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DESCRIPCION
Composiciones para la vacunacion contra el virus del Ebola
Referencia cruzada

La presente solicitud reivindica la prioridad de la solicitud provisional de los Estados Unidos n.° 62/101.968, presentada
el 9 de enero de 2015.

Antecedentes de la invenciéon

Los virus del Ebola, miembros de la familia Filoviridae, estan asociados con brotes de fiebre hemorragica muy letal en
seres humanos y primates no humanos. El virus del Ebola de Bundibugyo, virus del Ebola de Zaire y virus del Ebola
de Sudéan se han asociado con grandes brotes en Africa, La gravedad del brote actual del Ebola en Africa occidental,
ha destacado la necesidad médica de una vacuna contra el Ebola duradera y exhaustiva que abarque muchas cepas
para poblaciones en riesgo que no tienen acceso habitual a atencion médica. Aunque algunas vacunas recombinantes
basadas en adenovirus han conferido buena proteccién contra multiples cepas del Ebola después de una Unica
inmunizacion, su eficacia se ve alterada con frecuencia en seres humanos por la inmunidad preexistente al adenovirus
como se ha analizado anteriormente.

Son de particular interés los productos inmunoterapéuticos basados en Ad5 que se han usado repetidas veces en
seres humanos para inducir respuestas inmunitarias mediadas por linfocitos T (IMC) robustas, manteniendo al mismo
tiempo un amplio perfil de seguridad. Ademas, se pueden fabricar vectores Ad5 de manera fiable en grandes
cantidades y son estables para el almacenamiento y el suministro para administracion ambulatoria. No obstante, un
obstaculo importante para el uso de vectores basados en Ad5 de primera generacion (con supresion de E1) es la alta
frecuencia de anticuerpos neutralizantes anti-adenovirus de tipo 5 preexistentes. Estos anticuerpos pueden estar
presentes en un posible receptor de vacuna debido a una infeccion previa por adenovirus de tipo silvestre y/o induccion
de anticuerpos neutralizantes de adenovirus mediante inyecciones repetidas con vacunas basadas en Ad5, lo que da
como resultado estimulacion inmunitaria inadecuada contra el AE diana.

Un problema importante con los vectores de adenovirus ha sido su incapacidad para mantener la expresion
transgénica a largo plazo debido en gran parte a la respuesta inmunitaria del hospedador que elimina el vector de
adenovirus y las células transducidas por virus en sujetos inmunodeficientes. Por tanto, el uso de vacunas de vectores
de adenovirus de primera generacion esta gravemente limitado por la inmunidad preexistente o inducida de las
vacunas contra adenovirus (Ad) (Yang, et al. J Virol 77/799-803 (2003); Casimiro, et al. J Virol 77/6305-6313 (2003)).
Un grupo informd de que una preponderancia de seres humanos tiene anticuerpos contra adenovirus de tipo 5 (Ad5),
el serotipo mas ampliamente usado para vectores de transferencia de genes, y que dos tercios de los seres humanos
estudiados tienen respuestas linfoproliferativas contra Ad (Chirmule, et al. Gene Ther 6/1574-1583 (1999)). En otro
estudio, una vacuna de vector de adenovirus que portaba un gen de la envoltura del VIH-1 fue incapaz de volver a
inmunizar una respuesta inmunitaria sensibilizada usando ADN sin adyuvante (Barouch, et al. J. Virol 77/8729-8735
(2003)). Otro grupo informd de que los primates no humanos que tienen inmunidad preexistente contra Ad5 debido a
una unica inmunizacién con Ad5 no pudieron generar anticuerpos especificos de transgenes para proteinas del VIH,
asi como alterar las respuestas globales de linfocitos T (McCoy, et al. J. Virol 81/6594-6604 (2007)).

Existen numerosos mecanismos por los que la inmunidad preexistente interfiere con vacunas de vectores de
adenovirus, pero una de las principales preocupaciones es la presencia de anticuerpo neutralizante seguido de
eliminacion inmunitaria mediada por células de células que albergan antigenos infectados con Ad. Ambas de estas
respuestas pueden dirigirse a varias proteinas Ad. Un enfoque es aumentar la dosis de la vacuna del vector. Aunque
existen pruebas de que el aumento de las dosis de la vacuna puede aumentar la induccién de respuestas inmunitarias
mediadas por células (IMC) deseadas en animales inmunes a Ad (Barouch, et al. J. Virol 77/8729-8735 (2003)), con
frecuencia da como resultado efectos adversos inaceptables en animales y seres humanos. Cuando se usan vacunas
de vectores de Ad5 de primera generacion, una opcién puede ser usar el enfoque de un régimen de sensibilizacion-
refuerzo heterélogo, usando ADN desnudo (no vectorizado) como vacunacion de sensibilizacion, seguido de una
inmunizacién con vector de Ad5. Este protocolo puede dar como resultado una respuesta inmunitaria posterior contra
Ad5 de modo que no se pueda administrar una nueva inmunizacion adicional (refuerzo) con la misma vacuna de vector
de adenovirus (0 una diferente) que utiliza la misma cadena principal virica. Por lo tanto, con la actual primera
generacion de vectores de Ad5, el uso de este enfoque también puede anular cualquier uso adicional de inmunizacién
con vector de AdS en el vacunado inmunizado con Ad5.

Las vacunas de vectores de adenovirus de primera generacion (con supresion de E1) expresan genes tardios de Ad,
aunque a un nivel disminuido y durante un periodo de tiempo mas largo que el virus Ad de tipo silvestre (Nevins, et al.
Cell 26/213-220 (1981); Gaynor, et al. Cell 33/683-693 (1983); Yang, et al. J Virol 70/7209-7212 (1996)). Cuando se
usan vectores de adenovirus de primera generacion para la inmunizacioén, se presentan antigenos de vacunas al
sistema inmunitario simultaneamente con proteinas de la capside de Ad muy inmunogénicas. El principal problema
con estos vectores de adenovirus es que es menos probable que las respuestas inmunitarias generadas se dirijan a
los epitopos de vacuna deseados (McMichael, et al. Nat Rev Immunol 2/283-291 (2002)) y es mas probable que se
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dirijan a los antigenos procedentes de adenovirus, es decir, competencia antigénica. Existe polémica acerca del
mecanismo por el que los vectores de adenovirus de primera generacién son inmunogenos potentes. Se ha planteado
la hipotesis de que la composiciéon de la capside de Ad o un efecto toxico de los genes viricos crea inflamacion
generalizada que da como resultado un efecto inmunoestimulante inespecifico. Las proteinas E1 de Ad actuan para
inhibir la inflamacion después de la infeccion (Schaack, et al. PNAS 101/3124-3129 (2004)). La eliminacion de los
segmentos génicos de estas proteinas, que es el caso de los vectores de adenovirus de primera generacion, da como
resultado mayores niveles de inflamacién (Schaack, et al. PNAS 101/3124-3129 (2004); Schaack, et al. Viral Immunol
18/79-88 (2005)).

Por tanto, resulta evidente que sigue existiendo la necesidad de un candidato a vector de vacuna contra el Ebola mas
eficaz. Los vectores de vacunas de Ad permiten respuesta inmunitaria a largo plazo, multiples vacunas y vacunas en
individuos con inmunidad preexistente a Ad. La presente invencién proporciona esta y otras ventajas.

Sumario de la invencion

La presente divulgacion se refiere a métodos y vectores de adenovirus para generar respuestas inmunitarias contra
antigenos diana, en particular, los relacionados con células con Ebola. Como tal, la presente divulgacién proporciona
ademas secuencias de acido nucleico que codifican uno o mas antigenos diana de interés, o fragmentos o variantes
de los mismos. Como tal, la presente divulgacién proporciona polinucleétidos que codifican antigenos diana de
cualquier fuente como se describe adicionalmente en el presente documento, vectores que comprenden dichos
polinucledtidos y células hospedadoras transformadas o transfectadas con dichos vectores de expresion. La invencion
se define en las reivindicaciones.

Los intentos de superar la inmunidad anti-Ad han incluido el uso de serotipos de Ad alternativos y/o alternancias en la
proteina de la capside virica de Ad5, cada uno con éxito limitado y el potencial de alterar significativamente la
biodistribuciéon de las vacunas resultantes. Por lo tanto, se intenté un enfoque completamente novedoso reduciendo
adicionalmente la expresion de proteinas viricas de los vectores Ad5 con supresion de E1, proteinas que se sabe que
son dianas de inmunidad a Ad preexistente. Especificamente, se ha descrito una plataforma de Ad5 recombinante
novedosa con supresiones en la regién de gen temprano 1 (E1) y supresiones adicionales en la regién de gen
temprano 2b (E2b) (Ad5 [E1-, E2b-]). La supresion de la region E2b (que codifica ADN polimerasa y la proteina pre-
terminal) da como resultado disminucion de la replicacion de ADN virico y expresion de proteina virica de fase tardia.
Se ha informado previamente de que esta plataforma vectorial induce con éxito respuestas de IMC en modelos
animales de cancer y enfermedades infecciosas y, lo que es mas importante, esta plataforma recombinante de
administracion de gen de Ad5 supera la barrera de la inmunidad a Ad5 y puede usarse en el establecimiento de
inmunidad a Ad preexistente y/o inducida por vector, permitiendo de este modo multiples administraciones homélogas
de la vacuna.

La presente divulgacion proporciona composiciones, métodos y kits para generar una respuesta inmunitaria contra
uno o mdltiples antigenos del Ebola en una composicién individual A que comprende un vector de adenovirus
defectuoso en replicacion que comprende una secuencia de acido nucleico que codifica un antigeno del virus del
Ebola, en donde la secuencia que codifica el antigeno del virus del Ebola tiene de 70 % a 100 % de identidad de
secuencia con una secuencia seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO:
4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6 y combinaciones de las mismas.

En un aspecto, se proporciona una composicién que comprende un vector de acido nucleico recombinante, en donde
el vector de &cido nucleico recombinante comprende un vector de adenovirus defectuoso en replicacién; y en donde,
tras la administracion a un ser humano, la composicion es capaz de inducir una respuesta inmunitaria dirigida hacia
células que expresan un antigeno del virus del Ebola en dicho ser humano, en donde la respuesta inmunitaria
comprende inmunidad mediada por células.

En algunas realizaciones, el vector de adenovirus defectuoso en replicacién comprende un vector de adenovirus 5
defectuoso en replicacion. En algunas realizaciones, el vector de adenovirus defectuoso en replicacién comprende
una supresién en una region del gen E2b. En algunas realizaciones, el antigeno del virus del Ebola comprende una
modificacién de 25 o menos aminoacidos.

En un aspecto, se proporciona una composicion que comprende un vector de adenovirus 5 defectuoso en replicacion
recombinante que tiene una supresion en una region del gen de E2b que comprende una secuencia que codifica un
antigeno del virus del Ebola, en donde el antigeno del virus del Ebola comprende una modificacién de 25 o menos
aminoéacidos. En algunas realizaciones, el antigeno del virus del Ebola comprende una modificacién de 20, 15, 10, 5
0 menos aminoacidos. En algunas realizaciones, el antigeno del virus del Ebola comprende una modificacién en 2, 3
0 4 aminoéacidos. En algunas realizaciones, el antigeno del virus del Ebola comprende una modificacién en 1
aminoacido. En algunas realizaciones, el vector de adenovirus defectuoso en replicacion comprende una supresion
en una region del gen E1. En algunas realizaciones, el vector de adenovirus defectuoso en replicacion comprende una
supresion en una region del gen E3. En algunas realizaciones, el vector de adenovirus defectuoso en replicacion
comprende una supresion en una region del gen E4. En algunas realizaciones, el virus del Ebola se selecciona del
grupo que consiste en EBOV, SUDV, TAFV, BDBV, RESTV y cualquier combinacién de los mismos. En algunas
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realizaciones, el antigeno del virus del Ebola comprende una secuencia con al menos 80 % de identidad de secuencia
con una secuencia seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 4, SEQ ID
NO: 5, SEQ ID NO: 6 y combinaciones de las mismas. En algunas realizaciones, el antigeno del virus del Ebola esta
codificado por una secuencia con al menos 90 % de identidad de secuencia con una secuencia seleccionada del grupo
que consiste en las SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6 y combinaciones de
las mismas. En algunas realizaciones, el antigeno del virus del Ebola esta codificado por una secuencia con al menos
95 % de identidad de secuencia con una secuencia seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 1, SEQ
ID NO: 2, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6 y combinaciones de las mismas. En algunas realizaciones, el
antigeno del virus del Ebola esta codificado por una secuencia con al menos 97 % de identidad de secuencia con una
secuencia seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5,
SEQ ID NO: 6 y combinaciones de las mismas. En algunas realizaciones, el antigeno del virus del Ebola esta codificado
por una secuencia con al menos 99 % de identidad de secuencia con una secuencia seleccionada del grupo que
consiste en las SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6 y combinaciones de las
mismas. En algunas realizaciones, el antigeno del virus del Ebola esta codificado por una secuencia con 100 % de
identidad de secuencia con una secuencia seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2,
SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6 y combinaciones de las mismas. En algunas realizaciones, el vector de
4cido nucleico recombinante es capaz de efectuar sobreexpresién del antigeno del virus del Ebola en células
transfectadas. En algunas realizaciones, el vector de acido nucleico recombinante es capaz de inducir una respuesta
inmunitaria especifica contra células que expresan el antigeno del virus del Ebola en un ser humano que es al menos
2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 15, 20 o 25 veces mayor que la basal. En algunas realizaciones, el ser humano tiene un titulo
inverso de anticuerpos neutralizantes de Ad5 mayor de 50, 75, 100, 125, 150, 175 o 200. En algunas realizaciones, el
ser humano tiene un titulo inverso de anticuerpos neutralizantes de Ad5 mayor de 250, 500, 750, 1000, 1500, 2000,
2500, 3000, 3500, 4000, 4500 0 4767. En algunas realizaciones, la respuesta inmunitaria se mide como una respuesta
de anticuerpos especifica del antigeno del virus del Ebola. En algunas realizaciones, la respuesta inmunitaria se mide
como una respuesta neutralizante de anticuerpos especifica del antigeno del virus del Ebola. En algunas realizaciones,
la respuesta inmunitaria se mide como inmunidad mediada por células (IMC) especifica del antigeno del virus del
Ebola. En algunas realizaciones, la respuesta inmunitaria se mide como secrecién de IFN-y especifica del antigeno
del virus del Ebola. En algunas realizaciones, la respuesta inmunitaria se mide como secrecion de IL-2 especifica de
antigeno del antigeno del virus del Ebola. En algunas realizaciones, la respuesta inmunitaria contra el antigeno del
virus del Ebola se mide mediante un ensayo de ELISspot. En algunas realizaciones, la IMC especifica del antigeno
del virus del Ebola es mayor de 25, 50, 75, 100, 150, 200, 250 o 300 células formadoras de manchas (CFM) de IFN-y
por cada 108 células mononucleares de sangre periférica (PBMC). En algunas realizaciones, la respuesta inmunitaria
se mide mediante la lisis de linfocitos T de células presentadoras de antigenos con pulsos de CAP-1, células
alogénicas que expresan el antigeno del virus del Ebola de una linea celular infectada con Ebola o de una célula
autéloga infectada con Ebola. En algunas realizaciones, la composicién comprende ademas un componente
inmunogénico. En algunas realizaciones, el componente inmunogénico comprende una citocina seleccionada del
grupo que consiste en IFN-y, TNFa IL-2, IL-8, IL-12, IL-18, IL-7, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10 e IL-13. En algunas
realizaciones, el componente inmunogénico se selecciona del grupo que consiste en IL-7, un acido nucleico que
codifica IL-7, una proteina con identidad sustancial con IL-7 y un acido nucleico que codifica una proteina con identidad
sustancial con IL-7.

En un aspecto, se proporciona un vial que comprende una composicidon que consiste en una solucién terapéutica de
un volumen en el intervalo de 0,8-1,2 ml, comprendiendo la solucion terapéutica 2,5-7,5x10'" particulas viricas; en
donde las particulas viricas comprenden un adenovirus defectuoso en replicacion que comprende una secuencia de
4cido nucleico que codifica un antigeno del virus del Ebola.

En algunas realizaciones, el vector de acido nucleico recombinante es capaz de efectuar sobreexpresion del antigeno
del virus del Ebola en células transfectadas. En algunas realizaciones, las células transfectadas son células E.C7. En
algunas realizaciones, el vector de adenovirus defectuoso en replicaciéon comprende un vector de adenovirus 5
defectuoso en replicacion. En algunas realizaciones, el adenovirus defectuoso en replicacion comprende una
secuencia de acido nucleico que codifica una proteina que es capaz de inducir una respuesta inmunitaria especifica
contra células que expresan el antigeno del virus del Ebola en un ser humano. En algunas realizaciones, |a respuesta
inmunitaria se mide como una respuesta de anticuerpos especifica del antigeno del virus del Ebola. En algunas
realizaciones, la respuesta inmunitaria se mide como una respuesta neutralizante de anticuerpos especifica del
antigeno del virus del Ebola. En algunas realizaciones, |a respuesta inmunitaria se mide como inmunidad mediada por
células (IMC) especifica del antigeno del virus del Ebola. En algunas realizaciones, la respuesta inmunitaria se mide
como secrecion de IFN-y especifico del antigeno del virus del Ebola. En algunas realizaciones, la respuesta inmunitaria
se mide como secrecién de IL-2 especifica del antigeno del virus del Ebola. En algunas realizaciones, la respuesta
inmunitaria contra el antigeno del virus del Ebola se mide mediante un ensayo de ELISspot. En algunas realizaciones,
la IMC especifica del antigeno del virus del Ebola es mayor de 25, 50, 75, 100, 150, 200, 250 o 300 células formadoras
de manchas (CFM) de IFN-y por cada 10® células mononucleares de sangre periférica (PBMC). En algunas
realizaciones, la respuesta inmunitaria se mide mediante la lisis de linfocitos T de células presentadoras de antigenos
con pulsos de CAP-1, células alogénicas que expresan el antigeno del virus del Ebola de una linea celular infectada
con Ebola o de una célula autéloga infectada con Ebola. En algunas realizaciones, la solucién terapéutica comprende
al menos 1,0x10"", 1,5x10"", 2,0x10", 2,5x10'", 3,0x10'", 3,5x10'1, 4,0x10"", 4,5x10", 4,8x10", 4,9x10"", 4,95x10""0
4,99x10"" particulas viricas que comprenden el vector de acido nucleico recombinante. En algunas realizaciones, la
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solucion terapéutica comprende como maximo 7,0x10'!, 6,5x10'!, 6,0x10'", 5,5x10"", 5,2x10"", 5,1x10"", 5,05x10'" o
5,01x10'", particulas viricas que comprenden el vector de acido nucleico recombinante. En algunas realizaciones, la
solucion terapéutica comprende 1,0-7,0x10"" particulas viricas que comprenden el vector de acido nucleico
recombinante. En algunas realizaciones, la solucion terapéutica comprende 4,5-5,5x10"" particulas viricas que
comprenden el vector de acido nucleico recombinante. En algunas realizaciones, la solucion terapéutica comprende
4,8-5,2x10"" particulas viricas que comprenden el vector de acido nucleico recombinante. En algunas realizaciones,
la solucidn terapéutica comprende 4,9-5,1x10'"" particulas viricas que comprenden el vector de acido nucleico
recombinante. En algunas realizaciones, la solucion terapéutica comprende 4,95-5,05x10"! particulas viricas que
comprenden el vector de acido nucleico recombinante. En algunas realizaciones, la solucion terapéutica comprende
4,99-5,01x10"" particulas viricas que comprenden el vector de acido nucleico recombinante. En algunas realizaciones,
el vial comprende ademas un componente inmunogénico. En algunas realizaciones, el componente inmunogénico
comprende una citocina seleccionada del grupo de IFN-y, TNFa IL-2, IL-8, IL-12, IL-18, IL-7, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-
9, IL-10 e IL-13. En algunas realizaciones, el componente inmunogénico se selecciona del grupo que consiste en IL-
7, un acido nucleico que codifica IL-7, una proteina con identidad sustancial con IL-7 y un acido nucleico que codifica
una proteina con identidad sustancial con IL-7.

En un aspecto, se proporciona un método para generar una respuesta inmunitaria contra un antigeno del virus del
Ebola en un ser humano, comprendiendo el método administrar al ser humano una composicién descrita en el presente
documento.

En un aspecto, se proporciona un método para generar una respuesta inmunitaria contra un antigeno del virus del
Ebola en un ser humano, comprendiendo el método administrar al ser humano la composicion de un vial descrito en
el presente documento.

En algunas realizaciones, la etapa de administracion se repite al menos una vez. En algunas realizaciones, la etapa
de administracion se repite después de aproximadamente 3 semanas tras una etapa de administraciéon anterior. En
algunas realizaciones, la etapa de administracion se repite después de aproximadamente 3 meses tras una etapa de
administracion anterior. En algunas realizaciones, la etapa de administracion se repite dos veces.

En un aspecto, se proporciona un método para generar una respuesta inmunitaria contra un antigeno del virus del
Ebola en un ser humano que comprende: una primera fase de tratamiento que comprende administrar al ser humano
una primera composicion que comprende un primer vector de adenovirus defectuoso en replicacion que codifica un
antigeno del virus del Ebola que induce una respuesta inmunitaria contra células que expresan el antigeno del virus
del Ebola en el ser humano; y una segunda fase de tratamiento posterior que comprende administrar al ser humano
una segunda composicién que comprende un segundo vector de adenovirus defectuoso en replicacién que codifica
un antigeno del virus del Ebola que induce una respuesta inmunitaria contra células que expresan el antigeno del virus
del Ebola en el ser humano.

En un aspecto, se proporciona un método de tratamiento que comprende: seleccionar una primera fase de tratamiento
y una segunda fase de tratamiento; durante la primera fase, administrar a un ser humano, un total de n veces, una
primera composicion que comprende un primer vector de adenovirus defectuoso en replicacién que codifica un
antigeno del virus del Ebola induce una respuesta inmunitaria contra células que expresan el antigeno del virus del
Ebola en el ser humano; y durante la segunda fase del tratamiento, administrar al ser humano, un total de m veces,
una segunda composicién que comprende un segundo vector de adenovirus defectuoso en replicacién que codifica
un antigeno del virus del Ebola que induce una respuesta inmunitaria contra células que expresan el antigeno del virus
del Ebola en el ser humano.

En algunas realizaciones, n es mayor de 1. En algunas realizaciones, n es 3. En algunas realizaciones, m es mayor
de 1. En algunas realizaciones, m es 3. En algunas realizaciones, la primera fase es de al menos 2, 3,4,5,6,7u 8
semanas. En algunas realizaciones, la segunda fase es de al menos 2, 3, 4, 5, 6, 7 u 8 meses. En algunas
realizaciones, la segunda fase comienza 3-16 semanas después de que termine la primera fase. En algunas
realizaciones, en la primera fase, dos administraciones del adenovirus defectuoso en replicaciéon estan separadas por
al menos 18 dias. En algunas realizaciones, en la primera fase, dos administraciones del adenovirus defectuoso en
replicacion estan separadas por aproximadamente 21 dias. En algunas realizaciones, en la primera fase, dos
administraciones del adenovirus defectuoso en replicacion estan separadas por un maximo de 24 dias. En algunas
realizaciones, en la segunda fase, dos administraciones del adenovirus defectuoso en replicaciéon estan separadas
por al menos 10 semanas. En algunas realizaciones, en la segunda fase, dos administraciones del adenovirus
defectuoso en replicacion estan separadas por aproximadamente 13 semanas. En algunas realizaciones, en la
segunda fase, dos administraciones del adenovirus defectuoso en replicacion estan separadas por un maximo de 16
semanas.

En un aspecto, se proporciona un método de tratamiento que comprende: seleccionar una primera fase y una segunda
fase de tratamiento; durante la primera fase, administrar a un ser humano un total de 3 veces, en intervalos de
aproximadamente 3 semanas, una primera composicion que comprende un primer vector de adenovirus defectuoso
en replicacién que codifica un antigeno del virus del Ebola que induce una respuesta inmunitaria contra células que
expresan el antigeno del virus del Ebola en el ser humano; y durante la segunda fase, administrar a dicho ser humano
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un total de 3 veces, en intervalos de aproximadamente 3 meses, una segunda composicién que comprende un
segundo vector de adenovirus defectuoso en replicacién que codifica un antigeno del virus del Ebola que induce una
respuesta inmunitaria contra células que expresan un antigeno del virus del Ebola en el ser humano; en donde la
segunda fase comienza aproximadamente 3 meses después del final de la primera fase.

En algunas realizaciones, el antigeno del virus del Ebola codificado por el primer vector de adenovirus defectuoso en
replicacion es el mismo que el antigeno del virus del Ebola codificado por el segundo vector de adenovirus defectuoso
en replicacién. En algunas realizaciones, el antigeno del virus del Ebola codificado por el primer vector de adenovirus
defectuoso en replicacion es diferente del antigeno del virus del Ebola codificado por el segundo vector de adenovirus
defectuoso en replicacion. En algunas realizaciones, el primer vector de adenovirus defectuoso en replicacion y el
segundo vector de adenovirus defectuoso en replicacion son iguales. En algunas realizaciones, el primer vector de
adenovirus defectuoso en replicacion comprende un vector de adenovirus 5 defectuoso en replicacion. En algunas
realizaciones, el segundo vector de adenovirus defectuoso en replicacion comprende un vector de adenovirus 5
defectuoso en replicacion. En algunas realizaciones, el primer vector de adenovirus defectuoso en replicacion
comprende una secuencia con 60 %-100 % de identidad de secuencia con una secuencia seleccionada del grupo que
consiste en las SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6 y cualquier combinacion
de las mismas. En algunas realizaciones, el segundo vector de adenovirus defectuoso en replicacién comprende una
secuencia con 60 %-100 % de identidad de secuencia con una secuencia seleccionada del grupo que consiste en la
SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6 y cualquier combinacion de las mismas.
En algunas realizaciones, el antigeno del virus del Ebola codificado por el primer o el segundo vector de adenovirus
defectuoso en replicacion comprende una modificacién de 25 aminoacidos o menos. En algunas realizaciones, el
antigeno del virus del Ebola codificado por el primer o el segundo vector de adenovirus defectuoso en replicacion
comprende una modificacion de 20, 15, 10 o 5 aminoacidos o menos. En algunas realizaciones, el antigeno del virus
del Ebola codificado por el primer o el segundo vector de adenovirus defectuoso en replicacién comprende una
modificacién de 1 aminoacido. En algunas realizaciones, el primer vector de adenovirus defectuoso en replicacion
comprende una supresion en una region del gen E2b. En algunas realizaciones, el primer vector de adenovirus
defectuoso en replicacién comprende ademas una supresion en una region del gen E1. En algunas realizaciones, el
primer vector de adenovirus defectuoso en replicacion comprende ademas una supresion en una region del gen E3.
En algunas realizaciones, el primer vector de adenovirus defectuoso en replicacién comprende ademas una supresion
en una region del gen E4. En algunas realizaciones, el segundo vector de adenovirus defectuoso en replicacion
comprende una supresion en una region del gen E2b. En algunas realizaciones, el segundo vector de adenovirus
defectuoso en replicacién comprende ademas una supresion en una region del gen E1. En algunas realizaciones, el
segundo vector de adenovirus defectuoso en replicaciéon comprende ademas una supresion en una regién del gen E3.
En algunas realizaciones, el segundo vector de adenovirus defectuoso en replicacion comprende ademas una
supresion en una region del gen E4. En algunas realizaciones, la primera composicién, la segunda composicién o
ambas, comprende al menos 1,0x10"", 1,5x10'", 2,0x10"", 2,5x10"", 3,0x10'", 3,5x10"", 4,0x10"", 4,5x10"", 4,8x10"",
4,9x10"", 4,95x10""0 4,99x10"" particulas viricas que comprenden el vector de acido nucleico recombinante. En
algunas realizaciones, la primera composicion, la segunda composicion o ambas, comprende como maximo 7,0x10'",
6,5x10"1, 6,0x10"", 5,5x10"", 5,2x10"", 5,1x10", 5,05x10"" 0 5,01x10'" particulas viricas. En algunas realizaciones, la
primera composicion, la segunda composicion o ambas, comprende 1,0-7,0x10"" particulas viricas. En algunas
realizaciones, la primera composicion, la segunda composicion o ambas, comprende 4,5-5,5x10"" particulas viricas.
En algunas realizaciones, la primera composicion, la segunda composicion o ambas, comprende 4,8-5,2x10'"
particulas viricas. En algunas realizaciones, la primera composicion, la segunda composicién o ambas, comprende
4,9-5,1x10"" particulas viricas. En algunas realizaciones, la primera composicion, la segunda composicion o ambas,
comprende 4,95-5,05x10"" particulas viricas. En algunas realizaciones, la primera composicion, la segunda
composicién o ambas, comprende 4,99-5,01x10'" particulas viricas. En algunas realizaciones, la respuesta inmunitaria
al antigeno del virus del Ebola aumenta al menos 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8,9, 10, 15, 20 0 25 veces. En algunas realizaciones,
la respuesta inmunitaria se mide como una respuesta de anticuerpos especifica del antigeno del virus del Ebola. En
algunas realizaciones, la respuesta inmunitaria se mide como una respuesta neutralizante de anticuerpos especifica
del antigeno del virus del Ebola. En algunas realizaciones, |a respuesta inmunitaria se mide como inmunidad mediada
por células (IMC) especifica del antigeno del virus del Ebola. En algunas realizaciones, la respuesta inmunitaria se
mide como secrecién de IFN-y especifico del antigeno del virus del Ebola. En algunas realizaciones, la respuesta
inmunitaria se mide como secrecién de IL-2 especifica del antigeno del virus del Ebola. En algunas realizaciones, la
respuesta inmunitaria contra el antigeno del virus del Ebola se mide mediante ensayo de ELISspot. En algunas
realizaciones, la IMC especifica del antigeno del virus del Ebola es mayor de 25, 50, 75, 100, 150, 200, 250 o 300
células formadoras de manchas (CFM) de IFN-y por cada 108 células mononucleares de sangre periférica (PBMC).
En algunas realizaciones, la respuesta inmunitaria se mide mediante la lisis de linfocitos T de células presentadoras
de antigenos con pulsos de CAP-1, células alogénicas que expresan el antigeno del virus del Ebola de una linea
celular infectada con Ebola o de una célula autéloga infectada con Ebola. En algunas realizaciones, un adenovirus
defectuoso en primera o segunda replicacién infecta células dendriticas en el ser humano, y en donde las células
dendriticas infectadas presentan el antigeno del virus del Ebola, induciendo de este modo la respuesta inmunitaria.
En algunas realizaciones, las etapas de administracion comprenden administracién subcutdnea. En algunas
realizaciones, el ser humano porta un titulo inverso de anticuerpos neutralizantes de Ad5 que es mayor de 50, 75, 100,
125, 150, 160, 175, 200, 225, 250, 275 o 300 antes de la etapa de administracion. En algunas realizaciones, el ser
humano tiene un titulo inverso de anticuerpos neutralizantes de Ad5 mayor de 250, 500, 750, 1000, 1500, 2000, 2500,
3000, 3500, 4000, 4500 0 4767. En algunas realizaciones, el ser humano no esta siendo tratado simultdneamente con
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ninguno de esteroides, corticoesteroides, agentes inmunosupresores e inmunoterapia. En algunas realizaciones, el
ser humano no ha sido tratado con ninguno de esteroides, corticoesteroides, agentes inmunosupresores e
inmunoterapia antes de la etapa de administracién. En algunas realizaciones, el ser humano no tiene una enfermedad
autoinmunitaria. En algunas realizaciones, el ser humano no tiene enfermedad inflamatoria intestinal, lupus
eritematoso sistémico, espondilitis anquilosante, esclerodermia, esclerosis multiple, hepatitis virica o VIH. En algunas
realizaciones, el ser humano tiene enfermedad tiroidea autoinmunitaria o vitiligo. En algunas realizaciones, el ser
humano tiene células que expresan el antigeno del virus del Ebola. En algunas realizaciones, el ser humano no tiene
células que expresen el antigeno del virus del Ebola. En algunas realizaciones, el ser humano tiene al menos uno, dos
o tres sintomas de una infeccién por el virus del Ebola. En algunas realizaciones, el ser humano ha recibido una terapia
antes de la administracion. En algunas realizaciones, antes de la primera fase, el ser humano ha recibido al menos un
medicamento seleccionado del grupo que consiste en: rehidratacién con liquidos orales o intravenosos, productos de
sangre, terapias inmunitarias, farmacos o terapias para sintomas especificos tales como fiebre, astenia, mialgia,
cefalea y dolor de garganta, vémitos, diarrea, erupcién, funcion renal y hepatica alterada y hemorragia interna y
externa. En algunas realizaciones, el ser humano recibe simultaneamente tratamiento de quimioterapia o radioterapia.
En algunas realizaciones, el ser humano recibe simultaneamente una terapia que comprende la administracion de al
menos un medicamento del grupo que consiste en fluoropirimidina, irinotecan, oxaliplatino, bevacizunab, capecitabina,
mitomicina, regorafenib, cetuxinab, panitumumab y paracetamol. En algunas realizaciones, el ser humano comprende
células que sobreexpresan el antigeno del virus del Ebola. En algunas realizaciones, las células que sobreexpresan
el antigeno del virus del Ebola sobreexpresan el antigeno del virus del Ebola al menos 2, 3, 4, 5, 10, 15 o0 20 veces
por encima de una expresién basal de un antigeno del virus del Ebola en una célula no infectada. En algunas
realizaciones, las células que sobreexpresan el antigeno del virus del Ebola comprenden células infectadas con Ebola.
En algunas realizaciones, las células que sobreexpresan el antigeno del virus del Ebola comprenden células
inmunitarias. En algunas realizaciones, las células que sobreexpresan el antigeno del virus del Ebola comprenden
células sanguineas. En algunas realizaciones, las células que sobreexpresan el antigeno del virus del Ebola
comprenden células epiteliales. En algunas realizaciones, el antigeno del virus del Ebola es un antigeno de EBOV,
SUDV, TAFV, BDBV, RESTV o cualquier combinacién de los mismos.

Breve descripcion de los dibujos

La FIG. 1 ilustra un gréafico de barras que muestra los niveles de anticuerpos de ratones inmunizados con Ad5 nulo
(vector vacio). Los ratones se inmunizaron tres veces con particulas viricas (PV) Ad5 nulas a intervalos de 14 dias.
Los niveles de anticuerpos anti-Ad (anticuerpos neutralizantes) aumentaron después de cada inmunizacion.

La FIG. 2 ilustra un grafico de barras que muestra los niveles de anticuerpos neutralizantes (NAb) de ratones
inmunizados con Ad5 nulo. Los ratones se inmunizaron tres veces con PV Ad5 nulas a intervalos de 14 dias. Los
niveles de anticuerpos neutralizantes aumentaron después de cada inmunizacion. Las lecturas de densidad éptica
indican la presencia de células diana viables.

La FIG. 3 ilustra una estructura de un genoma del virus del Ebola.

La FIG. 4 ilustra la falta de expresion génica tardia por vectores Ad5 [E1-, E2b-] en células Hela. Las células Hela
se infectaron con vector Ad5 [E1-]-LacZ o con un Ad5 [E1-, E2b-]-LacZ. Se recogieron lisados de proteinas y se
detecto la proteina de fibra de 66 kD mediante transferencia de Western. Como control positivo, se incluye una
parte de un lisado proteico de la infeccidn productiva de un virus Ad cultivado en una linea celular complementaria.
La FIG. 5 ilustra la supervivencia en ratones vacunados y ratones de control a los que se ha inyectado solucion
salina o Ad5 nulo.

La FIG. 6 ilustra ratones vacunados (arriba) o ratones de control (abajo). Obsérvese la amplia inflamacién en
ratones de control, pero no en ratones vacunados después de la exposicion.

La FIG. 7 ilustra titulos de inhibicion de la hemaglutinaciéon (HAI) que se indujeron en monos inmunes a Ad5
después de 1 vacunacién con Ad5 [E1-, E2b-]-HA. Obsérvese que se detecté actividad HAI 14 dias después de la
inmunizacion y aumento significativamente por encima de los niveles del dia 14 para el dia 28 (P<0,01). Media +
ETM.

La FIG. 8 ilustra cuatro vacunas basadas en Ad5 [E1-, E2b-]-AE que se han generado.

La FIG. 9 ilustra la expresién de GP del Ebola de células E.C7 infectadas durante 24 horas con Ad5 [E1, Eb2-]-
GPez (carril izquierdo). Obsérvese la presencia de la banda de proteinas GP en el carril izquierdo que migra a
aproximadamente 125 kDA pero no en el carril derecho (un lisado de células no infectadas).

Descripcion detallada de la invenciéon

Los siguientes pasajes describen diferentes aspectos de la invencidon con mayor detalle. Cada aspecto de la invencion
puede combinarse con cualquier otro aspecto o aspectos de la invencién a menos que se indique claramente lo
contrario. En particular, cualquier caracteristica indicada como preferente o ventajosa puede combinarse con cualquier
otra caracteristica de las caracteristicas indicadas como preferentes o ventajosas. Como se usa en el presente
documento, a menos que se indique ofra cosa, el articulo "un/una" significa uno o mas, a menos que se indique
explicitamente otra cosa. Como se usa en el presente documento, a menos que se indique otra cosa, expresiones
tales como "contener”, "que contiene", "incluir", "que incluye", y similares significan "que comprende". Como se usa en
el presente documento, a menos que se indique otra cosa, el término "o" puede ser conjuntivo o disyuntivo. Como se
usa en el presente documento, a menos que se indique otra cosa, cualquier realizacion puede combinarse con

cualquier otra realizacion.
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Se ha descubierto que los vectores Ad5 [E1-, E2b-] no solo son mas seguros que, sino que parecen ser superiores a
los vectores Ad5 [E1-] con respecto a la induccion de respuestas inmunitarias especificas de antigeno, haciéndolos
mucho mas adecuados como plataforma para administrar vacunas contra el Ebola que puedan dar como resultado
una respuesta clinica. En otros casos, la induccion inmunitaria puede tardar meses. Los vectores Ad5 [E1-, E2b-] no
solo son mas seguros que, sino que parecen ser superiores a los vectores Ad5 [E1-] con respecto a la induccion de
respuestas inmunitarias especificas de antigeno, haciéndolos mucho mas adecuados como plataforma para
administrar vacunas contra el Ebola que puedan dar como resultado una respuesta clinica.

Diversas realizaciones de la invencion, aprovechando el nuevo sistema de vector Ad5 [E1-, E2b-] en la administracion
de una necesidad largamente buscada para desarrollar una vacuna terapéutica contra el Ebola, superan barreras
encontradas con otros sistemas Ad5 y permiten la inmunizacion de personas que han estado expuestas previamente
a Ad5. En oftras realizaciones de la invencion, aprovechando el nuevo sistema de vector Ad5 [E1-, E2b-] en la
administracién de una necesidad largamente buscada para desarrollar una vacuna terapéutica contra el Ebola,
superan barreras encontradas con otros sistemas Ad5 y permiten la inmunizacion de personas que han estado
expuestas previamente a Ad5. En otras realizaciones de la invencion, aprovechando el nuevo sistema de vector Ad5
[E1-, E2b-] en la administracion de una necesidad largamente buscada para desarrollar una vacuna terapéutica contra
el Ebola, superan barreras encontradas con otros sistemas Ad5 y permiten la inmunizacién de personas que han
estado expuestas previamente a Ad5.

Un "adenovirus" (Ad) se refiere a virus de ADN sin envoltura de la familia Adenoviridae. Estos virus se pueden
encontrar en, pero sin limitacion, especies humanas, aviares, bovinas, porcinas y caninas. La presente invencién
contempla el uso de cualquier Ad de cualquiera de los cuatro géneros de la familia Adenoviridae (p. ej., Aviadenovirus,
Mastadenovirus, Atadenovirus y Siadenovirus) como la base de un vector de virus con supresion de E2b o un vector
que contiene otras supresiones como se describe en el presente documento. Ademas, se encuentran varios serotipos
en cada especie. Ad también se refiere a derivados genéticos de cualquiera de estos serotipos viricos, incluyendo,
pero sin limitaciéon, mutaciones genéticas, supresiones o transposiciones.

Un "adenovirus auxiliar" o "virus auxiliar" se refiere a un Ad que puede proporcionar funciones viricas que una célula
hospedadora en particular no puede (el hospedador puede proporcionar productos génicos de Ad tales como proteinas
E1). Este virus se usa para suministrar, en trans, funciones (p. €j., proteinas) que carecen de un segundo virus o virus
dependiente de auxiliar (p. €j., un virus destripado, o un virus con supresion de una region en particular tal como E2b
u otra regién como se describe en el presente documento); se dice que el primer virus incompetente para replicacion
"ayuda" al segundo virus dependiente de auxiliar, permitiendo de este modo la produccién del segundo genoma virico
en una célula.

Un "adenovirus 5 nulo (Ad5 nulo)" se refiere a un Ad no replicante que no contiene ninguna secuencia de acido nucleico
heterdlogo para expresion.

Un "adenovirus de primera generacion" se refiere a un Ad que tiene la region temprana 1 (E1) suprimida. En casos
adicionales, la region temprana 3 (E3) también se puede suprimir.

"Destripado” se refiere a un vector de Ad del que se han suprimido todas las regiones codificantes viricas.

"Transfeccion" se refiere a la introduccion de acido nucleico extrafio en células eucariotas. Los medios de transfeccion
ilustrativos incluyen coprecipitacion con fosfato de calcio-ADN, transfeccion mediada por DEAE-dextrano, transfeccion
mediada por polibreno, electroporacion, microinyeccion, fusion de liposomas, lipofeccion, fusion de protoplastos,
infeccion retrovirica y biolistica.

"Transfeccion estable" o "transfectado de manera estable" se refiere a la introduccién e integracion de acido nucleico
extrafio, ADN o ARN, en el genoma de la célula transfectada. La expresion "transfectante estable" se refiere a una
célula que ha integrado de manera estable ADN extrafio en el ADN genémico.

Un "gen indicador" indica una secuencia de nucleétidos que codifica una molécula indicadora (p. €j., una enzima). Una
"molécula indicadora" es detectable en cualquiera de diversos sistemas de deteccion, incluyendo, pero sin limitacion,
ensayos de deteccidn basados en enzimas (p. €j., ELISA, ensayos histoquimicos), sistemas fluorescentes, radiactivos
y luminiscentes. Pueden emplearse el gen de la B-galactosidasa de E. coli, proteina verde fluorescente (GFP), el gen
de la fosfatasa alcalina placentaria humana, el gen de la cloranfenicol acetiltransferasa (CAT); y otros genes
indicadores.

Una "secuencia heteréloga" se refiere a una secuencia de nucleétidos que se liga a, o se manipula para que se ligue
a, una secuencia de acido nucleico a la que no esta ligada en la naturaleza, o a la que esta ligada en un lugar diferente
en la naturaleza. El acido nucleico heterélogo puede incluir una secuencia de nucleétidos de origen natural o alguna
modificacidn en relacion con la secuencia de origen natural.

Un "transgén" se refiere a cualquier region codificante de genes, secuencias de acido nucleico naturales o heterélogas
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o secuencias de acido nucleico homoélogas o heterélogas fusionadas, introducida en células o en un genoma del sujeto.
Los transgenes pueden ser portados en cualquier vector virico usado para introducir transgenes en las células del
sujeto.

Un "adenovirus de segunda generacion" se refiere a un Ad que tiene todas o parte de las secuencias génicas de ADN
E1, E2, E3 y, en determinadas realizaciones, E4 suprimidas (eliminadas) del virus.

Un "sujeto” se refiere a cualquier animal, incluyendo, pero sin limitacion, seres humanos, primates no humanos (p. €j.,
rhesus u otros tipos de macacos), ratones, cerdos, caballos, burros, vacas, ovejas, ratas y aves.

Un "fragmento inmunogénico" se refiere a un fragmento de un polipéptido que se reconoce especificamente (es decir,
se une especificamente) por un receptor de antigeno de superficie de linfocitos B y/o linfocitos T que da como resultado
una generacién de una respuesta inmunitaria especificamente contra un fragmento.

Un "antigeno diana" o "proteina diana" se refiere a una molécula, tal como una proteina, contra la que se debe dirigir
una respuesta inmunitaria.

"Con supresion de E2b" se refiere a una secuencia de ADN mutada de tal manera que se evite la expresion y/o funcion
de al menos un producto génico de E2b. Por tanto, en determinadas realizaciones, "con supresién de E2b" se usa en
relaciéon con una secuencia de ADN especifica que se suprime (elimina) de un genoma de Ad. Con supresion de E2b
0 "que contiene una supresion dentro de una regidon E2b" se refiere a una supresion de al menos un par de bases
dentro de una region E2b de un genoma de Ad. Por tanto, en determinadas realizaciones, se suprime mas de un par
de bases y, en realizaciones adicionales, se suprimen al menos 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 110, 120, 130, 140
0 150 pares de bases. En otra realizacidn, una supresién es de mas de 150, 160, 170, 180, 190, 200, 250 o 300 pares
de bases dentro de una region E2b de un genoma de Ad. Una supresion de E2b puede ser una supresion que evite la
expresion y/o funcion de al menos un producto génico de E2b y, por lo tanto, abarca supresiones dentro de los exones
de partes codificantes de proteinas especificas de E2b, asi como supresiones dentro de secuencias promotoras y
lideres. En determinadas realizaciones, una supresion de E2b es una supresion que evita la expresion y/o funcion de
una o ambas de una ADN polimerasa y una proteina preterminal de una region E2b. En una realizacién adicional, "con
supresion de E2b" se refiere a una o0 mas mutaciones puntuales en una secuencia de ADN de esta region de un
genoma de Ad, de modo que una o mas proteinas codificadas no son funcionales. Dichas mutaciones incluyen restos
que se reemplazan con un resto diferente que conduce a un cambio en una secuencia de aminoacidos que da como
resultado una proteina no funcional.

"Con supresion de E1" se refiere a una secuencia de ADN que se muta de tal manera que se evite la expresién y/o
funcion de al menos un producto génico de E1. Por tanto, en determinadas realizaciones, "con supresiéon de E1" se
usa en relaciéon con una secuencia de ADN especifica que se suprime (elimina) del genoma de Ad. Con supresion de
E1 o "que contiene una supresion dentro de la regién E1" se refiere a una supresion de al menos un par de bases
dentro de la regién E1 del genoma de Ad. Por tanto, en determinadas realizaciones, se suprime mas de un par de
bases y, en realizaciones adicionales, se suprimen al menos 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 110, 120, 130, 140 0
150 pares de bases. En otra realizacion, la supresion es de mas de 150, 160, 170, 180, 190, 200, 250 o 300 pares de
bases dentro de la regién E1 del genoma de Ad. Una supresion de E1 puede ser una supresion que evite la expresion
y/o funcién de al menos un producto génico de E1 y, por lo tanto, abarca supresiones dentro de los exones de partes
codificantes de proteinas especificas de E1, asi como supresiones dentro de secuencias promotoras y lideres. En
determinadas realizaciones, una supresion de E1 es una supresién que impide la expresion y/o funciéon de uno o
ambos de un factor regulador transcripcional de accién en trans de la region E1. En una realizacién adicional, "con
supresion de E1" se refiere a una o mas mutaciones puntuales en la secuencia de ADN de esta region de un genoma
de Ad, de modo que una o mas proteinas codificadas no son funcionales. Dichas mutaciones incluyen restos que se
reemplazan con un resto diferente que conduce a un cambio en la secuencia de aminoacidos que da como resultado
una proteina no funcional.

