tipo
salvaje equivalente, y en el que el adenovirus tiene un efecto oncolitico en una célula cancerosa.

13. Una composicion que comprende un adenovirus recombinante para uso como agente terapéutico, en donde el
adenovirus recombinante se caracteriza porque la proporcion de la isoforma E1B-156R aumenta con respecto al nivel
en el adenovirus de tipo salvaje equivalente, y en el que el adenovirus tiene un efecto oncolitico en una célula
cancerosa.

14. Una composicién que comprende un adenovirus recombinante para uso en el tratamiento de un paciente con
cancer, en donde el adenovirus recombinante se caracteriza porque la proporcién de la isoforma E1B-156R se
incrementa en relacion con el nivel en el adenovirus de tipo salvaje equivalente, y en el que el adenovirus tiene un
efecto oncolitico en una célula cancerosa.

15. Un método para convertir un adenovirus oncolitico mediante la modificacion de la secuencia del gen E1B para
aumentar el nivel de la isoforma E1B-156R en relacion con el nivel en el adenovirus de tipo salvaje equivalente, en
donde el gen E1B esta mutado a A3216G donde la numeracion es relativa al genoma Ad5 de adenovirus (nUmero de
acceso AC_000008.1) (SEQ ID NO: 41) (posicién 1503 en el gen E1B (SEQ ID NO: 1)) o una mutacion de punto de
guanina en una posicion equivalente a 3216 en cualquier otro serotipo de adenovirus.
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FIGURA 1
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FIGURA 2
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FIGURA 3

Proteinas de capsida
de adenovirus

- E1B-55k

| e o« ae| Actina

49



ES 2 731 528 T3

FIGURA 4
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FIGURA 5
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FIGURA 6
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FIGURA 7
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H460 34 120 260 750 230 100,00
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FIGURA 8
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FIGURA 9
Células NHBE  Ad5wt  Onyx-015 Ixo-ctrl Ixovex
CES50 célula
(pruf ) 0,042 0,63 0,031 23
CES50 relativo
535 36 735 1,0

55



ES 2731528 T3

FIGURA 10

Proteinas de capsida de adenovirus
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FIGURA 11
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FIGURA 11B
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FIGURA 11C

Adenovirus tipo 2 (+/-) Ad5-156R
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FIGURA 12
Capacidad de rep on | p o | 01
| Experimento
Virus / AGX-186R / CHIUS cancerosa ubizada / 4 b ¢ d (ab)(c/d)
Colula normal utilizada

AdS / AdS-156R / Hela / NHBE 3710 5.13 5989 31.0 37

AdS/AJSIS6R/H460/NHBE | 32662 | 513 | 4447 | 310 | 44

AQS/AQ-1S6R/Hela/NHBE | 3366 | 626 | 5989 | 310 | 28

ONYXO015/ AdS-156R / Hela / NHBE 805 242 1715 2835 | 55

Ad2/AQS-1S6R/ Hela/NHBE | 39037 | 3731 | 50945 | 73170 | 15

Donde:
A = Células cancerosas (Hela o H460) + AdX-156R
B = Células normales (NHBE) + AdX-156R
C = Células cancerosas (Hela o H460) + AdX-156R
D = Células normales - AdX-156R

Y el indice OnCO|itiCO (OI) = (Ovcélula cancerosa(a) /OVcéIuIa normal (b) )/(WT OVcélula cancerosa (C) NVTcéIuIa normal (d)) donde OV
es capacidad de replicacion de virus oncolitico y WT es capacidad de replicacion de virus de tipo silvestre.
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FIGURA 13

Alineacion de proteina de adenovirus 156R
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Campo sombreado: Las similitudes dentro del C. Los huecos indican donde se difieren.
Subrayado en AdS. Los aminoacidos que Ad5-156R del otro 156R en la subfamilia C.
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FIGURA 14
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