"Generar una respuesta inmunitaria" o "inducir una respuesta inmunitaria" se refiere a un cambio estadisticamente
significativo, p. €j., incrementar o disminuir, en el nimero de una o mas células inmunitarias (linfocitos T, linfocitos B,
células presentadoras de antigenos, células dendriticas, neutrofilos y similares) o en la actividad de una o mas de
estas células inmunitarias (actividad CTL, actividad HTL, secrecién de citocinas, cambio en el perfil de secrecién de
citocinas, etc.).

Las expresiones "acido nucleico" y "polinucleétido” se usan en esencia indistintamente en el presente documento. Los
polinucledtidos de la invencion pueden ser monocatenarios (codificantes o antisentido) o bicatenarios, y pueden ser
moléculas de ADN (p. €j., gendmico, ADNc o sintético) o ARN. Las moléculas de ARN pueden incluir moléculas de
ARNhnR, que contienen intrones y corresponden a una molécula de ADN de manera individual, y moléculas de ARNm,
que no contienen intrones. Las secuencias codificantes o no codificantes adicionales pueden estar presentes, aunque
no es necesario, dentro de un polinucleétido de la presente invencion, y un polinucleétido puede estar ligado, aunque
no es necesario, a otras moléculas y/o materiales de soporte. Un polinucledétido aislado, como se usa en el presente
documento, significa que un polinucleétido esta sustancialmente separado de otras secuencias codificantes. Por
ejemplo, una molécula de ADN aislada como se usa en el presente documento no contiene partes grandes de ADN
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codificante no relacionado, tales como fragmentos cromosémicos grandes u otros genes funcionales o regiones
codificantes de polipéptidos. Esto se refiere a la molécula de ADN como se aisl6 originalmente y no excluye genes o
regiones codificantes afiadidas posteriormente al segmento de forma recombinante en el laboratorio.

Como entenderan los expertos en la materia, los polinucleétidos de esta divulgacion pueden incluir secuencias
gendmicas, secuencias extragendémicas y codificadas por plasmidos y segmentos génicos menores modificados por
ingenieria genética disefiados que expresan o pueden adaptarse para expresar antigenos diana como se describe en
el presente documento, fragmentos de antigenos, péptidos y similares. Dichos segmentos pueden estar aislados de
manera natural o modificados sintéticamente por la mano del hombre.

Al comparar secuencias polinucleotidicas, dos secuencias son "idénticas" si la secuencia de nucledtidos en las dos
secuencias es la misma cuando se alinea para correspondencia maxima, como se describe a continuacion. Se realizan
comparaciones entre dos secuencias normalmente comparando las secuencias en una ventana de comparacion para
identificar y comparar regiones locales de similitud de secuencia. Una "ventana de comparacién" como se usa en el
presente documento, se refiere a un segmento de al menos aproximadamente 20 posiciones contiguas, habitualmente
de 30 a aproximadamente 75, de 40 a aproximadamente 50, en el que una secuencia puede compararse con una
secuencia de referencia del mismo numero de posiciones contiguas después de que las dos secuencias se alineen de
manera 6ptima. La alineacion 6ptima de secuencias para comparacion se puede realizar usando el programa Megalign
en el conjunto de software de bioinformatica Lasergene (DNASTAR, Inc., Madison, Wis.), usando parametros por
defecto. Este programa incorpora varios esquemas de alineacion.

Como alternativa, se puede realizar alineamiento 6ptimo de secuencias para comparacién puede realizarse mediante
el algoritmo de identidad local de Smith y Waterman, Add. APL. Math 2: 482 (1981), mediante el algoritmo de alineacién
de identidad de Needleman y Wunsch, J. Mol. Biol. 48: 443 (1970), por los métodos de busqueda de similitud de
Pearson y Lipman, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85: 2444 (1988), mediante implementaciones computarizadas de estos
algoritmos (GAP, BESTFIT, BLAST, FASTA y TFASTA) o mediante inspeccion.

Un ejemplo de algoritmos que son adecuados para determinar el porcentaje de identidad de secuencia y la similitud
de secuencia son los algoritmos BLAST y BLAST 2,0. BLAST y BLAST 2,0 pueden usarse, por ejemplo, con los
parametros descritos en el presente documento, para determinar el porcentaje de identidad de secuencia para los
polinucledtidos de la invencion. El software para realizar analisis de BLAST esta disponible publicamente a través del
Centro Nacional para la Informacién Biotecnoldgica. En un ejemplo ilustrativo, las puntuaciones acumuladas se pueden
calcular usando, para secuencias de nucleoétidos, los parametros M (valor de recompensa para un par de restos
coincidentes; siempre >0) y N (valor de penalizacién para restos no coincidentes; siempre <0). La prolongacion de los
aciertos de palabra en cada direcciéon se detiene cuando: el valor de alineacién acumulada queda fuera por una
cantidad X de su valor maximo obtenido; el valor acumulado llega a cero o menos, debido a la acumulacién de una o
mas alineaciones de restos con puntuacion negativa; o se alcanza el final de una de las secuencias. Los parametros
del algoritmo BLAST W, T y X determinan la sensibilidad y velocidad de la alineacién. El programa BLASTN utiliza
como valores predeterminados una longitud de palabra (W) de 11 y expectativa (E) de 10, y las alineaciones de la
matriz de puntuacion BLOSUM®62, (B) de 50, expectativa (E) de 10, M=5, N=-4 y una comparacion de ambas cadenas.

El "porcentaje de identidad de secuencia" se puede determinar comparando dos secuencias alineadas de manera
optima en una ventana de comparacion de al menos 20 posiciones, en donde la parte de la secuencia polinucleotidica
en la ventana de comparacion puede comprender adiciones o supresiones (es decir, huecos) de 20 por ciento o menos,
habitualmente del 5 al 15 por ciento o del 10 al 12 por ciento, en comparacion con las secuencias de referencia (que
no comprenden adiciones o supresiones) para la alineacién 6ptima de las dos secuencias. El porcentaje se calcula
determinando el numero de posiciones en las que aparecen las bases de acido nucleico idénticas en ambas
secuencias para producir el nimero de posiciones coincidentes, dividiendo el numero de posiciones coincidentes entre
el numero total de posiciones en la secuencia de referencia y multiplicando el resultado por 100 para producir el
porcentaje de identidad de secuencia.

Los expertos en la técnica apreciaran que, como resultado de la degeneracién del cddigo genético, hay muchas
secuencias de nucleétidos que codifican un antigeno particular de interés, o fragmento del mismo, como se describe
en el presente documento. Algunos de estos polinucleétidos tienen homologia minima con la secuencia de nucleétidos
de cualquier gen nativo. No obstante, la presente invencidon contempla especificamente polinucleétidos que varian
debido a diferencias en el uso coddénico. Ademas, los alelos de los genes que comprenden las secuencias
polinucleotidicas proporcionadas en el presente documento estan dentro del alcance de la presente invencion. Los
alelos son genes enddgenos que se alteran como resultado de una o mas mutaciones, tales como supresiones,
adiciones y/o sustituciones de nucleétidos. EI ARNm y la proteina resultantes pueden tener, aunque no es necesario,
una estructura o funciéon alterada. Los alelos pueden identificarse usando técnicas convencionales (tales como
hibridacion, amplificacion y/o comparacion de secuencias de bases de datos).

Como entenderia el experto en la materia al leer la presente divulgacion, se pueden suprimir otras regiones del genoma
de Ad. Por tanto, tener "supresién" en una region particular del genoma de Ad, como se usa en el presente documento,
se refiere a una secuencia de ADN especifica que esta mutada de tal manera que se evita la expresion y/o funcion de
al menos un producto génico codificado por esa region. En determinadas realizaciones, tener "supresion" en una

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2795833 T3

region particular se refiere a una secuencia de ADN especifica que se suprime (elimina) del genoma de Ad de tal
manera que se evite la expresion y/o la funcién codificada por esa region (p. €j., funciones E2b de ADN polimerasa o
funcion de proteina preterminal). "Con supresion" o "que contiene una supresion” dentro de una region particular se
refiere a una supresion de al menos un par de bases dentro de esa regidon del genoma de Ad. Por tanto, en
determinadas realizaciones, se suprime mas de un par de bases y, en realizaciones adicionales, se suprimen al menos
20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 110, 120, 130, 140 o 150 pares de bases de una region particular. En otra
realizacion, la supresion es de mas de 150, 160, 170, 180, 190, 200, 250 o 300 pares de bases dentro de una region
particular del genoma de Ad. Estas supresiones son tales que se evita la expresién y/o funciéon del producto génico
codificado por la regidn. Por tanto, las supresiones abarcan supresiones dentro de exones que codifican partes de
proteinas, asi como las supresiones dentro de secuencias promotoras y lideres. En una realizacién adicional, "con
supresion” en una region particular del genoma de Ad se refiere a una o mas mutaciones puntuales en la secuencia
de ADN de esta regién de un genoma de Ad, de modo que una o mas proteinas codificadas no son funcionales. Dichas
mutaciones incluyen restos que se reemplazan con un resto diferente que conduce a un cambio en la secuencia de
aminoacidos que da como resultado una proteina no funcional. Las supresiones o mutaciones en el genoma de Ad
pueden estar dentro de una o mas de regiones E1a, E1b, E2a, E2b, E3, E4, L1, L2, L3, L4, L5, TP, POL, IVy VA. Los
vectores de adenovirus con supresion de la presente invencién pueden generarse usando técnicas recombinantes.

Como reconoceria el experto en la materia, los vectores de adenovirus para usar en la presente invencion se pueden
cultivar con éxito hasta titulos altos usando una linea celular de empaquetamiento adecuada que exprese de manera
constitutiva productos del gen E2b y productos de cualquiera de los genes necesarios que pueden haberse suprimido.
En determinadas realizaciones, se pueden usar células procedentes de HEK-293 que no solo expresan de manera
constitutiva las proteinas E1 y ADN polimerasa, sino también la proteina preterminal de Ad. En una realizacion, se
usan células E.C7 para cultivar con éxito reservas de titulos altos de los vectores de adenovirus.

Para suprimir genes criticos de vectores de adenovirus autopropagables, las proteinas codificadas por los genes diana
pueden coexpresarse en primer lugar en células HEK-293, o similares, junto con las proteinas E1. Por ejemplo, solo
se pueden utilizar selectivamente las proteinas que no son téxicas cuando se coexpresan de manera constitutiva (o
proteinas toxicas expresadas de manera inducible). Es posible la coexpresion en células HEK-293 de los genes de E1
y E4. Los genes de E1 y proteina IX, una proteina estructural de virién, pueden coexpresarse. También es posible la
coexpresion adicional de los genes de E1, E4 y proteina IX. Los genes de E1y 100 k pueden expresarse con éxito en
lineas celulares de complementacion en trans, como también pueden los genes de E1 y proteasa.

Se describen lineas celulares que coexpresan productos génicos de E1 y E2b para su uso en el cultivo de titulos altos
de particulas de Ad con supresién de E2b. La regién E2b codifica proteinas de replicacion virica, que son esenciales
para la replicaciéon del genoma de Ad. Las lineas celulares utiles expresan de manera constitutiva la ADN polimerasa
de Ad de aproximadamente 140 kDa y/o la proteina preterminal de aproximadamente 90 kDa. En particular, son
deseables lineas celulares que tengan coexpresién constitutiva de alto nivel de las proteinas E1, ADN polimerasa y
preterminales, sin toxicidad (p. ej., E.C7), para su uso en la propagacién de Ad para su uso en multiples vacunas.
Estas lineas celulares permiten la propagacion de vectores de adenovirus con supresion de las proteinas E1, ADN
polimerasa y preterminales.

Se puede encontrar informacién adicional sobre sistemas de suministro virico en Fisher-Hoch et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 86: 317-321, 1989; Flexner et al., Ann. N.Y. Acad. Sci. 569: 86-103, 1989; Flexner et al., Vaccine 8: 17-21,
1990; patentes de los Estados Unidos n.° 4.603.112, 4.769.330 y 5.017.487; documento WO 89/01973; patente de los
Estados Unidos n.°4.777.127; documento GB 2.200.651; documento EP 0.345.242; documento WO 91/02805;
Berkner, Biotechniques 6: 616-627, 1988; Rosenfeld et al., Science 252: 431-434, 1991; Kolls et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 91: 215-219, 1994; Kass-Eisler et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 11498-11502, 1993; Guzman et al.,
Circulation 88: 2838-2848, 1993; y Guzman et al., Cir. Res. 73: 1202-1207, 1993.

Acido nucleico heterdlogo

Los vectores de adenovirus de la presente invencion comprenden normalmente secuencias de acido nucleico
modificadas o heterologas que codifican uno o mas antigenos diana de interés, o variantes, fragmentos o fusiones de
los mismos, contra los que se desea generar una respuesta inmunitaria. En algunas realizaciones, los vectores de
adenovirus de la presente invencién comprenden secuencias de &cido nucleico modificadas o heterélogas que
codifican una o mas proteinas, variantes de las mismas, fusiones de las mismas o fragmentos de las mismas, que
pueden modular la respuesta inmunitaria. En una realizacién adicional de la invencion, el vector de adenovirus de la
presente invencién codifica uno o mas anticuerpos contra antigenos especificos, tales como el antigeno protector
contra el carbunco, lo que permite inmunoterapia pasiva. En determinadas realizaciones, los vectores de adenovirus
de la presente invencion comprenden secuencias de acido nucleico modificadas o heterélogas que codifican una o
mas proteinas que tienen efecto terapéutico (p. ej., funcién antivirica, antibacteriana, antiparasitaria o antiébola). Por
tanto, la presente invencién proporciona los vectores de adenovirus con supresiéon de E2b de segunda generacion que
comprenden una secuencia de acido nucleico heteréloga. En algunas realizaciones, la secuencia de acido nucleico o
modificada heteréloga es un antigeno de EBOV, SUDV, TAFV, BDBV o RESTV, una variante de los mismos, un
fragmento de los mismos o una combinacion de los mismos. En algunas realizaciones, la secuencia de acido nucleico
o modificada heteréloga es una combinacion o fusiéon de un antigeno de EBOV, SUDV, TAFV, BDBV o RESTV, una
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variante de los mismos, un fragmento de los mismos o0 una combinacion de los mismos. En algunas realizaciones, la
secuencia de acido nucleico o modificada heteréloga es una combinacién o fusion de un antigeno de EBOV, SUDV,
TAFV, BDBV o RESTV, una variante de los mismos, un fragmento de los mismos o una combinacién de los mismos.

En particular, la presente invencion proporciona una vacuna basada en adenovirus (Ad) mejorada de modo que se
pueden lograr multiples vacunas contra una o mas entidades diana antigénicas. En algunas realizaciones, la vacuna
basada en adenovirus mejorada (Ad) comprende un adenovirus defectuoso en replicacion que porta un antigeno diana,
un fragmento, una variante o un fragmento de variante del mismo, tal como Ad5 [E1-, E2b-]-SEQ. ID. NO.:1, Ad5 [E1-
, E2b-]-SEQ. ID. NO.:2, Ad5 [E1-, E2b-]-SEQ. ID. NO.:4, Ad5 [E1-, E2b-]-SEQ. ID. NO.:5, Ad5 [E1-, E2b-]-SEQ. ID.
NO.:6. En algunas realizaciones, la vacuna basada en adenovirus mejorada (Ad) comprende un adenovirus defectuoso
en replicacién que porta un antigeno diana, un fragmento, una variante o un fragmento de variante del mismo, tal como
Ad5 [E1-, E2b-]-GP, Ad5 [E1-, E2b-]-NP, Ad5 [E1-, E2b-]-VP40, Ad5 [E1-, E2b-]-VP35, Ad5 [E1-, E2b-]-VP30 y Ad5
[E1-, E2b-]-VP24. Pueden seleccionarse variantes y/o fragmentos de antigenos diana, por ejemplo, antigenos de
EBOV, SUDV, TAFV, BDBV o RESTV, tales como GP, NP, VP40, VP35, VP30 o VP24, en funcién de diversos factores,
incluyendo potencial inmunogénico. En consecuencia, un mutante de un antigeno de EBOV, SUDV, TAFV, BDBV o
RESTV, tal como un mutante de un antigeno de GP, NP, VP40, VP35, VP30 o VP24 se utiliza en diversas realizaciones
de la invencién por su mayor capacidad para aumentar una respuesta inmunitaria en relaciéon con la forma de tipo
silvestre. Cabe destacar que la vacunacion puede realizarse en presencia de inmunidad preexistente al Ad y/o
administrarse a sujetos previamente inmunizados multiples veces con el vector de adenovirus de la presente invencién
u otros vectores de adenovirus. Los vectores de adenovirus de la invencidon pueden administrarse a los sujetos
multiples veces para inducir una respuesta inmunitaria contra un antigeno de interés, por ejemplo, un antigeno de
EBOV, SUDV, TAFV, BDBV o RESTV, tal como GP, NP, VP40, VP35, VP30 o VP24, incluyendo, pero sin limitacion,
la produccién de anticuerpos y respuestas inmunitarias mediadas por células contra uno o mas antigenos diana de
EBOV, SUDV, TAFV, BDBV o RESTV, tales como GP, NP, VP40, VP35, VP30 o VP24 y/o una o mas cepas del virus
del Ebola, como se describe en el presente documento y esta disponible publicamente en GenBank.

El polipéptido inmunogénico puede ser una secuencia de ARN del Ebola Zaire (GenBank: KJ660347.2) o un fragmento
de la misma. En algunas realizaciones, el vector de adenovirus defectuoso en replicacion comprende una secuencia
que codifica un nucledtido o polipéptido con al menos 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 98 %, 99 %, 99,5 % o
99,9 % de identidad con el polipéptido inmunogénico.

En algunas realizaciones, la secuencia que codifica el polipéptido inmunogénico comprende la secuencia de la SEQ.
ID. NO.:1. En algunas realizaciones, la secuencia que codifica el nucleétido o polipéptido inmunogénico comprende
una secuencia con al menos 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 98 %, 99 %, 99,5 % 0 99,9 % de identidad con la
SEQ. ID. NO.:1 o una secuencia generada a partir de la SEQ. ID. NO.:1 mediante reemplazos de codones alternativos
optimizados para el genoma humano. En algunas realizaciones, el polipéptido inmunogénico codificado por los
vectores de adenovirus descritos en el presente documento comprende hasta 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13,
14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 25, 30, 35, 40 o mas mutaciones puntuales, tales como sustituciones o supresiones de
aminoacidos individuales, en comparacion con una secuencia de GenBank de tipo silvestre (Zaire KJ660347).

En algunas realizaciones, la secuencia que codifica el polipéptido inmunogénico comprende la secuencia de la SEQ.
ID. NO.:2. En algunas realizaciones, la secuencia que codifica el nucleétido o polipéptido inmunogénico comprende
una secuencia con al menos 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 98 %, 99 %, 99,5 % 0 99,9 % de identidad con la
SEQ. ID. NO.:2 o una secuencia generada a partir de la SEQ. ID. NO.:2 mediante reemplazos de codones alternativos
optimizados para el genoma humano. En algunas realizaciones, el polipéptido inmunogénico codificado por los
vectores de adenovirus descritos en el presente documento comprende hasta 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13,
14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 25, 30, 35, 40 o mas mutaciones puntuales, tales como sustituciones o supresiones de
aminoacidos individuales, en comparacion con una secuencia de GenBank de tipo silvestre (Sudan KC545392.1).

En algunas realizaciones, la secuencia que codifica el polipéptido inmunogénico comprende la secuencia de la SEQ.
ID. NO.:4. En algunas realizaciones, la secuencia que codifica el nucleétido o polipéptido inmunogénico comprende
una secuencia con al menos 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 98 %, 99 %, 99,5 % 0 99,9 % de identidad con la
SEQ. ID. NO.:4 o una secuencia generada a partir de la SEQ. ID. NO.:4 mediante reemplazos de codones alternativos
optimizados para el genoma humano. En algunas realizaciones, el polipéptido inmunogénico codificado por los
vectores de adenovirus descritos en el presente documento comprende hasta 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13,
14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 25, 30, 35, 40 o mas mutaciones puntuales, tales como sustituciones o supresiones de
aminoacidos individuales, en comparacion con una secuencia del NCBI de tipo silvestre (bosque de Tai NC 014372.1).

En algunas realizaciones, la secuencia que codifica el polipéptido inmunogénico comprende la secuencia de la SEQ.
ID. NO.:5. En algunas realizaciones, la secuencia que codifica el nucleétido o polipéptido inmunogénico comprende
una secuencia con al menos 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 98 %, 99 %, 99,5 % 0 99,9 % de identidad con la
SEQ. ID. NO.:5 o una secuencia generada a partir de la SEQ. ID. NO.:5 mediante reemplazos de codones alternativos
optimizados para el genoma humano. En algunas realizaciones, el polipéptido inmunogénico codificado por los
vectores de adenovirus descritos en el presente documento comprende hasta 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13,
14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 25, 30, 35, 40 o mas mutaciones puntuales, tales como sustituciones o supresiones de
aminoéacidos individuales, en comparacién con una secuencia del NCBI de tipo silvestre del virus del Ebola de
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Bundibugyo (NC_014373.1).

En algunas realizaciones, la secuencia que codifica el polipéptido inmunogénico comprende la secuencia de la SEQ.
ID. NO.:6. En algunas realizaciones, la secuencia que codifica el nucleétido o polipéptido inmunogénico comprende
una secuencia con al menos 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 98 %, 99 %, 99,5 %, 99,9 % de identidad con la
SEQ. ID. NO.:6 o una secuencia generada a partir de la SEQ. ID. NO.:6 mediante reemplazos de codones alternativos
optimizados para el genoma humano. En algunas realizaciones, el polipéptido inmunogénico codificado por los
vectores de adenovirus descritos en el presente documento comprende hasta 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13,
14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 25, 30, 35, 40 o mas mutaciones puntuales, tales como sustituciones o supresiones de
aminoacidos individuales, en comparacién con un virus del Ebola de Reston de tipo silvestre (GenBank: JX477166.1).

En diversas realizaciones, los vectores procedentes de adenovirus descritos en el presente documento tienen una
supresion en la regién E2b y, opcionalmente, en la regién E1, confiriendo la supresién diversas ventajas al uso de los
vectores en inmunoterapia como se describe en el presente documento.

Determinadas regiones dentro del genoma de adenovirus cumplen funciones esenciales y puede ser necesario que
estén sustancialmente conservadas cuando se construyen los vectores de adenovirus defectuosos en replicacion de
la invencion. (Véase, Lauer et al., J. Gen. Virology, 85, 2615-2625 (2004)); Leza et al., J. Virology, pags. 3003-3013
(1988); y Miralles et al., JBC. Vol. 264, n.° 18, pags. 10763-10772 (1983).

Los vectores basados en adenovirus de subtipo 5 (Ad5) con supresién de E1, de primera generacion, aunque son
plataformas prometedoras para su uso como vacunas, tienen su actividad obstaculizada por anticuerpos neutralizantes
especificos de Ad de origen natural o inducidos. Los vectores basados en Ad5 con supresiones de las regiones E1'y
E2b (Ad5 [E1-, E2b-]), codificando este ultimo la ADN polimerasa y la proteina preterminal, en virtud de la disminucion
de la expresion de proteinas viricas de fase tardia, brindan la oportunidad de evitar la eliminacién inmunoldégica e
inducen respuestas inmunitarias mas potentes contra el transgén de antigeno codificado en hospedadores inmunes a
Ad.

Se pueden usar de acuerdo con la presente invencién multiples inmunizaciones homadlogas con Ad5 [E1-, E2b-]-EA,
que codifica un antigeno del Ebola, para inducir respuestas inmunitarias mediadas por células (IMC) especificas de
AE con actividad anti-Ebola en ratones a pesar de la presencia de anticuerpos neutralizantes de Ad5 preexistentes o
inducidos. Las cohortes de pacientes con Ebola pueden inmunizarse con dosis crecientes de Ad5 [E1-, E2b-]-EA. Se
pueden observar respuestas de IMC especificas de AE a pesar de la presencia de inmunidad de Ad5 preexistente en
muchos o la mayoria de los pacientes. Cabe destacar que la toxicidad minima, y la supervivencia general del paciente
puede ser similar independientemente de los titulos de anticuerpos neutralizantes de Ad5 preexistentes. En sujetos
infectados con Ebola, la plataforma novedosa de administracion de genes de Ad5 [E1-, E2b-] puede usarse para
generar respuestas de IMC significativas a antigenos del Ebola en el contexto de inmunidad especifica de Ad5 tanto
adquirida de manera natural como inducida por inmunizacién. Una IMC especifica de antigeno del Ebola puede ser,
por ejemplo, mayor de 10, 20, 30, 40, 50, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000, 5000, 10000 o mas
células formadoras de manchas (CFM) de IFN-y por cada 108 células mononucleares de sangre periférica (PBMC).
Por tanto, los métodos y composiciones de la invencion se refieren a un vector de acido nucleico recombinante, en
donde el vector de acido nucleico recombinante comprende un vector de adenovirus defectuoso en replicacion y en
donde tras la administracion a un ser humano, la composicioén es capaz de inducir una respuesta inmunitaria dirigida
hacia células que expresan un antigeno del Ebola en dicho ser humano. La respuesta inmunitaria puede inducirse
incluso en presencia de inmunidad preexistente contra Ad5. En algunas realizaciones, la respuesta inmunitaria se
eleva en un sujeto humano con un titulo inverso de anticuerpo neutralizante de Ad5 preexistente mayor de 50, 100,
150, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000, 1500, 2000, 2500, 3000, 3500, 4000, 4500, 5000, 6000, 7000,
8000, 9000, 1000, 12000, 15000 o superior. La respuesta inmunitaria puede comprender una inmunidad mediada por
células y/o una inmunidad humoral como se describe en el presente documento. La respuesta inmunitaria se puede
medir mediante una o mas tinciones de citocinas intracelulares (TCI), ELISpot, ensayos de proliferaciéon, ensayos de
linfocitos T citotdxicos incluyendo ensayos de liberacion de cromo o equivalentes y analisis de expresion génica usando
cualquier nimero de ensayos basados en reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) o RT-PCR, como se describe
en el presente documento y en la medida en que estén disponibles para una persona experta en la materia, asi como
cualquier otro ensayo adecuado conocido en la técnica para medir la respuesta inmunitaria.

Aunque la inmunoterapia contra el Ebola lograda mediante la administracién de antigenos asociados con el Ebola (AE)
proporciona algunos beneficios de supervivencia, existen limitaciones para estas estrategias y se necesitan vacunas
inmunolégicamente mas potentes. Para abordar la baja inmunogenicidad se proporcionan diversas estrategias de
vacunaciéon multicomponentes, avanzadas, que incluyen la administracién conjunta de adyuvantes y citocinas
inmunoestimulantes. La invencién se refiere a vectores viricos recombinantes que proporcionan inherentemente
sefales proinflamatorias innatas, modificados simultaneamente por ingenieria genética para expresar el antigeno de
interés. Son de particular interés los productos inmunoterapéuticos basados en adenovirus de serotipo 5 (Ad5) que se
han usado repetidas veces en seres humanos para inducir respuestas inmunitarias mediadas por linfocitos T (IMC)
robustas, manteniendo al mismo tiempo un amplio perfil de seguridad. Ademas, se pueden fabricar vectores Ad5 de
manera fiable en grandes cantidades y son estables para el almacenamiento y el suministro para administracion
ambulatoria. No obstante, un obstaculo importante para el uso de vectores basados en Ad5 de primera generacion
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(con supresion de E1) es la alta frecuencia de anticuerpos neutralizantes anti-adenovirus de tipo 5 preexistentes. Estos
anticuerpos pueden estar presentes en un posible vacunado debido a una infeccién previa por adenovirus de tipo
silvestre y/o induccién de anticuerpos neutralizantes de adenovirus mediante inyecciones repetidas con vacunas
basadas en Ad5, dando como resultado cada uno estimulacién inmunitaria inadecuada contra el AE diana.

En el presente documento se proporciona una plataforma de Ad5 [E1-, E2b-] que contiene un inserto génico para un
antigeno de EBOV, SUDV, TAFV, BDBV o RESTV con una modificacion que potencia respuestas de linfocitos T y se
usa en diversas realizaciones de la invencidn para terapias que elevan una respuesta inmunitaria contra al menos un
antigeno de EBOV, SUDV, TAFV, BDBV o RESTV. Se pueden usar multiples inmunizaciones con esta plataforma de
Ad5 para inducir respuestas de IMC especificas de antigeno de EBOV, SUDV, TAFV, BDBV o RESTV con actividad
anti-Ebola a pesar de la presencia de inmunidad a Ad5 existente en ratones. En algunas realizaciones, el Ad5 [E1-,
E2B-] comprende las SEQ. ID. NO.:1, SEQ. ID. NO.:2, SEQ. ID. NO.:4, SEQ. ID. NO.:5, SEQ. ID. NO: 6 o una
combinacién de las mismas. En algunas realizaciones, el Ad5 [E1-, E2B-] comprende una secuencia codificante de
antigenos de EBOV, SUDV, TAFV, BDBV o RESTV de GenBank. En algunas realizaciones, el Ad5 [E1-, E2B-]
comprende una subespecie de secuencia codificante de antigenos de EBOV, SUDV, TAFV, BDBV o RESTV de un
aislado humano de GenBank o NCBI. Se contempla que un ensayo clinico de fase I/ll de inmunoterapias de EBOV,
SUDV, TAFV, BDBV o RESTV, como se proporciona en el presente documento, demostraria seguridad e
inmunogenicidad en humanos. Se puede inducir IMC sin un efecto sustancial en el resultado clinico en relacién con la
existencia de inmunidad a Ad5 preexistente.

EBOV como diana para respuesta inmunitaria

El virus del Ebola (EBOV) es un miembro de la familia Filoviridae. Su genoma comprende una molécula de ARN
monocatenaria de aproximadamente 19 kb de tamario. Los viriones del ébola son particulas filamentosas que pueden
aparecer en forma de cayado, de una "U" o de un "6", y pueden ser enrollados, toroides o ramificados. En general, los
viriones del Ebola tienen 80 nanémetros (nm) de anchura y pueden ser de hasta 14.000 nm de longitud. EBOV se
puede subdividir en al menos cinco especies distintas con diferentes niveles de patogenicidad. Los genomas de los
cinco virus del Ebola diferentes (BDBV, EBOV, RESTV, SUDV y TAFV) difieren en la secuencia y el nimero y la
ubicacién de solapamientos génicos.

Los virus del Ebola presentan particulas filamentosas que le dan al virus su nombre caracteristico, tienen envoltura,
no estan segmentados, tienen ARN monocatenario y morfologia variable. El genoma del virus del Ebola contiene siete
genes, la nucleoproteina (NP), proteina viriénica (VP) 35, VP40, glucoproteina (GP), VP30, VP24 y una ARN
polimerasa dependiente de ARN (L). Excepto por GP, todos los genes son monocistrénicos y codifican una proteina
estructural. El complejo de ribonucleoproteina interno del virus contiene el genoma de ARN que estéd encapsulado por
la NP, que se asocia con VP35, VP30 y ARN polimerasa dependiente de ARN al complejo de transcriptasa-replicasa
funcional. Las proteinas del complejo de ribonucleoproteina tienen funciones adicionales, tales como VP35, que es un
antagonista de interferon. VP40 es una proteina de matriz y media en la formacion de particulas viricas. VP24 es otra
proteina estructural asociada con la membrana e interfiere con la sefializacion de interferén. La GP es la unica proteina
de superficie transmembrana y forma prolongaciones triméricas que consisten en GP-1 y GP-2 que son dos fragmentos
de escisién de furina unidos por disulfuro. Una caracteristica importante del virus del Ebola en comparacién con otros
Mononegavirales es la produccion de GP soluble (del gen de GP) secretada por células infectadas.

En algunos aspectos, la divulgacion proporciona un vector recombinante como se proporciona en el presente
documento que comprende al menos un antigeno de virus diana del BDBV. En algunos aspectos, la divulgaciéon
proporciona un vector recombinante como se proporciona en el presente documento que comprende al menos un
antigeno de virus diana de EBOV. En algunos aspectos, la divulgacién proporciona un vector recombinante como se
proporciona en el presente documento que comprende al menos un antigeno de virus diana de RESTV. En otro
aspecto, la divulgacion proporciona un vector recombinante como se proporciona en el presente documento que
comprende al menos un antigeno de virus diana de SUDV. En otro aspecto, la divulgacién proporciona un vector
recombinante como se proporciona en el presente documento que comprende al menos un antigeno de virus diana
de TAFV. En otro aspecto, la divulgacién proporciona un vector recombinante como se proporciona en el presente
documento que comprende los antigenos de virus diana de los virus del Ebola descritos en GenBank y NCBI.

En otro aspecto, la divulgacion proporciona un vector recombinante como se proporciona en el presente documento
que comprende los antigenos de virus diana de una combinacion de cepas del Ebola, por ejemplo, BDBV, EBOV,
RESTV, SUDV y TAFV, y otros como se describen en GenBank y NCBI.

Los viriones del Ebola, como viriones de otros filovirus, puede contener siete proteinas (véase FIG. 3): una
glucoproteina de superficie (GP), una nucleoproteina (NP), cuatro proteinas estructurales de virién (VP40, VP35, VP30
y VP24) y una ARN polimerasa dependiente de ARN (L).

La glucoproteina del virus del Ebola es atipica porque esta codificada en dos marcos abiertos de lectura. Se necesita
la edicién transcripcional para expresar la forma transmembrana que se incorpora al virion. La forma no editada
produce una glucoproteina secretada no estructural (sGP) que se sintetiza en grandes cantidades temprano durante
el transcurso de la infeccidon. En algunos casos, la proteina codificada se corta después de la traduccién, generando

14



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2795833 T3

una forma secretada madura que se sitta sobre las superficies de particulas viricas, asi como una parte mas pequefia
cubierta de azucar.

En algunos aspectos, la divulgacion proporciona un vector recombinante como se proporciona en el presente
documento que comprende un antigeno de virus diana de la glucoproteina (GP) de al menos un virién del Ebola. En
algunos aspectos, la divulgacion proporciona un vector recombinante como se proporciona en el presente documento
que comprende un antigeno de virus diana de una nucleoproteina (NP) de al menos un virién del Ebola. En algunos
aspectos, la divulgaciéon proporciona un vector recombinante como se proporciona en el presente documento que
comprende los antigenos de virus diana de al menos una de las cuatro proteinas estructurales de virién (VP40, VP35,
VP30 y VP24), de al menos un virién del Ebola. Por ejemplo, un vector recombinante puede comprender un antigeno
de virus diana de VP40 de al menos un virién del Ebola. Por ejemplo, un vector recombinante puede comprender un
antigeno de virus diana de VP35 de al menos un virién del Ebola. Por ejemplo, un vector recombinante puede
comprender un antigeno de virus diana de VP30 de al menos un virién del Ebola. Por ejemplo, un vector recombinante
puede comprender un antigeno de virus diana de VP24 de al menos un virién del Ebola. En algunos aspectos, la
divulgacion proporciona un vector recombinante como se proporciona en el presente documento que comprende un
antigeno de virus diana de la proteina L de al menos un virién del Ebola.

Se cree que el ciclo de vida del Ebola comienza con un virién que entra en contacto con una célula hospedadora. La
glucoproteina estructural (conocida como GP1.2) es responsable de la capacidad del virus para unirse con e infectar
células diana. Se cree que el viridon se une a receptores especificos de la superficie celular en la célula hospedadora,
tales como, por ejemplo, lectinas de tipo C, DC-SIGN o integrinas, lo que se sigue de la fusion de la envoltura virica
con membranas celulares de la célula hospedadora. Después de que los viriones son captados por la célula
hospedadora viajan a endosomas y lisosomas acidos, donde se escinde la glucoproteina GP de la envoltura virica.

La ARN polimerasa virica, codificada por el gen L, destapa parcialmente la nucleocapside y transcribe los genes en
ARNmM de cadena positiva, que después se traducen en proteinas estructurales y no estructurales que comprenden el
virion. La proteina mas abundante producida es la nucleoproteina, cuya concentracion en la célula hospedadora
determina cuando L cambia de transcripcion génica a replicacion del genoma. La replicacion del genoma virico da
como resultado antigenomas de cadena positiva, de longitud completa, que, a su vez, se transcriben en copias del
genoma de la descendencia del virus de cadena negativa. Las proteinas estructurales y los genomas de nueva sintesis
se autoensamblan y acumulan cerca del interior de la membrana celular. Los viriones brotan de la célula hospedadora,
obteniendo sus envolturas de la membrana celular de la que brotan. Las particulas de la descendencia virica madura
infectan después otras células para repetir el ciclo.

En algunos aspectos, la divulgacion proporciona un vector recombinante como se proporciona en el presente
documento que comprende los antigenos de virus diana del gen L de al menos un virién del Ebola. En un aspecto, la
divulgacion proporciona un vector recombinante como se proporciona en el presente documento que comprende el
virus diana que inhibe la produccion de la nucleoproteina de al menos un virién del Ebola. En un aspecto, la divulgacion
proporciona un vector recombinante como se proporciona en el presente documento que comprende los antigenos del
virus diana que inhiben la replicacién del genoma de al menos un virién del Ebola. En un aspecto, la divulgacion
proporciona un vector recombinante como se proporciona en el presente documento que comprende los antigenos del
virus diana que inhiben el proceso de brote de al menos un virién del Ebola. En un aspecto, la divulgacién proporciona
un vector recombinante como se proporciona en el presente documento que comprende los antigenos de virus diana
el proceso de infeccién de al menos un virién del Ebola.

En diversas realizaciones, Ad5 [E1-, E2B-]-SEQ. ID. NO.:1, Ad5 [E1-, E2B-]-SEQ. ID. NO.:2, Ad5 [E1-, E2B-]-SEQ. ID.
NO.:4, Ad5 [E1-, E2B-]-SEQ. ID. NO.:5 y/o Ad5 [E1-, E2B-]-SEQ. ID. NO.:6 aumentan la capacidad de transducir
células dendriticas, mejorando las respuestas inmunitarias especificas de antigeno en la vacuna aprovechando la
reduccion de la respuesta inflamatoria contra proteinas viricas del vector Ad5 [E1-, E2b-] y la evasion resultante de la
inmunidad a Ad preexistente.

Por ejemplo, Ad5 [E1-, E2B-]-GP, Ad5 [E1-, E2B-]-NP, Ad5 [E1-, E2B-]-VP40, Ad5 [E1-, E2B-]-VP35, Ad5 [E1-, E2b-]-
VP30, [E1-, E2b-]-VP24 y/o [E1-, E2b-]-L pueden aumentar la capacidad de transducir células dendriticas, mejorando
las respuestas inmunitarias especificas de antigeno en la vacuna aprovechando la reduccién de la respuesta
inflamatoria contra proteinas viricas del vector Ad5 [E1-, E2b-] y la evasion resultante de la inmunidad a Ad
preexistente.

En diversas realizaciones, se pueden usar vacunas terapéuticas y preventivas de Ad5 [E1-, E2B-]-SEQ. ID. NO.:1,
Ad5 [E1-, E2B-]-SEQ. ID. NO.:2, Ad5 [E1-, E2B-]-SEQ. ID. NO.:4, Ad5 [E1-, E2B-]-SEQ. ID. NO.:5, Ad5 [E1-, E2B-]-
SEQ. ID. NO.: 6 para aumentar la supervivencia general (SG) de un ser humano y tienen un perfil de toxicidad dentro
de los limites de seguridad técnica. Por ejemplo, se pueden usar vacunas terapéuticas y preventivas de Ad5 [E1-,
E2B-]-GP, Ad5 [E1-, E2B-]-NP, Ad5 [E1-, E2B-]-VP40, Ad5 [E1-, E2B-]-VP35, Ad5 [E1-, E2b-]-VP30, [E1-, E2b-]-VP24
y/o [E1-, E2b-]-L para aumentar la supervivencia general (SG) de un ser humano y tienen un perfil de toxicidad dentro
de los limites de seguridad técnica.

Ademas, en diversas realizaciones, la composicion y los métodos de la divulgacion conducen a respuestas clinicas,

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2795833 T3

tales como alteracién de la progresion de la enfermedad o la esperanza de vida de seres humanos infectados con
Ebola. Ademas, en diversas realizaciones, la composicion y los métodos de la invencién conducen a respuestas
clinicas, tales como alteracion de la progresion de la enfermedad o la esperanza de vida de seres humanos en riesgo
bajo, medio y alto de infeccién con el Ebola.

En algunos aspectos, la divulgacion proporciona composiciones y métodos que usan vectores basados en adenovirus
que expresan al menos un antigeno seleccionado del grupo que consiste en: un antigeno de EBOV, SUDV, TAFV,
BDBV y RESTV. Por ejemplo, la divulgaciéon proporciona composiciones y métodos que usan vectores basados en
adenovirus que expresan al menos un antigeno seleccionado del grupo que consiste en antigenos GP, NP, VP40,
VP35, VP30, VP24 y L.

Ademas, en diversas realizaciones, la composicion y los métodos de la divulgacion conducen a respuestas clinicas,
tales como alteracién de la progresion de la enfermedad o la esperanza de vida de seres humanos infectados con
Ebola. Ademas, en diversas realizaciones, la composicién y los métodos de la invencién conducen a respuestas
clinicas, tales como alteracion de la progresion de la enfermedad o la esperanza de vida de seres humanos en riesgo
bajo, medio y alto de infeccién con el Ebola.

Vacunas contra el Ebola basadas en Ad5

Los adenovirus son una familia de virus de ADN caracterizados por una capside icosaédrica, sin envoltura, que
contiene un genoma bicatenario lineal. De los Ad humanos, ninguno esta asociado con ninguna enfermedad
neoplasica y solo provocan enfermedad autolimitada, relativamente leve, en individuos inmunocompetentes. Los
primeros genes expresados por el virus son los genes E1, que actlan para iniciar la expresion génica de alto nivel de
los otros promotores génicos de Ad5 presentes en el genoma de tipo silvestre. La replicacion de ADN virico y el
ensamblaje de los viriones descendientes se producen dentro del nucleo de las células infectadas y el ciclo de vida
completo dura aproximadamente 36 horas con una produccion de aproximadamente 10* viriones por célula. El genoma
de Ad5 de tipo silvestre es de aproximadamente 36 kb y codifica genes que se dividen en funciones viricas tempranas
y tardias, dependiendo de si se expresan antes o después de la replicacion de ADN. La delineacién temprana/tardia
es casi absoluta, ya que se ha demostrado que la superinfeccion de células previamente infectadas con un Ad5 da
como resultado falta de expresion génica tardia del virus superinfectante hasta que ha replicado su propio genoma.
Sin estar limitado por la teoria, esto probablemente se deba a una activacion en cis dependiente de la replicacion del
promotor tardio principal (MLP) de Ad5, que previene la expresion génica tardia (principalmente las proteinas de la
capside de Ad5) hasta que los genomas replicados estén presentes para ser encapsulados. La composicion y los
métodos de la invencion aprovechan la caracteristica en el desarrollo de vectores/vacunas de Ad de generacion
avanzada.

Vectores de Ad5

Se construyen vectores de adenovirus de primera generacion o con supresion de E1 Ad5 [E1-] de manera que un
transgén reemplace solo la regién E1 de los genes. Normalmente, aproximadamente 90 % del genoma de Ad5 de tipo
silvestre se conserva en el vector. Los vectores Ad5 [E1-] tienen una menor capacidad para replicarse y no pueden
producir virus infeccioso después de la infeccion de células que no expresan los genes E1 de Ad5. Los vectores
recombinantes Ad5 [E1-] se propagan en células humanas (normalmente células 293) permitiendo la replicacion y el
empaquetamiento del vector Ad5 [E1-]. Los vectores Ad5 [E1-] tienen varios atributos positivos; uno de los mas
importantes es su relativa facilidad para aumentar la escala y la produccion de GMPc. En la actualidad, mas de 220
ensayos clinicos en seres humanos utilizan vectores Ad5 [E1-], habiendo recibido mas de dos mil sujetos el virus sc,
im o iv. Adicionalmente, los vectores de Ad5 no se integran; sus genomas permanecen episomicos. En general, para
vectores que no se integran en el genoma del hospedador, el riesgo de mutagénesis por insercion y/o transmision a
la linea germinal es extremadamente bajo, si existe. Los vectores convencionales Ad5 [E1-] tienen una capacidad de
carga que se aproxima a 7 kb.

Vectores Ad5 [E1-] usados como vacuna

Los vectores Ad5 [E1-] que codifican diversos antigenos pueden transducir eficazmente 95 % de CD expuestas ex
vivo a titulos altos del vector. Cabe destacar que se observaron niveles crecientes de expresion de genes extrafios en
las CD con multiplicidades de infeccion (MOI) crecientes con el vector. Las CD infectadas con vectores Ad5 [E1-] que
codifican diversos antigenos (incluyendo los antigenos tumorales MART-1, MAGE-A4, DF3/MUC1, p53, antigeno de
melanoma hugp 100, antigeno T medio del virus del polioma) tienen propensiéon a inducir respuestas de CTL
especificas de antigeno, tienen una capacidad mejorada de presentacion de antigenos y tienen una capacidad
mejorada para iniciar la proliferacion de linfocitos T en reacciones mixtas de linfocitos. Se ha demostrado que la
inmunizacion de animales con CD transducidas por vectores Ad5 que codifican antigenos especificos de tumor da
como resultado niveles significativos de proteccion para los animales cuando se exponen a células tumorales que
expresan el antigeno respectivo. Resulta interesante que la inyeccion intratumoral de Ad que codifican IL-7 fue menos
eficaz que la inyeccion de CD transducidas con vectores de Ad5 que codifican IL-7 para inducir inmunidad antitumoral,
aumentando adicionalmente el interés en la transduccion ex vivo de CD por vectores de Ad5. También se han usado
estrategias de transduccion de CD ex vivo para intentar inducir tolerancia en hospedadores receptores, por ejemplo,
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mediante la administracion mediada por Ad5 de CTLA4Ig en CD, bloqueando interacciones de las CD CD80 con la
molécula CD28 presente en linfocitos T.

Las interacciones de la capside del vector Ad5 con CD en si mismas pueden desencadenar varias respuestas
beneficiosas, que pueden aumentar la propensién de las CD a presentar antigenos codificados por vectores de Ad5.
Por ejemplo, las CD inmaduras, aunque estén especializadas en la captacion de antigenos, son efectores
relativamente ineficaces de la activacion de linfocitos T. La maduracion de CD coincide con la mejora de la capacidad
de las CD para impulsar la inmunidad de linfocitos T. En algunos casos, las composiciones y métodos de la invencién
aprovechan una infeccion por Ad5 que da como resultado induccién directa de la maduracion de CD. Los estudios de
CD inmaduras procedentes de la médula 6sea de ratones sugieren que la infeccién por vector de Ad de CD inmaduras
procedentes de la médula 6sea de ratones resultantes puede regular positivamente marcadores de la superficie celular
normalmente asociados con la maduracion de CD (MHC | y |l, CD40, CD80, CD86 e ICAM-1), asi como regulacion
negativa de CD11c, una integrina que se sabe que esta regulada negativamente en la maduracion de CD mieloides.
En algunos casos, la infeccion por vector de Ad desencadena la produccion de IL-12 por CD, un marcador de
maduracion de CD. Sin quedar ligados a teoria alguna, estos acontecimientos pueden deberse posiblemente a la
activacion desencadenada por Ad5 de rutas de NF-kB. Las CD maduras se pueden transducir eficazmente mediante
vectores de Ad y no perdieron su potencial funcional para estimular la proliferacién de linfocitos T virgenes con MOI
menor, como lo demuestra la CD humana CD83+ madura (procedente de monocitos de sangre periférica. Sin
embargo, las CD maduras también pueden ser menos infectables que las inmaduras. Se puede usar modificacion de
las proteinas de la capside como estrategia para optimizar la infeccion de CD mediante vectores de Ad, asi como
potenciar la maduracion funcional, por ejemplo, usando el receptor de CD40L como receptor de vector virico, en lugar
de usar los mecanismos normales de infeccion de receptor CAR.

De manera mas drastica, cuando el potencial de los vectores no viricos para inducir respuestas inmunitarias contra el
VIH se comparé directamente con los sistemas de vectorizacion basados en Ad5, se descubrié que los sistemas
basados en Ad5 eran muy superiores. Por ejemplo, en modelos de primates no expuestos a Ad5, la vacunacion con
un Ad5 [E1-] que expresa la gag del VIH fue superior en la proteccidon de los animales de infecciones por SHIV en
comparacién con intentos similares que utilizan vacunas de ADN desnudo que expresan la gag del VIH. Por tanto, los
vectores viricos pueden ser superiores a los enfoques de ADN desnudo. Las estrategias combinadas (basandose en
sus experiencias clinicas con vectores desnudos de ADN-gag solos) que usan vacunas desnudas de ADN-gag como
vacuna de sensibilizacién, seguidas de refuerzo con la vacuna de Ad5 [E1-]-gag mejoraron adicionalmente las
respuestas de linfocitos T en ensayos en seres humanos que las observadas previamente con el vector codificante de
ADN-gag de VIH solo.

En un ensayo clinico de fase 1 reciente que evaluaba la seguridad e inmunogenicidad, 20 adultos sanos fueron
vacunados una vez por via intramuscular con una vacuna recombinante basada en Ad de chimpancé (cAd) que
contenia el componente GP de las cepas de Zaire y Sudan del virus del Ebola (cAd-EBO). Se indujeron anticuerpos
especificos de GP en los 20 sujetos. Los titulos de anticuerpos fueron mayores en el grupo (n=10) que recibio 2x10""
particulas viricas (PV) en comparacion con el grupo (n=10) que recibié 2x10'° PV. Se observo que las respuestas de
anticuerpos alcanzadas estaban en el intervalo que se ha indicado que esta asociado con la inmunidad protectora
inducida por vacuna en estudios de exposicién con primates no humanos (PNH). Las respuestas de linfocitos T
especificos de GP también fueron mas frecuentes entre los que recibieron la dosis de 2x10" PV en comparacion con
los que recibieron la dosis de 2x10'° PV. La vacuna se toleré con seguridad y no se observaron efectos adversos
graves. Cabe destacar que se demostré que también se indujeron anticuerpos anti-Ad de chimpancé en los sujetos y
estos anticuerpos evitaran la vacunacién adicional (refuerzo) que puede ser necesaria para mantener respuestas
inmunitarias protectoras. Para evitar la exposicién de refuerzo, estos investigadores proponen realizar un ensayo
clinico adicional que evalle la seguridad e inmunogenicidad de la vacuna de cAd-EBO combinada con una vacuna de
refuerzo compuesta por un virus vaccinia modificado recombinante Ankara (MVA) que contiene GP del virus del Ebola
(MVA-EBO). Incluso si este enfoque tiene éxito, se debe considerar el desarrollo de anticuerpos neutralizantes tanto
para cAd como para MVA, ya que eso podria mitigar inmunizaciones posteriores usando estas dos vacunas
recombinantes.

Los vectores Ad5 ofrecen una oportunidad Unica para permitir la transduccion eficaz y de alto nivel de AE tales como
antigenos de EBOV, SUDV, TAFV, BDBV y RESTV, tales como GP, NP, VP40, VP35, VP30, VP24 y L. Uno de los
principales problemas a los que se enfrentan los vectores basados en Ad5 es la alta propensién a inmunidad
preexistente contra Ad en la poblacion humana y coémo esto puede impedir el uso de Ad5 [E1-] suprimido convencional
(Ad de primera generacion) en la mayoria de las poblaciones humanas, para cualquier aplicacion de vacuna adicional.

Vacuna de Ad5 [E1-, E2B-]-Ebola: El uso de vacunas de Ad5 [E1-, E2b-] para superar el reto de la inmunidad anti-Ad5
preexistente

Los estudios en seres humanos y animales han demostrado que la inmunidad preexistente contra Ad5 puede ser un
factor inhibidor para el uso comercial de vacunas basadas en Ad. La mayoria de seres humanos tienen anticuerpos
contra Ad5, el subtipo mas ampliamente usado para vacunas humanas, teniendo dos tercios de los seres humanos
estudiados respuestas linfoproliferativas contra Ad5. Esta inmunidad preexistente puede inhibir la inmunizacion o
reinmunizacién usando vacunas de Ad5 habituales y puede impedir la inmunizacién de un vacunado contra un segundo
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antigeno, usando un vector de Ad5, en un momento posterior. Superar el problema de la inmunidad anti-vector
preexistente ha sido objeto de intensa investigacion. Se han examinado investigaciones que usan subtipos de Ad5
humanos alternativos (no basados en Ad5) o incluso formas no humanas de Ad5. Incluso si estos enfoques tienen
éxito en una inmunizacién inicial, las vacunas posteriores pueden ser problematicas debido a las respuestas
inmunitarias al nuevo subtipo de Ad5. Para evitar la barrera de inmunizacién contra Ad5 y mejorar la eficacia limitada
de los vectores Ad5 [E1-] de primera generacion para inducir respuestas inmunitarias 6ptimas, diversas realizaciones
de la invencion se refieren a una plataforma de vacuna basada en el vector de Ad5 de préxima generacion. La nueva
plataforma de Ad5 tiene supresiones adicionales en la region E2b, eliminando la ADN polimerasa y los genes de
proteinas preterminales. La plataforma Ad5 [E1-, E2b-] tiene capacidad de clonacién expandida que es suficiente para
permitir la inclusién de muchos genes posibles. Los vectores Ad5 [E1-, E2b-] tienen una capacidad de transporte de
genes de hasta aproximadamente 12 kb en comparacion con la capacidad de 7 kb de los vectores Ad5 [E1-],
proporcionando espacio para multiples genes, si es necesario. En algunas realizaciones, se introduce un inserto de
masde 1,2,3,4,5,6,7,8,9,10 u 11 kb en un vector de Ad5, tal como el vector Ad5 [E1-, E2b-]. La supresién de la
region E2b confiere propiedades inmunitarias ventajosas a los vectores de Ad5 de la invencidn, induciendo con
frecuencia respuestas inmunitarias potentes a antigenos transgénicos diana, minimizando al mismo tiempo las
respuestas inmunitarias a proteinas viricas de Ad.

En diversas realizaciones, los vectores Ad5 [E1-, E2b-] de la invencién inducen una IMC potente, asi como anticuerpos
contra los antigenos de vacuna expresados por vector incluso en presencia de inmunidad a Ad. Los vectores Ad5 [E1-
, E2b-] también tienen reacciones adversas reducidas en comparaciéon con los vectores Ad5 [E1-], en particular la
aparicion de hepatotoxicidad y dafio tisular. Un aspecto clave de estos vectores de Ad5 es que la expresion de genes
tardios de Ad se reduce en gran medida. Por ejemplo, se pudo detectar la produccion de proteinas de fibra de la
capside in vivo para vectores Ad5 [E1-], mientras que la expresién de fibras se eliminé de vacunas de vectores Ad5
[E1-, E2b-]. La respuesta inmunitaria innata a Ad de tipo silvestre es compleja. Las proteinas suprimidas de los vectores
Ad5 [E1-, E2b-] desempefian en general un papel importante. Especificamente, los vectores Ad5 [E1-, E2b-] con
supresiones de proteina preterminal o ADN polimerasa presentan menor inflamacién durante las primeras 24 a 72
horas después de la inyeccion en comparacion con los vectores Ad5 [E1-]. En diversas realizaciones, la falta de
expresion génica de Ad5 hace que las células infectadas sean invisibles para la actividad anti-Ad y permite que las
células infectadas expresen el transgén durante periodos de tiempo prolongados, lo que desarrolla inmunidad a la
diana.

Diversas realizaciones de la invencidon contemplan aumentar la capacidad de los vectores Ad5 [E1-, E2b-] para
transducir células dendriticas, mejorando las respuestas inmunitarias especificas de antigeno en la vacuna
aprovechando la reduccién de la respuesta inflamatoria contra proteinas viricas del vector Ad5 [E1-, E2b-] y la evasion
resultante de la inmunidad a Ad preexistente.

En algunos casos, esta inducciéon inmunitaria puede tardar meses. Los vectores Ad5 [E1-, E2b-] no solo son mas
seguros que, sino que parecen ser superiores a los vectores Ad5 [E1-] con respecto a la induccion de respuestas
inmunitarias especificas de antigeno, haciéndolos mucho mas adecuados como plataforma para administrar vacunas
contra el Ebola que puedan dar como resultado una respuesta clinica.

Diversas realizaciones de la invencion, aprovechando el nuevo sistema de vector Ad5 [E1-, E2b-] en la administracion
de una necesidad largamente buscada para desarrollar una vacuna terapéutica contra el Ebola, superan barreras
encontradas con otros sistemas AdS5 y permiten la inmunizacién de personas que han estado expuestas previamente
a Ad5.

En diversas realizaciones, las composiciones y métodos comprenden un efecto de la vacuna del Ebola de vector Ad5
[E1-, E2b-] de aumento de la supervivencia general (SG) dentro de los limites de la seguridad técnica.

Vectores de adenovirus

En comparacién con los vectores de adenovirus de primera generacion, determinadas realizaciones de los vectores
de adenovirus con supresién de E2b de segunda generacion de la presente invencidn contienen supresiones
adicionales en el gen de la ADN polimerasa (pol) y supresiones de la proteina pre-terminal (pTP). Los vectores con
supresion de E2b tienen una capacidad de transporte de genes de hasta 13 kb en comparacién con la capacidad de
5 a 6 kb de los vectores de adenovirus de primera generacion, proporcionando facilmente espacio para secuencias de
acido nucleico que codifican cualquiera de diversos antigenos diana. Los vectores de adenovirus con supresion de
E2b también tienen menores reacciones adversas en comparacion con los vectores de adenovirus de primera
generacion. Los vectores con supresion de E2b tienen menor expresion de genes viricos y esta caracteristica conduce
a extension de la expresion transgénica in vivo.

La respuesta inmunitaria innata al Ad de tipo silvestre puede ser compleja y parece que las proteinas de Ad expresadas
a partir de vectores de adenovirus desempefian un papel importante. Especificamente, las supresiones de proteina
pre-terminal y ADN polimerasa en los vectores con supresion de E2b parecen reducir la inflamaciéon durante las
primeras 24 a 72 horas después de la inyeccion, mientras que los vectores de adenovirus de primera generacion
estimulan la inflamacién durante este periodo. Ademas, se ha informado de que el bloque de replicaciéon adicional

18



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2795833 T3

creado por la supresion de E2b también conduce a una reduccion de 10.000 veces en la expresion de genes tardios
de Ad, mucho mas alla de la que proporcionan las supresiones de E1, E3 solo. La disminucién de los niveles de
proteinas de Ad producidas por vectores de adenovirus con supresion de E2b reduce eficazmente el potencial
respuestas inmunitarias competitivas, no deseables, a antigenos de Ad, respuestas que evitan el uso repetido de la
plataforma en individuos inmunizados contra o expuestos a Ad. La reduccion de la induccidon de la respuesta
inflamatoria por vectores con supresion de E2b de segunda generaciéon da como resultado un mayor potencial para
que los vectores expresen los antigenos de vacuna deseados durante la infeccidon de células presentadoras de
antigenos (es decir, células dendriticas), disminuyendo el potencial de competencia antigénica, lo que da como
resultado mayor inmunizacién de la vacuna al antigeno deseado en relacion con intentos idénticos con vectores de
adenovirus de primera generacion. Los vectores de adenovirus con supresion de E2b proporcionan un candidato a
vacuna mejorado basado en Ad que es mas seguro, mas eficaz y mas versatil que los candidatos a vacuna descritos
anteriormente que usan vectores de adenovirus de primera generacion.

Por tanto, los vectores basados en adenovirus de subtipo 5 (Ad5) con supresion de E1, de primera generacion, aunque
son plataformas prometedoras para su uso como vacunas, tienen su actividad obstaculizada por anticuerpos
neutralizantes especificos de Ad de origen natural o inducidos. Sin quedar ligados a teoria alguna, los vectores
basados en Ad5 con supresiones de las regiones E1 y E2b (Ad5 [E1-, E2b-]), codificando este ultimo la ADN
polimerasa y la proteina preterminal, por ejemplo, en virtud de la disminucion de la expresién de proteinas viricas de
fase tardia, pueden evitar la eliminacion inmunolégica e inducen respuestas inmunitarias mas potentes contra el
transgén de antigeno codificado en hospedadores inmunes a Ad.

La presente divulgacidon contempla el uso de vectores de adenovirus con supresion de E2b, tales como los descritos
en las patentes de los Estados Unidos n.° 6.063.622; 6.451.596; 6.057.158; 6.083.750; y 8.298.549. Los vectores con
supresiones en las regiones E2b, en muchos casos, debilitan la expresion de proteinas viricas y/o disminuyen la
frecuencia de generacion de Ad competente para replicacion (RCA). La propagacion de estos vectores de adenovirus
con supresion de E2b se puede realizar utilizando lineas celulares que expresan los productos génicos con E2b
suprimido. La presente divulgacion también proporciona tales lineas celulares de empaquetamiento; por ejemplo E.C7
(formalmente denominada C-7), derivada de la linea celular HEK-293.

Ademas, los productos génicos de E2b, ADN polimerasa y proteina preterminal, pueden expresarse de manera
constitutiva en E.C7 o células similares junto con los productos génicos de E1. La transferencia de segmentos génicos
del genoma de Ad a la linea celular de produccion tiene beneficios inmediatos: (1) mayor capacidad de carga; vy, (2)
disminucion del potencial de generacién de RCA, necesitando normalmente dos o mas acontecimientos de
recombinacion independientes para generar RCA. Las lineas celulares que expresan E1, ADN polimerasa de Ad y/o
proteinas preterminales usadas en la presente invencién pueden permitir la propagacion de vectores de adenovirus
con una capacidad de carga cercana a 13 kb, sin la necesidad de un virus auxiliar contaminante. Ademas, cuando se
eliminan genes criticos para el ciclo de vida virico (p. €j., los genes de E2b), se produce un mayor debilitamiento de
Ad para replicar o expresar otras proteinas génicas viricas. Esto puede disminuir el reconocimiento inmunitario de las
células infectadas por virus y permitir periodos prolongados de expresion de transgenes extrafios.

Los vectores con supresion de E1, ADN polimerasa y proteina preterminal normalmente son incapaces de expresar
las proteinas respectivas de las regiones E1 y E2b. Ademas, pueden mostrar una falta de expresion de la mayoria de
las proteinas estructurales viricas. Por ejemplo, el promotor tardio principal (MLP) de Ad es responsable de la
transcripciéon de las proteinas estructurales tardias L1 a L5. Aunque el MLP es minimamente activo antes de la
replicaciéon del genoma de Ad, los genes tardios de Ad muy téxicos se transcriben y traducen principalmente a partir
del MLP solo después de que se haya producido replicacion del genoma virico. Esta activacion dependiente de cis de
la transcripcion de genes tardios es una caracteristica de los virus de ADN en general, tal como en el crecimiento de
polioma y SV-40. La ADN polimerasa y las proteinas preterminales son importantes para la replicacion de Ad (a
diferencia de las proteinas E4 o proteina 1X). Su supresion puede ser extremadamente perjudicial para la expresion
de genes tardios del vector de adenovirus y los efectos toxicos de esa expresion en células tales como APC.

En determinadas realizaciones, los vectores de adenovirus contemplados para su uso en la presente invencion
incluyen vectores de adenovirus con supresién de E2b que tienen una supresion en la region E2b del genoma de Ad
y, opcionalmente, la regién E1. En algunos casos, dichos vectores no tienen ninguna otra regién del genoma de Ad
suprimida. En otra realizacion, los vectores de adenovirus contemplados para su uso en la presente invencién incluyen
vectores de adenovirus con supresion de E2b que tienen una supresion en la region E2b del genoma de Ad vy,
opcionalmente, supresiones en las regiones E1 y E3. En algunos casos, dichos vectores no tienen ninguna otra region
suprimida. En una realizacion adicional, los vectores de adenovirus contemplados para su uso en la presente invencién
incluyen vectores de adenovirus que tienen una supresion en la region E2b del genoma de Ad y, opcionalmente,
supresiones en las regiones E1, E3 y, también opcionalmente, eliminacién parcial o completa de las E4. En algunos
casos, dichos vectores no tienen ninguna otra supresion. En otra realizacion, los vectores de adenovirus contemplados
para su uso en la presente invencion incluyen vectores de adenovirus que tienen una supresion en la regién E2b del
genoma de Ad y, opcionalmente, supresiones en las regiones E1 y/o E4. En algunos casos, dichos vectores no
contienen ninguna otra supresién. En una realizacion adicional, los vectores de adenovirus contemplados para su uso
en la presente invencion incluyen vectores de adenovirus que tienen una supresion en las regiones E2a, E2b y/o E4
del genoma de Ad. En algunos casos, dichos vectores no tienen ninguna otra supresién. En una realizacion, los
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vectores de adenovirus para su uso en el presente documento comprenden vectores que tienen las funciones de E1
y/o ADN polimerasa de la region E2b suprimidas. En algunos casos, dichos vectores no tienen ninguna otra supresion.
En una realizacién adicional, los vectores de adenovirus para su uso en el presente documento tienen las funciones
de E1 y/o proteina preterminal de la region E2b suprimidas. En algunos casos, dichos vectores no tienen ninguna otra
supresion. En otra realizacion, los vectores de adenovirus para su uso en el presente documento tienen las funciones
de E1, ADN polimerasa y/o proteina preterminal suprimidas. En algunos casos, dichos vectores no tienen ninguna otra
supresion. En una realizacion particular, los vectores de adenovirus contemplados para su uso en el presente
documento tienen supresion de al menos una parte de la regién E2b y/o la regién E1. En algunos casos, dichos
vectores no son vectores de adenovirus "destripados". En este sentido, los vectores pueden tener supresion de las
funciones tanto de ADN polimerasa como de proteina preterminal de la regiéon E2b. En una realizacién adicional, los
vectores de adenovirus contemplados para su uso en la presente invencién incluyen vectores de adenovirus que tienen
una supresion en las regiones E1, E2b y/o 100K del genoma de adenovirus. En una realizacién, los vectores de
adenovirus para su uso en el presente documento comprenden vectores que tienen las funciones de E1, E2b y/o
proteasa suprimidas. En algunos casos, dichos vectores no tienen ninguna otra supresion. En una realizacion
adicional, los vectores de adenovirus para su uso en el presente documento tienen las regiones E1 y/o E2b suprimidas,
mientras que los genes de fibras se han modificado mediante mutacion u otras alteraciones (p. €j., para alterar el
tropismo de Ad). Se puede afadir eliminacion de genes de las regiones E3 o E4 a cualquiera de los vectores de
adenovirus mencionados. En determinadas realizaciones, el vector de adenovirus puede ser un vector de adenovirus
"destripado”.

La presente divulgacién también proporciona composiciones y métodos para inmunoterapia contra el Ebola usando
una plataforma de administracién de genes viricos para inmunizar contra genes del Ebola combinada con un
modulador de punto de control de la ruta inmunitaria. Por ejemplo, se pueden usar composiciones y métodos para
inmunoterapia contra el Ebola que usan una plataforma de administracién de genes viricos para inmunizar contra
genes del Ebola combinados con un modulador de punto de control de la ruta inmunitaria, tal como un inhibidor de
PD1. Estas composiciones y métodos pueden utilizar una vacuna de Ad5 [E1-, E2b-]-Ebola combinada con un
modulador de punto de control de la ruta inmunitaria, tal como un inhibidor de un inhibidor de punto de control.

Las composiciones y los métodos se pueden usar para generar una respuesta inmunitaria contra un antigeno diana
expresado y/o presentado por una célula. Por ejemplo, las composiciones y los métodos se pueden usar para generar
respuestas inmunitarias contra un antigeno del Ebola, tal como un antigeno del Ebola expresado o presentado por
una célula. Por ejemplo, las composiciones y los métodos se pueden usar para generar una respuesta inmunitaria
contra un antigeno de EBOV, SUDV, TAFV, BDBV o RESTV, tal como GP, NP, VP40, VP35, VP30, VP24, L o cualquier
combinacién de los mismos, expresado o presentado por una célula. Por ejemplo, las composiciones y los métodos
se pueden usar para generar una respuesta inmunitaria contra un antigeno de EBOV expresado y/o presentado por
una célula. Por ejemplo, las composiciones y los métodos se pueden usar para generar una respuesta inmunitaria
contra un antigeno de SUDV expresado y/o presentado por una célula. Por ejemplo, las composiciones y los métodos
se pueden usar para generar una respuesta inmunitaria contra un antigeno de TAFV expresado y/o presentado por
una célula. Por ejemplo, las composiciones y los métodos se pueden usar para generar una respuesta inmunitaria
contra un antigeno de BDBV expresado y/o presentado por una célula. Por ejemplo, las composiciones y los métodos
se pueden usar para generar una respuesta inmunitaria contra un antigeno de RESTV expresado y/o presentado por
una célula. Por ejemplo, las composiciones y los métodos se pueden usar para generar una respuesta inmunitaria
contra GP expresada y/o presentada por una célula. Por ejemplo, las composiciones y los métodos se pueden usar
para generar una respuesta inmunitaria contra NP expresada y/o presentada por una célula. Por ejemplo, las
composiciones y los métodos se pueden usar para generar una respuesta inmunitaria contra VP40 expresada y/o
presentada por una célula. Por ejemplo, las composiciones y los métodos se pueden usar para generar una respuesta
inmunitaria contra VP35 expresada y/o presentada por una célula. Por ejemplo, las composiciones y los métodos se
pueden usar para generar una respuesta inmunitaria contra VP30 expresada y/o presentada por una célula. Por
ejemplo, las composiciones y los métodos se pueden usar para generar una respuesta inmunitaria contra VP24
expresada y/o presentada por una célula. Por ejemplo, las composiciones y los métodos se pueden usar para generar
una respuesta inmunitaria contra L expresada y/o presentada por una célula.

Las composiciones y los métodos se pueden usar para generar una respuesta inmunitaria contra multiples antigenos
diana expresados y/o presentados por una célula. Por ejemplo, las composiciones y los métodos se pueden usar para
generar una respuesta inmunitaria contra dos o mas antigenos de EBOV, SUDV, TAFV, BDBV o RESTV, tales como
dos o mas de antigenos GP, NP, VP40, VP35, VP30, VP24 y L. Por ejemplo, las composiciones y los métodos se
pueden usar para generar una respuesta inmunitaria contra un antigeno de EBOV y un antigeno de SUDV. Por
ejemplo, las composiciones y los métodos se pueden usar para generar una respuesta inmunitaria contra un antigeno
de TAFV y un antigeno de BDBV. Por ejemplo, las composiciones y los métodos se pueden usar para generar una
respuesta inmunitaria contra un antigeno de RESTV y un antigeno de EBOV. Por ejemplo, las composiciones y los
métodos se pueden usar para generar una respuesta inmunitaria contra GP y NP. Por ejemplo, las composiciones y
los métodos se pueden usar para generar una respuesta inmunitaria contra GP y VP40. Por ejemplo, las
composiciones y los métodos se pueden usar para generar una respuesta inmunitaria contra GP y VP35. Por ejemplo,
las composiciones y los métodos se pueden usar para generar una respuesta inmunitaria contra GP y VP30. Por
ejemplo, las composiciones y los métodos se pueden usar para generar una respuesta inmunitaria contra GP y VP24.
Por ejemplo, las composiciones y los métodos se pueden usar para generar una respuesta inmunitaria contra GP y L.
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Por ejemplo, las composiciones y los métodos se pueden usar para generar una respuesta inmunitaria contra NP y
VP40. Por ejemplo, las composiciones y los métodos se pueden usar para generar una respuesta inmunitaria contra
NP y VP35. Por ejemplo, las composiciones y los métodos se pueden usar para generar una respuesta inmunitaria
contra NP y VP30. Por ejemplo, las composiciones y los métodos se pueden usar para generar una respuesta
inmunitaria contra NP y VP24. Por ejemplo, las composiciones y los métodos se pueden usar para generar una
respuesta inmunitaria contra NP y L. Por ejemplo, las composiciones y los métodos se pueden usar para generar una
respuesta inmunitaria contra VP40 y VP35. Por ejemplo, las composiciones y los métodos se pueden usar para generar
una respuesta inmunitaria contra VP40 y VP30. Por ejemplo, las composiciones y los métodos se pueden usar para
generar una respuesta inmunitaria contra VP40 y VP24. Por ejemplo, las composiciones y los métodos se pueden usar
para generar una respuesta inmunitaria contra VP40 y L. Por ejemplo, las composiciones y los métodos se pueden
usar para generar una respuesta inmunitaria contra VP35 y VP30. Por ejemplo, las composiciones y los métodos se
pueden usar para generar una respuesta inmunitaria contra VP35 y VP24. Por ejemplo, las composiciones y los
métodos se pueden usar para generar una respuesta inmunitaria contra VP35 y L. Por ejemplo, las composiciones y
los métodos se pueden usar para generar una respuesta inmunitaria contra VP30 y VP24. Por ejemplo, las
composiciones y los métodos se pueden usar para generar una respuesta inmunitaria contra VP30 y L. Por ejemplo,
las composiciones y los métodos se pueden usar para generar una respuesta inmunitaria contra VP24 y L.

Un forma modificada de un antigeno de EBOV, SUDV, TAFV, BDBV o RESTV, tal como GP, NP, VP40, VP35, VP30,
VP24 o L se puede usar en una vacuna dirigida a aumentar una respuesta inmunitaria contra un antigeno de EBOV,
SUDV, TAFV, BDBV o RESTV, tal como GP, NP, VP40, VP35, VP30, VP24 o L; o células que expresan y/o presentan
un antigeno de EBOV, SUDV, TAFV, BDBV o RESTV, tal como GP, NP, VP40, VP35, VP30, VP24 o L. Normalmente,
las variantes polinucleotidicas contendran una o mas sustituciones, adiciones, supresiones y/o inserciones,
preferentemente de modo que la inmunogenicidad del epitopo del polipéptido codificado por el polinucleétido variante
o de modo que la inmunogenicidad de la proteina diana heteréloga no disminuya sustancialmente en relacion con un
polipéptido codificado por la secuencia polinucleotidica nativa. En algunos casos, dichas una o mas sustituciones,
adiciones, supresiones y/o inserciones pueden dar como resultado un aumento de la inmunogenicidad del epitopo del
polipéptido codificado por el polinucleétido variante. Como se describe en otra parte en el presente documento, las
variantes polinucleotidicas pueden codificar una variante del antigeno diana o un fragmento (p. €j., un epitopo) del
mismo en donde la propension del polipéptido o fragmento variante (p. €j., epitopo) del mismo para reaccionar con
antisueros especificos de antigeno y/o lineas o clones de linfocitos T no disminuye sustancialmente en relacién con el
polipéptido nativo. Las variantes polinucleotidicas pueden codificar una variante del antigeno diana o un fragmento del
mismo en donde la propension del polipéptido variante o fragmento del mismo a reaccionar con antisueros especificos
de antigeno y/o lineas o clones de linfocitos T aumenta sustancialmente en relaciéon con el polipéptido nativo.

En particular, la presente invencién proporciona una vacuna basada en Ad mejorada de modo que se pueden lograr
multiples vacunas contra una o mas entidades diana antigénicas. En algunas realizaciones, la vacuna basada en Ad
mejorada comprende un adenovirus defectuoso en replicacién que porta un antigeno diana, un fragmento, una variante
o un fragmento de variante del mismo, tal como Ad5 [E1-, E2b-]-EBOV. Pueden seleccionarse variantes o fragmentos
de antigenos diana, tales como GP, NP, VP40, VP35, VP30, VP24 o L, en funcién de diversos factores, incluyendo
potencial inmunogénico. Puede utilizarse un GP, NP, VP40, VP35, VP30, VP24 o L mutante por su mayor capacidad
para elevar una respuesta inmunitaria en relaciéon con el GP, NP, VP40, VP35, VP30, VP24 o L de tipo silvestre,
respectivamente. Cabe destacar que la vacunacién puede realizarse en presencia de inmunidad preexistente al Ad o
administrarse a sujetos previamente inmunizados multiples veces con el vector de Ad de la presente invencion u otros
vectores de Ad. Los vectores de Ad pueden administrarse a los sujetos multiples veces para inducir una respuesta
inmunitaria contra un antigeno de interés, tal como GP, NP, VP40, VP35, VP30, VP24 o L, incluyendo, pero sin
limitacion, la produccion de anticuerpos y respuestas de IMC contra uno o mas antigenos diana. En realizaciones
particulares, las variantes o fragmentos de antigenos diana se modifican de modo que tengan una o més actividades
biolégicas reducidas. Por ejemplo, un antigeno diana de proteina del Ebola puede modificarse para reducir o eliminar
la actividad virica de la proteina o una proteina virica puede modificarse para reducir o eliminar una o mas actividades
o la proteina virica. Un ejemplo de una proteina del Ebola modificada es una GP, NP, VP40, VP35, VP30, VP24 o L,
que tiene una mutacion puntual que da como resultado una proteina variante, tal como una proteina variante con
mayor inmunogenicidad.

Para expresar un polipéptido de antigeno diana deseado o fragmento o variante del mismo, o proteina de fusién que
comprende cualquiera de los anteriores, como se describe en el presente documento, las secuencias de nucleétidos
que codifican el polipéptido, o equivalentes funcionales, se insertan en un Ad adecuado como se describe en otra parte
en el presente documento usando técnicas recombinantes conocidas en este campo.

COMPOSICIONES

Vectores viricos para inmunoterapias y vacunas contra el Ebola

Los vectores viricos recombinantes pueden usarse para expresar genes o antigenos que codifican proteinas (p. €j.,
AE). Las ventajas de las vacunas y la inmunoterapia basadas en vectores viricos recombinantes incluyen transduccion
génica de alta eficacia, administracion muy especifica de genes a las células diana, induccién de respuestas
inmunitarias robustas y aumento de la inmunidad celular. La presente divulgacion proporciona vectores de adenovirus
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recombinantes que comprenden supresiones o inserciones de regiones cruciales del genoma virico. Los vectores
viricos proporcionados por la presente divulgacion pueden comprender secuencias de acido nucleico heterélogo que
codifican uno o mas antigenos diana de interés, o variantes, fragmentos o fusiones de los mismos, contra los que se
desea generar una respuesta inmunitaria.

Los vectores viricos adecuados que pueden usarse con los métodos y composiciones de la presente divulgacion
incluyen, pero sin limitacion, retrovirus, lentivirus, provirus, virus vaccinia, adenovirus, virus adenoasociados, virus
adenoasociados autocomplementarios, citomegalovirus o virus de Sendai. En algunas realizaciones, el vector virico
puede ser competente en replicacion. En algunas realizaciones, el vector virico puede ser defectuoso en replicacion.
Para vectores viricos defectuosos en replicacion, el genoma de los virus puede tener las regiones codificantes
necesarias para ciclos adicionales de replicacién y empaquetamiento reemplazadas por otros genes o suprimidas.
Estos virus son capaces de infectar sus células diana y suministrar su carga virica, pero después no consiguen
continuar la ruta litica normal que conduce a lisis celular y muerte. Dependiendo del vector virico, la longitud maxima
normal de un inserto de ADN o ADNc permisible en un vector virico defectuoso en replicacion puede ser de
aproximadamente 8-10 kilobases (kb).

Se han usado retrovirus para expresar antigenos, tales como un virus de ARN monocatenario con envoltura que
contiene transcriptasa inversa. Los vectores de retrovirus pueden ser defectuosos en replicacion. Los vectores de
retrovirus pueden ser de origen murino o aviar. Los vectores de retrovirus pueden ser del virus de la leucemia murina
de Moloney (MoMLV). Se pueden usar vectores de retrovirus que requieren integracion del genoma para expresion
génica. Se pueden usar vectores de retrovirus para proporcionar expresion génica a largo plazo. Por ejemplo, los
vectores de retrovirus pueden tener un tamafio de genoma de aproximadamente 7-11 kb y el vector puede albergar
insertos de ADN extrafio de 7-8 kb de longitud. Se pueden usar vectores de retrovirus para presentar baja
inmunogenicidad y la mayoria de los pacientes no muestran inmunidad preexistente a vectores retroviricos. Se pueden
usar vectores de retrovirus para infectar células en division. Se pueden usar vectores de retrovirus para no infectar
células que no se dividen.

Se han usado vectores de lentivirus para expresar antigenos. Los lentivirus constituyen una subclase de retrovirus. Se
pueden usar vectores de lentivirus para infectar células que no se dividen. Se pueden usar vectores de lentivirus para
infectar células en divisién. Se pueden usar vectores de lentivirus para infectar tanto células que no se dividen como
en division. Los lentivirus presentan en general tropismo mas amplio que los retrovirus. Varias proteinas tales como
tat y rev regulan la replicacion de los lentivirus. Estas proteinas reguladoras normalmente estan ausentes en los
retrovirus. El VIH es un lentivirus ilustrativo que se puede introducir por ingenieria genética en un vector de
administracion transgénica. Las ventajas de los vectores de lentivirus son similares a las de los vectores retroviricos.
Aunque los lentivirus pueden desencadenar potencialmente tumorigénesis, el riesgo es menor que el de los vectores
retroviricos, ya que los sitios de integracién de los lentivirus estan lejos de los sitios que albergan promotores celulares.
Se pueden generar vectores basados en el VIH, por ejemplo, suprimiendo la envoltura virica del VIH y algunos de los
genes reguladores no necesarios durante la produccién del vector. En lugar de la envoltura precursora, se generan
varios vectores de envoltura quiméricos o modificados porque determina la especificidad celular y tisular.

Se han usado vectores de citomegalovirus (CMV) para expresar antigenos. El CMV es un miembro de los herpesvirus.
Se pueden usar CMV especificos de especie (p. €j., CMV humano (HCMV), p. €j., herpesvirus humano de tipo 5. El
HCMV contiene un genoma de ADN lineal bicatenario de 235 kb rodeado por una capside. La envoltura contiene
glucoproteinas gB y gH, que se unen con receptores celulares.

Se han usado vectores del virus de Sendai (SeV) para expresar antigenos. SeV es un virus de ARN monocatenario
con envoltura de la familia Paramyxovirus. El genoma de SeV codifica seis proteinas y dos glucoproteinas de la
envoltura, proteinas HN y F, que median en la entrada celular y determinan su tropismo. Se pueden usar vectores de
SeV que carecen de proteina F como virus defectuoso en replicacion para mejorar la seguridad del vector. Puede
usarse vector de SeV producido en una célula de empaquetamiento para expresar la proteina F. Un genoma con
supresion del gen F e insercidon de transgén puede transfectarse en una célula de empaquetamiento. SeV contiene
ARN polimerasa dependiente de ARN y el genoma virico se localiza en el citoplasma. Esto asegura que se produzca
expresion génica rapida poco después de la infeccion y la ventaja genotdxica de SeV. Se pueden usar vectores de
SeV para presentar transferencia de genes muy eficaz. Se pueden usar vectores de SeV para transducir células tanto
en divisién como que no se dividen. Se pueden usar vectores de SeV para transducir células que no se dividen. Se
pueden usar vectores de SeV para transducir células en division. Se pueden usar vectores de SeV, por ejemplo, para
transducir eficazmente células epiteliales de las vias respiratorias humanas. Los vectores de SeV pueden
administrarse, por ejemplo, por una via mucosa (p. €j., oral y nasal). La administracion intranasal puede usarse para
reducir potencialmente la influencia de una inmunidad preexistente a SeV, en comparacién con la administracion
intramuscular. En comparacién con otros vectores viricos, su capacidad transgénica (3,4 kb) es baja. SeV es muy
homologo del virus paragripal humano de tipo 1 (hPIV-1); por tanto, una inmunidad preexistente contra hPIV-1 puede
actuar en contra del uso de SeV.

Vectores de adenovirus

En general, los adenovirus son atractivos para la clinica porque pueden tener un tropismo amplio, pueden infectar
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diversos tipos de células en divisién y que no se dividen y pueden usarse de manera sistémica y también a través de
superficies mucosas mas selectivas en un cuerpo de mamifero. Ademas, su termoestabilidad relativa facilita
adicionalmente su uso clinico. Los adenovirus son una familia de virus de ADN caracterizados por una capside
icosaédrica, sin envoltura, que contiene un genoma bicatenario lineal. En general, los adenovirus se encuentran como
virus sin envoltura que comprenden genoma de ADN bicatenario con un tamafio aproximado de 30-35 kilobases. De
los Ad humanos, ninguno esta asociado con ninguna enfermedad neoplasica y solo provocan enfermedad
autolimitada, relativamente leve, en individuos inmunocompetentes. Los primeros genes expresados por el virus son
los genes E1, que actian para iniciar la expresion génica de alto nivel de los otros promotores génicos de Ad5
presentes en el genoma de tipo silvestre. La replicacién de ADN virico y el ensamblaje de los viriones descendientes
se producen dentro del nucleo de las células infectadas y el ciclo de vida completo dura aproximadamente 36 horas
con una produccion de aproximadamente 10* viriones por célula. EI genoma de Ad5 de tipo silvestre es de
aproximadamente 36 kb y codifica genes que se dividen en funciones viricas tempranas y tardias, dependiendo de si
se expresan antes o después de la replicacién de ADN. La delineacion temprana/tardia es casi absoluta, ya que se ha
demostrado que la superinfeccion de células previamente infectadas con un Ad5 da como resultado falta de expresion
génica tardia del virus superinfectante hasta que ha replicado su propio genoma. Sin estar limitado por la teoria, esto
probablemente se deba a una activacion en cis dependiente de la replicacion del promotor tardio principal (MLP) de
Ad5, que previene la expresion génica tardia (principalmente las proteinas de la capside de Ad5) hasta que los
genomas replicados estén presentes para ser encapsulados. La composicion y los métodos de la invencion
aprovechan la caracteristica en el desarrollo de vectores/vacunas de Ad de generacién avanzada. El genoma lineal
del adenovirus esta flanqueado en general por dos origenes para replicacion de ADN (ITR) y tiene ocho unidades para
transcripcion mediada por ARN polimerasa Il. El genoma porta cinco unidades tempranas E1A, E1B, E2, E3, E4 y E5,
dos unidades que se expresan con retardo después del inicio de la replicacion virica (IX y 1Va2), y una unidad tardia
(L) que se subdivide en L1-L5. Algunos adenovirus pueden codificar ademas una o dos especies de ARN denominado
ARN asociado a virus (VA).

Se proporcionan adenovirus que inducen respuestas inmunitarias innatas y adaptativas en pacientes humanos. Por
supresion o insercién de regiones cruciales del genoma virico, se proporcionan vectores recombinantes que se han
modificado por ingenieria genética para aumentar su previsibilidad y reducir los efectos secundarios no deseados. En
algunos aspectos, la invencion proporciona un vector de adenovirus que comprende la supresién o insercion del
genoma seleccionado del grupo que consiste en: E1A, E1B, E2, E3, E4, E5, IX, Va2, L1, L2, L3, L4 y L5, y cualquier
combinacion de los mismos.

La presente divulgacion proporciona vectores de adenovirus recombinantes que comprenden una capside alterada.
En general, la capside de un adenovirus comprende principalmente 20 facetas triangulares de un icosaedro, cada
icosaedro contiene 12 copias de trimeros de hexones. Ademas, también hay otras varias proteinas de la capside
menores adicionales, llla, VI, VIl y IX.

La presente divulgacion proporciona vectores de adenovirus recombinantes que comprenden una o mas proteinas de
fibra alteradas. En general, las proteinas de fibra, que también forman trimeros, se insertan en los 12 vértices en las
bases pentaméricas de pentones. La fibra puede comprender una cola N-terminal delgada, un eje y un dominio de
botén. El eje puede comprender un numero variable de repeticiones de cadena B. El botdén puede comprender uno o
mas bucles A, B, C, D, E, F, G, H, |, J. Los bucles de los botones de fibra pueden unirse con receptores celulares. La
presente divulgacion proporciona vectores de adenovirus para usar en sistemas de vacunas para el tratamiento del
Ebola.

Los adenovirus adecuados que se pueden usar con los presentes métodos y composiciones de la divulgacion incluyen,
pero sin limitacién, adenovirus especificos de especie, incluyendo los subgrupos humanos A, B1, B2, C,D,Ey F o
sus regiones gendémicas cruciales segun lo proporcionado en el presente documento, pudiendo dichos subgrupos
clasificarse adicionalmente en serotipos inmunolégicamente distintos. Ademas, los adenovirus adecuados que pueden
usarse con los presentes métodos y composiciones de la divulgacion incluyen, pero sin limitacién, adenovirus
especifico de especie o sus regiones genémicas cruciales identificadas a partir de primates, bovinos, aves, reptiles o
ranas.

Algunos serotipos de adenovirus se dirigen preferentemente a 6rganos definidos. Serotipos tales como AdHu1, AdHu2
y AdHu5 (subgénero C), generalmente efectuan la infeccion respiratoria superior, mientras que los subgéneros Ay F
afectan a 6rganos gastrointestinales. La presente divulgacion proporciona vectores de adenovirus recombinantes para
usar preferentemente en la direccién a érganos definidos para el tratamiento del Ebola. En algunas aplicaciones, el
vector de adenovirus recombinante se altera para reducir el tropismo a un érgano especifico en un mamifero. En
algunas aplicaciones, el vector de adenovirus recombinante se altera para aumentar el tropismo a un érgano especifico
en un mamifero.

El tropismo de un adenovirus se puede determinar mediante su capacidad para unirse con receptores de células
hospedadoras. En algunos casos, el proceso de union a células hospedadoras puede implicar la unién inicial del
dominio de botdn distante de la fibra con una molécula de la superficie de la célula hospedadora seguida de la unién
del motivo de RGD dentro de la base de pentones con integrinas aV. La presente divulgacion proporciona vectores de
adenovirus recombinantes con tropismo alterado de modo que puedan modificarse por ingenieria genética para
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infectar tipos celulares especificos de un hospedador. La presente divulgaciéon proporciona vectores de adenovirus
recombinantes con tropismo alterado para el tratamiento de infecciones por Ebola especificas de células. La presente
divulgacion proporciona vectores de adenovirus recombinantes con botén de fibra alterada de uno o mas adenovirus
de subgrupos A, B, C, D o F, o una combinacién de los mismos o la insercién de secuencias de RGD. En algunas
aplicaciones, los vectores de adenovirus recombinantes que comprenden un botdn de fibra alterado dan como
resultado un vector con tropismo reducido para uno o mas tipos celulares particulares. En algunas aplicaciones, los
vectores de adenovirus recombinantes que comprenden un botén de fibra alterado dan como resultado un vector con
tropismo mejorado para uno o mas tipos celulares particulares. En algunas aplicaciones, los vectores de adenovirus
recombinantes que comprenden un botdn de fibra alterado dan como resultado un vector con respuestas de linfocitos
B o T especificas de producto reducidas. En algunas aplicaciones, los vectores de adenovirus recombinantes que
comprenden un botén de fibra alterado dan como resultado un vector con respuestas de linfocitos B o T especificas
de producto mejoradas.

La presente divulgacion proporciona vectores de adenovirus recombinantes que estan recubiertos con otras moléculas
para evitar los efectos de los anticuerpos neutralizantes de virus o mejorar la transduccion en una célula hospedadora.
La presente divulgacion proporciona vectores de adenovirus recombinantes que estan recubiertos con una molécula
adaptadora que ayuda en la unién del vector con un receptor de células hospedadoras. A modo de ejemplo, un vector
de adenovirus puede recubrirse con una molécula adaptadora que conecta el receptor de Ad de coxsackie (CAR) con
CD40L, lo que da como resultado mayor transduccion de células dendriticas, mejorando de este modo las respuestas
inmunitarias en un sujeto. La presente divulgacion también incluye otros vectores de adenovirus disefiados de manera
similar para mejorar la unién con otros tipos celulares diana.

Vectores de Ad5

Los estudios en seres humanos y animales han demostrado que la inmunidad preexistente contra Ad5 puede ser un
factor inhibidor para el uso comercial de vacunas basadas en Ad. La mayoria de seres humanos tienen anticuerpos
contra Ad5, el subtipo mas ampliamente usado para vacunas humanas, teniendo dos tercios de los seres humanos
estudiados respuestas linfoproliferativas contra Ad5. Esta inmunidad preexistente puede inhibir la inmunizaciéon o
reinmunizacion usando vacunas de Ad5 habituales y puede impedir la inmunizacién de una vacuna contra un segundo
antigeno, usando un vector de Ad5, en un momento posterior. Superar el problema de la inmunidad anti-vector
preexistente ha sido objeto de intensa investigacion. Se han examinado investigaciones que usan subtipos de Ad5
humanos alternativos (no basados en Ad5) o incluso formas no humanas de Ad5. Incluso si estos enfoques tienen
éxito en una inmunizacién inicial, las vacunas posteriores pueden ser problematicas debido a las respuestas
inmunitarias al nuevo subtipo de Ad5. Para evitar la barrera de inmunizacién contra Ad5 y mejorar la eficacia limitada
de los vectores Ad5 [E1-] de primera generacion para inducir respuestas inmunitarias 6ptimas, diversas realizaciones
de la invencion se refieren a una plataforma de vacuna basada en el vector de Ad5 de préxima generacion.

Se construyen vectores de adenovirus de primera generacion o con supresion de E1 Ad5 [E1-] de manera que un
transgén reemplace solo la regiéon E1 de los genes. Normalmente, aproximadamente 90 % del genoma de Ad5 de tipo
silvestre se conserva en el vector. Los vectores Ad5 [E1-] tienen una menor capacidad para replicarse y no pueden
producir virus infeccioso después de la infeccion de células que no expresan los genes E1 de Ad5. Los vectores
recombinantes Ad5 [E1-] se propagan en células humanas (p. €j., células 293) permitiendo la replicacion y el
empaquetamiento del vector Ad5 [E1-]. Los vectores Ad5 [E1-] tienen varios atributos positivos; uno de los mas
importantes es su relativa facilidad para aumentar la escala y la produccion de GMPc. En la actualidad, mas de 220
ensayos clinicos en seres humanos utilizan vectores Ad5 [E1-], habiendo recibido mas de dos mil sujetos el virus sc,
im o iv. Adicionalmente, los vectores de Ad5 no se integran; sus genomas permanecen episomicos. En general, para
vectores que no se integran en el genoma del hospedador, el riesgo de mutagénesis por insercién y/o transmision a
la linea germinal es extremadamente bajo, si existe. Los vectores convencionales Ad5 [E1-] tienen una capacidad de
carga que se aproxima a 7 kb.

Los vectores basados en Ad5 con supresiones de las regiones E1 y E2b (Ad5 [E1-, E2b-]), codificando este ultimo la
ADN polimerasa y la proteina preterminal, en virtud de la disminucién de la expresion de proteinas viricas de fase
tardia, brindan la oportunidad de evitar la eliminacion inmunolégica e inducen respuestas inmunitarias mas potentes
contra el transgén de antigeno del Ebola codificado en hospedadores inmunes a Ad. La nueva plataforma de Ad5 tiene
supresiones adicionales en la regién E2b, eliminando la ADN polimerasa y los genes de proteinas preterminales. La
plataforma Ad5 [E1-, E2b-] tiene capacidad de clonaciéon expandida que es suficiente para permitir la inclusion de
muchos genes posibles. Los vectores Ad5 [E1-, E2b-] tienen una capacidad de transporte de genes de hasta
aproximadamente 12 kb en comparacion con la capacidad de 7 kb de los vectores Ad5 [E1-], proporcionando espacio
para multiples genes, si es necesario. En algunas realizaciones, se introduce un inserto de mas de 1, 2, 3,4, 5, 6, 7,
8,9, 10 u 11 kb en un vector de Ad5, tal como el vector Ad5 [E1-, E2b-]. La supresion de la region E2b confiere
propiedades inmunitarias ventajosas a los vectores de Ad5 de la invencién, induciendo con frecuencia respuestas
inmunitarias potentes a antigenos transgénicos diana, minimizando al mismo tiempo las respuestas inmunitarias a
proteinas viricas de Ad.

En diversas realizaciones, los vectores Ad5 [E1-, E2b-] de la invencién inducen una IMC potente, asi como anticuerpos
contra los antigenos de vacuna expresados por vector incluso en presencia de inmunidad a Ad. Los vectores Ad5 [E1-
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, E2b-] también tienen reacciones adversas reducidas en comparacién con los vectores Ad5 [E1-], en particular la
aparicion de hepatotoxicidad y dafo tisular. Un aspecto clave de estos vectores de Ad5 es que la expresion de genes
tardios de Ad se reduce en gran medida. Por ejemplo, se pudo detectar la produccién de proteinas de fibra de la
capside in vivo para vectores Ad5 [E1-], mientras que la expresién de fibras se eliminé de vacunas de vectores Ad5
[E1-, E2b-]. La respuesta inmunitaria innata a Ad de tipo silvestre es compleja. Las proteinas suprimidas de los vectores
Ad5 [E1-, E2b-] desempefian en general un papel importante. Especificamente, los vectores Ad5 [E1-, E2b-] con
supresiones de proteina preterminal o ADN polimerasa presentan menor inflamacion durante las primeras 24 a 72
horas después de la inyeccion en comparacion con los vectores Ad5 [E1-]. En diversas realizaciones, la falta de
expresion génica de Ad5 hace que las células infectadas sean invisibles para la actividad anti-Ad y permite que las
células infectadas expresen el transgén durante periodos de tiempo prolongados, lo que desarrolla inmunidad a la
diana.

Diversas realizaciones de la invencién contemplan aumentar la capacidad de los vectores Ad5 [E1-, E2b-] para
transducir células dendriticas, mejorando las respuestas inmunitarias especificas de antigeno en la vacuna
aprovechando la reduccion de la respuesta inflamatoria contra proteinas viricas del vector Ad5 [E1-, E2b-] y la evasion
resultante de la inmunidad a Ad preexistente.

Vector de Ad5 defectuoso en replicacion

Los intentos de superar la inmunidad anti-Ad han incluido el uso de serotipos de Ad alternativos y/o alternancias en la
proteina de la capside virica de Ad5, cada uno con éxito limitado y el potencial de alterar significativamente la
biodistribucion de las vacunas resultantes. Por lo tanto, se intenté un enfoque completamente novedoso reduciendo
adicionalmente la expresion de proteinas viricas de los vectores Ad5 con supresion de E1, proteinas que se sabe que
son dianas de inmunidad a Ad preexistente. Especificamente, se ha descrito una plataforma de Ad5 recombinante
novedosa con supresiones en la regién de gen temprano 1 (E1) y supresiones adicionales en la regién de gen
temprano 2b (E2b) (Ad5 [E1-, E2b-]). La supresion de la region E2b (que codifica ADN polimerasa y la proteina pre-
terminal) da como resultado disminucién de la replicacién de ADN virico y expresién de proteina virica de fase tardia.
Esta plataforma vectorial se puede usar para inducir respuestas de IMC en modelos animales de infeccién por el Ebola
y, lo que es mas importante, esta plataforma recombinante de administracion de gen de Ad5 supera la barrera de la
inmunidad a Ad5 y puede usarse en el establecimiento de inmunidad a Ad preexistente y/o inducida por vector,
permitiendo de este modo multiples administraciones homdlogas de la vacuna. En realizaciones particulares, la
presente invencion se refiere a un vector de adenovirus defectuoso en replicacién del serotipo 5 que comprende una
secuencia que codifica un polipéptido inmunogénico. El polipéptido inmunogénico puede ser un mutante, variante
natural o un fragmento de la misma.

En algunas realizaciones, el vector de adenovirus defectuoso en replicacion comprende una secuencia modificada
que codifica un polipéptido con al menos 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 98 %, 99 %, 99,5 %, 99,9 % de
identidad con un polipéptido inmunogénico de tipo silvestre o un fragmento del mismo. En algunas realizaciones, el
vector de adenovirus defectuoso en replicacion comprende una secuencia modificada que codifica una subunidad de
un polipéptido de tipo silvestre. Las composiciones y los métodos de la invencidn, en algunas realizaciones, se refieren
a un vector procedente de adenovirus que comprende al menos 60 % de identidad de secuencia con las SEQ. ID.
NO.:1,2,4,5086.

En algunas realizaciones, un vector procedente de adenovirus, opcionalmente relacionado con un adenovirus
defectuoso en replicacion, comprende una secuencia con al menos 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 98 %, 99 %,
99,5 %, 99,8 %, 99,9 % de identidad con las SEQ. ID. NO.: 1, 2, 4, 5 0 6 0 una secuencia generada a partir de la SEQ.
ID. NO.:3 por reemplazos de codones alternativos. En diversas realizaciones, los vectores procedentes de adenovirus
descritos en el presente documento tienen una supresion en la region E2b y, opcionalmente, en la region E1,
confiriendo la supresion diversas ventajas al uso de los vectores en inmunoterapia como se describe en el presente
documento.

Determinadas regiones dentro del genoma de adenovirus cumplen funciones esenciales y puede ser necesario que
estén sustancialmente conservadas cuando se construyen los vectores de adenovirus defectuosos en replicacion de
la invencion. Estas regiones se describen adicionalmente en Lauer et al., J. Gen. Virol., 85, 2615-25 (2004), Leza et
al., J. Virol., pag. 3003-13 (1988) y Miralles et al., J. Bio Chem., vol. 264, n.° 18, pag. 10763-72 (1983). Los vectores
de acido nucleico recombinante que comprenden una secuencia con valores de identidad de al menos 75 %, 80 %,
85 %, 90 %, 95 %, 98 %, 99 %, 99,5 %, 99,8 %, 99,9 % con una parte de las SEQ. ID. NO.: 1, 2, 4, 5 0 6, tal como una
parte que comprende al menos aproximadamente 100, 250, 500, 1000 o mas bases de las SEQ. ID. NO.: 1,2,4,50
6 estan dentro de los limites de la invencion.

La presente invencion contempla el uso de vectores de adenovirus con supresion de E2b, tales como los descritos en
las patentes de los Estados Unidos n.° 6.063.622; 6.451.596; 6.057.158; 6.083.750; y 8.298.549. Los vectores con
supresiones en las regiones E2b, en muchos casos, debilitan la expresion de proteinas viricas y/o disminuyen la
frecuencia de generacion de Ad competente para replicacion (RCA). La propagacion de estos vectores de adenovirus
con supresion de E2b se puede realizar utilizando lineas celulares que expresan los productos génicos con E2b
suprimido. Dichas lineas celulares de empaquetamiento se proporcionan en el presente documento; p. ej., E.C7
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(formalmente denominada C-7), derivada de la linea celular HEK-293.

Ademas, los productos génicos de E2b, ADN polimerasa y proteina preterminal, pueden expresarse de manera
constitutiva en E.C7 o células similares junto con los productos génicos de E1. La transferencia de segmentos génicos
del genoma de Ad a la linea celular de produccion tiene beneficios inmediatos: (1) mayor capacidad de carga; vy, (2)
disminucion del potencial de generacion de RCA, necesitando normalmente dos o mas acontecimientos de
recombinacién independientes para generar RCA. Las lineas celulares que expresan E1, ADN polimerasa de Ad y/o
proteinas preterminales usadas en la presente invencién pueden permitir la propagacion de vectores de adenovirus
con una capacidad de carga cercana a 13 kb, sin la necesidad de un virus auxiliar contaminante. Ademas, cuando se
eliminan genes criticos para el ciclo de vida virico (p. €j., los genes de E2b), se produce un mayor debilitamiento de
Ad para replicar o expresar otras proteinas génicas viricas. Esto puede disminuir el reconocimiento inmunitario de las
células infectadas y extender las duraciones de expresion de transgenes extrafios.

Los vectores con supresion de E1, ADN polimerasa y proteina preterminal normalmente son incapaces de expresar
las proteinas respectivas de las regiones E1 y E2b. Ademas, pueden mostrar una falta de expresion de la mayoria de
las proteinas estructurales viricas. Por ejemplo, el promotor tardio principal (MLP) de Ad es responsable de la
transcripcion de las proteinas estructurales tardias L1 a L5. Aunque el MLP es minimamente activo antes de la
replicacion del genoma de Ad, los genes tardios de Ad muy téxicos se transcriben y traducen principalmente a partir
del MLP solo después de que se haya producido replicacién del genoma virico. Esta activacién dependiente de cis de
la transcripcion de genes tardios es una caracteristica de los virus de ADN en general, tal como en el crecimiento de
polioma y SV-40. La ADN polimerasa y las proteinas preterminales son importantes para la replicacion de Ad (a
diferencia de las proteinas E4 o proteina IX). Su supresion puede ser extremadamente perjudicial para la expresion
de genes tardios del vector de adenovirus y los efectos toxicos de esa expresion en células tales como APC.

Los vectores de adenovirus pueden incluir una supresion en la regiéon E2b del genoma de Ad y, opcionalmente, la
region E1. En algunos casos, dichos vectores no tienen ninguna otra regiéon del genoma de Ad suprimida. Los vectores
de adenovirus pueden incluir una supresion en la region E2b del genoma de Ad y supresiones en las regiones E1 y
E3. En algunos casos, dichos vectores no tienen ninguna otra regién suprimida. Los vectores de adenovirus pueden
incluir una supresion en la region E2b del genoma de Ad y supresiones en las E1, E3 y eliminacién parcial o completa
de las regiones E4. En algunos casos, dichos vectores no tienen ninguna otra supresién. Los vectores de adenovirus
pueden incluir una supresion en la regiéon E2b del genoma de Ad y supresiones en las regiones E1 y/o E4. En algunos
casos, dichos vectores no contienen ninguna otra supresion. Los vectores de adenovirus pueden incluir una supresion
en las regiones E2a, E2b y/o E4 del genoma de Ad. En algunos casos, dichos vectores no tienen ninguna otra
supresion. Los vectores de adenovirus pueden tener las funciones de E1 y/o ADN polimerasa de la region E2b
suprimidas. En algunos casos, dichos vectores no tienen ninguna otra supresion. Los vectores de adenovirus pueden
tener las funciones de E1 y/o la proteina preterminal de la regién E2b suprimidas. En algunos casos, dichos vectores
no tienen ninguna otra supresién. Los vectores de adenovirus pueden tener las funciones de E1, ADN polimerasa y/o
la proteina preterminal suprimidas. En algunos casos, dichos vectores no tienen ninguna otra supresion. Los vectores
de adenovirus pueden tener al menos una parte de la region E2b y/o la region E1. En algunos casos, dichos vectores
no son vectores de adenovirus destripados. En este sentido, los vectores pueden tener supresion de las funciones
tanto de ADN polimerasa como de proteina preterminal de la regién E2b. Los vectores de adenovirus pueden tener
una supresion en las regiones E1, E2b y/o 100K del genoma de adenovirus. Los vectores de adenovirus pueden
comprender vectores que tienen las funciones de E1, E2b y/o proteasa suprimidas. En algunos casos, dichos vectores
no tienen ninguna otra supresion. Los vectores de adenovirus pueden tener las regiones E1 y/o E2b suprimidas,
mientras que los genes de fibras se han modificado mediante mutacion u otras alteraciones (por ejemplo, para alterar
el tropismo de Ad). Se puede anadir eliminacion de genes de las regiones E3 o E4 a cualquiera de los vectores de
adenovirus mencionados. En determinadas realizaciones, el vector de adenovirus puede ser un vector de adenovirus
destripado.

Se pueden suprimir otras regiones del genoma de Ad. Una "supresion" en una regién particular del genoma de Ad se
refiere a una secuencia de ADN especifica que esta mutada o eliminada de tal manera que se evite la expresion y/o
funcion de al menos un producto génico codificado por esa region (p. €j., funciones de E2b de la ADN polimerasa o
funcion de la proteina preterminal). Las supresiones abarcan supresiones dentro de exones que codifican partes de
proteinas, asi como supresiones dentro de secuencias promotoras y lideres. Una supresion dentro de una region
particular se refiere a una supresion de al menos un par de bases dentro de esa region del genoma de Ad. Se pueden
suprimir mas de un par de bases. Por ejemplo, al menos 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 110, 120, 130, 140 o0 150
pares de bases se pueden suprimir de una region particular. La supresién puede ser de mas de 150, 160, 170, 180,
190, 200, 250 o 300 pares de bases dentro de una region particular del genoma de Ad. Estas supresiones pueden
evitar la expresion y/o funcion del producto génico codificado por la region. Por ejemplo, una regién particular del
genoma de Ad puede incluir una o mas mutaciones puntuales de manera que una o mas proteinas codificadas no
sean funcionales. Dichas mutaciones incluyen restos que se reemplazan con un resto diferente que conduce a un
cambio en la secuencia de aminoacidos que da como resultado una proteina no funcional. Las supresiones o
mutaciones ilustrativas en el genoma de Ad incluyen una o mas de las regiones E1a, E1b, E2a, E2b, E3, E4, L1, L2,
L3, L4, L5, TP, POL, IV y VA. Se pueden preparar vectores de adenovirus con supresiones, por ejemplo, usando
técnicas recombinantes.
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Los vectores de adenovirus para usar en la presente invencion se pueden cultivar con éxito hasta titulos altos usando
una linea celular de empaquetamiento adecuada que exprese de manera constitutiva productos génicos de E2b y
productos de cualquiera de los genes necesarios que pueden haberse suprimido. Se pueden usar células procedentes
de HEK-293 que no solo expresan de manera constitutiva las proteinas E1y ADN polimerasa, sino también la proteina
preterminal de Ad. Se pueden usar células E.C7, por ejemplo, para cultivar reservas de titulos altos de los vectores de
adenovirus.

Para suprimir genes criticos de vectores de adenovirus autopropagables, las proteinas codificadas por los genes diana
pueden coexpresarse en primer lugar en células HEK-293, o similares, junto con proteinas E1. Por ejemplo, se pueden
utilizar selectivamente las proteinas que no son toxicas cuando se coexpresan de manera constitutiva (o proteinas
téxicas expresadas de manera inducible). La coexpresion en células HEK-293 de los genes de E1 y E4 es posible (por
ejemplo, utilizando promotores inducibles, no constitutivos). Los genes de E1 y proteina IX, una proteina estructural
de virion, pueden coexpresarse. También es posible la coexpresion adicional de los genes de E1, E4 y proteina IX.
Los genes de E1 y 100K pueden expresarse en lineas celulares transcomplementarias, como también pueden los
genes de E1 y proteasa.

Se pueden usar lineas celulares que coexpresan productos génicos de E1 y E2b para su uso en el cultivo de titulos
altos de particulas de Ad con supresion de E2b. Las lineas celulares Utiles expresan de manera constitutiva la ADN
polimerasa de Ad de aproximadamente 140 kDa y/o la proteina preterminal de aproximadamente 90 kDa. Son
deseables lineas celulares que tengan coexpresion constitutiva de alto nivel de las proteinas E1, ADN polimerasa y
preterminales, sin toxicidad (p. ej., E.C7), para su uso en la propagacién de Ad para su uso en multiples vacunas.
Estas lineas celulares permiten la propagacion de vectores de adenovirus con supresién de las proteinas E1, ADN
polimerasa y preterminales.

El Ad recombinante de la presente invencidén se puede propagar usando, por ejemplo, placas de cultivo tisular que
contienen células E.C7 infectadas con reservas de virus de vector Ad a una MOl adecuada (p. €j., 5) e incubar a 37 °C
durante 40-96 h. Las células infectadas se pueden recoger, resuspender en Tris-Cl 10 mM (pH 8,0) y sonicar, y el virus
se puede purificar mediante dos ciclos de centrifugacion con densidad de cloruro de cesio. La banda que contiene el
virus se puede desalar sobre una columna, se pueden afiadir sacarosa o glicerol y se pueden almacenar alicuotas a -
80 °C. El virus se puede colocar en una solucion disefiada para mejorar su estabilidad, tal como A195. El titulo de la
reserva se puede medir (p. ej., mediante medicidon de la densidad 6ptica a 260 nm de una alicuota del virus después
de la lisis). Se puede transfectar ADN plasmidico, ya sea lineal o circular, que abarca el vector de adenovirus con
supresion de E2b recombinante completo en E.C7, o células similares, e incubarse a 37 °C hasta que estén presentes
pruebas de produccion virica (p. €j., efecto citopatico). Se pueden usar medios acondicionados de células para infectar
mas células para expandir la cantidad de virus producido antes de la purificacion. La purificacion se puede lograr, por
ejemplo, mediante dos ciclos de centrifugacion con densidad de cloruro de cesio o filtracion selectiva. El virus se puede
purificar mediante cromatografia usando productos disponibles en el mercado o columnas cromatograficas
personalizadas.

Las composiciones de la presente invencion pueden comprender suficiente virus para garantizar que las células para
infectar se enfrenten a un numero determinado de virus. Por tanto, en diversas realizaciones, la presente invencion
proporciona una reserva de Ad recombinante, tal como una reserva de Ad recombinante sin RCA. Las reservas viricas
pueden variar considerablemente en su titulo, dependiendo en gran medida del genotipo virico y el protocolo y las
lineas celulares usadas para prepararlas. Las reservas viricas pueden tener un titulo de al menos aproximadamente
108, 107 o 108 ufp/ml o superior, tal como al menos aproximadamente 10°, 10'°, 10" o 10'? ufp/ml. Dependiendo de la
naturaleza del virus recombinante y la linea celular de empaquetamiento, una reserva virica de la presente invencion
puede tener un titulo de incluso aproximadamente 103 particulas/ml o superior.

Polinucleétidos y variantes gue codifican dianas de antigeno

La presente divulgacién proporciona ademas secuencias de acido nucleico, también denominados en el presente
documento polinucledtidos que codifican uno o mas antigenos diana de interés, o fragmentos o variantes de los
mismos. Como tal, la presente invencién proporciona polinucleétidos que codifican antigenos diana de cualquier fuente
como se describe adicionalmente en el presente documento, vectores que comprenden dichos polinucledtidos y
células hospedadoras transformadas o transfectadas con dichos vectores de expresion. Para expresar un polipéptido
de antigeno diana deseado, se puede insertar las secuencias de nucledtidos que codifican el polipéptido, o
equivalentes funcionales, en un vector de Ad adecuado (p. €j., usando técnicas recombinantes). El vector de
adenovirus adecuado puede contener los elementos necesarios para la transcripcion y traducciéon de la secuencia
codificante insertada y cualquier conector deseado. Se pueden usar métodos que son bien conocidos por los expertos
en la materia para construir estos vectores de adenovirus que contienen secuencias que codifican un polipéptido de
interés y elementos de control de la transcripcién y la traduccién adecuados. Estos métodos incluyen técnicas de ADN
recombinante in vitro, técnicas sintéticas y recombinacién genética in vivo.

Los polinucleétidos pueden comprender una secuencia nativa (es decir, una secuencia endégena que codifica un

polipéptido/proteina/epitopo del antigeno diana de la invencién o una parte del mismo) o pueden comprender una
secuencia que codifica una variante, fragmento o derivado de dicha secuencia. Las secuencias polinucleotidicas
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pueden codificar proteinas de antigeno diana. En algunas realizaciones, los polinucleétidos representan una secuencia
génica novedosa optimizada para su expresion en tipos celulares especificos que pueden variar sustancialmente con
respecto a la secuencia o variante de nucleétidos nativa pero codifican un antigeno proteico similar.

En otras realizaciones relacionadas, las variantes de polinucledtidos tienen identidad sustancial con secuencias
nativas que codifican proteinas (p. €j., antigenos diana de interés), por ejemplo, los que comprenden al menos 70 %
de identidad de secuencia, preferentemente al menos 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 %, o
mas, identidad de secuencia en comparacién con una secuencia polinucleotidica nativa que codifica los polipéptidos
(p. €j., analisis BLAST usando parametros predeterminados). Estos valores se pueden ajustar adecuadamente para
determinar la identidad correspondiente de proteinas codificadas por dos secuencias de nucleétidos teniendo en
cuenta la degradacién coddnica, la similitud de aminoacidos, el posicionamiento del marco de lectura y similares. Los
polinucledtidos pueden codificar una proteina que comprende, por ejemplo, al menos 70 % de identidad de secuencia,
preferentemente al menos 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o0 99 %, o mas, identidad de secuencia
en comparacion con una secuencia proteica codificada por una secuencia polinucleotidica nativa.

Los polinucledtidos pueden comprender al menos aproximadamente 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65,
70, 75, 80, 85, 90, 95, 100, 11, 120, 130, 140, 150, 160, 170, 180, 190, 200, 210, 220, 230, 240, 250, 260, 270, 280,
290, 300, 350, 400, 450, 500, 550, 600, 650, 700, 750, 800, 850, 900, 950 o 1000 o mas nucledtidos contiguos que
codifican un polipéptido (p. €j., antigenos proteicos diana), y todas las longitudes intermedias entre ellas. "Longitudes
intermedias”, en este contexto, se refiere a cualquier longitud entre los valores citados, tales como 16, 17, 18, 19, etc;
21,22, 23, etc.; 30, 31, 32, etc.; 50, 51, 52, 53, etc.; 100, 101, 102, 103, etc.; 150, 151, 152, 153, etc.; incluyendo todos
los numeros enteros hasta 200-500; 500-1000 y similares. Una secuencia polinucleotidica puede extenderse en uno
0 ambos extremos por nucledtidos adicionales no hallados en la secuencia nativa que codifica un polipéptido, tal como
un epitopo o proteina diana heterdloga. Esta secuencia adicional puede consistiren 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12,
13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 o 20 nucledtidos o mas, en cualquier extremo de la secuencia desvelada o en ambos
extremos de la secuencia desvelada.

Los polinucleodtidos, independientemente de la longitud de la secuencia codificante en si misma, pueden combinarse
con otras secuencias de ADN, tales como promotores, secuencias de control de la expresion, sehales de
poliadenilacion, sitios de enzimas de restricciéon adicionales, sitios de clonacién multiples, otros segmentos codificantes
y similares, de modo que su longitud total puede variar considerablemente. Por lo tanto, se contempla que se puede
emplear un fragmento de acido nucleico de casi cualquier longitud, estando la longitud total preferentemente limitada
por la facilidad de preparacién y uso en el protocolo de ADN recombinante previsto. Se consideran Utiles segmentos
de polinucleostidos ilustrativos con longitudes totales de aproximadamente 1000, 2000, 3000, 4000, 5000, 6000, 7000,
8000, 9000, 10.000, aproximadamente 500, aproximadamente 200, aproximadamente 100, aproximadamente 50
pares de bases de longitud y similares, (incluyendo todas las longitudes intermedias) en muchas implementaciones
de la presente invencion.

Un enfoque de mutagénesis, tal como mutagénesis especifica de sitio, puede emplearse para preparar secuencias de
antigeno diana. Se pueden realizar modificaciones especificas en una secuencia polipeptidica mediante mutagénesis
de los polinucleétidos subyacentes que las codifican. Se puede usar mutagénesis especifica de sitio para producir
mutantes mediante el uso de secuencias oligonucleotidicas que codifican la secuencia de ADN de la mutacion
deseada, asi como un numero suficiente de nucleétidos adyacentes, para proporcionar una secuencia de cebador de
tamafio y complejidad de secuencia suficientes para formar una doble cadena estable en ambos lados de la unién de
supresion que se atraviesa. Por ejemplo, se puede emplear un cebador que comprende de aproximadamente 14 a
aproximadamente 25 nucleétidos de longitud aproximadamente, con de aproximadamente 5 a aproximadamente 10
restos en ambos lados de la unién de la secuencia que se altera. Se pueden realizar mutaciones en una secuencia
polinucleotidica seleccionada para mejorar, alterar, disminuir, modificar o cambiar de otro modo las propiedades del
polinucledtido y/o alterar las propiedades, actividad, composicion, estabilidad o secuencia primaria del polipéptido
codificado.

Se puede usar mutagénesis de secuencias polinucleotidicas para alterar una o mas propiedades del polipéptido
codificado, tales como la inmunogenicidad de un epitopo comprendido en un polipéptido o la inmunogenicidad de un
antigeno diana. Los ensayos para evaluar la inmunogenicidad de un polipéptido incluyen, pero sin limitacion, ensayos
de citotoxicidad de linfocitos T (ensayos de liberacion de CTL/cromo), ensayos de proliferacion de linfocitos T, tincién
intracelular de citocinas, ELISA, ELISpot, etc. Se pueden emplear otras formas de obtencion de variantes de secuencia
de péptidos y las secuencias de ADN que los codifican. Por ejemplo, se pueden tratar vectores recombinantes que
codifican la secuencia peptidica deseada con agentes mutagénicos, tales como hidroxilamina, para obtener variantes
de secuencia.

Se pueden preparar facilmente segmentos o fragmentos de polinucleétidos que codifican los polipéptidos de la
presente invencion mediante, por ejemplo, sintesis directa del fragmento por medios quimicos. Se pueden obtener
fragmentos mediante la aplicaciéon de tecnologia de reproducciéon de acido nucleico, tal como PCR, mediante la
introduccion de secuencias seleccionadas en vectores recombinantes para produccion recombinante y mediante otras
técnicas de ADN recombinante generalmente conocidas por los expertos en la técnica de la biologia molecular.
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Se pueden utilizar diversos sistemas de vector/hospedador para contener y producir secuencias polinucleotidicas. Los
sistemas ilustrativos incluyen microorganismos tales como bacterias transformadas con vectores de ADN
recombinante de bacteriéfagos, plasmidos o cosmidos; levaduras transformadas con vectores de levadura; sistemas
de células de insecto infectados con vectores de virus (p. ej., baculovirus); sistemas de células vegetales
transformados con vectores de virus (p. €j., virus del mosaico de la coliflor, CaMV; virus del mosaico del tabaco, TMV)
0 con vectores bacterianos (p. €j., plasmidos Ti o pBR322); o sistemas de células animales.

Los elementos de control o las secuencias reguladoras presentes en un vector de Ad pueden incluir las regiones no
traducidas de los potenciadores, promotores y regiones no traducidas 5' y 3' del vector. Dichos elementos pueden
variar en su concentracion y especificidad. Dependiendo del sistema de vector y el hospedador utilizados, se puede
usar cualquiera de varios elementos de transcripcion y traduccién adecuados, incluyendo promotores constitutivos e
inducibles. Por ejemplo, se pueden ligar secuencias que codifican un polipéptido de interés en un complejo de
transcripcion/traduccion de Ad que consiste en el promotor tardio y la secuencia lider tripartita. Se puede usar insercion
en una region E1 o E3 no esencial del genoma virico para obtener un virus viable que sea capaz de expresar el
polipéptido en células hospedadoras infectadas. Ademas, se pueden usar potenciadores de la transcripcion, tales
como el potenciador del virus del sarcoma de Rous (VSR), para aumentar la expresion en células hospedadoras de
mamiferos.

También se pueden usar sefiales de iniciacién especificas para lograr una traduccion mas eficaz de secuencias que
codifican un polipéptido de interés (p. ej., codén de iniciacion ATG y secuencias adyacentes). Los elementos
traduccionales exégenos y los codones de iniciacion pueden ser de diversos origenes, tanto naturales como sintéticos.
La eficacia de expresion puede mejorarse mediante la inclusion de potenciadores que sean adecuados para el sistema
celular particular que se use. También se pueden incorporar secuencias de terminacion especificas, ya sea para
transcripcion o para traduccion, para lograr una traduccion eficaz de la secuencia que codifica el polipéptido elegido.

Se pueden usar diversos protocolos para detectar y medir la expresién de productos codificados por polinucleétidos
(p. €j., antigenos diana) (p. ej., usando anticuerpos policlonales o monoclonales especificos para el producto). Los
ejemplos incluyen ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA), radioinmunoensayo (RIA) y clasificacion de
células activadas por fluorescencia (FACS). Se puede preferir para algunas aplicaciones un inmunoensayo de base
monoclonal de dos sitios que utiliza anticuerpos monoclonales reactivos para dos epitopos no interferentes en un
polipéptido dado, pero también se puede emplear un ensayo de uniéon competitiva.

Los vectores de Ad pueden comprender un producto que puede detectarse o seleccionarse, tal como un gen indicador
cuyo producto puede detectarse, tal como mediante fluorescencia, actividad enzimatica en un sustrato cromogénico o
fluorescente, y similares, o seleccionarse mediante las condiciones de cultivo. Los genes indicadores ilustrativos
incluyen proteina verde fluorescente (GFP), B-galactosidasa, cloranfenicol acetiliransferasa (CAT), luciferasa,
neomicina fosfotransferasa, fosfatasa alcalina secretada (SEAP) y hormona del crecimiento humano (HGH). Los
marcadores seleccionables ilustrativos incluyen resistencias farmacolégicas, tales como neomicina (G418),
higromicina y similares.

Los vectores de Ad también pueden comprender una secuencia promotora o de control de la expresion. La eleccion
del promotor dependera en parte del tipo celular diana y el grado o tipo de control deseado. Los promotores que son
adecuados dentro del contexto de la presente invencion incluyen, sin limitacion, constitutivos, inducibles, especificos
de tejido, especificos de tipo celular, especifico temporales o especificos de acontecimiento. Los ejemplos de
promotores constitutivos o inespecificos incluyen el promotor temprano de SV40, el promotor tardio de SV40, promotor
de gen temprano de CMV, promotor del virus del papiloma bovino y promotor de adenovirus. Ademas de promotores
viricos, los promotores celulares también son susceptibles dentro del contexto de la presente invencion. En particular,
son utiles los promotores celulares para los denominados genes constitutivos (p. €j., B-actina). Los promotores viricos
son en general promotores mas fuertes que los promotores celulares. También se pueden usar promotores inducibles.
Estos promotores incluyen MMTV LTR, inducible por dexametasona, metalotioneina, inducible por metales pesados,
y promotores con elementos de respuesta a AMPc, inducibles por AMPc, promotor de choque térmico. Al usar un
promotor inducible, el &cido nucleico puede administrarse a una célula y permanecera inactivo hasta la adicién del
inductor. Esto permite mayor control sobre el momento de produccién de la proteina de interés. Se pueden usar
promotores especificos de tipo de acontecimiento (p. ej., LTR de VIH), que estan activos o regulados positivamente
solo tras la aparicion de un acontecimiento, tal como infeccién por Ebola, por ejemplo. El promotor LTR del VIH esta
inactivo a menos que el producto del gen tat esté presente, lo que sucede tras infeccion virica. Algunos promotores
de tipo acontecimiento también son especificos de tejido. Los promotores especificos de tipo de acontecimiento
preferidos incluyen promotores activados tras infeccion virica.

Los ejemplos de promotores incluyen promotores para a-fetoproteina, a-actina, myo D, antigeno carcinoembrionario,
receptor de VEGF; receptor de FGF; TEK o tie 2; tie; receptor de urocinasa; selectinas E y P; VCAM-1; endoglina;
endosialina; integrina aV-B3; endotelina-1; ICAM-3; antigeno E9; factor de von Willebrand; CD44; CD40; cadherina
vascular-endotelial; notch 4, antigeno asociado a melanoma de alto peso molecular; antigeno especifico de prostata
1, probasina, receptor de FGF, receptor de VEGF, erb B2; erb B3; erb B4; MUC-1; HSP-27; int-1; int-2, CEA, receptor
de HBEGF; receptor de EGF; tirosinasa, MAGE, receptor de IL-2; fosfatasa acida prostatica, probasina, antigeno de
membrana especifico de préstata, a-cristalina, receptor de PDGF, receptor de integrina, a-actina, cadenas pesadas
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de miosina SM1 y SM2, calponina-h1, receptor de a-angiotensina SM22, IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-
9, IL-10, IL-11, IL-12, IL-13, IL-14, cadena pesada de inmunoglobulina, cadena ligera de inmunoglobulina y CD4.

Se pueden insertar secuencias represoras, reguladores negativos o silenciadores especificos de tejido para reducir la
expresion inespecifica del polinucledtido. Se pueden insertar multiples elementos represores en la regién promotora.
La represion de la transcripcion es independiente de la orientacion de elementos represores o la distancia del promotor.
Un tipo de secuencia represora es una secuencia aislante. Dichas secuencias inhiben la transcripcion y pueden
silenciar la transcripcion de fondo. Se pueden ubicar elementos reguladores negativos en las regiones promotoras de
varios genes diferentes. El elemento represor puede actuar como un represor de la transcripcidon en ausencia de
factores, tales como esteroides, al igual que el NSE en la region promotora del gen de la ovoalbumina. Estos elementos
reguladores negativos pueden unirse con complejos proteicos especificos del oviducto, ninguno de los cuales es
sensible a esteroides. Se ubican tres elementos diferentes en el promotor del gen de la ovoalbumina. Los
oligonucledtidos correspondientes a partes de estos elementos pueden reprimir la transcripcion virica del indicador
TK. Uno de los elementos silenciadores comparte identidad de secuencia con silenciadores en otros genes
(TCTCTCCNA (SEQ. ID. NO.: 7)).

Ademas, pueden ubicarse elementos represores en la region promotora de diversos genes, incluyendo el gen de
colageno Il, por ejemplo. Los factores nucleares de células HelLa se pueden unir especificamente a fragmentos de
ADN que contienen la region silenciadora. Los elementos represores pueden desempefiar un papel regulador de la
transcripcion en el gen de fosfato de carbamilo sintetasa. Este gen se expresa solo en dos tipos celulares diferentes,
hepatocitos y células epiteliales de la mucosa intestinal. También se encuentran regiones reguladoras negativas en la
regiéon promotora del gen de la colina acetiltransferasa, el promotor de la albumina, promotor del gen de la
fosfoglicerato cinasa (PGK-2) y en el gen de la 6-fosfofructo-2-cinasal/fructosa-2,6-bisfosfatasa, en los que el elemento
regulador negativo inhibe la transcripcion en lineas celulares no hepaticas. Asimismo, el elemento regulador negativo
Tse-1 se ubica en varios genes especificos del higado, incluyendo tirosina aminotransferasa (TAT). La expresion del
gen de TAT es especifica del higado e inducible tanto por glucocorticoides como por la ruta de sefializacién de AMPc.
El elemento de respuesta de AMPc (CRE) puede actuar como la diana para represion por Tse-1 y elementos
especificos de hepatocitos. En consecuencia, resulta evidente que se conocen o se identifican facilmente variedades
de dichos elementos.

En determinadas realizaciones, pueden incorporarse elementos que aumenten la expresion del antigeno diana
deseado en la secuencia de acido nucleico de los vectores de Ad descritos en el presente documento. Los elementos
ilustrativos incluyen sitios de unién a ribosomas internos (IRES). Los IRES pueden aumentar la eficacia de traduccion.
Del mismo modo, otras secuencias pueden potenciar la expresion. Para algunos genes, las secuencias especialmente
en el extremo 5' pueden inhibir la transcripcién y/o traduccion. Estas secuencias son habitualmente palindromos que
pueden formar estructuras en horquilla. En algunos casos, dichas secuencias en el acido nucleico para administrar se
suprimen. Los niveles de expresién del transcrito o del producto traducido se pueden ensayar para confirmar o
determinar qué secuencias afectan a la expresién. Los niveles de transcripcion se pueden ensayar mediante cualquier
método conocido, incluyendo hibridacion de transferencia de Northern, protecciéon de sonda de RNasa y similares. Los
niveles de proteina se pueden ensayar mediante cualquier método conocido, incluyendo ELISA.

Inmunoterapias y vacunas especificas para el antigeno del Ebola

La presente divulgacion proporciona inmunizacién con antigeno individual o antigeno combinado contra antigenos del
Ebola, tales como GP, NP, VP40, VP35, VP30, VP24 y/o L, utilizando dichos vectores y otros vectores como se
proporcionan en el presente documento. La presente divulgacion proporciona vacunas terapéuticas contra antigenos
del Ebola. La presente divulgacion proporciona vacunas profilacticas contra antigenos del Ebola. Ademas, en diversas
realizaciones, la composicion y los métodos proporcionados en el presente documento pueden conducir a respuestas
clinicas, tales como alteracion de la progresion de la enfermedad o la esperanza de vida.

Se pueden usar vectores Ad5 [E1-] que codifican diversos antigenos para transducir eficazmente 95 % de CD
expuestas ex vivo a titulos altos del vector. Cabe destacar que los inventores han descubierto niveles crecientes de
expresion de genes extrafios en la CD con crecientes multiplicidades de infecciéon (MOI) con el vector. Las CD
infectadas con vectores Ad5 [E1-] pueden codificar diversos antigenos del Ebola que tienen propension a inducir
respuestas de CTL especificas de antigeno, tienen una capacidad mejorada de presentacion de antigenos y/o tienen
una capacidad mejorada para iniciar la proliferacion de linfocitos T en reacciones mixtas de linfocitos. Se puede usar
inmunizacién de animales con células dendriticas (CD) previamente transducidas por vectores de Ad5 que codifican
antigenos especificos de tumor para inducir niveles significativos de proteccién para los animales cuando se estimulan
con células tumorales que expresan el antigeno respectivo. Resulta interesante que la inyeccién intratumoral de Ad
que codifican IL-7 es menos eficaz que la inyecciéon de CD transducidas con vectores de Ad5 que codifican IL-7 para
inducir inmunidad antitumoral. La presente descripciéon contempla la transduccién ex vivo de CD por vectores de Ad5.
Se pueden usar estrategias de transduccion de CD ex vivo para inducir tolerancia del hospedador receptor. Por
ejemplo, La administracion mediada por Ad5 del CTLA4Ig en las CD puede bloquear las interacciones de CD80 de las
CD con moléculas CD28 presentes en linfocitos T.

Las interacciones de la capside del vector de Ad5 con CD pueden desencadenar varias respuestas beneficiosas, que
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pueden aumentar la propension de las CD a presentar antigenos codificados por vectores de Ad5. Por ejemplo, las
CD inmaduras, aunque estén especializadas en la captacion de antigenos, son efectores relativamente ineficaces de
la activacion de linfocitos T. La maduracién de CD coincide con la mejora de la capacidad de las CD para impulsar la
inmunidad de linfocitos T. En algunos casos, las composiciones y los métodos de la invencién aprovechan una
infeccion de Ad5 que da como resultado la induccidn directa de la maduracién de CD. La infeccion por vector de Ad
de CD procedentes de médula 6sea inmadura de ratones puede regular positivamente los marcadores de superficie
celular normalmente asociados con la maduracion de CD (MHC | y Il, CD40, CD80, CD86 e ICAM-1), asi como
regulacién negativa de CD11c, una integrina regulada negativamente tras la maduracion de CD mieloides. En algunos
casos, la infeccion por vector de Ad desencadena la produccion de IL-12 por CD, un marcador de maduracion de CD.
Sin quedar ligados a teoria alguna, estos acontecimientos pueden deberse posiblemente a la activacion
desencadenada por Ad5 de rutas de NF-kB. Las CD maduras se pueden transducir eficazmente mediante vectores
de Ad y no pierden su potencial funcional para estimular la proliferaciéon de linfocitos T virgenes con MOI menor, como
lo demuestra la CD humana CD83+ madura (procedente de monocitos de sangre periférica). Sin embargo, las CD
maduras también pueden ser menos infectables que las inmaduras.

Se puede usar modificacion de las proteinas de la capside como estrategia para optimizar la infeccion de CD mediante
vectores de Ad, asi como potenciar la maduracion funcional, por ejemplo, usando el receptor de CD40L como receptor
de vector virico, en lugar de usar los mecanismos normales de infeccién de receptor CAR.

En diversas realizaciones, las composiciones y métodos de la invencién comprenden un efecto de vacuna Ad5 [E1-,
E2b-]-GP, NP, VP40, VP35, VP30, VP24, L o cualquier combinacién de los mismos, de mayor supervivencia general
(SG) dentro de los limites de la seguridad técnica. Por ejemplo, las composiciones y los métodos de la invencion
pueden comprender un efecto de vacuna de GP de vector o vectores Ad5 [E1-, E2b-] de aumento de la supervivencia
general (SG) dentro de los limites de la seguridad técnica. Por ejemplo, las composiciones y los métodos de la
invencion pueden comprender un efecto de vacuna de NP de vector o vectores Ad5 [E1-, E2b-] de aumento de la
supervivencia general (SG) dentro de los limites de la seguridad técnica. Por ejemplo, las composiciones y los métodos
de la invencion pueden comprender un efecto de vacuna de VP40 de vector o vectores Ad5 [E1- E2b-] de aumento de
la supervivencia general (SG) dentro de los limites de la seguridad técnica. Por ejemplo, las composiciones y los
métodos de la invencién pueden comprender un efecto de vacuna de VP35 de vector o vectores Ad5 [E1- E2b-] de
aumento de la supervivencia general (SG) dentro de los limites de la seguridad técnica. Por ejemplo, las composiciones
y los métodos de la invencién pueden comprender un efecto de vacuna de VP30 de vector o vectores Ad5 [E1- E2b-]
de aumento de la supervivencia general (SG) dentro de los limites de la seguridad técnica. Por ejemplo, las
composiciones y los métodos de la invencion pueden comprender un efecto de vacuna de VP24 de vector o vectores
Ad5 [E1- E2b-] de aumento de la supervivencia general (SG) dentro de los limites de la seguridad técnica. Por ejemplo,
las composiciones y los métodos de la invencién pueden comprender un efecto de vacuna de L de vector o vectores
Ad5 [E1-, E2b-] de aumento de la supervivencia general (SG) dentro de los limites de la seguridad técnica.

Como se ha indicado anteriormente, los vectores de adenovirus de la presente invencién comprenden secuencias de
acido nucleico que codifican una o mas proteinas o antigenos diana de interés. En este sentido, los vectores pueden
contener acido nucleico que codifica 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 o mas antigenos
diana diferentes de interés. Los antigenos diana pueden ser una proteina de longitud completa o pueden ser un
fragmento (p. €j., un epitopo) de la misma. Los vectores de adenovirus pueden contener secuencias de acido nucleico
que codifican multiples fragmentos o epitopos de una proteina diana de interés o pueden contener uno o mas
fragmentos o epitopos de numerosas proteinas diana diferentes de interés.

Un antigeno diana puede comprender cualquier sustancia contra la que es deseable generar una respuesta inmunitaria
pero, en general, el antigeno diana es una proteina. Un antigeno diana puede comprender una proteina de longitud
completa, una subunidad de una proteina, una isoforma de una proteina o un fragmento de la misma que induce una
respuesta inmunitaria (es decir, un fragmento inmunogénico). Se puede modificar un antigeno diana o fragmento del
mismo, p. €j., para reducir una o mas actividades bioldgicas del antigeno diana o para mejorar su inmunogenicidad.

En determinadas realizaciones, los fragmentos inmunogénicos se unen con una molécula del MHC de clase | o clase
II. Un fragmento inmunogénico puede "unirse con" una molécula del MHC de clase | o clase Il si dicha union es
detectable usando cualquier ensayo conocido en la técnica. Por ejemplo, la capacidad de un polipéptido para unirse
con el MHC de clase | puede evaluarse indirectamente mediante la supervision de la capacidad de promover la
incorporacién de B-2-microglobulina (B-2m) marcada con '?%l en complejos heterotriméricos del MHC de clase
I/B2m/péptido (véase Parker et al., J. Immunol. 152: 163, 1994). Como alternativa, pueden emplearse ensayos de
competicion de péptidos funcionales que se conocen en la técnica. En general, se pueden identificar fragmentos
inmunogénicos de polipéptidos. Las técnicas representativas para identificar fragmentos inmunogénicos incluyen
exploracion de polipéptidos para determinar la capacidad de reaccionar con antisueros especificos de antigeno y/o
lineas o clones de linfocitos T. Un fragmento inmunogénico de un polipéptido diana particular es un fragmento que
reacciona con dichos antisueros y/o linfocitos T a un nivel que no es sustancialmente menor que la reactividad del
polipéptido diana de longitud completa (p. ej., en un ELISA y/o ensayo de reactividad de linfocitos T). En otras palabras,
un fragmento inmunogénico puede reaccionar dentro de dichos ensayos a un nivel que es similar a o mayor que la
reactividad del polipéptido de longitud completa. Dichas exploraciones pueden realizarse usando métodos conocidos
en la técnica.
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En algunas realizaciones, los vectores viricos de la presente invencién comprenden secuencias de acido nucleico
heterélogo que codifican una o mas proteinas, variantes de las mismas, fusiones de las mismas o fragmentos de las
mismas, que pueden modular la respuesta inmunitaria. En algunas realizaciones, el vector virico de la presente
invencién codifica uno o mas anticuerpos contra antigenos especificos, tales como el antigeno protector contra el
carbunco, lo que permite inmunoterapia pasiva. En algunas realizaciones, los vectores viricos de la presente invencion
comprenden secuencias de acido nucleico heterdlogas que codifican una o mas proteinas que tienen efecto
terapéutico (p. €j., funcion antivirica, antibacteriana, antiparasitaria o antiébola). En algunas realizaciones, los vectores
de adenovirus con supresién de E2b de segunda generacion comprenden una secuencia de acido nucleico heterélogo.
En algunas realizaciones, la secuencia de acido nucleico heterélogo es GP, NP, VP40, VP35, VP30, VP24, L, una
variante, una parte o cualquier combinacién de las mismas.

Los antigenos diana incluyen, pero sin limitacién, antigenos procedentes de diversos virus del Ebola. En algunas
realizaciones, partes o variantes de las proteinas del Ebola se emplean como antigenos diana. En algunas
realizaciones, partes o variantes de las proteinas del Ebola que se emplean como antigenos diana tienen una
capacidad modificada, por ejemplo, aumentada, para efectuar una respuesta inmunitaria contra la proteina del Ebola
o las células que la contienen. Una vacuna de la presente invencion puede vacunar contra un antigeno. Una vacuna
también puede dirigirse a un epitopo. Un antigeno puede ser un antigeno del virus del Ebola. Un epitopo puede ser
un epitopo del virus del Ebola. Dicho epitopo del virus del Ebola puede obtenerse de una amplia variedad de virus del
Ebola, tales como antigenos de los virus del Ebola resultantes de mutaciones y antigenos especificos de especies del
Ebola compartidos. Los antigenos del Ebola (AE) pueden ser antigenos que el hospedador normalmente no expresa.
Los antigenos asociados con el Ebola pueden ser, por ejemplo, proteinas o fragmentos de proteinas, hidratos de
carbono complejos, gangliésidos, haptenos, acidos nucleicos, otras moléculas biolégicas o cualquier combinacion de
los mismos.

Las proteinas ilustrativas del Ebola utiles en la presente invencién incluyen, pero sin limitacién, uno o mas de GP, NP,
VP40, VP35, VP30, VP24 y L. En algunas realizaciones, el vector virico comprende una secuencia de antigeno diana
que codifica un polipéptido modificado seleccionado de GP, NP, VP40, VP35, VP30, VP24 y L en donde el polipéptido
o un fragmento del mismo tiene al menos 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 98 %, 99 %, 99,5 %,
99,9 % de identidad con la secuencia descrita.

Los inventores han descubierto que multiples inmunizaciones homologas con Ad5 [E1-, E2b-]-GP, NP, VP40, VP35,
VP30, VP24 y/o L, indujeron respuestas inmunitarias mediadas por células (IMC) especificas de GP, NP, VP40, VP35,
VP30, VP24 y/o L con actividad anti-Ebola en animales a pesar de la presencia de anticuerpos neutralizantes de Ad5
preexistentes o inducidos. Las cohortes de pacientes con Ebola pueden inmunizarse con dosis crecientes de Ad5 [E1-
, E2b-]-GP, NP, VP40, VP35, VP30, VP24 y/o L. En sujetos con infecciones por Ebola, la nueva plataforma de
administracion de genes Ad5 [E1-, E2b-] genera respuestas de IMC significativas a los GP, NP, VP40, VP35, VP30,
VP24 y/o L de AE en el contexto de inmunidad especifica de Ad5 tanto adquirida de manera natural como inducida
por inmunizacion.

La IMC especifica de antigeno GP, NP, VP40, VP35, VP30, VP24 y/o L puede ser, por ejemplo, mayor de 10, 20, 30,
40, 50, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000, 5000, 10000 o0 mas células formadoras de manchas (CFM)
de IFN-y por cada 10° células mononucleares de sangre periférica (PBMC). En algunas realizaciones, la respuesta
inmunitaria se eleva en un sujeto humano con un titulo inverso de anticuerpo neutralizante de Ad5 preexistente mayor
de 50, 100, 150, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000, 1500, 2000, 2500, 3000, 3500, 4000, 4500, 5000, 6000,
7000, 8000, 9000, 1000, 12000, 15000 o superior. La respuesta inmunitaria puede comprender una inmunidad
mediada por células y/o una inmunidad humoral como se describe en el presente documento. La respuesta inmunitaria
se puede medir mediante una o mas tinciones de citocinas intracelulares (TCl), ELISpot, ensayos de proliferacion,
ensayos de linfocitos T citotdxicos incluyendo ensayos de liberacién de cromo o equivalentes y analisis de expresion
génica usando cualquier niumero de ensayos basados en la reaccidon en cadena de la polimerasa (PCR) o RT-PCR,
como se describe en el presente documento y en la medida en que estén disponibles para una persona experta en la
materia, asi como cualquier otro ensayo adecuado conocido en la técnica para medir la respuesta inmunitaria.

En algunas realizaciones, el vector de adenovirus defectuoso en replicacion comprende una secuencia modificada
que codifica una subunidad con al menos 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 98 %, 99 %, 99,5 %, 99,9 % de identidad
con una subunidad de tipo silvestre del polipéptido. El polipéptido inmunogénico puede ser un GP, NP, VP40, VP35,
VP30, VP24 o L mutantes, o un fragmento de los mismos. En algunas realizaciones, el vector de adenovirus defectuoso
en replicacion comprende una secuencia que codifica un polipéptido con al menos 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %,
98 %, 99 %, 99,5 %, 99,9 % de identidad con el polipéptido inmunogénico. En algunas realizaciones, la secuencia que
codifica el polipéptido inmunogénico comprende la secuencia de la SEQ. ID. NO.: 1.

En algunas realizaciones, la secuencia que codifica el polipéptido inmunogénico comprende una secuencia con al
menos 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 98 %, 99 %, 99,5 %, 99,9 % de identidad con las SEQ. ID. NO.: 1, 2, 4,
5 0 6, o una secuencia generada a partir de las SEQ. ID. NO.: 1, 2, 4, 5 o 6 mediante reemplazos de codones
alternativos. En algunas realizaciones, el polipéptido inmunogénico codificado por los vectores de adenovirus
comprende hasta 1, 2, 3,4, 5,6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 25, 30, 35, 40 o0 mas mutaciones
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puntuales, tales como sustituciones o supresiones de aminoacidos individuales, en comparacién con una secuencia
de GP, NP, VP40, VP35, VP30, VP24 o L humana de tipo silvestre.

En determinadas realizaciones, los antigenos del Ebola pueden identificarse directamente a partir de un individuo
infectado con un virus del Ebola. En este sentido, se pueden llevar a cabo exploraciones usando diversas tecnologias
conocidas. Por ejemplo, en una realizacion, se toma una biopsia de células o tejidos de un paciente, se aisla ARN de
las células de muestra y se explora usando un chip génico (por ejemplo, de Affymetrix, Santa Clara, Calif.) y se
identifica un antigeno del virus del Ebola. Una vez que se identifica el antigeno diana del virus del Ebola, entonces
puede clonarse, expresarse y purificarse usando técnicas conocidas en este campo.

Este antigeno diana puede unirse después a uno o mas epitopos o incorporarse o unirse a casetes o vectores viricos
descritos en el presente documento y administrarse al paciente para alterar la respuesta inmunitaria a la molécula
diana aislada de una muestra del paciente infectado por Ebola. De esta manera, se contemplan inmunoterapia y
vacunas "personalizadas" dentro del contexto de la invencién. En algunas realizaciones, un antigeno del Ebola
personalizado relacionado con las SEQ. ID. NO.:1, SEQ. ID. NO.:2, SEQ. ID. NO.:4, SEQ. ID. NO.:5, SEQ. ID. NO.:6
0 una combinacién de las mismas se caracteriza a partir de un paciente y se utiliza ademas como el antigeno diana
en su conjunto, en parte o0 como una variante.

Inmunoterapias y vacunas combinadas

La presente divulgacién proporciona una inmunoterapia y composiciones de vacuna combinadas para el tratamiento
de infecciones por Ebola. En algunos aspectos, las inmunoterapias y vacunas combinadas proporcionadas en el
presente documento pueden comprender un enfoque inmunoterapéutico de multiples dianas contra antigenos
asociados con infecciones por Ebola. En algunos aspectos, las inmunoterapias y vacunas combinadas proporcionadas
en el presente documento pueden comprender un enfoque inmunoterapéutico de identificacion antigénica de multiples
dianas contra antigenos asociados con infecciones por Ebola. Las composiciones y los métodos de la invencién, en
diversas realizaciones, proporcionan vectores basados en virus que expresan un tipo silvestre o una variante de GP,
NP, VP40, VP35, VP30, VP24 y/o L para la inmunizacion del Ebola, como se proporciona en el presente documento.
Estos vectores pueden aumentar la respuesta inmunitaria contra GP, NP, VP40, VP35, VP30, VP24 y/o L.

En algunos aspectos, el vector comprende al menos un antigeno. En algunos aspectos, el vector comprende al menos
dos antigenos. En algunos aspectos, el vector comprende al menos tres antigenos. En algunos aspectos, el vector
comprende mas de tres antigenos. En algunos aspectos, la formulacién de vacuna comprende una relacion 1:1 de
vector con respecto a antigeno. En algunos aspectos, la vacuna comprende una relacion 1:2 de vector con respecto
a antigeno. En algunos aspectos, la vacuna comprende una relacion 1:3 de vector con respecto a antigeno. En algunos
aspectos, la vacuna comprende una relacién 1:4 de vector con respecto a antigeno. En algunos aspectos, la vacuna
comprende una relacion 1:5 de vector con respecto a antigeno. En algunos aspectos, la vacuna comprende una
relacion 1:6 de vector con respecto a antigeno. En algunos aspectos, la vacuna comprende una relacion 1:7 de vector
con respecto a antigeno. En algunos aspectos, la vacuna comprende una relacion 1:8 de vector con respecto a
antigeno. En algunos aspectos, la vacuna comprende una relacion 1:9 de vector con respecto a antigeno. En algunos
aspectos, la vacuna comprende una relacion 1:10 de vector con respecto a antigeno.

En algunos aspectos, la vacuna es una vacuna combinada, en donde la vacuna comprende al menos dos vectores
que contienen cada uno al menos un unico antigeno. En algunos aspectos, la vacuna es una vacuna combinada, en
donde la vacuna comprende al menos tres vectores que contienen cada uno al menos un unico antigeno diana. En
algunos aspectos, la vacuna es una vacuna combinada, en donde la vacuna comprende mas de tres vectores que
contienen cada uno al menos un unico antigeno.

En algunos aspectos, la vacuna es una vacuna combinada, en donde la vacuna comprende al menos dos vectores,
en donde un primer vector de los al menos dos vectores comprende al menos un Unico antigeno y en donde un
segundo vector de los al menos dos vectores comprende al menos dos antigenos. En algunos aspectos, la vacuna es
una vacuna combinada, en donde la vacuna comprende al menos tres vectores, en donde un primer vector de los al
menos tres vectores comprende al menos un unico antigeno y en donde un segundo vector de los al menos tres
vectores comprende al menos dos antigenos. En algunos aspectos, la vacuna es una vacuna combinada, en donde
la vacuna comprende tres 0 mas vectores, en donde un primer vector de los tres 0 méas vectores comprende al menos
un unico antigeno y en donde un segundo vector de los tres 0 mas vectores comprende al menos dos antigenos. En
algunos aspectos, la vacuna es una vacuna combinada, en donde la vacuna comprende mas de tres vectores que
contienen cada uno al menos dos antigenos.

Cuando una mezcla de diferentes antigenos se administran o expresan simultdneamente a partir de un mismo o
diferente vector en un individuo, pueden competir entre si. Como resultado, las formulaciones que comprenden
diferentes concentraciones y relaciones de antigenos expresados en una inmunoterapia o vacuna combinada deben
evaluarse y adaptarse al individuo o grupo de individuos para garantizar que se produzcan respuestas inmunitarias
eficaces y sostenidas después de la administracion.

La composicion que comprende multiples antigenos puede estar presente en diversas relaciones. Por ejemplo, las
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formulaciones con mas de un vector pueden tener diversas relaciones. Por ejemplo, las inmunoterapias o vacunas
pueden tener dos vectores diferentes en una estequiometria de 1:1, 1:2, 1:3, 1:4, 1:5, 1:6, 1:7, 1:8, 1:9, 1:10, 1:15,
1:20, 1:30, 2:1, 2:3, 2:4, 2:5, 2:6, 2:7, 2:8, 3:1, 3:3, 3:4, 3:5, 3:6, 3:7, 3:8, 3:1, 3:3, 3:4, 3:5, 3:6, 3:7, 3:8, 4:1, 4:3, 4:5,
4:6, 4:7, 4.8, 5:1, 5:3, 5:4, 5:6, 5.7, 5.8, 6:1, 6:3, 6:4, 6:5, 6:7,6:8,7:1, 7.3, 7:4, 7:5, 7.6, 7.8, 8:1, 8:3, 8:4, 8:5,8:6 u
8:7. Por ejemplo, las inmunoterapias o vacunas pueden tener tres vectores diferentes en una estequiometria de: 1:1:1,
1:2:1, 1:3:1, 1:4:1, 1:5:1, 1:6:1, 1:7:1, 1:8:1, 2:1:1, 2:3:1, 2:4:1, 2:5:1, 2:6:1, 2:7:1, 2:8:1, 3:1, 3:3:1, 3:4:1, 3:5:1, 3:6:1,

3:7:1,3:8:1, 3:1:1, 3:3:1, 3:4:1, 3:5:1, 3:6:1, 3:7:1, 3:8:1, 4:1:1, 4:3:1, 4:4:1, 4:5:1, 4:6:1, 4:7:1, 4:8:1, 5:1:1, 5:3:1, 5:4:1,
5:5:1, 5:6:1,5:7:1, 5:8:1, 6:1:1, 6:3:1, 6:4:1, 6:5:1, 6:6:1, 6:7:1,6:8:1, 7:1:1, 7:3:1, 7:4:1, 7:5:1, 7:6:1, 7:7:1, 7:8:1, 8:1:1,
8:3:1, 8:4:1, 8:5:1, 8:6:1, 8:7:1, 8:8:1, 1:1:2, 1:2:2, 1:3:2, 1:4:2, 1:5:2, 1:6:2, 1:7:2, 1:8:2, 2:1:2, 2:3:2, 2:4:2, 2:5:2, 2:6:2,
2:7:2,2:82,3:1:2,3:3:2, 3:4:2, 3:5:2, 3:6:2, 3:7:2, 3:8:2, 3:1:2, 3:3:2, 3:4:2, 3:5:2, 3:6:2, 3:7:2, 3:8:2,4:1:2, 4:3:2, 4:4:2,
4:5:2,4:6:2,4:7:2,4:8:2,5:1:2,5:3:2,5:4:2,5:5:2, 5:6:2, 5:7:2, 5:8:2, 6:1:2, 6:3:2, 6:4:2, 6:5:2, 6:6:2, 6:7:2, 6:8:2, 7:1:2,

7:3.2,7:4:2,7:52,76:2,7.7:2,7:8:2,8:1:2, 8:3:2,8:4:2,8:5:2,8:6:2,8:7:2, 8:8:2, 1:1:3, 1:2:3, 1:3:3, 1:4:3, 1:5:3, 1:6:3,
1:7:3, 1:8:3, 2:1:3, 2:3:3, 2:4:3, 2:5:3, 2:6:3, 2:7:3, 2:8:3, 3:1:3, 3:3:3, 3:4:3, 3:5:3, 3:6:3, 3:7:3, 3:8:3, 3:1:3, 3:3:3, 3:4:3,
3:5:3, 3:6:3, 3:7:3, 3:8:3, 4:1:3, 4:3:3, 4:4:3, 4:5:3, 4:6:3, 4.7:3, 4:8:3, 5:1:3, 5:3:3, 5:4:3, 5:5:3, 5:6:3, 5:7:3, 5:8:3, 6:1:3,
6:3:3, 6:4:3, 6:5:3, 6:6:3, 6:7:3, 6:8:3, 7:1:3, 7:3:3, 7:4:3, 7:5:3, 7:6:3, 7:7:3, 7:8:3, 8:1:3, 8:3:3, 8:4:3, 8:5:3, 8:6:3, 8:7:3,
8:8:3,1:1:4,1:2:4, 1:3:4, 1:4:4,1:5:4, 1:6:4, 1:7:4, 1:8:4, 2:1:4, 2:3:4, 2:4:4, 2:5:4, 2:6:4, 2:7:4, 2:8:4, 3:1:4, 3:3:4, 3:4:4,
3:5:4,3:6:4,3:7:4, 3:8:4, 3:1:4, 3:3:4, 3:4:4, 3:5:4, 3:6:4, 3:7:4, 3:8:4,4:1:4,4:3:4,4:4:4, 4:5:4, 4:6:4,4:7:4,4:8:4, 5:1:4,
5:3:4,5:4:4,5:5:4,5:6:4, 5:7:4,5:8:4,6:1:4,6:3:4,6:4:4,6:5:4,6:6:4,6:7:4,6:8:4,7:1:4, 7:3:4, 7:4:4, 7:5:4, 7:6:4, 7:7:4,
7:8:4,8:1:4,8:3:4,8:4:3,8:5:4, 8:6:4, 8:7:4, 8:8:4, 1:1:5, 1:2:5, 1:3:5, 1:4:5, 1:5:5, 1:6:5, 1:7:5, 1:8:5, 2:1:5, 2:3:5, 2:4:5,
2:5:5, 2:6:5, 2:7:5, 2:8:5, 3:1:5, 3:3:5, 3:4:5, 3:5:5, 3:6:5, 3:7:5, 3:8:5, 3:1:5, 3:3:5, 3:4:5, 3:5:5, 3:6:5, 3:7:5, 3:8:5, 4:1:5,
4:3:5,4:4:5,4:5:5,4:6:5, 4:7:5, 4:8:5, 5:1:5, 5:3:5, 5:4:5, 5:5:5, 5:6:5, 5:7:5, 5:8:5, 6:1:5, 6:3:5, 6:4:5, 6:5:5, 6:6:5, 6:7:5,
6:8:5,7:1:5,7:3:5,7:4:5,7:5:5,7.6:5, 7.7:5, 7:8:5, 8:1:5, 8:3:5, 8:4:5, 8:5:5, 8:6:5, 8:7:5, 8:8:5, 1:1:6, 1:2:6, 1:3:6, 1:4:6,
1:5:6, 1:6:6, 1:7:6, 1:8:6, 2:1:6, 2:3:6, 2:4:6, 2:5:6, 2:6:6, 2:7:6, 2:8:6, 3:1:6, 3:3:6, 3:4:6, 3:5:6, 3:6:6, 3:7:6, 3:8:6, 3:1:6,
3:3:6, 3:4:6, 3:5:6, 3:6:6, 3:7:6, 3:8:6, 4:1:6, 4:3:6, 4:4:6, 4:5:6, 4:6:6, 4:7:6, 4:8:6, 5:1:6, 5:3:6, 5:4:6, 5:5:6, 5:6:6, 5:7:6,
5:8:6, 6:1:6, 6:3:6, 6:4:6, 6:5:6, 6:6:6, 6:7:6, 6:8:6, 7:1:6, 7:3:6, 7:4:6, 7:5:6, 7:6:6, 7:7:6, 7:8:6, 8:1:6, 8:3:6, 8:4:6, 8:5:6,
8:6:5, 8:7:6, 8:8:6, 1:1:7, 1:2:7,1:3:7, 1:4:7,1:5:7, 1:6:7, 1:7:7,1:8:7, 2:1:7, 2:3:7, 2:4:7, 2:5:7, 2:6:7, 2:7:7, 2:8:7, 3:1:7,
3:3:7,3:4:7,3:5:7, 3:6:7, 3:7:7, 3:8:7, 3:1:7, 3:3:7, 3:4:7, 3:5:7, 3:6:7, 3:7:7, 3:8:7,4:1:7,4:3:7,4:4:7, 4:5:7, 4:6:7, 4:7:7,
4:8:7,5:1:7,5:3:7,5:4.7,5:5:7,5:6:7,5:7.7, 5:8.7,6:1.7,6:3:7, 6:4:7, 6:5:7, 6:6:7, 6:7:7,6:8:7, 7:1:7, 7:3:7, 7:4:7, 7:5:7,
7:6:7,7.7.7,7.8.7,81.7,8:3.7,8:4:7, 8:5:7, 8:6:5, 8:7:7 u 8:8:7.

La presente divulgacion proporciona inmunoterapias o vacunas combinadas que comprenden: al menos dos, al menos
tres 0 mas de tres antigenos diana diferentes que comprenden una secuencia que codifica un GP, NP, VP40, VP35,
VP30, VP24 y/o L. Por ejemplo, una inmunoterapia o vacuna combinada puede comprender al menos dos, al menos
tres 0 mas de tres antigenos diana diferentes que comprenden una secuencia que codifica un GP, NP, VP40, VP35,
VP30, VP24 y/o L de tipo silvestre o modificado, en donde un antigeno diana de tipo silvestre o modificado comprende
una secuencia con al menos 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 98 %, 99 %, 99,5 % o0 99,9 % de identidad de
secuencia con la SEQ. ID. NO.:1. Por ejemplo, una inmunoterapia o vacuna combinada puede comprender al menos
dos, al menos tres 0 mas de tres antigenos diana diferentes que comprenden una secuencia que codifica un GP, NP,
VP40, VP35, VP30, VP24 y/o L de tipo silvestre o modificado, en donde un antigeno diana de tipo silvestre o modificado
comprende una secuencia con al menos 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 98 %, 99 %, 99,5 % 0 99,9 % de
identidad de secuencia con la SEQ. ID. NO.:2. Por ejemplo, una inmunoterapia o vacuna combinada puede
comprender al menos dos, al menos tres o mas de tres antigenos diana diferentes que comprenden una secuencia
que codifica un GP, NP, VP40, VP35, VP30, VP24 y/o L de tipo silvestre o modificado, en donde un antigeno diana de
tipo silvestre o modificado comprende una secuencia con al menos 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 98 %, 99 %,
99,5 % 0 99,9 % de identidad de secuencia con la SEQ. ID. NO.:4. Por ejemplo, una inmunoterapia o vacuna
combinada puede comprender al menos dos, al menos tres o mas de tres antigenos diana diferentes que comprenden
una secuencia que codifica un GP, NP, VP40, VP35, VP30, VP24 y/o L de tipo silvestre o modificado, en donde un
antigeno diana de tipo silvestre o modificado comprende una secuencia con al menos 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %,
95 %, 98 %, 99 %, 99,5 % 0 99,9 % de identidad de secuencia con la SEQ. ID. NO.:5. Por ejemplo, una inmunoterapia
0 vacuna combinada puede comprender al menos dos, al menos tres 0 mas de tres antigenos diana diferentes que
comprenden una secuencia que codifica un GP, NP, VP40, VP35, VP30, VP24 y/o L de tipo silvestre o modificado, en
donde un antigeno diana de tipo silvestre o modificado comprende una secuencia con al menos 70 %, 75 %, 80 %,
85 %, 90 %, 95 %, 98 %, 99 %, 99,5 % 0 99,9 % de identidad de secuencia con la SEQ. ID. NO.:6.

En algunos aspectos, la presente divulgacién proporciona inmunoterapias combinadas que comprenden productos
inmunoterapéuticos de multiples dianas dirigidos a AE y composiciones moleculares que comprenden un modulador
de punto de control de la ruta inmunitaria que se dirige al menos a una proteina de punto de control inmunitario de la
ruta inhibidora inmunitaria. La presente divulgacion proporciona inmunoterapias o vacunas combinadas que
comprenden: al menos dos, al menos tres 0 mas de tres antigenos diana diferentes que comprenden una secuencia
que codifica un GP, NP, VP40, VP35, VP30, VP24 y/o L de tipo silvestre o modificado, y al menos una composicién
molecular que comprende un modulador de punto de control de la ruta inmunitaria. Por ejemplo, una inmunoterapia o
vacuna combinada puede comprender al menos dos, al menos tres o0 mas de tres antigenos diana diferentes que
comprenden una secuencia que codifica un GP, NP, VP40, VP35, VP30, VP24 y/o L modificado de tipo silvestre o
modificado, en donde el antigeno diana modificado comprende una secuencia con al menos 70 %, 75 %, 80 %, 85 %,
90 %, 95 %, 98 %, 99 %, 99,5 % 0 99,9 % de identidad de secuencia con la SEQ. ID. NO.: 1, 2, 4, 5y/o 6, y al menos
una composicion molecular de la ruta inhibidora del punto de control inmunitario.
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En algunas realizaciones, la al menos una composicién molecular comprende un modulador de punto de control de la
ruta inmunitaria que se dirige a CTLA4. En algunas realizaciones, la al menos una molecular comprende un modulador
de punto de control de la ruta inmunitaria que se dirige a PD1. En algunas realizaciones, la al menos una composicién
molecular comprende un modulador de punto de control de la ruta inmunitaria que se dirige a PDL1. En algunas
realizaciones, la al menos una composicion molecular comprende un modulador de punto de control de la ruta
inmunitaria que se dirige a LAG3. En algunas realizaciones, la al menos una composicion molecular comprende un
modulador de punto de control de la ruta inmunitaria que se dirige a B7-H3. En algunas realizaciones, la al menos una
composicion molecular comprende un modulador de punto de control de la ruta inmunitaria que se dirige a B7-H4. En
algunas realizaciones, la al menos una composicién molecular comprende un modulador de punto de control de la ruta
inmunitaria que se dirige a TIM3. En alguna realizacién, la composicién molecular comprende un modulador de punto
de control de la ruta inmunitaria que es un anticuerpo monoclonal o policlonal dirigido a PD1, PDL1, PDL2, CD28,
CD80, CD86, CTLA4, B7RP1, ICOS, B7RPI, B7-H3, B7-H4, BTLA, HVEM, KIR, TCR, LAG3, CD137, CD137L, OX40,
0OX40L, CD27, CD70, CD40, CD40L, TIM3 (es decir, HAVcr2), GAL9 y A2aR.

Dianas antigénicas de compafiero de fusién inmunolégico

Los vectores viricos de la presente invencidén también pueden incluir secuencias de acido nucleico que codifican
proteinas que aumentan la inmunogenicidad del antigeno diana. En este sentido, la proteina producida después de la
inmunizacién con el vector de adenovirus que contiene dicha proteina puede ser una proteina de fusién que comprende
el antigeno diana de interés fusionado con una proteina que aumenta la inmunogenicidad del antigeno diana de
interés.

En una realizacion, dicho compafero de fusiéon inmunolégico procede de una Mycobacterium sp., tal como un
fragmento Ra12 procedente de Mycobacterium tuberculosis. Las composiciones de Ra12 y métodos para su uso en
la mejora de la expresion y/o inmunogenicidad de secuencias polinucleotidicas/polipeptidicas heterélogas se describen
en la solicitud de patente de los Estados Unidos 60/158.585 y la patente de los Estados Unidos n.° 7.009.042. En
resumen, Ra12 se refiere a una regién polinucleotidica que es una subsecuencia de un acido nucleico de MTB32A de
Mycobacterium tuberculosis. MTB32A es una serina proteasa de 32 kDa codificada por un gen en cepas virulentas y
avirulentas de M. tuberculosis. La secuencia de nucledtidos y la secuencia de aminoacidos de MTB32A se han descrito
(véase, p. €j., solicitud de patente de los Estados Unidos 60/158.585; Skeiky et al., Infection and Immun. 67: 3998-
4007 (1999)). Los fragmentos C-terminales de la secuencia codificante de MTB32A se expresan a niveles altos y
permanecen como polipéptidos solubles durante todo el proceso de purificacion. Por otra parte, Ra12 puede mejorar
la inmunogenicidad de polipéptidos inmunogénicos heterélogos con los que se fusiona. Un polipéptido de fusion de
Ra12 comprende un fragmento C-terminal de 14 kDa correspondiente a los restos de aminoacidos 192 a 323 de
MTB32A. Otros polinucleétidos Ra12 comprenden en general al menos aproximadamente 15, 30, 60, 100, 200, 300 o
mas nucleétidos que codifican una parte de un polipéptido Ra12. Los polinucleétidos Ra12 pueden comprender una
secuencia nativa (es decir, una secuencia endégena que codifica un polipéptido Ra12 o una parte del mismo) o pueden
comprender una variante de dicha secuencia. Las variantes polinucleotidicas de Ra12 pueden contener una o mas
sustituciones, adiciones, supresiones y/o inserciones de modo que la actividad biologica del polipéptido de fusién
codificado no disminuya sustancialmente, en relacion con un polipéptido de fusién que comprende un polipéptido Ra12
nativo. Las variantes pueden tener al menos aproximadamente 70 %, 80 % o 90 % de identidad, o mas, con una
secuencia polinucleotidica que codifica un polipéptido Ra12 nativo o una parte del mismo.

Un compafiero de fusion inmunoldgico puede proceder de proteina D, una proteina de superficie de la bacteria
gramnegativa Haemophilus influenzae B. En algunos casos, un derivado de proteina D comprende aproximadamente
el primer tercio de la proteina (p. €j., los primeros 100-110 aminoacidos N-terminales). Un derivado de proteina D
puede estar lipidado. En determinadas realizaciones, los primeros 109 restos de un compafero de fusion de
lipoproteina D se incluyen en el extremo N para proporcionar al polipéptido epitopos de linfocitos T exdgenos
adicionales, que pueden aumentar el nivel de expresion en E. coli y pueden actuar como un potenciador de la
expresion. La cola lipidica puede garantizar la presentacion 6ptima del antigeno a células presentadoras de antigenos.
Otros compafieros de fusion incluyen la proteina no estructural del virus de la gripe, NS1 (hemaglutinina).
Normalmente, se usan los 81 aminoacidos N-terminales, aunque pueden usarse diferentes fragmentos que incluyen
epitopos de auxiliares T.

El compafiero de fusion inmunoldgico puede ser la proteina conocida como LYTA o una parte de la misma
(preferentemente una parte C-terminal). LYTA procede de Streptococcus pneumoniae, que sintetiza una N-acetil-L-
alanina amidasa conocida como amidasa LYTA (codificada por el gen LytA). LYTA es una autolisina que degrada
especificamente determinados enlaces en la cadena principal de peptidoglucano. El dominio C-terminal de la proteina
LYTA es responsable de la afinidad con la colina o con algunos analogos de colina tales como DEAE. Esta propiedad
se ha aprovechado para el desarrollo de plasmidos que expresan C-LYTA de E. coli utiles para la expresiéon de
proteinas de fusion. Se puede emplear la purificacion de proteinas hibridas que contienen el fragmento de C-LYTA en
el extremo amino. En otra realizacion, se puede incorporar una parte repetida de LYTA en un polipéptido de fusion.
Una parte repetida se puede encontrar, por ejemplo, en la region C-terminal comenzando en el resto 178. Una parte
repetida en particular incorpora los restos 188-305.
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En algunas realizaciones, la diana antigénica comprende un componente inmunogénico que comprende una citocina
seleccionada del grupo de IFN-y, TNFa IL-2, IL-8, IL-12, IL-18, IL-7, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10 e IL-13. En algunas
realizaciones, la diana antigénica comprende ademas uno o mas componentes inmunogénicos que comprenden una
citocina seleccionada del grupo de IFN-y, TNFa IL-2, IL-8, IL-12, IL-18, IL-7, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10 e IL-13.
En algunas realizaciones, la diana antigénica comprende un componente inmunogénico que comprende un acido
nucleico que codifica IFN-y, TNFa IL-2, IL-8, IL-12, IL-18, IL-7, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10 e IL-13, una proteina
con identidad sustancial con IFN-y, TNFa IL-2, IL-8, IL-12, IL-18, IL-7, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10 e IL-13 y un
acido nucleico que codifica una proteina con identidad sustancial con IFN-y, TNFa IL-2, IL-8, IL-12, IL-18, IL-7, IL-3,
IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10 e IL-13.

En algunas realizaciones, la diana antigénica se fusiona o se une con un componente inmunogénico que comprende
una citocina seleccionada del grupo de IFN-y, TNFa IL-2, IL-8, IL-12, IL-18, IL-7, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10 e IL-
13. En algunas realizaciones, la diana antigénica se coexpresa en una célula con un componente inmunogénico que
comprende una citocina seleccionada del grupo de IFN-y, TNFa IL-2, IL-8, IL-12, IL-18, IL-7, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-
9, IL-10 e IL-13.

Moduladores de puntos de control de la ruta inmunitaria

En algunas realizaciones, las composiciones de la presente invencion se administran con uno o mas moduladores de
puntos de control de la ruta inmunitaria. Un equilibrio entre la activacion y las sefiales inhibidoras regula la interaccion
entre linfocitos T y células enfermas, en donde las respuestas de linfocitos T se inician mediante el reconocimiento de
antigenos por el receptor de linfocitos T (TCR). Las rutas y sefiales inhibidoras se denominan puntos de control
inmunitarios. En circunstancias normales, los puntos de control inmunitarios desempefian un papel fundamental en el
control y la prevencién de la autoinmunidad y también protegen del dafio tisular en respuesta a infeccion patégena.

La presente divulgacion proporciona inmunoterapias combinadas que comprenden vacunas y composiciones basadas
en vectores viricos para modular rutas inhibidoras de puntos de control inmunitarios para el tratamiento de infecciones
por Ebola. En algunas realizaciones, la modulacién es el aumento de la expresién o actividad de un gen o una proteina.
En algunas realizaciones, la modulacion es la disminucién de la expresion o actividad de un gen o una proteina. En
algunas realizaciones, la modulacién afecta a una familia de genes o proteinas.

En general, las rutas inhibidoras inmunitarias son iniciadas por interacciones de ligando-receptor. Ahora esta claro que
en enfermedades, la enfermedad puede incorporar rutas de puntos de control inmunitarios como mecanismo para
inducir resistencia inmunitaria en un sujeto.

La induccion de resistencia inmunitaria o rutas inhibidoras inmunitarias en un sujeto por una enfermedad dada puede
bloquearse mediante composiciones moleculares tales como ARNip, antisentido, moléculas pequefias, miméticos, una
forma recombinante de ligando, receptor o proteina, o anticuerpos (que pueden ser una proteina de fusion de Ig) que
se sabe que modulan una o mas de las rutas inhibidoras inmunitarias. Por ejemplo, hallazgos clinicos preliminares con
bloqueadores de proteinas de puntos de control inmunitarios, tales como el antigeno 4 asociado a linfocitos T
citotoxicos (CTLA4) y la proteina 1 de muerte celular programada (PD1) resultan prometedores para mejorar la
inmunidad antitumoral.

Debido a que las células enfermas pueden expresar multiples ligandos inhibidores y los linfocitos de infiltracion en la
enfermedad expresan multiples receptores inhibidores, el bloqueo doble o triple de proteinas de puntos de control
inmunitarios puede mejorar la inmunidad contra la enfermedad. Las inmunoterapias combinadas proporcionadas en
el presente documento pueden comprender una o mas composiciones moleculares que comprenden un modulador
de punto de control de la ruta inmunitaria que se dirige a una 0 mas de las siguientes proteinas de puntos de control
inmunitarios: PD1, PDL1, PDL2, CD28, CD80, CD86, CTLA4, B7TRP1, ICOS, B7RPI, B7-H3 (también conocida como
CD276), B7-H4 (también conocida como B7-S1, B7x y VCTN1), BTLA (también conocida como CD272), HVEM, KIR,
TCR, LAG3 (también conocida como CD223), CD137, CD137L, OX40, OX40L, CD27, CD70, CD40, CD40L, TIM3
(también conocida como HAVcr2), GAL9, A2aR y adenosina. En algunas realizaciones, la composicion molecular
comprende un ARNip. En algunas realizaciones, la composicion molecular comprende una molécula pequefa. En
algunas realizaciones, la composicion molecular comprende una forma recombinante de un ligando. En algunas
realizaciones, la composicidon molecular comprende una forma recombinante de un receptor. En algunas realizaciones,
la composicion molecular comprende un anticuerpo. En algunas realizaciones, la terapia de combinaciéon comprende
mas de una composicién molecular y/o mas de un tipo de composicién molecular. Como apreciaran los expertos en la
materia, las proteinas descubiertas en el futuro de las rutas inhibidoras de puntos de control inmunitarios también
estan abarcadas en la presente divulgacion.

En algunas realizaciones, las inmunoterapias combinadas comprenden composiciones moleculares para la
modulacion de CTLA4. En algunas realizaciones, las inmunoterapias combinadas comprenden composiciones
moleculares para la modulacién de PD1. En algunas realizaciones, las inmunoterapias combinadas comprenden
composiciones moleculares para la modulacion de PDL1. En algunas realizaciones, las inmunoterapias combinadas
comprenden composiciones moleculares para la modulacion de LAG3. En algunas realizaciones, las inmunoterapias
combinadas comprenden composiciones moleculares para la modulacién de B7-H3. En algunas realizaciones, las
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inmunoterapias combinadas comprenden composiciones moleculares para la modulacion de B7-H4. En algunas
realizaciones, las inmunoterapias combinadas comprenden composiciones moleculares para la modulacién de TIM3.
En algunas realizaciones, la modulacién es un aumento o una mejora de la expresion. En otras realizaciones, la
modulacion es la disminucion de la ausencia de expresion.

Dos inhibidores de puntos de control inmunitarios ilustrativos incluyen el antigeno 4 asociado a linfocitos T citotdxicos
(CTLA-4)y la proteina 1 de muerte celular programada (PD1). CTLA-4 se puede expresar exclusivamente en linfocitos
T donde regula las primeras etapas de activacion de linfocitos T. CTLA-4 interactda con el receptor de linfocitos T
coestimulante CD28, lo que puede dar como resultado sefalizacion que inhibe la actividad de linfocitos T. Una vez
que se produce reconocimiento del antigeno de TCR, la sefializacion de CD28 puede mejorar la sefializacion de TCR,
lo que conduce en algunos casos a linfocitos T activados y CTLA-4 inhibe la actividad de sefalizacion de CD28. La
presente divulgacién proporciona inmunoterapias segun lo proporcionado en el presente documento en combinacion
con anticuerpo monoclonal anti-CTLA-4 para el tratamiento del Ebola. La presente divulgacion proporciona
inmunoterapias segun lo proporcionado en el presente documento en combinacion con composiciones moleculares
de CTLA-4 para el tratamiento del Ebola.

El ligando 1 de proteina de muerte celular programada (PDL1) es un miembro de la familia B7 y se distribuye en
diversos tejidos vy tipos celulares. PDL1 puede interactuar con PD1 inhibiendo la activacion de linfocitos T y la lisis
mediada por CTL. Se ha demostrado expresion significativa de PDL1 en diversos tumores humanos y la expresion de
PDL1 es uno de los mecanismos clave en los que los tumores evaden las respuestas inmunitarias antitumorales del
hospedador. El ligando 1 de muerte programada (PDL1) y la proteina 1 de muerte celular programada (PD1)
interactian como puntos de control inmunitarios. Esta interaccion puede ser un mecanismo de tolerancia importante
que da como resultado amortiguacion de las respuestas inmunitarias antitumorales y posterior progresion del tumor.
PD1 esta presente en linfocitos T activados y PDLA1, el ligando primario de PD1, se expresa con frecuencia en células
tumorales y células presentadoras de antigenos (APC), asi como otras células, incluyendo linfocitos B. Se ha
demostrado expresion significativa de PDL1 en diversos tumores humanos, incluyendo canceres de cabeza y cuello
asociados al VPH. PDL1 interactia con PD1 en linfocitos T inhibiendo la activacién de linfocitos T y lisis mediada por
linfocitos T citotoxicos (CTL). La presente divulgacion proporciona inmunoterapias segun lo proporcionado en el
presente documento en combinacién con anticuerpo monoclonal anti-PD1 o anti-PDL1 para el tratamiento del Ebola.
La presente divulgacion proporciona inmunoterapias segun lo proporcionado en el presente documento en
combinacién con composiciones moleculares de PD1 o anti-PDL1 para el tratamiento del Ebola. La presente
divulgacion proporciona inmunoterapias segun lo proporcionado en el presente documento en combinacidén con
anticuerpos monoclonales anti-CTLA-4 y anti-PD1 para el tratamiento del Ebola. La presente divulgacion proporciona
inmunoterapias segun lo proporcionado en el presente documento en combinacién con anticuerpos monoclonales anti-
CTLA-4 y PDL1 para el tratamiento del Ebola. La presente divulgacién proporciona inmunoterapias segun lo
proporcionado en el presente documento en combinacién con anticuerpos monoclonales anti-CTLA-4, anti-PD1, PDL1
0 una combinacién de los mismos, para el tratamiento del ébola.

Los linfocitos T pueden expresar moléculas de puntos de control inmunitarios. Las moléculas de puntos de control
inmunitarios pueden actuar eficazmente como "frenos" para modular negativamente o inhibir una respuesta
inmunitaria. Las moléculas de puntos de control inmunitarios incluyen, pero sin limitacion, muerte programada 1 (PD1,
también conocida como PDCD1 o CD279, numero de referencia: NM 005018), antigeno 4 de linfocitos T citotoxicos
(CTLA-4, también conocido como CD152, numero de referencia de GenBank AF414120.1), LAG3 (también conocido
como CD223, nimero de referencia: NM 002286.5), Tim3 (también conocido como HAVCR2, nimero de referencia
de GenBank: JX049979.1), BTLA (también conocido como CD272, numero de referencia: NM_181780.3), BY55
(también conocido como CD160, numero de referencia de GenBank: CR541888.1), TIGIT (también conocido como
IVSTM3, numero de referencia: NM 173799), LAIR1 (también conocido como CD305, numero de referencia de
GenBank: CR542051.1), SIGLECIO (numero de referencia de GenBank: AY358337.1), 2B4 (también conocido como
CD244, numero de referencia: NM 001166664.1), PPP2CA, PPP2CB, PTPN6, PTPN22, CD96, CRTAM, SIGLEC7,
SIGLEC9, TNFRSF10B, TNFRSF10A, CASP8, CASP10, CASP3, CASP6, CASP7, FADD, FAS, TGFBRII, TGFRBRI,
SMAD2, SMAD3, SMAD4, SMAD10, SKI, SKIL, TGIF1, ILIORA, IL10RB, HMOX2, IL6R, IL6ST, EIF2AK4, CSK, PAG1,
SIT1, FOXP3, PRDM1, BATF, GUCY1A2, GUCY1A3, GUCY1B2, GUCY1B3 que inhiben directamente las células
inmunitarias. Por ejemplo, PD1 se puede combinar con una vacuna adenovirica de la presente invencion para tratar a
un paciente que lo necesite.

La Tabla 1, sin ser exhaustivo, muestra genes de puntos de control inmunitarios ilustrativos que pueden inactivarse
para mejorar la eficacia de la vacuna adenovirica de la presente invencion. El gen de puntos de control inmunitarios
puede seleccionarse de genes de este tipo enumerados en la tabla 1 y otros implicados en la funcién de receptor
coinhibidor, muerte celular, sefalizacion de citocinas, falta de triptéfano y arginina, sefalizaciéon TCR, represion
inducida de T-reg, factores de transcripcion que controlan el agotamiento o la anergia y tolerancia mediada por hipoxia.
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Tabla 1

N.° de SEQ Simbolo del N.° del NCBI Inicio Parada Ubicacién en el
ID gen (GRCh38.p2) genoma
1 ADORA2A 135 24423597 | 24442360 22q11.23
2 CD276 80381 73684281 73714518 15q23-q24
3 VTCN1 79679 117143587 | 117270368 1p13.1
4 BTLA 151888 112463966 | 112499702 3q13.2
5 CTLA4 1493 203867788 | 203873960 2933
6 IDO1 3620 39913809 | 39928790 8p12-p11
7 KIR3DL1 3811 54816438 | 54830778 19q13.4
8 LAG3 3902 6772483 6778455 12p13.32
9 PDCD1 5133 241849881 | 241858908 2937.3
10 HAVCR2 84868 157085832 | 157109237 5qg33.3
11 VISTA 64115 71747556 | 71773580 10922.1
12 CD244 51744 160830158 | 160862902 1923.3
13 CISH 1154 50606454 | 50611831 3p21.3

La combinacién de una vacuna basada en adenovirus y un modulador de punto de control de la ruta inmunitaria puede
reducir la infeccion, progresion o sintomas del Ebola en pacientes tratados, en comparacion con uno de los agentes
solo. En otra realizacion de la presente invencion, la combinacién de una vacuna basada en adenovirus y un modulador
de punto de control de la ruta inmunitaria puede mejorar la supervivencia general de los pacientes tratados, en
comparacién con uno de los agentes solo. En algunos casos, la combinaciéon de una vacuna adenovirica y un
modulador de punto de control de la ruta inmunitaria puede aumentar la frecuencia o intensidad de las respuestas de
linfocitos T especificos del Ebola en pacientes tratados en comparacién con uno de los agentes solo.

La presente divulgacion también desvela el uso de la inhibicion de puntos de control inmunitarios para mejorar el
rendimiento de una vacuna basada en vectores adenoviricos. Dicha inhibicidon de puntos de control inmunitarios puede
administrarse en el momento de la vacuna. Dicha inhibicién de puntos de control inmunitarios también puede
administrarse después de una vacuna. La inhibicion de puntos de control inmunitarios puede producirse
simultdneamente con una administracion de vacuna adenovirica. La inhibicion de puntos de control inmunitarios puede
producirse 1, 2, 3,4,5,6,7, 8,9, 10, 15, 20, 30, 40, 50 o 60 minutos después de la vacunacion. La inhibiciéon de puntos
de control inmunitarios también puede producirse 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21,
22, 23 0 24 horas después de la vacunacion. En algunos casos, la inhibiciéon inmunitaria puede producirse 1, 2, 3, 4,
5, 6 0 7 dias después de la vacunacion. La inhibicién de puntos de control inmunitarios puede producirse en cualquier
momento antes o después de la vacunacion.

En otro aspecto, la divulgacién se refiere a una vacuna que comprende un antigeno y un modulador de punto de
control de la ruta inmunitaria. La divulgacion puede referirse a un método para tratar a un sujeto que tiene una afeccion
que se beneficiaria de la regulacidon negativa de una proteina de punto de control inmunitario, PD1, por ejemplo, y su
0 sus comparieros de union naturales en células del sujeto.

Un modulador de punto de control de la ruta inmunitaria puede combinarse con una vacuna adenovirica que
comprenda cualquier antigeno. Por ejemplo, un antigeno puede ser GP, NP, VP40, VP35, VP30, VP24 y/o L. Un
modulador de punto de control de la ruta inmunitaria puede producir un efecto sinérgico cuando se combina con una
vacuna. Un modulador de punto de control de la ruta inmunitaria también puede producir un efecto aditivo cuando se
combina con una vacuna.

Formulaciones

La presente invencién proporciona composiciones farmacéuticas que comprenden un régimen de vacunacion que
puede administrarse solo o junto con un vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable, por cualquier via, y dicha
administracion puede llevarse a cabo en dosis individuales y multiples. Mas en particular, la composicion farmacéutica
se puede combinar con diversos vehiculos inertes farmacéuticamente aceptables en forma de comprimidos, capsulas,
pastillas para chupar, trociscos, caramelos de mano, polvos, pulverizaciones, suspensiones acuosas, soluciones
inyectables, elixires, jarabes y similares. Dichos vehiculos incluyen diluyentes sélidos o cargas, medios acuosos
estériles y diversos disolventes organicos no téxicos, etc. Por otra parte, dichas formulaciones farmacéuticas orales
pueden endulzarse y/o aromatizarse adecuadamente por medio de diversos agentes del tipo habitualmente empleado
para tales fines. Las composiciones descritas a lo largo del documento pueden formularse en un medicamento
farmacéutico y usarse para tratar a un ser humano o mamifero, que lo necesite, al que se ha diagnosticado una
enfermedad, p. ej., Ebola.

Para la administracion, la reserva de vectores de adenovirus se puede combinar con un tampoén adecuado, vehiculo
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fisiolégicamente aceptable, excipiente o similares. En determinadas realizaciones, se administra un numero adecuado
de particulas de vector de virus (PV) en un tampoén adecuado, tal como, PBS estéril o solucién salina. En determinadas
realizaciones, las composiciones de vectores viricos desveladas en el presente documento se proporcionan en
formulaciones especificas para administracion por via subcutanea, por via parenteral, por via intravenosa, por via
intramuscular o incluso por via intraperitoneal. En determinadas realizaciones, se pueden preparar formulaciones en
una solucién de los compuestos activos como base libre o sales farmacoldégicamente aceptables en agua mezclada
adecuadamente con un tensioactivo, tal como hidroxipropilcelulosa. Las dispersiones también pueden prepararse en
glicerol, polietilenglicoles liquidos, emulsidn a base de escualeno, emulsiones de aceite en agua a base de escualeno,
emulsiones de agua en aceite, emulsiones de aceite en agua, emulsiones no acuosas, emulsién de agua en aceite de
parafina y mezclas de los mismos y en aceites. En otras realizaciones, pueden proporcionarse vectores viricos en
formulaciones especificas para administracion en forma de pildora mediante ingestion o mediante supositorio.

Las formas farmacéuticas ilustrativas adecuadas para su uso inyectable incluyen soluciones o dispersiones acuosas
estériles y polvos estériles para la preparacion extemporanea de soluciones o dispersiones inyectables estériles
(véase, p. ej., patente de los Estados Unidos n.° 5.466.468). Se pueden preferir formas fluidas en la medida en que
exista facil inyectabilidad. Las formas que son estables en las condiciones de fabricacion y almacenamiento estan
dentro de los limites de la presente invencién. En diversas realizaciones, las formas se conservan contra la accién
contaminante de microorganismos, tales como bacterias, mohos y hongos. El vehiculo puede ser un disolvente o
medio de dispersién que contenga, por ejemplo, agua, etanol, poliol (p. €j., glicerol, propilenglicol y polietilenglicol
liquido, y similares), mezclas adecuadas de los mismos y/o aceites vegetales. La fluidez adecuada se puede mantener,
por ejemplo, mediante el uso de un recubrimiento, tal como lecitina, mediante el mantenimiento del tamafo de particula
necesario en el caso de dispersion y/o mediante el uso de tensioactivos. La prevencion de la acciéon de
microorganismos se puede facilitar mediante diversos agentes antibacterianos y antifungicos, por ejemplo, parabenos,
clorobutanol, fenol, acido soérbico y timerosal. Sera preferible incluir agentes isotdnicos, por ejemplo, azucares o cloruro
de sodio. Puede obtenerse absorciéon prolongada de las composiciones inyectables mediante el uso en las
composiciones de agentes que retardan la absorcion, por ejemplo, monoestearato de aluminio y gelatina.

En una realizacién, para administracion parenteral en una solucion acuosa, la solucién puede tamponarse
adecuadamente si fuera necesario y el diluyente liquido en primer lugar hacerse isoténico con suficiente solucion salina
o glucosa. Estas soluciones acuosas particulares son especialmente adecuadas para administracion intravenosa,
intramuscular, subcutanea e intraperitoneal. A este respecto, los expertos en la materia conoceran, a la luz de la
presente divulgacion, un medio acuoso estéril que se puede emplear. Por ejemplo, una dosis puede disolverse en 1
ml de solucion de NaCl isoténica y afiadirse a 1000 ml de liquido de hipodermoclisis o inyectarse en el sitio propuesto
de infusion. Puede producirse alguna variacién en la dosificacion dependiendo de la condicidn del sujeto que se trate.

Los vehiculos de formulacién pueden comprender todos y cada uno de los solventes, medios de dispersion, vehiculos,
recubrimientos, diluyentes, agentes antibacterianos y antifingicos, agentes isoténicos y agentes retardantes de la
absorcion, tampones, soluciones transportadoras, suspensiones, coloides y similares. Excepto en la medida en que
cualquier medio o agente convencional sea incompatible con el principio activo, se contempla su uso en las
composiciones terapéuticas. También se pueden incorporar principios activos complementarios en las composiciones.
GP, NP, VP40, VP35, VP30, VP24 y L.

En determinadas realizaciones, los vectores viricos de la invencién pueden administrarse junto con uno o mas
inmunoestimulantes, tal como un adyuvante. Un inmunoestimulante se refiere esencialmente a cualquier sustancia
que mejore o potencie una respuesta inmunitaria (mediada por anticuerpos y/o células) a un antigeno. Un tipo de
inmunoestimulante comprende un adyuvante. Muchos adyuvantes contienen una sustancia disefiada para proteger el
antigeno del catabolismo rapido, tal como hidroxido de aluminio o aceite mineral y un estimulante de respuestas
inmunitarias, tales como lipido A, proteinas procedentes de Bordetella pertussis o Mycobacterium tuberculosis.
Determinados adyuvantes estan disponibles en el mercado como, por ejemplo, adyuvante incompleto y adyuvante
completo de Freund (Difco Laboratories); adyuvante 65 de Merck (Merck and Company, Inc.) AS-2 (SmithKline
Beecham); sales de aluminio tales como gel de hidréxido de aluminio (alumbre) o fosfato de aluminio; sales de calcio,
hierro o zinc; una suspension insoluble de tirosina acilada; azlucares acilados; polisacaridos derivatizados catiénica o
anionicamente; polifosfacenos; microesferas biodegradables; monofosforil lipido A y quil A. También se pueden usar
citocinas, tales como GM-CSF, IFN-y, TNFa, IL-2, IL-8, IL-12, IL-18, IL-7, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10 y/o IL-13, y
otros, como factores de crecimiento, como adyuvantes.

En determinadas realizaciones, la composicion adyuvante puede ser una que induzca una respuesta inmunitaria
predominantemente del tipo Th1. Altos niveles de citocinas de tipo Th1 (p. €j., IFN-y, TNFa, IL-2 e IL-12) tienden a
favorecer la induccion de respuestas inmunitarias mediadas por células a un antigeno administrado. Por el contrario,
altos niveles de citocinas de tipo Th2 (p. €j., IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10) tienden a favorecer la induccién de respuestas
inmunitarias humorales. Después de la aplicacién de una vacuna segun lo proporcionado en el presente documento,
un paciente puede mantener una respuesta inmunitaria que incluye respuestas de tipo Th1 y/o Th2. En determinadas
realizaciones, en las que una respuesta es predominantemente de tipo Th1, el nivel de citocinas de tipo Th1 aumentara
en mayor medida que el nivel de citocinas de tipo Th2. Los niveles de estas citocinas pueden evaluarse facilmente
mediante ensayos normales. Por tanto, diversas realizaciones de la invencion se refieren a terapias que inducen una
respuesta inmunitaria contra un antigeno diana, por ejemplo, las SEQ. ID. NO.:1, SEQ. ID. NO.:2, SEQ. ID. NO.:4,
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SEQ. ID. NO.:5 0 SEQ. ID. NO.:6 usando citocinas, p. €j., IFN-y, TNFa, IL-2, IL-8, IL-12, IL-18, IL-7, IL-3, IL-4, IL-5, IL-
6, IL-9, IL-10 y/o IL-13 suministradas simultdneamente con un tratamiento de vector virico defectuoso en replicacion.
En algunas realizaciones, una citocina o un acido nucleico que codifica una citocina, se administra junto con un virico
defectuoso en replicacion descrito en el presente documento. En algunas realizaciones, se realiza administracion de
citocinas antes o después de la administracién del vector virico. En algunas realizaciones, un vector virico defectuoso
en replicacion capaz de inducir una respuesta inmunitaria contra un antigeno diana, por ejemplo, SEQ. ID. NO.:1,
SEQ. ID. NO.:2, SEQ. ID. NO.:4, SEQ. ID. NO.:5 o SEQ. ID. NO.:6 comprende ademas una secuencia que codifica
una citocina.

Determinados adyuvantes ilustrativos para inducir una respuesta predominantemente de tipo Th1 incluyen, por
ejemplo, una combinacion de monofosforil lipido A, tal como monofosforil lipido A 3-des-O-acilado, junto con una sal
de aluminio. Estan disponibles en el mercado adyuvantes MPL®. Los oligonucleétidos que contienen CpG (en los que
el dinucledtido CpG no estd metilado) también inducen una respuesta predominantemente Th1. Dichos
oligonucleétidos son bien conocidos y se describen. También se describen secuencias de ADN inmunoestimulantes.
Otro adyuvante para su uso en la presente invencién comprende una saponina, tal como Quil A, o derivados de la
misma, incluyendo QS21 y QS7; escina; digitonina; o saponinas de Gypsophila o Chenopodium quinoa. Otras
formulaciones pueden incluir mas de una saponina en las combinaciones adyuvantes de la presente invencion, por
ejemplo, combinaciones de al menos dos del siguiente grupo que comprende QS21, QS7, Quil A, B-escina o digitonina.

En determinadas realizaciones, las composiciones pueden administrarse mediante pulverizaciones intranasales,
inhalacién y/u otros vehiculos de administracion de aerosoles. La administracion de farmacos usando resinas de
microparticulas intranasales y compuestos de lisofosfatidilglicerol (patente de los Estados Unidos n.° 5.725.871) son
bien conocidos en la técnica farmacéutica. De manera analoga, se describe la administracion transmucosa ilustrativa
de farmaco en forma de una matriz de soporte de politetrafluoroetileno.

En determinadas realizaciones, se usan liposomas, nanocapsulas, microparticulas, particulas lipidicas, vesiculas y
similares para la introduccion de las composiciones de la presente invencidon en células/organismos hospedadores
adecuados. En particular, las composiciones de la presente invencion pueden formularse para administracién
encapsuladas en una particula lipidica, un liposoma, una vesicula, una nanoesfera o una nanoparticula o similares.
Como alternativa, las composiciones de la presente invencidon pueden unirse, de manera covalente o no covalente, a
la superficie de dichos vehiculos transportadores.

La formacion y el uso de liposomas y preparaciones de tipo liposémico como posibles vehiculos farmacoldgicos son
conocidos en general por los expertos en la materia (véase, Lasic, Trends Biotechnol julio de 1998; 16(7): 307-21;
Takakura, Nippon Rinsho marzo de 1998; 56(3): 691-5; Chandran et al., Indian J Exp Biol. agosto de 1997; 35(8): 801-
9; Margalit, Crit. Rev Ther Drug Carrier Syst. 1995; 12 (2-3): 233-61; patente de los Estados Unidos n.° 5.567.434;
patente de los Estados Unidos n.° 5.552.157; patente de los Estados Unidos n.° 5.565.213; patente de los Estados
Unidos n.° 5.738.868 y patente de los Estados Unidos n.° 5.795.587).

Se han usado con éxito liposomas con varios tipos celulares que son normalmente dificiles de transfectar mediante
otros procedimientos, incluyendo suspensiones de linfocitos T, cultivos de hepatocitos primarios y células PC 12. Los
liposomas se han usado eficazmente para introducir genes, diversos farmacos, agentes radioterapéuticos, enzimas,
virus, factores de transcripcién, efectores alostéricos y similares, en diversas lineas celulares cultivadas y animales.
Asimismo, el uso de liposomas no parece estar asociado con respuestas autoinmunitarias o toxicidad inaceptable
después de la administracion sistémica.

En determinadas realizaciones, se forman liposomas a partir de fosfolipidos que se dispersan en un medio acuoso y
forman espontaneamente vesiculas de bicapas concéntricas multilaminares (denominadas también vesiculas
multilaminares (MLV)).

Como alternativa, en otras realizaciones, la invencién proporciona formulaciones de nanocapsulas farmacéuticamente
aceptables de las composiciones de la presente invencion. Las nanocapsulas pueden en general inmovilizar
compuestos de una manera estable y reproducible. Para evitar efectos secundarios debidos a la sobrecarga polimérica
intracelular, dichas particulas ultrafinas (de un tamafio de aproximadamente 0,1 ym) deben disefiarse usando
polimeros que pueden degradarse in vivo. Dichas particulas pueden prepararse como se describe en Couvreur et al.,
Crit. Rev Ther Drug Carrier Syst. 1988; 5 (1): 1-20; zur Muhlen et al., Eur J Pharm Biopharm. marzo de 1998; 45 (2):
149-55; Zambaux et al. J Controlled Release. 2 de enero de 1998; 50 (1-3): 31-40; y la patente de los Estados Unidos
n.° 5.145.684.

METODOS

Las composiciones y los métodos de la invencion, en diversas realizaciones, aprovechan linfocitos T citoliticos (CTL)
humanos, como los que reconocen los epitopos GP, NP, VP40, VP35, VP30, VP24 y/o L que se unen con moléculas
del MHC seleccionadas, p. ej., HLA-A2, A3 y A24. Los individuos que expresan moléculas del MHC de determinados
serotipos, p. €j., HLA-A2, A3 y A24 pueden seleccionarse para terapia que usa los métodos y las composiciones de la
invencién. Por ejemplo, los individuos que expresan moléculas del MHC de determinados serotipos, p. €j., HLA-A2,
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A3y A24, pueden seleccionarse para una terapia que incluye inducir una respuesta inmunitaria contra GP, NP, VP40,
VP35, VP30, VP24 y/o L, usando los métodos y las composiciones descritos en el presente documento.

En diversas realizaciones, estos linfocitos T pueden generarse mediante cultivos in vitro que usan células
presentadoras de antigenos expuestas al epitopo de interés para estimular células mononucleares de sangre
periférica. Ademas, también se pueden generar lineas de linfocitos T después de estimulacion con perlas de latex de
GP, NP, VP40, VP35, VP30, VP24 y/o L, células mononucleares de sangre periférica adherentes a plastico
estimuladas con proteina GP, NP, VP40, VP35, VP30, VP24 y/o L, o CD sensibilizadas con ARN de GP, NP, VP40,
VP35, VP30, VP24 y/o L. También se pueden generar linfocitos T a partir de pacientes inmunizados con un vector de
vacuna que codifica inmunégeno de GP, NP, VP40, VP35, VP30, VP24 y/o L. Los péptidos presentados por HLA A2
de GP, NP, VP40, VP35, VP30, VP24 y/o L se pueden encontrar ademas en pacientes infectados con Ebola. En
diversas realizaciones, la invencion se refiere a un epitopo restringido a HLA A2 de GP, NP, VP40, VP35, VP30, VP24
y/o L, con capacidad para estimular CTL de pacientes inmunizados con vacuna-GP, NP, VP40, VP35, VP30, VP24 y/o
L.

Métodos de tratamiento

Los vectores de adenovirus de la presente invencion se pueden usar en varios entornos de vacuna para generar una
respuesta inmunitaria contra uno o mas antigenos diana como se describe en el presente documento. La presente
invencién proporciona métodos para generar una respuesta inmunitaria contra cualquier antigeno diana, tales como
los descritos en otra parte del presente documento. Los vectores de adenovirus son particularmente importantes
debido al hallazgo inesperado de que pueden usarse para generar respuestas inmunitarias en sujetos que tienen
inmunidad preexistente a Ad y pueden usarse en regimenes de vacunacion que incluyen mudltiples ciclos de
inmunizacién usando los vectores de adenovirus, regimenes no posibles usando vectores de adenovirus de
generaciones anteriores.

En general, la generacidon de una respuesta inmunitaria comprende la induccion de una respuesta humoral y/o una
respuesta mediada por células. Puede ser deseable aumentar una respuesta inmunitaria contra un antigeno diana de
interés. La generacion de una respuesta inmunitaria puede implicar una disminucion de la actividad y/o el numero de
determinadas células del sistema inmunitario o una disminucién del nivel y/o la actividad de determinadas citocinas u
otras moléculas efectoras. Se conocen en la técnica diversos métodos para detectar alteraciones en una respuesta
inmunitaria (p. ej., numeros de células, expresion de citocinas, actividad celular) y son utiles en el contexto de la
presente invencién. Los métodos ilustrativos Utiles en este contexto incluyen la tincién de citocinas intracelulares (TCI),
ELISpot, ensayos de proliferacion, ensayos de linfocitos T citotdxicos incluyendo ensayos de liberacion de cromo o
equivalentes y analisis de expresion génica usando cualquiera de varios ensayos basados en reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR) o RT-PCR.

La generacion de una respuesta inmunitaria puede comprender un aumento de la actividad de CTL especifica de
antigeno diana de entre 1,5y 5 veces en un sujeto al que se administraron los vectores de adenovirus de la invencion
en comparacioén con un control. En otra realizacion, la generacidn de una respuesta inmunitaria comprende un aumento
de la actividad de CTL especifica de diana de aproximadamente 2, 2,5, 3, 3,5, 4, 4,5, 5,5,5,6,6,5,7,7,5, 8, 8,5, 9,
9,5, 10, 10,5, 11, 11,5, 12, 12,5, 15, 16, 17, 18, 19, 20 o mas veces en un sujeto al que se han administrado los
vectores de adenovirus en comparacion con un control.

La generacion de una respuesta inmunitaria puede comprender un aumento en la actividad de HTL especifica de
antigeno diana, tal como proliferacion de linfocitos T auxiliares, de entre 1,5 y 5 veces en un sujeto al que se han
administrado los vectores de adenovirus de la invencion que comprenden acido nucleico que codifica el antigeno diana
en comparacion con un control adecuado. En otra realizacion, la generacién de una respuesta inmunitaria comprende
un aumento de la actividad de HTL especifica de diana de aproximadamente 2, 2,5, 3, 3,5, 4, 4,5, 5,5,5,6,6,5,7, 7,5,
8,8,5,9,9,5,10, 10,5, 11, 11,5, 12, 12,5, 15, 16, 17, 18, 19, 20 o0 mas veces en comparacién con un control. En este
contexto, la actividad de HTL puede comprender un aumento como se ha descrito anteriormente, o disminucion, de la
produccién de una citocina en particular, tal como interferén-y (IFN-y), interleucina-1 (IL-1), IL-2, IL-3, IL-6, IL-7, IL-12,
IL-15, factor de necrosis tumoral-a (TNF-a), factor estimulante de colonias de macréfagos y granulocitos (GM-CSF),
factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF) u otra citocina. En este sentido, la generacién de una respuesta
inmunitaria puede comprender un cambio de una respuesta de tipo Th2 a una respuesta de tipo Th1 o en determinadas
realizaciones un cambio de una respuesta de tipo Th1 a una respuesta de tipo Th2. En otras realizaciones, la
generacion de una respuesta inmunitaria puede comprender la estimulacion de una respuesta de tipo
predominantemente Th1 o Th2.

La generacién de una respuesta inmunitaria puede comprender un aumento de la produccién de anticuerpos
especificos de diana de entre 1,5 y 5 veces en un sujeto al que se han administrado los vectores de adenovirus de la
presente invencidon en comparacion con un control adecuado. En otra realizacién, la generacidon de una respuesta
inmunitaria comprende un aumento de la produccion de anticuerpos especificos de diana de aproximadamente 2, 2,5,
3,3,5,4,45,5,55,6,65,7,75,8,85,9,9,5, 10, 10,5, 11, 11,5, 12, 12,5, 15, 16, 17, 18, 19, 20 0 mas veces en un
sujeto al que se ha administrado el vector de adenovirus en comparacion con un control.
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Por tanto, la presente divulgacion proporciona métodos para generar una respuesta inmunitaria contra un antigeno
diana de interés que comprende administrar al individuo un vector de adenovirus que comprende: a) un vector de
adenovirus defectuoso en replicacion, en donde el vector de adenovirus tiene una supresion en la region E2b y b) un
acido nucleico que codifica el antigeno diana; y readministrar el vector de adenovirus al menos una vez al individuo;
generando de este modo una respuesta inmunitaria contra el antigeno diana. En determinadas realizaciones, la
presente invencion proporciona métodos en donde el vector administrado no es un vector destripado. En realizaciones
particulares, el antigeno diana puede ser una proteina de tipo silvestre, un fragmento, una variante o un fragmento de
variante de la misma. En algunas realizaciones, el antigeno diana comprende GP, NP, VP40, VP35, VP30, VP24, L,
un fragmento, una variante o un fragmento de variante de los mismos.

En una realizacion adicional, la presente invencion proporciona métodos para generar una respuesta inmunitaria
contra un antigeno diana en un individuo, en donde el individuo tiene inmunidad preexistente contra Ad, administrando
al individuo un vector de adenovirus que comprende: a) un vector de adenovirus defectuoso en replicacion, en donde
el vector de adenovirus tiene una supresién en la region E2b y b) un acido nucleico que codifica el antigeno diana; y
readministrar el vector de adenovirus al menos una vez al individuo; generando de este modo una respuesta
inmunitaria contra el antigeno diana. En realizaciones particulares, el antigeno diana puede ser una proteina de tipo
silvestre, un fragmento, una variante o un fragmento de variante de los mismos. En algunas realizaciones, el antigeno
diana comprende GP, NP, VP40, VP35, VP30, VP24, L, un fragmento, una variante o un fragmento de variante de los
mismos.

Con respecto a la inmunidad preexistente contra Ad, esta se puede determinar usando métodos conocidos en la
técnica, tales como ensayos basados en anticuerpos para determinar la presencia de anticuerpos contra Ad. Ademas,
en determinadas realizaciones, los métodos de la presente invencion incluyen, en primer lugar, determinar que un
individuo tiene inmunidad preexistente contra Ad y después administrar los vectores de adenovirus con supresion de
E2b de la invencién como se describe en el presente documento.

Una realizacion de la divulgacion proporciona un método para generar una respuesta inmunitaria contra uno o mas
antigenos diana en un individuo que comprende administrar al individuo un primer vector de adenovirus que
comprende un vector de adenovirus defectuoso en replicacién, en donde el vector de adenovirus tiene una supresion
en la region E2b y un acido nucleico que codifica al menos un antigeno diana; administrar al individuo un segundo
vector de adenovirus que comprende un vector de adenovirus defectuoso en replicacién, en donde el vector de
adenovirus tiene una supresion en la region E2b y un acido nucleico que codifica al menos un antigeno diana, en
donde el al menos un antigeno diana del segundo vector de adenovirus es igual o diferente del al menos un antigeno
diana del primer vector de adenovirus. En realizaciones particulares, el antigeno diana puede ser una proteina de tipo
silvestre, un fragmento, una variante o un fragmento de variante de los mismos. En algunas realizaciones, el antigeno
diana comprende GP, NP, VP40, VP35, VP30, VP24, L, un fragmento, una variante o un fragmento de variante de los
mismos.

Por tanto, la presente invencion contempla multiples inmunizaciones con el mismo vector de adenovirus con supresion
de E2b o inmunizaciones multiples con diferentes vectores de adenovirus con supresion de E2b. En cada caso, los
vectores de adenovirus pueden comprender secuencias de acido nucleico que codifican uno o mas antigenos diana
como se describe en otra parte del presente documento. En determinadas realizaciones, los métodos comprenden
multiples inmunizaciones con un adenovirus con supresion de E2b que codifica un antigeno diana y nueva
administracién del mismo vector de adenovirus multiples veces, induciendo de este modo una respuesta inmunitaria
contra el antigeno diana. En algunas realizaciones, el antigeno diana comprende GP, NP, VP40, VP35, VP30, VP24,
L, un fragmento, una variante o un fragmento de variante de los mismos.

En una realizacién adicional, los métodos comprenden inmunizaciéon con un primer vector de adenovirus que codifica
uno 0 mas antigenos diana y después la administracion con un segundo vector de adenovirus que codifica uno o mas
antigenos diana que pueden ser iguales o diferentes a los antigenos codificados por el primer vector de adenovirus.
En este sentido, uno de los antigenos diana codificados puede ser diferente o todos los antigenos codificados pueden
ser diferentes, o algunos pueden ser iguales y algunos pueden ser diferentes. Ademas, en determinadas realizaciones,
los métodos incluyen administrar el primer vector de adenovirus multiples veces y administrar el segundo adenovirus
multiples veces. En este sentido, los métodos comprenden administrar el primer vector de adenovirus 1, 2, 3, 4, 5, 6,
7,8,9, 10, 11,12, 13, 14, 15 o mas veces y administrar el segundo vector de adenovirus 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10,
11, 12, 13, 14, 15 0 mas veces. El orden de administracion puede comprender administrar el primer adenovirus una o
multiples veces seguidas, seguido de administrar el segundo vector de adenovirus una o multiples veces seguidas. En
determinadas realizaciones, los métodos incluyen alternar la administracion del primer y el segundo vector de
adenovirus como una administraciéon de cada uno, dos administraciones de cada uno, tres administraciones de cada
uno y asi sucesivamente. En determinadas realizaciones, el primer y el segundo vector de adenovirus se administran
simultdneamente. En otras realizaciones, el primer y el segundo vector de adenovirus se administran secuencialmente.
En algunas realizaciones, el antigeno diana comprende GP, NP, VP40, VP35, VP30, VP24, L, un fragmento, una
variante o un fragmento de variante de los mismos.

Como entenderia facilmente el experto en la materia, se pueden usar mas de dos vectores de adenovirus en los
métodos de la presente divulgacién. Se pueden usar 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 o mas vectores de adenovirus diferentes en

42



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2795833 T3

los métodos de la divulgacion. En determinadas realizaciones, los métodos comprenden administrar mas de un vector
de adenovirus con supresién de E2b a la vez. En este sentido, se pueden generar respuestas inmunitarias contra
multiples antigenos diana de interés administrando mudltiples vectores de adenovirus diferentes simultdneamente,
comprendiendo cada uno secuencias de acido nucleico que codifican uno o mas antigenos diana.

También se proporcionan métodos para tratar o aliviar los sintomas del Ebola. Los métodos de tratamiento
comprenden administrar los vectores de adenovirus una o mas veces a individuos que padecen una infeccion por
Ebola o en riesgo de padecer una infeccion por Ebola como se describe en el presente documento. Como tal, la
presente invencién proporciona métodos para vacunar contra el Ebola en individuos que estan en riesgo de infectarse
con dicho virus. Las personas en riesgo pueden ser individuos que pueden exponerse al Ebola en algiin momento o
que han estado expuestas previamente pero que aln no tienen sintomas de infeccién por Ebola o que son
particularmente susceptibles a una infeccién por Ebola. Se puede determinar que los individuos que padecen una
infeccién por Ebola expresan y/o presentan un antigeno diana, que puede usarse para guiar las terapias del presente
documento. Por ejemplo, se puede encontrar un ejemplo para expresar y/o presentar un antigeno diana y un vector
de adenovirus que codifica el antigeno diana, una variante, un fragmento o un fragmento de variante del mismo puede
administrarse posteriormente.

La presente divulgacion contempla el uso de vectores de adenovirus para la administracion in vivo de acidos nucleicos
que codifican un antigeno diana, o un fragmento, una variante o un fragmento de variante del mismo. Una vez
inyectada en un sujeto, la secuencia de &cido nucleico se expresa dando lugar a una respuesta inmunitaria contra el
antigeno codificado por la secuencia. La vacuna del vector de adenovirus se puede administrar en una "cantidad
eficaz", es decir, una cantidad de vector de adenovirus que es eficaz en una o mas vias de administracion
seleccionadas para inducir una respuesta inmunitaria como se describe en otra parte del presente documento. Una
cantidad eficaz puede inducir una respuesta inmunitaria eficaz para facilitar la proteccion o el tratamiento del
hospedador contra el Ebola diana. La cantidad de vector en cada dosis de vacuna se selecciona como una cantidad
que induce una respuesta inmunitaria, inmunoprotectora u otra inmunoterapéutica sin efectos adversos significativos
asociados en general con vacunas habituales. Una vez vacunados, los sujetos pueden supervisarse para determinar
la eficacia del tratamiento con la vacuna. Se puede realizar supervisién de la eficacia de vacunaciéon mediante cualquier
método conocido por una persona experta habitual en la técnica. En algunas realizaciones, se pueden analizar
muestras de sangre o liquido para detectar niveles de anticuerpos. En otras realizaciones, se pueden realizar ensayos
de ELISpot para detectar una respuesta inmunitaria mediada por células de células sanguineas en circulaciéon o de
células de tejido linfoide.

Las vias y frecuencia de administracion de las composiciones terapéuticas descritas en el presente documento, asi
como la dosificacion, pueden variar entre individuos y entre enfermedades, y pueden establecerse facilmente usando
técnicas convencionales. En general, las composiciones farmacéuticas y vacunas pueden administrarse mediante
inyeccion (p. ej., intracutanea, intramuscular, intravenosa o subcutanea), por via intranasal (p. ej., por aspiracion), en
forma de pildora (p. €j., ingestion, supositorio para administraciéon vaginal o rectal). En determinadas realizaciones, se
pueden administrar entre 1 y 10 dosis durante un periodo de 52 semanas. En determinadas realizaciones, se
administran 6 dosis, a intervalos de 1 mes, y a continuacion se pueden administrar vacunas de refuerzo adicionales
periédicamente. Los protocolos alternativos pueden ser adecuados para pacientes individuales. Como tales, se
pueden administrar 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 o mas dosis durante un periodo de
1 afo o durante periodos mas cortos o0 més largos, tal como durante periodos de 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80,
85, 90, 95 0 100 semanas. Las dosis se pueden administrar a intervalos de 1, 2, 3, 4, 5 0 6 semanas o intervalos mas
largos.

Se puede infundir una vacuna durante un periodo de menos de aproximadamente 4 horas y, mas preferentemente,
durante un periodo de menos de aproximadamente 3 horas. Por ejemplo, los primeros 25-50 mg podrian infundirse en
30 minutos, preferentemente incluso 15 minutos, y el resto se infunden durante las siguientes 2-3 horas. Mas en
general, la dosis de una construccion de vacuna administrada se puede administrar como una dosificaciéon cada2 o 3
semanas, repetida para un total de al menos 3 dosis. Por otro lado, la construccion se puede administrar dos veces a
la semana durante 4-6 semanas. El programa de dosificacién se puede repetir opcionalmente a otros intervalos y la
dosis puede administrarse a través de diversas vias parenterales, con el ajuste adecuado de la dosis y la pauta. Las
composiciones de la presente invencion se pueden administrar a un paciente junto con (p. €j., antes, simultaneamente
o después de) cualquiera de varias modalidades de tratamiento relevantes.

Una dosis adecuada es una cantidad de un vector de adenovirus que, cuando se administra como se ha descrito
anteriormente, es capaz de promover una respuesta inmunitaria a antigeno diana como se describe en otra parte del
presente documento. En determinadas realizaciones, la respuesta inmunitaria es al menos 10-50 % mayor que el nivel
basal (es decir, sin tratar). En determinadas realizaciones, la respuesta inmunitaria es al menos 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9,
10, 12, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 100, 110, 125, 150, 200, 250, 300, 400, 500 o0 mas
sobre el nivel basal. Dicha respuesta se puede supervisar midiendo los anticuerpos de antigeno o antigenos diana en
un paciente o mediante la generacion dependiente de la vacuna de células efectoras citoliticas capaces de destruir
células infectadas del paciente in vitro, u otros métodos conocidos en la técnica para supervisar las respuestas
inmunitarias. Dichas vacunas también deberian ser capaces de provocar una respuesta inmunitaria que conduzca a
una mejora del resultado clinico de la enfermedad en cuestion en pacientes vacunados en comparacion con pacientes
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sin vacunar. En algunas realizaciones, la mejora del resultado clinico comprende el tratamiento de la enfermedad, la
reduccion de los sintomas de una enfermedad, el cambio de la progresion de una enfermedad o la prolongacién de la
vida.

En general, un régimen de dosificaciéon y tratamiento adecuado proporciona los vectores de adenovirus en una
cantidad suficiente para proporcionar un beneficio terapéutico y/o profilactico. Dicha respuesta se puede supervisar
estableciendo un resultado clinico mejorado para la enfermedad en particular que se trate en pacientes tratados en
comparacién con pacientes sin tratar. Los datos de supervision se pueden evaluar a lo largo del tiempo. La progresion
de una enfermedad a lo largo del tiempo puede alterarse. Dichas mejoras en el resultado clinico serian facilmente
reconocidas por un médico tratante. Los aumentos de respuestas inmunitarias preexistentes a una proteina diana
generalmente se pueden correlacionar con un mejor resultado clinico. Dichas respuestas inmunitarias generalmente
se pueden evaluar usando ensayos convencionales de proliferacién, citotoxicidad o citocinas, que pueden realizarse
usando muestras obtenidas de un paciente antes y después del tratamiento.

Aunque una ventaja de la presente invencion es la capacidad de administrar multiples vacunas con el mismo o
diferentes vectores de adenovirus, en particular en individuos con inmunidad preexistente contra el Ad, las vacunas
adenoviricas de la presente invencion también se pueden administrar como parte de un régimen de sensibilizacion y
refuerzo. Un esquema de inoculacion de modalidad mixta de sensibilizacién y refuerzo puede dar lugar a una mejora
de la respuesta inmunitaria. Por tanto, un aspecto de la presente invencién es un método para sensibilizar a un sujeto
con una vacuna plasmidica, tal como un vector plasmidico que comprende un antigeno diana de interés, administrando
la vacuna plasmidica al menos una vez, permitiendo que pase un periodo de tiempo predeterminado y reforzando
después mediante la administracion del vector de adenovirus. Se pueden emplear multiples sensibilizaciones, p. ej.,
1-4, aunque se pueden usar mas. El periodo de tiempo entre la sensibilizacion y el refuerzo puede variar normalmente
de aproximadamente cuatro meses a un afo, pero se pueden usar otros plazos. En determinadas realizaciones, los
sujetos pueden sensibilizarse 1, 2, 3, 4,5, 6,7, 8, 9, 10 o mas veces con vacunas de plasmidos y después reforzarse
4 meses después con el vector de adenovirus.

Seleccion de pacientes

Diversas realizaciones se refieren a composiciones y métodos para aumentar una respuesta inmunitaria contra uno o
mas antigenos de las SEQ. ID. NO.:1, SEQ. ID. NO.:2, SEQ. ID. NO.:4, SEQ. ID. NO.:5 o SEQ. ID. NO.:6 en
poblaciones de pacientes seleccionadas. Puede administrarse cualquiera de las composiciones proporcionadas en el
presente documento a un individuo. "Individuo" puede usarse indistintamente con "sujeto" o "paciente". Un individuo
puede ser un mamifero, por ejemplo, un ser humano o animal tal como un primate no humano, un roedor, un conejo,
una rata, un ratén, un caballo, un burro, una cabra, un gato, un perro, una vaca, un cerdo o una oveja. En algunas
realizaciones, el individuo es un ser humano. En algunas realizaciones, el individuo es un feto, un embrién o un nifio.
En algunos casos, las composiciones proporcionadas en el presente documento se administran a una célula ex vivo.
En algunos casos, las composiciones proporcionadas en el presente documento se administran a un individuo como
un método para tratar una infeccién por Ebola.

En algunos casos, un sujeto no tiene una infeccién por Ebola. En algunos casos, el tratamiento se administra antes
de una infeccién por Ebola. Un sujeto puede tener una infeccién por Ebola no detectada. Un sujeto puede tener una
carga baja de infeccién por Ebola. Un sujeto también puede tener una carga alta de infeccién por Ebola.

En algunas realizaciones, puede ser necesario que los pacientes hayan recibido y, opcionalmente, progresado a través
de otras terapias. En algunos casos, la negativa del individuo a aceptar dichas terapias puede permitir que el paciente
sea incluido en un grupo elegible para terapia con métodos y composiciones. En algunas realizaciones, puede ser
necesario que los individuos que reciben terapia que usa los métodos y las composiciones tengan una esperanza de
vida estimada de, al menos, 1, 2, 3,4,5,6,7, 8,9, 10, 11, 12, 14, 15, 18, 21 0 24 meses. El grupo de pacientes para
recibir una terapia que usa los métodos y las composiciones de la invencién puede estar limitado por la edad. Por
ejemplo, individuos mayores de 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 25, 30, 35, 40, 50,
60 o mas afios de edad pueden ser elegibles para terapia con los métodos y las composiciones de la invencion. Como
otro ejemplo, los individuos menores de 75, 70, 65, 60, 55, 50, 40, 35, 30, 25, 20 o menos afios de edad pueden ser
elegibles para terapia con los métodos y las composiciones de la invencion.

En algunas realizaciones, los pacientes que reciben terapia que usa los métodos y las composiciones estan limitados
a individuos con funcion hematoldgica adecuada, por ejemplo, con uno 0 mas recuentos de glébulos blancos de al
menos 1000, 1500, 2000, 2500, 3000, 3500, 4000, 4500, 5000 o mas por microlitro, un nivel de hemoglobina de al
menos 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14 o mas g/dl, un recuento de plaquetas de al menos 50.000; 60.000; 70.000;
75.000; 90.000; 100.000; 110.000; 120.000; 130.000; 140.000; 150.000 0 mas por microlitro; con un valor de PT-INR
menor o igual a 0,8, 1,0, 1,2, 1,3, 1,4, 1,5, 1,6, 1,8, 2,0, 2,5, 3,0 o superior, un valor de PTT menor de o igual a 1,2,
1,4,1,5, 1,6, 1,8, 2,0 X ULN o mas. En diversas realizaciones, los limites del indicador de la funcidon hematoldgica se
eligen de manera diferente para individuos en diferentes grupos de sexo y edad, por ejemplo, 0-5, 5-10, 10-15, 15-18,
18-21, 21-30, 30-40, 40-50, 50-60, 60-70, 70-80 o mayores de 80.

En diversas realizaciones, se pueden recoger muestras, por ejemplo, muestras de suero u orina, de los individuos o

44



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2795833 T3

individuos candidatos para una terapia que usa los métodos y las composiciones. Se pueden recoger muestras antes,
durante y/o después de la terapia, por ejemplo, en las tltimas 2, 4, 6, 8, 10 semanas antes del inicio de la terapia, en
un plazo de 1 semana, 10 dias, 2 semanas, 3 semanas, 4 semanas, 6 semanas, 8 semanas o0 12 semanas desde el
inicio de la terapia, en las ultimas 2, 4, 6, 8, 10 semanas antes del inicio de la terapia, en un plazo de 1 semana, 10
dias, 2 semanas, 3 semanas, 4 semanas, 6 semanas, 8 semanas, 9 semanas o 12 semanas desde el inicio de la
terapia, en intervalos de 1 semana, 10 dias, 2 semanas, 3 semanas, 4 semanas, 6 semanas, 8 semanas, 9 semanas
0 12 semanas durante la terapia, en intervalos de 1 mes, 3 meses, 6 meses, 1 afio, 2 afios después de la terapia, en
un plazo de 1 mes, 3 meses, 6 meses, 1 afo, 2 afos 0 mas después de la terapia, durante un periodo de 6 meses, 1,
2,3,4,5,6,7,8,9, 10 afios o mas. Las muestras se pueden probar para determinar cualquiera de los indicadores de
funcion hematologica, renal o hepatica descritos en el presente documento, asi como otros adecuados conocidos en
la técnica, por ejemplo, un B-HCG para mujeres con posibilidad de quedarse embarazadas. En ese sentido, las pruebas
hematoldgicas y bioquimicas, incluyendo hemogramas con férmula leucocitaria, PT, INR y PTT, pruebas de medicion
de Na, K, Cl, CO2, BUN, creatinina, Ca, proteina total, albumina, bilirrubina total, fosfatasa alcalina, AST, ALT y glucosa
estan dentro de los limites de la invencion. En algunas realizaciones, la presencia o la cantidad de anticuerpos contra
el VIH, BsAg de hepatitis o anticuerpo contra la hepatitis C se determinan en una muestra de individuos o individuos
candidatos para una terapia que usa los métodos y las composiciones de la invencion. Los marcadores bioldgicos,
tales como anticuerpos contra las SEQ. ID. NO.:1, SEQ. ID. NO.:2, SEQ. ID. NO.:4, SEQ. ID. NO.:5, SEQ. ID. NO.:6
o los anticuerpos neutralizantes para el vector de Ad5 se pueden analizar en una muestra, tal como suero, de
individuos o individuos candidatos para una terapia que usa los métodos y las composiciones. En algunos casos, una
0 mas muestras, tal como una muestra de sangre se puede recolectar y archivar de individuos o individuos candidatos
para una terapia que usa los métodos y las composiciones. Las muestras recogidas se pueden ensayar para
evaluacion inmunolégica. Los individuos o individuos candidatos para una terapia que usa los métodos y las
composiciones pueden evaluarse en estudios de captura de imagenes, por ejemplo, usando exploraciones de TC o
IRM del térax, el abdomen o la pelvis. Los estudios de captura de imagenes se pueden realizar antes, durante o
después de la terapia que usa los métodos y las composiciones de la invencion, durante y/o después de la terapia,
por ejemplo, en las Ultimas 2, 4, 6, 8, 10 semanas antes del inicio de la terapia, en un plazo de 1 semana, 10 dias, 2
semanas, 3 semanas, 4 semanas, 6 semanas, 8 semanas o0 12 semanas desde el inicio de la terapia, en las ultimas
2, 4, 6, 8, 10 semanas antes del inicio de la terapia, en un plazo de 1 semana, 10 dias, 2 semanas, 3 semanas, 4
semanas, 6 semanas, 8 semanas, 9 semanas o 12 semanas desde el inicio de la terapia, en intervalos de 1 semana,
10 dias, 2 semanas, 3 semanas, 4 semanas, 6 semanas, 8 semanas, 9 semanas o 12 semanas durante la terapia, en
intervalos de 1 mes, 3 meses, 6 meses, 1 afio, 2 afios después de la terapia, en un plazo de 1 mes, 3 meses, 6 meses,
1 afo, 2 aflos 0 mas después de la terapia, durante un periodo de 6 meses, 1, 2, 3,4, 5, 6,7, 8,9, 10 afios 0 mas.

Dosificaciones y administracion

Las composiciones y los métodos de la divulgacion contemplan diversos regimenes de dosificacion y administracion
durante la terapia. Los pacientes pueden recibir uno o mas adenovirus o vectores de adenovirus defectuosos en
replicacién, por ejemplo, Ad5 [E1-, E2B-]-SEQ. ID. NO.:1, Ad5 [E1-, E2b-]-SEQ. ID. NO.:2, Ad5 [E1-, E2b-]-SEQ. ID.
NO.:4, Ad5 [E1-, E2b-]-SEQ. ID. NO.:5, Ad5 [E1-, E2b-]-SEQ. ID. NO.:6 que son capaces de inducir una respuesta
inmunitaria en un individuo contra un antigeno objetivo descrito en el presente documento, por ejemplo, las SEQ. ID.
NO.:1, SEQ. ID. NO.:2, SEQ. ID. NO.:4, SEQ. ID. NO.:5 0 SEQ ID. NO.:6. En diversas realizaciones, el adenovirus
defectuoso en replicacion se administra a una dosis que es adecuada para afectar a dicha respuesta inmunitaria. En
algunos casos, el adenovirus defectuoso en replicacion se administra a una dosis que es mayor o igual a 1 x 10°,
2x10°% 3x10° 4x10°% 5x10°% 6x10°% 7x10°% 8x10°% 9x10° 1x10%, 2x10%, 3x10'°, 4x10'°, 5x 10,
6x10'°,7x10%,8x10"°,9x10%,1x 10", 2x10",3x 10", 4x 10", 5x 10", 6 x 10", 7 x 10'", 8 x 10", 9 x 10",
1x 102, 1,5x 10%2, 2 x 102, 3 x 10'2 0 mas particulas viricas (PV) por inmunizacién. En algunos casos, el adenovirus
defectuoso en replicacion se administra a una dosis que es menor o igual a 1 x 109, 2 x 109, 3 x 109, 4 x 10°, 5 x 109,
6 x10°% 7 x 10° 8 x 10°% 9x 10° 1x10%, 2x 10'°, 3x 10", 4x10%, 5x 10", 6 x 10'°, 7 x 10'°, 8 x 10'°, 9 x 10°,
1x10",2x10",3x10",4x10",5x10",6 x 10",7 x 10",8 x 10,9 x 10", 1 x 102, 1,5x 102, 2 x 10'2, 3 x 10'?
0 mas particulas viricas por inmunizacién. En diversas realizaciones, una dosis deseada descrita en el presente
documento se administra en un volumen adecuado de tampdén de formulacién, por ejemplo, un volumen de
aproximadamente 0,1-10 ml, 0,2-8 ml, 0,3-7 ml, 0,4-6 ml, 0,5-5 ml, 0,6-4 ml, 0,7-3 ml, 0,8-2 ml, 0,9-1,5 ml, 0,95-1,2 mi
0 1,0-1,1 ml. Los expertos en la materia aprecian que el volumen puede quedar dentro de cualquier intervalo limitado
por cualquiera de estos valores (p. ej., de aproximadamente 0,5 ml a aproximadamente 1,1 ml). La administracion de
particulas viricas puede ser a través de diversas rutas adecuadas para suministro, por ejemplo, puede ser por
inyeccion (p. ej., por via intracutdnea, por via intramuscular, por via intravenosa o por via subcutanea), por via
intranasal (p. €j., por aspiracion), en forma de pildora (p. €j., ingestidn, supositorio para administracion vaginal o rectal.
En algunas realizaciones, se puede preferir una administracion subcutanea y puede ofrecer mayor acceso a las células
dendriticas.

La administracion de particulas viricas a un individuo puede repetirse. Los suministros repetidos de particulas viricas
pueden seguir una pauta o, como alternativa, se pueden realizar segiin sea necesario. Por ejemplo, la inmunidad del
individuo contra un antigeno diana, por ejemplo, las SEQ. ID. NO.: 1, SEQ. ID. NO.:2, SEQ. ID. NO.:4, SEQ. ID. NO.:5
o SEQ. ID. NO.:6 se puede probar y reponer segin sea necesario con suministros adicionales. En algunas
realizaciones, las pautas de suministro incluyen la administracion de particulas viricas a intervalos regulares. Los
regimenes de suministro conjuntos pueden estar disefiados para comprender uno o mas de un periodo con una pauta
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y/o un periodo de administracién basada en la necesidad evaluada antes de la administracién. Por ejemplo, un régimen
de terapia puede incluir una administracion, tal como administraciéon subcutanea una vez cada tres semanas y después
otro tratamiento de inmunoterapia cada tres meses hasta que se retire de la terapia por cualquier motivo, incluyendo
muerte. Otro régimen ilustrativo comprende tres administraciones cada tres semanas y después otro conjunto de tres
tratamientos de inmunoterapia cada tres meses. Otro régimen ilustrativo comprende un primer periodo con un primer
numero de administraciones a una primera frecuencia, un segundo periodo con un segundo numero de
administraciones a una segunda frecuencia, un tercer periodo con un tercer numero de administraciones a una tercera
frecuencia, etc., y opcionalmente uno o mas periodos con un nimero indeterminado de administraciones segun sea
necesario. El nimero de administraciones en cada periodo se puede seleccionar de manera independiente y puede
ser, por ejemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 o mas. La frecuencia de la
administracion en cada periodo también se puede seleccionar de manera independiente, por ejemplo, puede ser
aproximadamente todos los dias, cada dos dias, cada tres dias, dos veces a la semana, una vez a la semana, una
vez cada dos semanas, cada tres semanas, cada mes, cada seis semanas, cada dos meses, cada tres meses, cada
cuatro meses, cada cinco meses, cada seis meses, una vez al afo, etc. La terapia puede durar un periodo total de
hasta1,2,3,4,5,6,7,8,9,10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 30, 36 meses o mas. El intervalo
programado entre inmunizaciones puede modificarse de modo que el intervalo entre inmunizaciones se revise hasta
en un quinto, un cuarto, un tercio o la mitad del intervalo. Por ejemplo, para una pauta de intervalos de 3 semanas,
una inmunizacién puede repetirse entre 20 y 28 dias (3 semanas -1 dia a 3 semanas +7 dias). Para las primeras 3
inmunizaciones, si la segunda y/o tercera inmunizacion se retrasa, las inmunizaciones posteriores pueden cambiarse
permitiendo una cantidad minima de tampdn entre inmunizaciones. Por ejemplo, para una pauta de intervalos de tres
semanas, si una inmunizacioén se retrasa, la inmunizacion posterior puede programarse para que se realice no antes
de 17, 18, 19 0 20 dias después de la inmunizacion previa.

Las composiciones de la invencion, tales como vectores y particulas viricas Ad5 [E1-, E2B-]-SEQ. ID. NO.: 1, Ad5 [E1-
, E2B-]-SEQ. ID. NO.:2, Ad5 [E1-, E2B-]-SEQ. ID. NO.:4, Ad5 [E1-, E2B-]-SEQ. ID. NO.:5 y Ad5 [E1-, E2B-]-SEQ. ID.
NO.:6 producidos usando estos vectores, se puede proporcionar en diversos estados, por ejemplo, a temperatura
ambiente, en hielo o congelado. Las composiciones se pueden proporcionar en un recipiente de un tamafno adecuado,
por ejemplo, un vial de vial de 2 ml. En una realizacion, 1 vial de 2 ml con 1,0 ml de vacuna extraible contiene 5 x 10"
particulas viricas totales/ml. Las condiciones de almacenamiento, incluyendo la temperatura y la humedad, pueden
variar. Por ejemplo, las composiciones para su uso en terapia pueden almacenarse a temperatura ambiente, 4 °C, -
20 °C o menos.

En diversas realizaciones, se realizan evaluaciones generales de los individuos que reciben tratamiento segun los
métodos y las composiciones de la invencién. Se pueden realizar una o0 mas de cualquier prueba segun sea necesario
o de manera programada, tal como en las semanas 0, 3, 6, etc. Se puede realizar un conjunto diferente de pruebas
simultdneamente con la inmunizacién frente a momentos sin inmunizacién.

Las evaluaciones generales pueden incluir uno o mas antecedentes médicos, puntuacion de rendimiento de ECOG,
estado de rendimiento de Karnofsky y examen fisico completo con peso por el médico tratante. Se puede registrar
cualquier otro tratamiento, medicamente, producto biolégico o hemoderivado que el paciente recibe o ha recibido
desde la ultima visita. Los pacientes pueden seguirse en la clinica por un periodo adecuado, por ejemplo,
aproximadamente 30 minutos, después de recibir la vacuna para supervisar cualquier reaccion adversa. La
reactogenicidad local y sistémica después de cada dosis de vacuna se evaluara diariamente durante un tiempo
seleccionado, por ejemplo, durante 3 dias (el dia de la inmunizacién y 2 dias después). Se pueden usar tarjetas de
diario para informar de sintomas y se puede usar una regla para medir la reactogenicidad local. Se pueden evaluar
los sitios de inyeccién de inmunizacion. Se pueden realizar exploraciones de TC o IRM del térax, abdomen y pelvis.

En diversas realizaciones, se realizan evaluaciones hematoldgicas y bioquimicas en los individuos que reciben
tratamiento segun los métodos y las composiciones de la invencion. Se pueden realizar una o mas de cualquier prueba
segun sea necesario o de manera programada, tal como en las semanas 0, 3, 6, etc. Se puede realizar un conjunto
diferente de pruebas simultdneamente con la inmunizacion frente a momentos sin inmunizacion. Las evaluaciones
hematoldgicas y bioquimicas pueden incluir uno o mas analisis de sangre para quimica y hematologia, CBC con
férmula leucocitaria, Na, K, Cl, CO2, BUN, creatinina, Ca, proteina total, albumina, bilirrubina total, fosfatasa alcalina,
AST, ALT, glucosa y ANA.

En diversas realizaciones, se evaluan los marcadores bioldgicos en individuos que reciben tratamiento segun los
métodos y las composiciones de la invencion. Se pueden realizar una o mas de cualquier prueba segun sea necesario
o de manera programada, tal como en las semanas 0, 3, 6, etc. Se puede realizar un conjunto diferente de pruebas
simultaneamente con la inmunizacion frente a momentos sin inmunizacion.

Las evaluaciones de marcadores bioldgicos pueden incluir uno o mas de los anticuerpos de medicion para las SEQ.
ID. NO.: 1, SEQ. ID. NO.:2, SEQ. ID. NO.:4, SEQ. ID. NO.:5, SEQ. ID. NO.:6 o el vector de Ad5, de una muestra de
suero de volumen adecuado, por ejemplo, aproximadamente 5 ml. Los biomarcadores pueden revisarse si se
determinan y estan disponibles.

En diversas realizaciones, se realiza una evaluacion inmunolégica en individuos que reciben tratamiento segun los
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métodos y las composiciones de la invenciéon. Se pueden realizar una o0 mas de cualquier prueba segun sea necesario
o de manera programada, tal como en las semanas 0, 3, 6, etc. Se puede realizar un conjunto diferente de pruebas
simultdneamente con la inmunizacion frente a momentos sin inmunizacion.

Se pueden extraer sangre periférica, por ejemplo, aproximadamente 90 ml antes de cada inmunizaciéon y en un
momento después de al menos algunas de las inmunizaciones, para determinar si hay un efecto sobre la respuesta
inmunitaria en momentos especificos durante el estudio y/o después de un nimero especifico de inmunizaciones. La
evaluaciéon inmunoldgica puede incluir uno o mas ensayos de células mononucleares de sangre periférica (PBMC)
para respuestas de linfocitos T a las SEQ. ID. NO.:1, SEQ. ID. NO.:2, SEQ. ID. NO.:4, SEQ. ID. NO.:5 o SEQ. ID.
NO.:6 usando ELISpot, ensayos de proliferacion, analisis citométrico de flujo multiparamétrico y ensayos de
citotoxicidad. El suero de cada extraccion de sangre se puede archivar, enviar y determinar.

En diversas realizaciones, se realiza una evaluacion de infeccién por Ebola o un ensayo de replicacién del Ebola en
individuos que reciben tratamiento segun los métodos y las composiciones de la invencion. Se pueden realizar una o
mas de cualquier prueba segun sea necesario o de manera programada, tal como antes del tratamiento, en las
semanas 0, 3, 6, etc. Se puede realizar un conjunto diferente de pruebas simultaneamente con la inmunizacion frente
a momentos sin inmunizacién. La infeccién por Ebola puede incluir una o mas pruebas inmunoespecificas del Ebola
antes del tratamiento, en un momento después de al menos algunas de las inmunizaciones y aproximadamente cada
semana o tres meses después de completar un nimero seleccionado, por ejemplo, 2, 3 0 4, de primeros tratamientos
Yy, por ejemplo, hasta la retirada del tratamiento.

Las respuestas inmunitarias contra un antigeno diana descrito en el presente documento, tal como las SEQ. ID. NO.:1,
SEQ. ID. NO.:2, SEQ. ID. NO.:4, SEQ. ID. NO.:5 0 SEQ ID. NO.:6 se pueden evaluar a partir de una muestra, tal como
una muestra de sangre periférica de un individuo que usa una o mas pruebas adecuadas para la respuesta inmunitaria,
tales como ELISpot, citometria de flujo de citocinas o respuesta de anticuerpos. Se puede determinar una respuesta
inmunitaria positiva midiendo una respuesta de linfocitos T. Una respuesta de linfocitos T puede considerarse positiva
si el numero medio de puntos ajustados para el fondo en seis pocillos con antigeno supera el nimero de puntos en
seis pocillos de control en 10 y la diferencia entre los valores individuales de los seis pocillos que contienen antigeno
y los seis pocillos de control es estadisticamente significativa a un nivel de p<0,05 usando la prueba de t de Student.
Se pueden realizar ensayos de inmunogenicidad antes de cada inmunizacién y en momentos programados durante el
periodo del tratamiento. Por ejemplo, un momento para un ensayo de inmunogenicidad aproximadamente en la
semana 1, 2, 3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 18, 20, 24, 30, 36 0 48 de un tratamiento puede programarse
incluso sin una inmunizacién programada en este momento. En algunos casos, un individuo se puede considerar
evaluable para la respuesta inmunitaria si recibe al menos un nimero minimo de inmunizaciones, por ejemplo, 1, 2, 3,
4,5,6, 7, 8, 9 0 mas inmunizaciones.

Determinacién de la respuesta clinica

En algunas realizaciones, la determinacion de la progresion de la enfermedad o la respuesta clinica se realiza segun
los criterios de RECIST 1.1 entre pacientes con enfermedad medible/evaluable. En algunas realizaciones, las terapias
que usan los métodos y composiciones de la invencion afectan a una respuesta completa (RC; desaparicion de todos
los antigenos o sintomas de sitios diana o desaparicién de todos los sitios no diana y normalizaciéon del nivel de
antigenos o sintomas para sitios no diana) en un individuo que recibe la terapia. En algunas realizaciones, las terapias
que usan los métodos y las composiciones de la invencién efectiian una respuesta parcial (RP; una disminucién de al
menos 30 % en la suma del LD de sitios diana, tomando como referencia la suma basal de LD para sitios diana) en
un individuo que recibe la terapia.

En algunas realizaciones, las terapias que usan los métodos y las composiciones de la invencion efectian una
enfermedad estable (EE; ni reduccion suficiente de antigenos o sintomas para calificarse como RP ni aumento
suficiente para calificarse como EP, tomando como referencia la menor suma de LD desde que comenzd el tratamiento
para sitios diana) en un individuo que recibe la terapia. En algunas realizaciones, las terapias que usan los métodos y
las composiciones de la invencion efectian una respuesta incompleta/enfermedad estable (EE; persistencia de uno o
mas sitios no diana) y/o mantenimiento de antigenos o sintomas por encima de los limites normales para sitios no
diana) en un individuo que recibe la terapia. En algunas realizaciones, las terapias que usan los métodos y las
composiciones de la invencién efectian una enfermedad progresiva (EP; un aumento de al menos 20 % en la suma
del LD de antigenos o sintomas, tomando como referencia la menor suma de LD registrada desde que comenzé el
tratamiento o la aparicion de uno 0 mas antigenos o sintomas nuevos o la persistencia de uno o mas antigenos o
sintomas no diana y/o el mantenimiento del nivel de antigenos por encima de los limites normales en un individuo que
recibe la terapia.

KITS
Las composiciones, inmunoterapia o vacunas se pueden proporcionar en forma de kit. Los kits de la presente

divulgacion pueden comprender ademas instrucciones con respecto a la dosificacion y/o administracion, incluyendo
informacion del régimen de tratamiento.
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En algunas realizaciones, los kits comprenden las composiciones y los métodos para proporcionar inmunoterapia
combinada del Ebola de muiltiples dianas. En algunas realizaciones, los kits comprenden las composiciones y los
métodos para el tratamiento combinado de muiltiples dianas de una infeccién por Ebola. En algunas realizaciones, los
kits pueden comprender ademas componentes Utiles para administrar los componentes del kit e instrucciones sobre
cémo preparar los componentes. En algunas realizaciones, el kit puede comprender ademas software para realizar
supervision del paciente antes y después del tratamiento con pruebas de laboratorio adecuadas o comunicar los
resultados y los datos del paciente al personal médico. Los componentes que comprenden el kit pueden estar en forma
seca o liquida. Si estan en forma seca, el kit puede incluir una solucién para solubilizar el material seco. El kit también
puede incluir factor de transferencia en forma liquida o seca. Si el factor de transferencia esta en forma seca, el kit
incluira una solucién para solubilizar el factor de transferencia. El kit también puede incluir recipientes para mezclar y
preparar los componentes. El kit también puede incluir un instrumento para ayudar con la administracién, tal como,
por ejemplo, agujas, tubos, aplicadores, inhalador, jeringa, pipeta, pinzas, cuchara de medicion, cuentagotas o
cualquier vehiculo de suministro aprobado médicamente de este tipo. Los kits o sistemas de suministro de farmacos
de la presente invencién también incluiran normalmente un medio para contener composiciones de la presente
divulgacion en confinamiento estrecho para venta y distribucion comercial.

Ejemplos
EJEMPLO 1: Multiples inyecciones del vector de adenovirus Ad5Nulo producen anticuerpos antiadenovirus

Este ejemplo muestra que multiples inyecciones de Ad5-nulo dan como resultado la produccién de anticuerpos
antiadenovirus en los sujetos inyectados.

Se demostré que el vector de adenovirus Ad5-nulo que no contiene ninguna secuencia de acido nucleico heterélogo,
genero una respuesta inmunitaria neutralizante en ratones. En un experimento, se inmunizaron ratonas Balb/c de 5-7
semanas de edad con particulas viricas de Ad5-nulo a intervalos de 14 dias. Para determinar la presencia de
anticuerpos antiadenovirus, se usd un ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA). Para este ELISA, se
aplicaron 10° particulas viricas sobre pocillos de microtitulacion en 100 ul de tampon de carbonato/bicarbonato 0,05 M,
pH 9,6, y se incubaron durante una noche a temperatura ambiente. Para una curva de referencia convencional de
inmunoglobulina G (IgG), se aplicaron 200 ng, 100 ng, 50 ng, 25 ng y 0 ng de IgG de raton purificada sobre pocillos
de microtitulacion como se ha descrito anteriormente. Después de la incubacion, todos los pocillos se lavaron 3 veces
con 250 pl de seroalbumina bovina al 1 % (BSA) en solucidon salina tamponada con fosfato (PBS), pH 7,4. Después
del lavado, se afiadieron 250 ul de BSA/PBS a todos y se incubaron durante 30 minutos a temperatura ambiente para
bloquear los sitios no unidos. Después de la incubacion, todos los pocillos se lavaron 3 veces con 250 ul de BSA/PBS.
Después del lavado, se afiadieron 200 ul de una dilucién de suero 1/100 en BSA/PBS a los pocillos y se incubaron
durante 1 hora a temperatura ambiente. Para un control positivo, se afiadieron 200 ul de una dilucién 1/10000 de
antisuero antiadenovirus en BSA/PBS a los pocillos. Los pocillos de control solo contenian BSA/PBS. Después de la
incubacién, todos los pocillos se lavaron 3 veces con 250 ul de BSA/PBS. Después del lavado, se afiadieron a cada
pocillo 200 ul de una dilucion 1/10000 de IgG de cabra anti-raton especifica de cadena y conjugada con peroxidasa
(Sigma Chemicals) en BSA/PBS y se incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente. Después de la incubacion,
todos los pocillos se lavaron 3 veces con 250 ul de BSA/PBS. Después del lavado, se afiadieron a cada pocillo 200 ul
de reactivo de revelado (0,5 mg/ml de 1,2-fenilendiamina en tampdn de fosfato de potasio 0,2 M, pH 5,0, que contenia
peroxido de hidrégeno al 0,06 %) y se incubaron durante 30-40 minutos a temperatura ambiente. Después de la
incubacién, la reaccién de color se detuvo mediante la adicién de 50 ul de HCI 5 N a cada pocillo. Todos los pocillos
se leyeron después en un lector de placas de micropocillos a 492 nm. Después de obtener las lecturas, las lecturas
de densidad o6ptica de muestras desconocidas se correlacionaron con la curva patrén de IgG para obtener los ng de
IgG unidos por pocillo. Esto se realizd usando el paquete estadistico INSTAT.

ELISA para detectar anticuerpos contra AE

Las placas de ELISA se recubriran con 100 ng de GP, NP, VP40, VP35, VP30, VP24 o L en tampdn de carbonato-
bicarbonato 0,05 M pH 9,6 y se incubaran durante una noche a temperatura ambiente. Las placas se lavaron tres
veces con solucién salina tamponada con fosfato que contenia Tween-20 al 1 % (PBS-T) y después se bloquearon
con PBS que contenia BSA al 1 % durante 60 minutos a temperatura ambiente. Después de tres lavados adicionales,
se afnadira suero diluido 1/50 en PBS-T a los pocillos y las placas se incubardn durante 1 hora a temperatura ambiente.
Se afiadira a los pocillos anticuerpo de cabra anti-inmunoglobulina (Ig) G (especifica de la cadena y) de ratén marcado
con peroxidasa (Sigma-Aldrich) a una dilucion 1:5000 después de los lavados y las placas se incubaron durante 1
hora. Las placas se lavaran tres veces y se afiadira una solucién de sustrato de 1,2-fenilendiamina a cada pocillo. La
reaccion se detendra afiadiendo acido fosférico al 10 %. La absorbancia se medira a 492 nm en un lector de ELISA
SpectraMax 190. Los equivalentes de nanogramos de IgG unidos a GP, NP, VP40, VP35, VP30, VP24 o L, por pocillo
se obtendran por referencia a una curva patrén generada usando IgG de ratén purificada y se desarrollaran al mismo
tiempo que el ELISA de GP, NP, VP40, VP35, VP30, VP24 o L. Los resultados se analizaron y cuantificaron usando
el software SoftMax Pro 6.3.

Se detectaron niveles significativos (P<0,001) de anticuerpo anti-IgG de adenovirus en ratones 2 semanas después
de una primera inyeccioén con 10" Ad-5-nulo (FIG. 1). Se observo un nivel significativamente mayor (P<0,001) 2
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semanas después de una segunda inyeccion con 10' adenovirus. Se continuaron observando niveles
significativamente mayores (P<0,001) de anticuerpo 2 semanas después de una tercera inyeccion con 10'© Ad5-nulo.
Cada valor representa el promedio de determinaciones por triplicado de sueros agrupados de 5 ratones en cada grupo.
Las inyecciones multiples de Ad5-nulo dieron como resultado la produccién de anticuerpos anti-adenovirus en los
sujetos.

Para determinar la presencia de anticuerpo neutralizante contra Ad, se utiliz6 el siguiente ensayo. Se cultivé una linea
celular HEK-293T en 200 ul de medio de cultivo que consiste en DMEM que contiene suero de ternero fetal al 10 %
(DMEM/FCS) en placas de cultivo tisular de micropocillos a una concentracion celular de 2x10° células por pocillo
durante 24 horas a 37 °C en CO2 al 5 %. Después de la incubacion, se eliminaron 100 ul de medio de cultivo de pocillos
por triplicado y se mezclaron con 20 yl de DMEM/FCS que contiene particulas viricas (PV). Después de mezclar, la
mezcla de 120 pl se volvié a afiadir a los micropocillos respectivos. En otro conjunto de pocillos por triplicado, se
eliminaron 100 pl de medio de cultivo y se mezclaron con 20 pl de suero de ratdon inmune a Ad termoinactivado (56 °C
durante 1 h) previamente incubado con PV durante una hora a temperatura ambiente. Después de mezclar, la mezcla
de 120 ul se volvio a afadir a los pocillos respectivos. En pocillos de control celular por triplicado, se afiadieron 20 pl
de DMEM/FCS para controlar el volumen medio de cultivo total. Los pocillos de control por triplicado solo con medio
contenian 220 yl de DMEM/FCS. La placa de cultivo tisular se incub6 durante 3 dias adicionales a 37 °C en CO:2 al
5 %. Después de la incubacion, se afiadieron 40 pl de reactivo de viabilidad celular PROMEGA (reactivo de Owen) a
todos los pocillos y se incubaron durante 75 minutos a 37 °C en CO2 al 5 %. En este ensayo, El reactivo de Owen
(compuesto de tetrazolio MTS) es biorreducido por células viables en un producto de formazan coloreado que es
soluble en medio de cultivo tisular. La cantidad de producto de formazan medida por absorbancia a 490 nm es
directamente proporcional al numero de células vivas en cultivo. Después de la incubacion, se retiraron 150 pl de cada
pocillo y se transfirieron a otra placa de micropocillos para lecturas de densidad dptica. Posteriormente se obtuvieron
lecturas de densidad Optica a 492 nm usando un lector de placa de micropocillos.

Para detectar la presencia de anticuerpos neutralizantes contra Ad, se inyectaron grupos de 5 ratones cada uno una
vez, dos veces o tres veces con 10'% Ad5-nulo a intervalos de dos semanas. Dos semanas después de la inyeccion
final del virus, se tomaron muestras de sangre de los ratones, se agruparon y se evaluaron para determinar anticuerpos
neutralizantes como se ha descrito anteriormente usando 4x107 PV incubadas con o sin sueros termoinactivados. Las
células cultivadas solas actuaron como un grupo de control. Los ratones normales y los ratones inyectados una vez
con Ad5nulo no presentaron niveles significativos de anticuerpo neutralizante (FIG. 2). Los ratones inyectados dos
veces con Ad presentaron niveles significativos (P<0,05) de anticuerpo neutralizante en comparacion con células
incubadas solo con virus. Los ratones inyectados tres veces con Ad5-nulo también presentaron niveles significativos
(P<0,01) de anticuerpo neutralizante en comparacion con células incubadas solo con virus.

EJEMPLO 2: La vacuna de vector Ad5[E1-]-AE induce respuesta inmunitaria especifica de AE tras la
reinmunizacion en ratones inmunes a Ad5

Este ejemplo muestra que la plataforma de vector Ad5 [E1-, E2b-] induce respuestas de IMC contra los antigenos
asociados al Ebola GP, NP, VP40, VP35, VP30, VP24 y/o L en presencia de inmunidad preexistente a Ad5 en ratones.

Se construiran y produciran Ad5 [E1-, E2B-]-GP, Ad5 [E1-, E2B-]-NP, Ad5 [E1-, E2B-]-VP40, Ad5 [E1-, E2B-]-VP35,
Ad5 [E1-, E2b-]-VP30, [E1-, E2b-]-VP24 y/o [E1-, E2b-]-L. En resumen, los transgenes se subclonaran en la region E1
del vector Ad5 [E1-, E2b-] usando un enfoque basado en recombinacion homéloga. El virus deficiente en replicacion
se propagara en la linea celular de empaquetamiento E.C7, se purificara con CsClz y se valorara. El titulo infeccioso
virico se determinara como unidades formadoras de placas (UFP) en una monocapa de células E.C7. La concentracion
de PV se determinara mediante rotura por dodecil sulfato de sodio (SDS) y espectrofotometria a 260 nm y 280 nm.

Caracterizacion de vectores Ad5 CEA

Se realizaron estudios iniciales para confirmar la expresion de genes de GP, NP, VP40, VP35, VP30, VP24 y/o L de
dos plataformas de vectores Ad5-GP, NP, VP40, VP35, VP30, VP24 y/o L. Se determiné en primer lugar que los
antigenos podian expresarse en células transfectadas con las plataformas de vectores de vacuna. Se obtuvieron
células A549 de ATCC y se transfectaron con Ad5 [E1-]-GP, Ad5 [E1-]-NP, Ad5 [E1-]-VP40, Ad5 [E1-]-VP35, Ad5 [E1-
]-VP30, [E1-]-VP24 y/o [E1-]-L; o Ad5 [E1-, E2B-]-GP, Ad5 [E1-, E2B-]-NP, Ad5 [E1-, E2B-]-VP40, Ad5 [E1-, E2B-]-
VP35, Ad5 [E1-, E2b-]-VP30, [E1-, E2b-]-VP24 y/o [E1-, E2b-]-L. El analisis de transferencia de Western reveld que
las células transfectadas con las plataformas de vectores expresaron los antigenos indicados.

Métodos

Se inocularon células A549 a una MOI de 555 PV/célula con Ad5 [E1-, E2B-]-GP, Ad5 [E1-, E2B-]-NP, Ad5 [E1-, E2B-
]-VP40, Ad5 [E1-, E2B-]-VP35, Ad5 [E1-, E2b-]-VP30, [E1-, E2b-]-VP24 y/o [E1-, E2b-]-L. Las células se incubaron
durante 48 horas a 37 °C en CO:2 al 5 %. Después de 48 horas, las células se recogieron y se lavaron con PBS y se
congelaron/descongelaron tres veces. El lisado celular completo se calent6 a 70 °C durante 10 minutos antes de cargar
en el gel. Se cargd control recombinante de GP, NP, VP40, VP35, VP30, VP24 y/o L a 30 ng/linea y el lisado preparado
a 20 pl/carril. El tampoén de carga de muestra se incluyd como un control negativo adicional y los controles positivos

49



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2795833 T3

fueron marcadores de Western Magic Mark CP y el GP, NP, VP40, VP35, VP30, VP24 y/o L recombinante. El gel se
transfiri6 a una membrana de nitrocelulosa y se bloqued con solucidn de bloqueo SuperBlock durante 60 minutos. La
membrana se explord con anticuerpo primario monoclonal de ratén anti-GP, NP, VP40, VP35, VP30, VP24 o L (1:1000)
y un anticuerpo secundario anti-raton conjugado con HRP (1:2500). La membrana se lavé tres veces, después se
incubd con reactivo quimioluminiscente SuperSignal y se visualiz6 la formacion de bandas exponiendo la pelicula de
rayos X a la membrana seguido de revelado.

Induccién de inmunidad a Ad5 en ratones

Para evaluar los niveles de inmunidad a Ad5 que podrian inducirse, se inyectara por via subcutanea en grupos de
ratones C57B1/6 no expuestos a Ad5 la plataforma de vector Ad5 (PV). De veintiocho a cuarenta y dos dias después,
se recogeran muestras de suero y se evaluaran para determinar titulos finales de NAb de Ad5. Se pueden observar
titulos de NAb de Ad5 indetectables (titulo final de NAb de Ad5 <1/25) en ratones de control normales. NAb de Ad5
(titulos finales de 1/25 a 1/50) puede ser detectable después de una inyeccion pero puede aumentar drasticamente
después de tres inyecciones de 10 Ad5. Por lo tanto, en estudios inmunitarios adicionales de Ad5, se inyectaran en
ratones dos veces 10"° PV de Ad5 para hacer a los animales inmunes a Ad5.

Inmunizacion de ratones inmunes a Ad5 con Ad5 [E1-]-AE o Ad5 [E1-, E2b-]-AE.

Estos experimentos se disefiaran para determinar y comparar el potencial de induccién de inmunizaciéon de vacunas
Ad5 [E1-]-AE y Ad5 [E1-, E2b-]-AE en ratones inmunes a Ad5. Se inmunizaran grupos de ratonas C57B1/6, de 4 a 8
semanas de edad, 2 veces a intervalos de 2 semanas con 10"° PV de Ad5-nulo. Dos semanas después de la ultima
inmunizacion de Ad5-nulo, los ratones se inmunizaran 3 veces a intervalos semanales con 10'° PV de Ad5 [E1-]-AE o
Ad5 [E1-, E2b-]-EA. Dos semanas después de la ultima inmunizacion, los ratones se sacrificaran y sus bazos y sueros
se recogeran para analisis.

Las respuestas de IMC se evaluaran mediante ensayos ELISpot realizados en esplenocitos expuestos a antigeno AE
intacto. Se recogeran esplenocitos de ratones C57B1/6 inmunes a Ad5 que se inmunizaron por via subcutanea con
Ad5 E1-]-AE o Ad5 [E1-, E2b-]-AE y se evaluaran para determinar el nimero de células secretoras de IFN-y e IL-2. Se
pueden observar cantidades significativamente elevadas de células secretoras tanto de IFN-y como de IL-2 en bazos
analizados de ratones inmunizados con Ad5 [E1-, E2b-]-AE en comparacion con ratones inmunizados con Ad5 [E1-]-
AE. Se puede mostrar que la inmunizacion de ratones inmunes a Ad5 con Ad5 [E1-, E2b-]-CEA induce respuestas
IMC significativamente mayores.

Falta de efectos adversos en el higado en ratones inmunizados

Se realizaran estudios de toxicidad en suero de ratonas C57B1/6 inmunes a Ad5 inmunizadas con Ad5 [E1-]-AE, Ad5
[E1-, E2b-]-AE como se ha descrito anteriormente. Los ratones no expuestos a Ad5 o inmunes a Ad5 en los que se ha
inyectado tampon solo actuaran como controles. Tres dias después de la tercera inmunizacion, se evaluaran los
niveles de aspartato aminotransferasa (AST) en las muestras de sangre para determinar la toxicidad hepatica debida
al tratamiento. Los niveles de AST pueden no estar elevados con respecto a los controles después de la inmunizacién
con cualquiera de los vectores. También se evaluaran los niveles de alanina aminotransferasa (ALT) y se pueden
observar resultados similares.

Inmunoterapia de Ad5 [E1-, E2b-]-CEA en ratones infectados por Ebola inmunes a Ad5

En funcién de los resultados inmunoldgicos exitosos observados anteriormente, se realizaron estudios en los que se
establecieron infecciones por Ebola en ratones y después se trataron como se describe a continuacion. Después de
la infeccién por Ebola, los ratones se trataran con la plataforma de vector Ad5 [E1-, E2b-]-AE novedosa. Para
determinar si los ratones infectados por Ebola inmunes a Ad5 podrian tratarse con el vector Ad5 [E1-, E2b-]-AE, se
inyectaran en ratones C57B1/6 dos veces por via subcutanea 10"° PV de Ad5 [E1-]-nulo a intervalos de 14 dias para
hacer a los ratones inmunes a Ad5. Dos semanas después de la ultima inyeccion, se inyectaran por via subcutédnea
en dos grupos de 7 ratones C57B1/6 10° células que expresan AE. Siete dias después, cuando la infeccion por Ebola
puede ser palpable, se tratara un grupo de ratones mediante inyeccion subcutanea distal con 10'° PV de Ad5 [E1-,
E2b-]-AE los dias 7, 13 y 19. Un grupo de ratones C57B1/6 tratados solo con tampdn de inyeccion actuaran como
controles no tratados. Todos los ratones se supervisaran para determinar regresion de infeccién por Ebola durante un
periodo de 21 dias y se determinara el titulo de infeccién por virus del Ebola. Al final del estudio, se recogeran bazos
de ratones y la respuesta IMC especifica de CEA se determinara mediante ensayo ELISpot.

Analisis de respuestas IMC mediante ensayo ELISpot.

Se realizara un ensayo ELISpot para determinar los linfocitos secretores de IFN-y. En resumen, se incubaran PBMC
aisladas (2x105 células/pocillo) de muestras de pacientes individuales 36-40 h con un grupo de péptidos AE para
estimular linfocitos T productores de IFN-y. Se determinaran las respuestas de IMC a Ad5 después de la exposicion
de PBMC del paciente a Ad5-nulo (vector vacio). Las células que se estimularan con concanavalina A (Con A) a una
concentracion de 0,25 ug/pocillo actuaran como control positivo. Se contaran las células formadoras de manchas
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(CFM) coloreadas usando un lector de placas Immunospot ELISpot y las respuestas se consideraran positivas si se
detectan 50 CFM/10° células después de restar el control negativo y las CFM fueron =2 veces mayores que las de los
pocillos de control negativo.

Determinacién de titulos de anticuerpos neutralizantes de Ad5 (NAb).

Se determinaran los titulos finales de NAb de Ad5. En resumen, se mezclaran diluciones de sueros de prueba
termoinactivados en 100 ul de DMEM que contienen de suero de ternero fetal al 10 % con 4x107 PV de Ad5 [E1-]-nulo
y se incubaran durante 60 minutos a temperatura ambiente. Las muestras se afiadiran a micropocillos que contienen
células HEK293 cultivadas en DMEM que contiene de suero de ternera termoinactivado al 10 % a 2x10° células/pocillo
durante 24 horas a 37 °C en COz al 5 %. La mezcla se incubara durante 72 horas adicionales a 37 °C en CO2z al 5 %.
Se usara un ensayo de biorreduccion de tetrazolio MTS para medir la destruccion celular y los titulos finales de NAb
de Ad5. Se asignara a los titulos finales con un valor inferior a 1:25 un valor de 0.

Estadistica.

Se realizaran analisis estadisticos que comparan las respuestas inmunitarias empleando la prueba de Mann-Whitney
(PRISM, Graph Pad). Se realizaran comparaciones de supervivencia empleando graficos de Kaplan-Meier (PRISM,
Graph Pad). El titulo de NAb de Ad5 y la IMC especifico de AE se analizaran como variables continuas. La asociacion
del titulo de NAb de Ad5 con el cambio en la IMC especifica de AE se ensayara con el coeficiente de correlacion de
Spearman. La asociacion del titulo de NAb de Ad5 con la supervivencia se ensayara con la prueba de Wald del modelo
de riesgos proporcionales.

Un objetivo secundario sera evaluar las respuestas inmunitarias especificas de AE después de tratamientos de
inmunizacioén con el producto.

Se generaran células dendriticas a partir de las células mononucleares de sangre periférica (PBMC) de un sujeto
infectado por Ebola; usando PBMC de este paciente después de la vacunacién, se intentard establecer lineas
individuales de linfocitos T especificas para AE. En resumen, las PBMC se aislaran usando un gradiente de medio de
separacion de linfocitos, se resuspenderan en medio AIM-V (2x107 células) y se permitird que se adhieran en una
placa de 6 pocillos durante 2 horas. Las células adherentes se cultivaran durante 5 dias en medio AIM-V que contiene
100 ng/ml de GM-CSF humano recombinante (rh) y 20 ng/ml de rhiL-4. El medio de cultivo se repondra cada 3 dias.

EJEMPLO 3: Produccion de BPL de vacuna de multiples dianas de uso clinico

Este ejemplo muestra la producciéon de vacunas de multiples dianas de uso clinico usando principios de buenas
practicas de laboratorio (BPL). Anteriormente, el producto de Ad5 [E1-, E2b-]-CEA(6D) se produjo usando un
biorreactor celular de 5 | en condiciones de BPL de acuerdo con los principios de buenas practicas de fabricacion. Este
ejemplo puede mostrar que los productos de Ad5 [E1-, E2b-]-AE GP, NP, VP40, VP35, VP30, VP24 y L se pueden
producir en un biorreactor celular de 5 | usando enfoques similares.

En resumen, los viales de la linea celular de fabricacién E.C7 se descongelaran, se transferiran a matraces 7225y se
cultivaran inicialmente a 37 °C en CO2 al 5 % en DMEM que contiene FBS al 10 %/L-glutamina 4 mM. Después de la
expansion, las células E.C7 se expandiran usando Cel[STACKS de 10 capas (CS-10) y se pasaran a medio sin suero
(MSS) FreeStyle. Las células E.C7 se cultivardn en MSS durante 24 horas a 37 °C en CO2 al 5 % a una densidad
diana de 5x10° células/ml en el biorreactor celular. Las células E.C7 se infectaran después con Ad5 [E1-, E2B-]-GP,
Ad5 [E1-, E2B-]-NP, Ad5 [E1-, E2B-]-VP40, Ad5 [E1-, E2B-]-VP35, Ad5 [E1-, E2b-]-VP30, [E1-, E2b-]-VP24 y/o [E1-,
E2b-]-L, respectivamente, y se cultivaran durante 48 horas.

Se realizara procesamiento de flujo medio de manera idéntica a la usada para preparar producto de Ad5 [E1-, E2B-]-
GP, Ad5 [E1-, E2B-]-NP, Ad5 [E1-, E2B-]-VP40, Ad5 [E1-, E2B-]-VP35, Ad5 [E1-, E2b-]-VP30, [E1-, E2b-]-VP24 y/o
[E1-, E2b-]-L de uso clinico. 30 minutos antes de la recogida, se afiadira benzonasa nucleasa al cultivo para promover
mejor sedimentacion celular para concentracion. Después de sedimentaciéon por centrifugaciéon, se desechara el
sobrenadante y los sedimentos se resuspenderan en tampdn de lisis que contiene polisorbato-20 al 1 % durante 90
minutos a temperatura ambiente. El lisado se tratara después con benzonasa y la reaccién se detendra mediante la
adicion de NaCl 5 M. La suspension se centrifugara y se desechara el sedimento. El lisado se clarificara mediante
filtracion y se sometera a un procedimiento de intercambio iénico de dos columnas.

Para purificar los productos de vacuna, se realizara un procedimiento de intercambio aniénico de dos columnas. Una
primera columna se empaquetara con resina Q Sepharose XL, se desinfectara y se equilibrara con tampén de carga.
El lisado clarificado se cargara en la columna y se lavara con tampén de carga. El producto de vacuna se eluira y el
pico de elucion principal (eluato) que contiene Ad5 [E1-, E2B-]-GP, Ad5 [E1-, E2B-]-NP, Ad5 [E1-, E2B-]-VP40, Ad5
[E1-, E2B-]-VP35, Ad5 [E1-, E2b-]-VP30, [E1-, E2b-]-VP24 y/o [E1-, E2b-]-L se llevara a la siguiente etapa. Una
segunda columna se empaquetara con resina Source 15Q, se desinfectara y se equilibrara con tampodn de carga. El
eluato de la primera columna de intercambio aniénico se cargara en la segunda columna y el producto de vacuna se
eluira con un gradiente que comienza a 100 % de tampén A (Tris 20 mM, MgClz 1 mM, pH 8,0) que funciona al 50 %
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de tampdn B (Tris 20 mM, MgCl2 1 mM, NaCl 2 M, pH 8,0). El pico de elucion que contiene Ad5 [E1-, E2B-]-GP, Ad5
[E1-, E2B-]-NP, Ad5 [E1-, E2B-]-VP40, Ad5 [E1-, E2B-]-VP35, Ad5 [E1-, E2b-]-VP30, [E1-, E2b-]-VP24 y/o [E1-, E2b-
]-L se recogera y almacenara durante una noche a 2-8 °C. La fraccién de elucidén maxima se procesara a través de un
sistema de filtracion de flujo tangencial (TFF) para concentracion y diafiltracion frente a tampén de formulacién (Tris
20 mM, NaCl 25 mM, glicerol al 2,5 % (v/v), pH 8,0). Después del procesamiento, el producto final de vacuna se
esterilizara por filtrado, se distribuira en alicuotas y se almacenara a <-60 °C. Normalmente se produce un producto
muy purificado que se acerca al 100 % de pureza y se predicen resultados similares para estos productos.

La concentracion y el nUmero total de producto de PV producido se determinaran mediante espectrofotometria. La
pureza del producto se evaluara mediante HPLC. La actividad infecciosa se determinara realizando un ensayo de
tincion de hexones de Ad5 para particulas infecciosas usando equipos.

Se realizaran transferencias de Western usando lisados de células transfectadas con vector para verificar la expresién
de AE. Se realizaran pruebas de control de calidad para determinar que los productos finales de vacuna estan exentos
de micoplasmas, no tienen carga biolégica microbiana y presentan niveles de endotoxina inferiores a 2,5 unidades de
endotoxina (UE) por ml. Para confirmar la inmunogenicidad, los vectores individuales se probaran en ratones.

EJEMPLO 7: Inmunogenicidad de vectores viricos de GP, NP, VP40, VP35, VP30, VP24, L de dianas individuales
y multiples

Se inyectaran sc en ratonas C57BL/6 10'° PV de Ad5 [E1-, E2B-]-GP, Ad5 [E1-, E2B-]-NP, Ad5 [E1-, E2B-]-VP40, Ad5
[E1-, E2B-]-VP35, Ad5 [E1-, E2b-]-VP30, [E1-, E2b-]-VP24 o [E1-, E2b-]-L, 0 una combinacién de 10'° PV de dos o
mas virus en una relacion de 1:1:1. Se inyectaran en ratones de control 3x10'° PV de Ad-nulo (sin insercion de
transgén). Las dosis se administraran en 25 pl de tampén de inyeccion (HEPES 20 mM con sacarosa al 3 %) y los
ratones se vacunaran tres veces a intervalos de 14 dias. Catorce dias después de la inyeccion final se recogeran
bazos y sueros. Los sueros se congelaran a -20 °C. Se generaran suspensiones de esplenocitos se generaran
aplastando suavemente los bazos a través de un filtro de células de nailon de 70 um (BD Falcon, San José, CA). Los
glébulos rojos se eliminaran mediante la adicion de tampén de lisis de gldbulos rojos (Sigma-Aldrich, San Luis, MO) y
los esplenocitos se lavaran dos veces y se resuspenderan en R10 (RPMI 1640 complementado con L-glutamina
(2 mM), HEPES (20 mM), penicilina 100 U/mly estreptomicina 100 pg/mly suero bovino fetal al 10 %. Los esplenocitos
se analizaran para determinar la produccion de citocinas mediante ELISPOT y citometria de flujo.

Estudios de inmunogenicidad:

Dos semanas después de la ultima inmunizacién, Se determinara la actividad de IMC empleando ensayos ELISpot
para células secretoras de IFN-y (CFM) después de la exposicion de esplenocitos a agrupaciones de péptidos AE.

En resumen, las respuestas de IMC contra AE segun lo evaluado mediante ensayos ELISpot para esplenocitos
secretores de IFN-y (CFM) se detectaran en ratones inmunizados para multiples dianas pero no en ratones de control
(en los que se ha inyectado el vector vacio Ad5-Nulo). La especificidad de las respuestas de ensayo ELISpot se
confirmara por la falta de reactividad a antigenos peptidicos irrelevantes SIV-nef o SIV-vif. Un control positivo incluira
células expuestas a concanavalina A (Con A).

Ensayo ELISPOT

Se determinaran linfocitos T secretores de IFN-y o IL-2 especificos de GP, NP, VP40, VP35, VP30, VP24 o L mediante
ensayo ELISPOT a partir de esplenocitos de ratdn recién aislados. En resumen, se estimularan 2x10° esplenocitos
con 0,2 pg/pocillo de péptidos de 15 unidades solapantes en un unico grupo procedente de GP, NP, VP40, VP35,
VP30, VP24 o L. Las células se estimularan con Con A a una concentracion de 0,0625 pg/por pocillo como un control
positivo y se usaran grupos de péptidos completos de 15 unidades procedentes de SIV-Nef y SIV-Vif como controles
peptidicos irrelevantes. El nimero de CFM se determinara usando un lector de placas Immunospot ELISpot y los
resultados se presentaran como el numero de CFM por cada 108 esplenocitos. Para determinar el nivel de citotoxicidad
celular dependiente del complemento (CDCC), se realizara una prueba de CDCC usando células diana de AE.

Estimulacion intracelular de citocinas

Se prepararan esplenocitos. Se realizaran ensayos de estimulacion usando 1x108 esplenocitos vivos por pocillo en
placas con fondo en U de 96 pocillos. Se sintetizaran grupos de péptidos solapantes que abarcan las secuencias
codificantes completas de GP, NP, VP40, VP35, VP30, VP24 y L como 15meros con solapamientos de 11 aminoacidos
y los grupos de péptidos liofilizados se disolveran en DMSO. Los grupos de péptidos construidos de manera similar
correspondientes a SIV-Vif y SIV-Nef actuaran como controles fuera de diana. Se estimularan esplenocitos en medio
R10 (RPMI 1640, suero bovino fetal al 10 % y antibiéticos) mediante la adiciéon de agrupaciones de péptidos a
2 pg/ml/péptido durante 6 horas a 37 °C y CO2 al 5 %, con inhibidor del transporte de proteinas (GolgiStop) afiadido
2 h después del comienzo de la incubacion. Los esplenocitos estimulados se tefiiran después con respecto a
marcadores de superficie de linfocitos CD8a y CD4, se fijaran, se permeabilizaran y después se tefiran con respecto
a la acumulacion intracelular de IFN-y y TNFa. Se usaran anticuerpos contra CD8a, CD4, IFN-y y TNFa de ratén y se
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realizo tincidon en presencia de anti-CD 16/CD32. Se realizara citometria de flujo y se analizara en el software BD
Accuri C6.

Ensayo de citotoxicidad dependiente del complemento (CDC)

Se cultivaran células AE durante una noche a una densidad de 2x10* células por pocillo en microplacas de cultivo
tisular de 96 pocillos. Se afiadiran sueros de ratdn termoinactivados agrupados a una diluciéon 1:50 y se incubaran a
37 °C durante 1 hora. Después se anadira suero de conejo a una diluciéon 1:50 como fuente de complemento y las
células se incubaran 2,5 horas adicionales a 37 °C. Los sobrenadantes de cultivo celular se analizaran usando el
ensayo de citotoxicidad no radiactiva Promega Cytotox 96, segun las instrucciones del fabricante. El porcentaje de
lisis de células AE se calculard mediante la férmula % de lisis = (experimental - espontanea diana) /(maxima diana -
espontanea diana) x 100 %.

Estudios de inmunoterapia contra el ébola:

Se realizaran estudios para probar la capacidad anti-Eb'oIa de vacunas multiples basadas en Ad5 [E1-, E2b-] en
estud’ios de inmunoterapia en ratones con infecciones de Ebola establecidas. En este estudio, se evaluara la actividad
anti-Ebola de los componentes individuales de la vacuna multiple basada en Ad5 [E1-, E2b-].

Se inyectaran grupos de ratones C57B1/6 por via subcutanea en el flanco derecho con 5x10° células que expresan
AE. Los ratones se trataran con 3 inyecciones subcutaneas con 1x10'° PV cada una de Ad5 [E1-, E2b-]-nulo (sin
transgén, p. ej., vector vacio), Ad5 [E1-, E2B-]-GP, Ad5 [E1-, E2B-]-NP, Ad5 [E1-, E2B-]-VP40, Ad5 [E1-, E2B-]-VP35,
Ad5 [E1-, E2b-]-VP30, [E1-, E2b-]-VP24 y [E1-, E2b-]-L, respectivamente.

EJEMPLO 8: Uso de GP y NP de virus del Ebola como dianas de vacuna.

Se han construido vacunas de vectores basados en Ad5 (Ad5 [E1-]) recombinantes de generacidon anterior que
contienen componentes génicos del virus del Ebola, incluyendo GP y/o NP, se han producido y se han probado en un
entorno de laboratorio. Se han obtenido efectos protectores preclinicos prometedores en ratones y primates no
humanos (PNH) usando estas vacunas, pero se anul6 la eficacia cuando los animales presentaron inmunidad
preexistente o inducida por el vector Ad5 contra el adenovirus.

En este ejemplo, se usaran los componentes GP y NP del virus del Ebola en una vacuna. Ya que las cepas de Zaire
y Sudan son responsables de la mayoria de las muertes de casos especificos de especie, se usaran inicialmente
componentes viricos de estas dos cepas. Se empleara GP porque es una glucoproteina de superficie que puede ser
diana. Los genes de GP de ambas cepas aisladas del Ebola se usaran para inducir respuestas inmunitarias
ampliamente reactivas contra el Ebola. Ya que NP se asocia con VP35, VP30 y ARN polimerasa dependiente de ARN
al complejo de transcriptasa-replicasa funcional, se usara en la vacuna para inducir respuestas inmunitarias que
interfieren con y/o previenen la replicacién del virus. De esta manera, se desarrollara una vacuna ampliamente reactiva
basada en una plataforma Ad5 [E1-, E2b-] que inducira respuestas inmunitarias humorales y mediadas por células
(IMC) contra el Ebola.

Uso de vectores basados en Ad5 [E1-, E2b-] recombinantes como vacunas.

La vacuna se administrara directamente mediante inyeccion subcutanea para exposicion de antigenos del Ebola
definidos a células presentadoras de antigenos (APC) que inducen respuestas inmunitarias potentes.
Amplificacién de vacunas contra el Ebola de vector basado en Ad5 [E1-, E2b-].

Se construyeron cuatro vacunas basadas en Ad5 [E1-, E2b-] (FIG. 8). Para la vacuna de la cepa de Zaire, las
secuencias de nucleétidos de GP y NP del brote actual (aislado de virus del Ebola de Zaire H.sapiens-
wt/GIN/2014/Gueckedou-CO07, n.° de referencia de GeneBank KJ660347) se optimizaron para uso codénico humano
y se clonaron en el vector Ad5 [E1-, E2b-] bajo la regulacién de promotor de CMV. Se rescataron particulas viricas
mediante la transfeccion de células E.C7 que expresan de manera estable los genes adenoviricos de E1 y E2b con
construcciones de plasmido Ad5 [E1-, E2b-] linealizado, produciendo un producto Ad5 [E1-, E2b-]-GPez y un producto
Ad5 [E1-, E2b-]-NPEgz.

Para la vacuna contra la cepa de Sudan, las secuencias de nucleétidos de GP y NP de una cepa de Sudan del virus
del Ebola (aislado de virus del Ebola de Sudan EboSud-682 2012, genoma completo GenBank: KC545392.1) se
optimizaron para uso coddnico humano y se clonaron en el vector Ad5 [E1-, E2b-] bajo la regulacion de promotor de
CMV. Se rescataron particulas viricas mediante la transfeccion de células E.C7 que expresan de manera estable los
genes adenoviricos de E1y E2b con construcciones de plasmido Ad5 [E1-, E2b-] linealizado, produciendo un producto
Ad5 [E1-, E2b-]-GPes y un producto Ad5 [E1-, E2b-]-NPes.

Produccioén, purificaciéon y prueba de vacunas basadas en Ad5 [E1-, E2b-] recombinante.

Se prepararan vacunas adicionales para estudios posteriores con PNH. La linea celular E.C7 permite que los vectores
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Ad5 [E1-, E2b-] crezcan con rendimientos altos y reproducibles. Los vectores Ad5 [E1-, E2b-] se fabricaran y produciran
mediante liberacion de células humanas E.C7 usando Triton X-100, purificacion en gradientes de CsCl o cromatografia
de intercambio i6nico, y dialisis contra HEPES 20 mM (pH 7,4) que contiene sacarosa al 5 %. Las vacunas de virus
basadas en Ad5 [E1-, E2b-] recombinante purificado se dividiran en alicuotas y se congelaran en un bafio de hielo
seco-etanol. La infecciosidad de las particulas viricas se mide usando un ensayo en placa. Las concentraciones de
particulas viricas (PV) se calcularan a partir de la absorbancia a 260 nm y se usaran para determinar las cantidades
de virus para inmunizaciones in vivo. Las transferencias Western de lisados de células A549 transfectadas verificaran
la expresion del transgén del antigeno. Un ejemplo de expresién de GP del Ebola (cepa de Zaire) en un lisado celular
de células E.C7 después de 24 horas de transfeccion con Ad5 [E1-, E2b-]-GPez se muestra en la FIG. 9.

Estudio de inmunogenicidad de aumento de dosis.

Estos estudios se realizaran usando un modelo de ratéon inmune a Ad5 clinicamente relevante. Los ratones BALB/c se
haran inmunes a Ad5 mediante dos inyecciones subcutéaneas con 10'° PV de Ad5-nulo en intervalos de dos semanas.
Dos semanas después de la segunda inyeccion, se probaran los sueros para determinar Ab neutralizante de Ad5
(NAb) para verificar que los ratones son inmunes a Ad5. Los ratones y monos tratados de esta manera logran titulos
de NAb de Ad5 de 1/100 a 1/200 y en un ensayo clinico el titulo de NAb de Ad5 preexistente medio entre todos los
pacientes fue 1:18961:71 (media + ETM). Se evaluaran respuestas inmunitarias que se inducen después de
inmunizacion con dosis crecientes de Ad5 [E1-, E2b-]-GPez/NPez y Ad5 [E1-, E2b-]-GPes/NPes (una mezcla igualmente
combinada). Se inmunizaran grupos de ratones inmunes a Ad5 (n=5/grupo) dos veces por via subcutanea cada dos
semanas usando dosis crecientes de 4x108, 4x10° o 4x10'° PV (una mezcla de vacuna que contiene cantidades
iguales de Ad5 [E1-, E2b-]-GPez/NPez y Ad5 [E1-, E2b-]-GPes/NPEs). Se inyectaran en ratones de control (n = 5) 4x101°
PV de Ad5 [E1-, E2b-]-nulo en la misma pauta. Catorce dias después de la inmunizacién final, se evaluaran las
respuestas inmunitarias mediadas por anticuerpos (Ab) y células (IMC). Para la evaluacién de IMC, se evaluaran los
esplenocitos de ratones individuales usando ensayos ELISpot descritos previamente para medir el nimero de células
linfoides secretoras de interferén-y (IFN-y) e IL-2 después de exposicion a grupos de péptidos GP o NP. Las muestras
de suero se evaluaran para determinar la actividad de Ab usando productos purificados disponibles en el mercado.

Usando la mayor dosis inmunogénica, se realizara un estudio que emplee una o dos inmunizaciones subcutaneas
para determinar si son necesarias una o dos dosis para vacunacion eficaz. Se inmunizaran grupos de ratones
(n=5/grupo) una o dos veces cada dos semanas utilizando la dosis mas eficaz de vacuna. Se inyectara en ratones de
control (n = 5) Ad5 [E1-, E2b-]-nulo (cantidad de PV igual que la vacuna) en la misma pauta. Catorce dias después de
la inmunizacion final, se evaluaran las respuestas de Ab e IMC como se ha descrito anteriormente. Estos estudios
permitiran determinar si son necesarias una o dos inmunizaciones para inducir respuestas inmunitarias significativas.

Estudios de inmunogenicidad en ratones inmunes a Ad5 mediante ELISA, ELISpot y citometria de flujo.

Para estos estudios, se usaran la dosis y frecuencia de vacunacion mas eficaces determinadas anteriormente. En un
estudio de prueba de concepto en monos con vacuna contra la gripe, se observé que las respuestas de Ab, segun lo
evaluado por ensayos de inhibicion de hemaglutinacion (HAI), pueden necesitar hasta 30 dias para desarrollar niveles
maximos (FIG. 9). Por lo tanto, se evaluaran la actividad de Ab y respuestas IMC en ratones BALB/c inmunes a Ad5
(n=5/grupo) a las dos semanas, 30 dias y 60 dias después de vacunacion subcutanea con la dosis y frecuencia de
vacunacion mas eficaces (mezcla de vacuna que contiene cantidades iguales de Ad5 [E1-, E2b-]-GPez/NPez y Ad5
[E1-, E2b-]-GPes/NPes). Se inyectara en ratones de control Ad5 [E1-, E2b-]-nulo (cantidad de PV igual que la vacuna)
en la misma pauta. Dos semanas, 30 dias o 60 dias después de la vacunacion, se recogeran células de suero y bazo
de ratones individuales. Se evaluaran los esplenocitos de ratones individuales para determinar respuestas de IMC
usando ELISpot para medir el numero de células linfoides secretoras de IFN-y e IL-2 después de exposicion a grupos
de péptidos GP o NP. Ya que las respuestas de linfocitos T citotoxicos (CTL) también seran importantes en la
evaluacion de las vacunas, se analizara la secrecion de granzima B mediante ensayos ELISpot en esplenocitos
después de exposicion a grupos de péptidos GP o NP para determinar la actividad de CTL, ya que este es un buen
ensayo para medir la actividad de CTL funcional de CD8. Las muestras de suero se evaluaran para determinar la
actividad de Ab frente a proteinas de virus del Ebola purificadas disponibles en el mercado empleando una técnica de
ELISA. Para la actividad neutralizadora de virus, también se realizaran ensayos de neutralizacién de reduccion de
placas en sueros de ratones individuales.

Segun los estudios anteriores en los que se observan las mayores respuestas de IMC, también se realizaran estudios
de citometria de flujo para caracterizar las respuestas inmunitarias de linfocitos T inducidas por inmunizacién con las
vacunas. Se inmunizaran ratones BALB/c inmunes a Ad5 (n = 5) con la vacuna usando la dosis y frecuencia de
vacunacion mas eficaces. Se inyectara en ratones de control (n = 5) Ad5 [E1-, E2b-]-nulo (cantidad de PV igual que la
vacuna) en la misma pauta. Segun el tiempo éptimo después de la vacunacion, se extraeran los bazos y se
determinaran los linfocitos T CD4+ y CD8+ mediante citometria de flujo para células que expresan IFN-y y/o TNF-a
después de la exposicion a grupos de péptidos GP o NP. En resumen, se recogeran esplenocitos de ratones
inmunizados y de control y se incubaran durante 5 horas con 0,5 pg/ml de grupos de péptidos GP o NP, en presencia
de GolgiStop, un inhibidor del transporte de proteinas. Después, los linfocitos T CD4+ o CD8+ se fijaran, se
permeabilizaran, se tefiran con respecto a IFN-y o TNF-a y se analizaran mediante citometria de flujo.
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Proteccién de ratones inmunes a Ad5 vacunados contra exposicion a virus.

En una prueba de viabilidad, se realizard un estudio de exposiciéon en ratones. Dos grupos de ratones BALB/c
(n=15/grupo) se volveran inmunes a Ad5 como se ha descrito anteriormente. Usando la dosis y frecuencia para
vacunacion mas eficaces, un grupo se inmunizara con la vacuna (mezcla de vacuna que contiene cantidades iguales
de Ad5 [E1-, E2b-]-GPez/NPez y Ad5 [E1-, E2b-]-GPes/NPes). Se inyectara en un grupo de control Ad5 [E1-, E2b-]-nulo
(cantidad de PV igual que la vacuna) en la misma pauta. Cuando se obtienen titulos neutralizantes de virus inducidos,
los ratones se expondran mediante inoculaciones a una cepa letal del Ebola adaptada a ratones. Se supervisara la
pérdida de peso y el tiempo hasta la muerte con respecto a los criterios de valoracion. Se observara a los ratones
diariamente para determinar signos clinicos de morbilidad durante mas de 21 dias después de la exposicion.

Estudios de fase 2

En estudios de fase 2, se evaluara la inmunogenicidad de las vacunas contra el Ebola en PNH. Se determinara la
dosis de inmunizacién adecuada, pauta de refuerzo y potencial de exposicion al Ebola vivo. Ademas, se evaluara la
plataforma basada en Ad5 [E1-, E2b-] que contiene genes de GP y NP fusionados de las cepas del virus del Ebola de
Zaire y Sudan. De esta manera se produciran dos vectores recombinantes, un producto Ad5 [E1-, E2b-]-GPez/NPez y
un productoAd5 [E1-, E2b-]-GPes/NPes. Al introducir mdltiples genes en un vector basado Ad5 [E1-, E2b-]
recombinante, el nimero de particulas viricas que serian necesarias se reducira significativamente en comparacion
con la produccién y combinacién de cada uno de los 4 vectores recombinantes individuales.
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SEQ. ID. NO: 1

cggacacacaaaaagaaagaagaatttttaggatcttttgtgtgcgaataactatgaggaagattaataattt
tcctctcattgaaatttatatcggaatttaaattgaaattgttactgtaatcatacctggtttgtttcagage
catatcaccaagatagagaacaacctaggtctccggagggggcaagggcatcagtgtgctcagttgaaaatcce
cttgtcaacatctaggccttatcacatcacaagttccgecttaaactctgcagggtgatccaacaaccttaat
agcaacattattgttaaaggacagcattagttcacagtcaaacaagcaagattgagaattaactttgattttyg
aacctgaacacccagaggactggagactcaacaaccctaaagcctggggtaaaacattagaaatagtttaaag
acaaattgctcggaatcacaaaattccgagtatggattctcgtcctcagaaagtctggatgacgecgagtcte
actgaatctgacatggattaccacaagatcttgacagcaggtctgtcececgttcaacaggggattgttcggcaaa
gagtcatcccagtgtatcaagtaaacaatcttgaggaaatttgccaacttatcatacaggectttgaagetgg
tgttgattttcaagagagtgcggacagtttceccttctcatgetttgtecttcatcatgegtaccaaggagattac
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aaacttttcttggaaagtggcgcagtcaagtatttggaagggcacgggttcegttttgaagtcaagaagegty
atggagtgaagcgccttgaggaattgctgeccagcagtatctagtgggagaaacattaagagaacacttgetge
catgccggaagaggagacgactgaagctaatgcecggtcagttectcectectttgcaagtectattecttecgaaa
ttggtagtaggagaaaaggcttgceccttgagaaggttcaaaggcaaattcaagtacatgcagagcaaggactga
tacaatatccaacagcttggcaatcagtaggacacatgatggtgattttcecgtttgatgcgaacaaatttttt
gatcaaatttcttctaatacaccaagggatgcacatggttgeccggacatgatgccaacgatgctgtgatttca
aattcagtggctcaagctcgtttttcaggtctattgattgtcaaaacagtacttgatcatatcctacaaaaga
cagaacgaggagttcgtctccatcctcttgcaaggaccgccaaggtaaaaaatgaggtgaactccttcaaggce
tgcactcagctccecctggccaagcatggagagtatgectectttcecgeccgacttttgaacctttectggagtaaat
aatcttgagcatggtcttttcecctcaactgtcggcaattgcactcggagtcgccacagecccacgggagcacce
tcgcaggagtaaatgttggagaacagtatcaacagctcagagaggcagccactgaggctgagaagcaactcca
acaatatgcggagtctcgtgaacttgaccatcttggacttgatgatcaggaaaagaaaattcttatgaactte
catcagaaaaagaacgaaatcagcttccagcaaacaaacgcgatggtaactctaagaaaagagecgectggceca
agctgacagaagctatcactgctgcatcactgcccaaaacaagtggacattacgatgatgatgacgacattcce
ctttccaggacccatcaatgatgacgacaatcctggccatcaagatgatgatccgactgactcacaggatacg
accattcccgatgtggtagttgatcccgatgatggaggctacggecgaataccaaagttactcggaaaacggcea
tgagtgcaccagatgacttggtcctattcgatctagacgaggacgacgaggacaccaagccagtgecctaacag
atcgaccaagggtggacaacagaaaaacagtcaaaagggccagcatacagagggcagacagacacaatccacg
ccaactcaaaacgtcacaggccctcecgcagaacaatccaccatgeccagtgctceccactcacggacaatgacagaa
gaaacgaaccctccggctcaaccagceccctcecgecatgectgaccccaatcaacgaagaggcagacccactggacga
tgccgacgacgagacgtctageccttcececgecccttagagtcagatgatgaagaacaggacagggacggaacttcet
aaccgcacacccactgtcgccccaccggctccececgtatacagagatcactccgaaaagaaagaactcccgcaag
atgaacaacaagatcaggaccacattcaagaggccaggaaccaagacagtgacaacacccagccagaacattc
ttttgaggagatgtatcgccacattctaagatcacaggggccatttgatgeccgttttgtattatcatatgatyg
aaggatgagcctgtagttttcagtaccagtgatggtaaagagtacacgtatccggactecccttgaagaggaat
atccaccatggctcactgaaaaagaggccatgaatgatgagaatagatttgttacactggatggtcaacaatt
ttattggccagtaatgaatcacaggaataaattcatggcaatcctgcaacatcatcagtgaatgagcatgtaa
taatgggatgatttaatcgacaaatagctaacattaaatagtcaaggaacgcaaacaggaagaatttttgatyg
tctaaggtgtgaattattatcacaataaaagtgattcttagttttgaatttaaagctagcttattattactag
ccgtttttcaaagttcaatttgagtcecttaatgcaaataagecgttaageccacagttatagccataatggtaact
caatatcttagccagcgatttatctaaattaaattacattatgcttttataacttacctactagectgecccaa
catttacacgatcgttttataattaagaaaaaactaatgatgaagattaaaaccttcatcatccttacgtcaa
ttgaattctctagcactagaagcttattgtcttcaatgtaaaagaaaagctggcctaacaagatgacaactag
aacaaagggcaggggccatactgtggccacgactcaaaacgacagaatgccaggccctgagectttegggetgg
atctctgagcagctaatgaccggaaggattcctgtaaacgacatcttctgtgatattgagaacaatccaggat
tatgctacgcatcccaaatgcaacaaacgaagccaaacccgaagatgcgcaacagtcaaacccaaacggaccc
aatttgcaatcatagttttgaggaggtagtacaaacattggcttcattggctactgttgtgcaacaacaaacc
atcgcatcagaatcattagaacaacgcattacgagtcttgagaatggtctaaagccagtttatgatatggcaa
aaacaatctcctcattgaacagggtttgtgctgagatggttgcaaaatatgatcttctggtgatgacaaccgg
tcgggcaacagcaaccgctgcggcaactgaggcttattgggctgaacatggtcaaccaccacctggaccatca
ctttatgaagaaagtgcgattcggggtaagattgaatctagagatgagactgtcecctcaaagtgttagggagyg
cattcaacaatctagacagtaccacttcactaactgaggaaaattttgggaaacctgacatttcggcaaagga
tttgagaaacattatgtatgatcacttgcctggttttggaactgctttccaccaattagtacaagtgatttgt
aaattgggaaaagatagcaattcattggacattattcatgctgagttccaggeccagectggectgaaggagact
cccctcaatgtgceccecctaattcaaattacaaaaagagttccaatctteccaagatgetgectccacctgtcecatecceca
catccgcectctcgaggtgacattceccecgagettgeccagaagagecttgegteccagteccaccatcacccaagatt
gatcgaggttgggtatgtgtttttcagecttcaagatggtaaaacacttggactcaaaatttgagccaatctcet
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tttcecctececgaaagaggcaactaatagcagaggcttcaactgectgaactatagggtatgttacattaatgata
cacttgtgagtatcagccctagataatataagtcaattaaacaaccaagataaaattgttcatatccegctag
cagctttaaagataaatgtaataggagctatacctctgacagtattataattaattgttattaagtaacccaa
accaaaaatgatgaagattaagaaaaacctacctcgactgagagagtgttttttcattaaccttcatcttgta
aacgttgagcaaaattgttaaaaatatgaggcgggttatattgcctactgctcectcecctgaatatatggaggecc
atataccctgccaggtcaaattcaacaattgctaggggtggcaacagcaatacaggcttcecctgacaccggagt
cagtcaatggagacactccatcgaatccactcaggccaattgctgatgacaccatcgaccatgccagccacac
accaggcagtgtgtcatcagcattcatcctcgaagctatggtgaatgtcatatcgggeccccaaagtgctaatyg
aagcaaattccaatttggcttcctctaggtgtcgctgatcaaaagacctacagctttgactcaactacggecg
ccatcatgcttgcttcatatactatcacccatttcggcaaggcaaccaatccgecttgtcagagtcaatcgget
gggtcctggaatccecggatcaccecectecaggectectgecgaattggaaaccaggetttecteccaggagttegtt
cttccaccagtccaactaccccagtatttcacctttgatttgacagcactcaaactgatcactcaaccactge
ctgctgcaacatggaccgatgacactccaactggatcaaatggagcgttgecgtccaggaatttcatttcatee
aaaacttcgccccattcttttacccaacaaaagtgggaagaaggggaacagtgccgatctaacatcteccggag
aaaatccaagcaataatgacttcactccaggactttaagatcgttccaattgatccaaccaaaaatatcatgg
gtatcgaagtgccagaaactctggtccacaagctgaccggtaagaaggtgacttccaaaaatggacaaccaat
catccctgttcecttttgeccaaagtacattgggttggaccecggtggectccaggagacctcaccatggtaatcaca
caggattgtgacacgtgtcattctcecctgcaagtcettccagectgtggttgagaagtaattgcaataattgacte
agatccagttttacagaatcttctcagggatagtgataacatctttttaataatccgtctactagaagagata
cttctaattgatcaatatactaaaggtgctttacaccattgtctcttttctectecctaaatgtagagecttaaca
aaagactcataatatacctgtttttaaaagattgattgatgaaagatcatgactaataacattacaaacaatc
ctactataatcaatacggtgattcaaatgtcaatctttctcattgcacatactctttgtccttatectcaaat
tgcctacatgcttacatctgaggacageccagtgtgacttggattggagatgtggaggaaaaatcggggceceat
ttctaagttgttcacaatctaagtacagacattgctcttctaattaagaaaaaatcggcgatgaagattaagce
cgacagtgagcgtaatcttcatctctcttagattatttgtcttccagagtaggggtcatcaggteccttttcaa
ttggataaccaaaataagcttcactagaaggatattgtgaggcgacaacacaatgggtgttacaggaatattg
cagttacctcgtgatcgattcaagaggacatcattctttctttgggtaattatccttttccaaagaacatttt
ccatcccgcttggagttatccacaatagtacattacaggttagtgatgtcgacaaactagtttgtcgtgacaa
actgtcatccacaaatcaattgagatcagttggactgaatctcgaggggaatggagtggcaactgacgtgcca
tctgcgactaaaagatggggcttcaggtccggtgtecccaccaaaggtggtcaattatgaagectggtgaatggyg
ctgaaaactgctacaatcttgaaatcaaaaaacctgacgggagtgagtgtctaccagcagcgccagacgggat
tcggggcttcececeecggtgeccggtatgtgcacaaagtatcaggaacgggaccatgtgeccggagactttgectte
cacaaagagggtgctttcttcecctgtatgatcgacttgcttccacagttatctaccgaggaacgactttcgetyg
aaggtgtcgttgcatttctgatactgccccaagctaagaaggacttcttcagectcacacceccttgagagagece
ggtcaatgcaacggaggacccgtcgagtggctattattctaccacaattagatatcaggctaccggttttgga
actaatgagacagagtacttgttcgaggttgacaatttgacctacgtccaacttgaatcaagattcacaccac
agtttctgctccagctgaatgagacaatatatgcaagtgggaagaggagcaacaccacgggaaaactaatttg
gaaggtcaaccccgaaattgatacaacaatcggggagtgggecttectgggaaactaaaaaaacctcactagaa
aaattcgcagtgaagagttgtctttcacagctgtatcaaacggacccaaaaacatcagtggtcagagtecgge
gcgaacttcttccgacccagagaccaacacaacaaatgaagaccacaaaatcatggecttcagaaaattectcet
gcaatggttcaagtgcacagtcaaggaaggaaagctgcagtgtcgcatctgacaacccttgeccacaatcteca
cgagtcctcaacctcccacaaccaaaacaggtccggacaacagcacccataatacaccecgtgtataaacttga
catctctgaggcaactcaagttggacaacatcaccgtagagcagacaacgacagcacagcctccgacactceccee
cccgccacgaccgcagceccggacccttaaaagcagagaacaccaacacgagtaagagecgectgactceccecctggacce
tcgccaccacgacaagcccccaaaactacagcgagactgctggcaacaacaacactcatcaccaagataccgg
agaagagagtgccagcagcgggaagctaggcttaattaccaatactattgctggagtagcaggactgatcaca
ggcgggagaaggactcgaagagaagtaattgtcaatgctcaacccaaatgcaaccccaatttacattactgga
ctactcaggatgaaggtgctgcaatcggattggcctggataccatatttcgggccagcageccgaaggaattta
cacagaggggctaatgcacaaccaagatggtttaatctgtgggttgaggcagctggccaacgaaacgactcaa
gctctccaactgttcctgagagecacaactgagectgcgaaccttttcaatectcaaccgtaaggcaattgact
tcctgctgcagcgatggggtggcacatgccacattttgggaccggactgectgtatcgaaccacatgattggac
caagaacataacagacaaaattgatcagattattcatgattttgttgataaaacccttccggaccagggggac
aatgacaattggtggacaggatggagacaatggataccggcaggtattggagttacaggtgttataattgcag
ttatcgctttattctgtatatgcaaatttgtecttttagtectttettcagattgtttcacggcaaaactcaacc
tcaaatcaatgaaactaggatttaattatatgaatcacttgaatctaagattacttgacaaatgataacataa
tacactggagcttcaaacatagccaatgtgattctaactcctttaaactcacagttaatcataaacaaggttt
gacatcaatctagctatatctttaagaatgataaacttgatgaagattaagaaaaaggtaatctttcgattat
ctttagtcttcatccttgattctacaatcatgacagttgtctttaatgaaaaaggaaaaaagectttttatta
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agttgtaataatcagatctgcaaaccggtagaatttagttgtaacctaacacacacaaagcattggtaaaaaa
gtcaatagaaatttaaacagtgagtgcagacaactcttaaatggaagcttcatatgagagaggacgcceccecga
gctgccagacagcattcaagggatggacacgaccaccatgttcgagcacgatcatcatccagagagaattatc
gaggtgagtaccgtcaatcaaggagcgcctcacaagtgecgegttcecctactgtatttcataagaagagagttga
accattaacagttcctccagcacctaaagacatatgtccgaccttgaaaaaaggatttttgtgtgacagtagt
ttttgcaaaaaagaccaccagttagaaagtttaactgatagggaattactcctactaatcgeccecgtaagactt
gtggatcagtagaacaacaattaaatataactgcacccaaggactcgcgcttagcaaatccaacggctgatga
tttccagcaagaggaaggtccaaaaattaccttgttgacactgatcaagacggcagaacactgggcgagacaa
gacatccgaaccatagaggattccaaattaagggcattgttaactctatgtgctgtgatgacgaggaaattct
caaaatcccagctgagtcttttgtgtgagacacacctaaggcgcgaagggcttgggcaagatcaggcagaacc
cgttctcgaagtatatcaacgattacacagtgataaaggaggcagttttgaagctgcactatggcaacaatgyg
gaccgacaatccctaattatgtttatcactgcattcttgaatatcgctctccagttaccgtgtgaaagttctyg
ctgtcgttgtttcagggttaagaacattggttcctcaatcagataatgaggaagcttcaaccaacccggggac
atgctcatggtctgatgagggtaccccttaataaggctgactaaaacactatataaccttctacttgatcaca
atactccgtatacctatcatcatatatttaatcaagacgatatcctttaaaacttattcagtactataatcac
tctcatttcaaattgataagatatgcataattgccttaatatataaagaggtatgatataacccaaacattga
ccaaagaaaatcataatctcgtatcgctcgcaatataacctgccaagcatacctettgecacaaagtgattcett
gtacacaaataatgtttgactctacaggaggtagcaacgatccatctcatcaaaaaataagtattttatgatt
tactaatgatctcttaaaatattaagaaaaactgacggaacataaattctttctgcttcaagttgtggaggag
gtctatggtattcgctattgttatattacaatcaataacaagcttgtaaaaatattgttcttgtttcaggagyg
tatattgtgaccggaaaagctaaactaatgatgaagattaatgcggaggtctgatgagaataaacctcattat
tcagattaggccccaagaggcattcttcatcteccttttagcaaaatactatttcaggatagtccagetagtga
cacgtcttttagctgtataccagttgcccectgagatacgccacaaaagtgtctctgagectaaagtggtctgta
cacatctcatacattgtattaggggcaataatatctaattgaacttagccatttaaaatttagtgcataaatc
tgggctaactccaccaggtcaactccattggctgaaaagaagcccacctacaacgaacattactttgagecgec
ctcacaattaaaaaataagagcgtcgttccaacaatcgagcgcaaggttacaaggttgaactgagagtgtcta
gacaacaaaatatcgatactccagacaccaagcaagacctgagaaaaaaccatggccaaagctacgggacgat
acaatctaatatcgcccaaaaaggacctggagaaaggggttgtcttaagcgacctctgtaacttcttagttag
tcaaactattcaagggtggaaagtttattgggctggtattgagtttgatgtgactcacaaaggaatggcccta
ttgcatagactgaaaactaatgactttgcccecctgcatggtcaatgacaaggaacctatttececcatttattte
aaaatccgaattccactattgaatcaccgctgtgggcactgagagtcateccttgcagcagggatacaggacca
gttaattgaccagtctttgattgaacccttagcaggagcccttggtctgatctectgattggectgectaacaace
aacactaaccatttcaacatgcgaacacaacdgtgtcaaggaacaattgagcctaaaaatgctgtcgttgatte
gatccaatattctcaagtttattaacaaattggatgctctacatgtcgtgaactacaatggattattgagcag
tattgaaattggaactcaaaatcatacaatcatcataactcgaactaacatgggttttctggtggagectccaa
gaacccgacaaatcggcaatgaaccgcaagaagecctgggcecggegaaattttecctecttcatgagtceccacac
tgaaagcatttacacaagggtcctcgacacgaatgcaaagtttaattcttgaattcaatagctctecttgetat
ctaactaagatggaatacttcatattgggctaactcatatatgctgactcaatagttaacttgacatctctge
cttcataatcagatatataagcataataaataaatactcatatttcttgataatttgtttaaccacagataaa
tcctcactgtaagccagcecttccaagttgacacccttacaaaaaccaggactcagaatccctcaaataagagat
tccaagacaacatcatagaattgctttattatattaataagcattttatcactagaaatccaatatacgaaat
ggttaattgtaactaaacccgcaggtcatgtgtgttaggtttcacaaattatatatattactaactccatact
cgtaactaacattagataagtaggttaagaaaaaagcttgaggaagattaagaaaaactgcttattgggtctt
tccgtgttttagatgaagcagttgacattcttecctecttgatattaaatggctacacaacatacccaataccca
gacgccaggttatcatcaccaattgtattggaccaatgtgaccttgtcactagagcttgcgggttgtattcat
catactcccttaatccgcaactacgcaactgtaaactcccgaaacatatataccgtttaaaatatgatgtaac
tgttaccaagttcttaagtgatgtaccagtggcgacattgcccatagatttcatagtcccaattcttctcaag
gcactatcaggcaatgggttctgtcctgttgageccgecggtgceccaacagttcttagatgaaattattaagtaca
caatgcaagatgctctcttcctgaaatattatctcaaaaatgtgggtgctcaagaagactgtgttgatgacca
ctttcaagaaaaaatcttatcttcaattcagggcaatgaatttttacatcaaatgtttttctggtatgacctyg
gctattttaactcgaaggggtagattaaatcgaggaaactctagatcaacgtggtttgttcatgatgatttaa
tagacatcttaggctatggggactatgttttttggaagatcccaatttcactgttaccactgaacacacaagyg
aatccccecatgectgectatggattggtatcagacatcagtattcaaagaagecggttcaagggcatacacacatt
gtttctgtttctactgccgatgtcttgataatgtgcaaagatttaattacatgtcgattcaacacaactctaa
tctcaaaaatagcagaggttgaggacccagtttgctctgattatcccaattttaagattgtgtctatgettta
ccagagcggagattacttactctccatattagggtectgatgggtataaaatcattaagtttctcgaaccattyg
tgcttggctaaaattcaattgtgctcaaagtacaccgagaggaagggccgattcttaacacaaatgecatttag
ctgtaaatcacaccctggaagaaattacagaaatacgtgcactaaagccttcacaggctcacaagatccgtga
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attccatagaacattgataaggctggagatgacgccacaacaactttgtgagctattttccatacaaaaacac
tgggggcatcctgtgctacatagtgaaacagcaatccaaaaagttaaaaaacatgctacggtgctaaaagcecat
tacgccctatcgtgattttecgagacatattgtgtttttaaatatagcattgcaaaacattattttgatagtca
aggatcttggtacagtgttacctcagatagaaatctaacaccaggtcttaattcttatatcaaaagaaatcaa
ttccectecgttgeccaatgattaaagaactgctatgggaattttaccaccttgaccatceccteccacttttetecaa
ccaaaattattagtgacttaagtatttttataaaagacagagctactgcagtagaaaggacatgctgggatgce
agtattcgagcctaatgttctgggatataatccacctcacaaattcagtaccaaacgtgtaccggaacaattt
ttagagcaagaaaacttttctattgagaatgttctttcctacgcgcaaaaactcgagtatctactaccacaat
atcggaatttttctttctcattgaaagagaaagagttgaatgtaggtagaactttcggaaaattgccttatcec
gactcgcaatgttcaaacactttgtgaagctctgttagctgatggtcttgctaaagcatttecctagcaatatyg
atggtagttacggaacgtgaacaaaaagaaagcttattgcatcaagcatcatggcaccacacaagtgatgatt
tcggtgagcatgccacagttagagggagtagectttgtaactgatttagagaaatacaatcttgcatttaggta
tgagtttacagcaccttttatagaatattgcaaccgttgctatggtgttaagaatgtttttaattggatgecat
tatacaatcccacagtgttatatgcatgtcagtgattattataatccaccgcataacctcacactggaaaatc
gaaacaacccccctgaagggcecctagttcatacaggggtcatatgggagggattgaaggactgcaacaaaaact
ctggacaagtatttcatgtgctcaaatttctttagttgaaattaagactggttttaagttgecgctcagetgtg
atgggtgacaatcagtgcattaccgttttatcagtcttceccecttagagactgatgcagacgagcaggaacaga
gcgccgaggacaatgcagecgagggtggecgccagectagcaaaagttacaagtgectgtggaatectttttaaa
acctgatgaaacatttgtacattcaggttttatctattttggaaaaaaacaatatttgaatggggtccaattyg
cctcagtcccttaaaacggctacaagaatggcaccattgtctgatgcaatttttgatgatecttcaagggacce
tggctagtataggtactgcttttgagcgatccatctctgagacacgacatatctttecttgcagaataaccge
agctttccatacgttcttttcggtgagaatcttgcaatatcatcacctecggatttaataaaggttttgaccett
ggacagttaacactcggcaaacctctggatttcggaacaatatcattggcactagecggtaccgcaggtgettyg
gagggttatccttcttgaatcctgagaaatgtttctaccggaatctaggagatccagttacctcaggtttatt
ccagttaaaaacttatctccgaatgattgagatggatgatttattcttacctttaattgcgaagaaccctggg
aactgcactgccattgactttgtgctaaatcctagcggattaaatgttecctgggtcgcaagacttaacttecat
ttctgcgccagattgtacgtaggactatcaccctaagtgcgaaaaacaaacttattaataccttatttcatge
atcagctgacttcgaagacgaaatggtttgtaagtggctcttatcatcaactcecctgttatgagtcgtttcgca
gccgatatattttcacgcacgccgagcgggaagcgattgcaaattctaggatacttggaaggaacacgcacat
tattagcctctaagatcatcaacaataatacagagacgccggttttggacagactgaggaagataacattgca
aaggtggagtctatggtttagttatcttgatcattgtgataatatcctggcggaggctttaacccaaataact
tgcacagttgatttagcacagatcctgagggaatattcatgggcacatattttagaggggagacctcttattyg
gagccacactcccatgtatgattgagcaattcaaagtggtttggctgaaaccctacgaacaatgteccgcagtyg
ttcaaatgccaagcaacctggtgggaaaccattcgtgtcagtagcagtcaagaaacatattgttagtgcatgg
ccaaatgcatcccgaataagctggactatcggggatggaatcccatacattggatcaaggacagaagataaga
tagggcaacctgctattaaaccaaaatgtcecttececgcagecttaagagaggccattgaattggegteecegttt
aacatgggtaactcaaggcagttcgaacagtgacttgctaataaaaccatttttggaagcacgagtaaattta
agtgttcaagaaatacttcaaatgaccccttcacattactcgggaaatattgttcataggtacaacgatcaat
acagtcctcattctttcatggccaatcgtatgagtaactcagcaacgcgattgattgtttctacaaacacttt
aggtgagttttcaggaggtggccaatcggcacgcgacagcaatattattttccagaatgttataaattatgeca
gttgcactgttcgatattaaatttagaaacactgaggctacagatatccagtataatcgtgctcaccttcatc
taactaagtgttgcacccgggaggtaccagctcagtatttaacatacacatctacattggatttagatttaac
aagataccgagaaaatgaattgatttatgacaataatcctctaaaaggaggactcaattgcaatatctcattt
gataacccatttttccaaggcaaacagctgaacattatagaagatgaccttattcgactgecctcacttatcectg
gatgggagctagctaagaccatcatgcaatcaattatttcagatagcaataattcgtctacagacccaattag
cagtggagaaacaagatcattcactacccatttcttaacttatcccaagataggacttctgtacagttttggg
gcctttgtaagttattatcttggcaatacaattcttcggactaagaaattaacacttgacaattttttatatt
acttaactacccaaattcataatctaccacatcgctcattgcgaatacttaagccaacattcaaacatgcaag
cgttatgtcacgattaatgagtattgatccccatttttctatttacataggcggtgectgcaggtgacagagga
ctctcagatgcggccaggttatttttgagaacgtccatttcatecttttcttacatttgtaaaggaatggataa
ttaatcgcggaacaattgtcececctttatggatagtatatccattagagggtcaaaatccaacacctgttaataa
tttccteccatcagatecgtagaactgctggtgcatgattcatcaagacaccaggcttttaaaactaccataaat
gatcatgtacatcctcacgacaatcttgtttacacatgtaagagtacagccagcaatttctteccatgegtecat
tggcgtactggaggagcaggcacagaaacagcaaccgaaaagacttgacaagaaactcttcaactggatcaag
cacaaacaacagtgatggtcatattaagagaagtcaagaacaaaccaccagagatccacatgatggcactgaa
cggagtctagtcctgcaaatgagccatgaaataaaaagaacgacaattccacaagagaacacgcaccagggtce
cgtcgttccagtcatttctaagtgactectgecttgecggtacagcaaacccaaaactaaatttcgatagatcgag
acacaatgtgaaatctcaggatcataactcagcatccaagagggaaggtcatcaaataatctcacatcgtcecta
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gtcctacctttetttacattatctcaagggacacgccaattaacgtcatccaatgagtcacaaacccaagatg
agatatcaaagtacttacggcaattgagatccgtcattgataccacagtttattgtaggtttaccggtatagt
ctcgtccatgcattacaaacttgatgaggtcecctttgggaaatagagaattttaagtcggectgtgacgectggeca
gagggagaaggtgctggtgccttactattgattcagaaataccaagttaagaccttatttttcaacacgctag
ctactgagtccagtatagagtcagaaatagtatcaggaatgactactcctaggatgcttctacctgttatgtce
aaaattccataatgaccaaattgagattattcttaacaactcagcaagccaaataacagacataacaaatcct
acttggtttaaagaccaaagagcaaggctacctaggcaagtcgaggttataaccatggatgcagagacgacag
agaatataaacagatcgaaattgtacgaagctgtacataaattgatcttacaccatgttgatcccagecgtatt
gaaagcagtggtccttaaagtctttctaagtgataccgagggtatgttatggctaaatgataatctagecceccg
ttttttgccactgggtatttaattaagccaataacgtcaagtgccaggtctagtgagtggtatctttgtctga
cgaacttcttatcaactacacgtaagatgccacaccaaaaccatctcagttgtaagcaggtaatacttacggce
attgcaactgcaaattcaacggagcccatactggctaagtcatttaactcagtatgctgactgcgatttacat
ttaagctatatccgcecttggttttccatcattagagaaagtactataccacaggtataaccttgtcgattcaa
aaagaggtccactagtctctgtcactcagcacttagcacatcttagggcagagattcgagaattgaccaatga
ttataatcaacagcgacaaagtcggactcaaacatatcactttattcgtactgcaaaaggacgaatcacaaaa
ctagtcaatgattatttaaaattctttcttattgtacaagcattaaaacataatgggacatggcaagctgagt
ttaagaaattaccagagttgattagtgtgtgcaataggttctatcatattagagattgtaattgtgaagaacg
tttcttagttcaaaccttatatttacatagaatgcaggattctgaagttaagcttatcgaaaggctgacaggg
cttctgagtttatttccagatggtctctacaggttcgattgaataaccgtgcatagtattttgatacttgtaa
aggttggttatcaacatacagattataaaaaactcataaattgctctcatacatcatcttgatctgatttcaa
taaataactatttagataacgaaaggagtccttacattatacactatatttggcctctctececctgegtgataa
tcaaaaaattcacaatacagcatgtgtgacatattactgctgcaatgagtctaacgcaacataataaactccg
cactctttataattaagctttaacgataggtctgggctcatattgttattgatatagtaatgttgtatcaata
tcttgccagatggaatagtgctttggttgataacacgacttcttaaaacaaaactgatctttaagattaagtt
ttttataattgtcattgctttaatttgtcgatttaaaaatggtgatagecttaatctttgtgtaaaataagag
attaggtgtaataactttaacatttttgtctagtaagctactattccattcagaatgataaaattaaaagaaa
agacatgactgtaaaatcagaaataccttctttacaatatagcagactagataataatcttcgtgttaatgat
aattaaggcattgaccacgctcatcagaaggctcactagaataaacgttgcaaaaaggatccctggaaaaatg
gtcgcacacaaaaatttaaaaataaatctatttecttettttttgtgtgtcca, (SEQ. ID. NO.:1).

SEQ. ID. NO: 2

CGGACACACAAAAAGAAAGAAAAGTTTTTTAGACTTTTTGTGTGCGAATAACTATGAGGAAGATTAATCATTT
TCCTCAAACTCAAACTAATATTAACATTGAGATTGATCTCATCATTTACCAATTGGAGACAATTTAACTAGTC
AATCCCCCATTTGGGGGCATTCCTAAAGTGTTGCAAAGGTATGTGGGTCGTATTGTTTTGCCTTTTCCTAACC
TGGCTCCTCCTACAATTCTAACCTGCTTGATAAGTGTGATTACCTGAGTAATAGACTAATTTCGTCCTGGTAA
TTAGCATTTTCTAGCAAAACCAATACTATCTCAAGTCCTAAGAGAAGGTGAGAAGAGGGTCCCGAGGTATCCC
TCCAGTCCACAAAATCTAGCTAATTTTAGCTGAGTGGACTGATTACTCTCATCACACGCTAACTACTAAGGGT
TTACCTGAGAGCCTACAACATGGATAAACGGGTGAGAGGTTCATGGGCCCTGGGAGGACAATCTGAAGTTGAT
CTTGACTACCACAAAATATTAACAGCCGGGCTTTCGGTCCAACAAGGGATTGTGCGACAAAGAGTCATCCCGG
TATATGTTGTGAGTGATCTTGAGGGTATTTGTCAACATATCATTCAGGCCTTTGAAGCAGGCGTAGATTTCCA
AGATAATGCTGACAGCTTCCTTTTACTTTTATGTTTACATCATGCTTACCAAGGAGATCATAGGCTCTTCCTC
AAAAGTGATGCAGTTCAATACTTAGAGGGCCATGGTTTCAGGTTTGAGGTCCGAGAAAAGGAGAATGTGCACC
GTCTGGATGAATTGTTGCCCAATGTCACCGGTGGAAAAAATCTTAGGAGAACATTGGCTGCAATGCCTGAAGA
GGAGACAACAGAAGCTAATGCTGGTCAGTTTTTATCCTTTGCCAGTTTGTTTCTACCCAAACTTGTCGTTGGG
GAGAAAGCGTGTCTGGAAAAAGTACAAAGGCAGATTCAGGTCCATGCAGAACAAGGGCTCATTCAATATCCAA
CTTCCTGGCAATCAGTTGGACACATGATGGTGATCTTCCGTTTGATGAGAACAAACTTTTTAATCAAGTTCCT
ACTAATACATCAGGGGATGCACATGGTCGCAGGCCATGATGCGAACGACACAGTAATATCTAATTCTGTTGCC
CAAGCAAGGTTCTCTGGTCTTCTGATTGTAAAGACTGTTCTGGACCACATCCTACAAAAAACCGATCTTGGAG
TACGACTTCATCCACTGGCCAGGACAGCAAAAGTCAAGAATGAGGTCAGTTCATTCAAGGCAGCTCTTGGCTC
ACTTGCCAAGCATGGAGAATATGCTCCATTTGCACGTCTCCTCAATCTTTCTGGAGTCAACAACTTGGAACAT
GGGCTTTATCCACAACTCTCAGCCATTGCTTTGGGTGTTGCAACTGCCCACGGGAGCACGCTGGCTGGTGTTA
ATGTAGGGGAGCAATATCAGCAACTGCGTGAGGCTGCTACTGAAGCTGAAAAGCAACTCCAACAATATGCTGA
GACACGTGAGTTGGACAACCTTGGGCTTGATGAGCAGGAAAAGAAGATTCTCATGAGCTTCCACCAGAAGAAG
AATGAGATCAGCTTCCAGCAAACTAACGCAATGGTAACCTTGAGGAAAGAGCGGCTGGCCAAACTGACCGAAG
CCATCACGACTGCATCAAAGATCAAGGTTGGAGATCGTTATCCTGATGACAATGATATTCCATTTCCCGGGCC
GATCTATGATGAAACCCACCCCAACCCTTCTGATGATAATCCTGATGATTCACGTGATACAACTATCCCAGGT

60



ES 2795833 T3

GGTGTTGTTGACCCGTATGATGATGAGAGTAATAATTATCCTGACTACGAGGATTCGGCTGAAGGCACCACAG
GAGATCTTGATCTCTTCAATTTGGACGACGACGATGACGACAGCCAACCAGGACCACCAGACAGGGGGCAGAG
CAAGGAGAGAGCGGCTCGGACACATGGCCTCCAAGATCCGACCTTGGACGGAGCGAAAAAGGTGCCGGAGTTA
ACCCCAGGTTCCCACCAACCAGGCAACCTCCACATCACCAAGCCGGGTTCAAACACCAACCAACCACAAGGCA
ATATGTCATCTACTCTCCAGAGTATGACCCCTATACAGGAAGAATCAGAGCCCGATGATCAGAAAGATGATGA
TGACGAGAGTCTCACATCCCTTGACTCTGAAGGTGACGAAGATGTTGAGAGCGTATCAGGGGAGAACAACCCA
ACTGTAGCTCCACCAGCACCAGTCTACAAAGATACTGGAGTAGACACTAATCAGCAAAATGGACCAAGCAATG
CTGTAGATGGTCAAGGTTCTGAAAGTGAAGCTCTCCCAATCAACCCCGAAAAGAGATCTGCACTGGAAGAAAC
ATATTATCATCTCCTAAAAACACAGGGTCCATTTGAGGCAATCAATTATTATCACCTAATGAGTGATGAGCCC
ATTGCTTTTAGCACTGAAAGTGGCAAGGAATATCTCTTCCCAGATTCTCTTGAAGAAGCCTACCCGCCTTGGT
TGAGTGAGAAGGAGGCCTTAGAGAAAGAAAATCGTTATCTGGTCATTGATGGCCAGCAATTCTTCTGGCCAGT
AATGAGCCTACAGGACAAGTTCCTTGCTGTTCTTCAACATGACTGAGGACCCATGATTAGTAGATTTTGTTTA
TTCTGAGCTTGATTATAATTGTTTTGATAATTCAAGTATGAGCACCCAACCCGAAATATAAACCCTATTTTAG
TTATGAGGAAATTAAATAAATAATCTGTAAGTTGTAGGACTATGAAGAGCTGCTTGTGTCAATTTATCACGGG
TTAATACCCATACCGCAAGAATAATTATTTAGTAATTTTGATCAGCTTATGATATGTACCAATAGGAAAACAT
TATAGCATTAAAACATAAAGTATCCTTCGATGAGCTTAGGAGGATAATATCCTGATGAATTCTATAGAACTTA
GGATTAAGAAAAAATTCATGATGAAGATTAAAACCTTCATCATCCTTTAAAAAGAGAGCTATTCTTTATCTGA
ATGCCCTTATTAATGTCTAAGAGCTATTATTTTGTACCCTCTTAGCCTAGACACTGCCCAACATATAAATCAT
GCAGCAGGATAGGACTTATAGACATCATGGACCCGAAGTGTCTGGCTGGTTTTCTGAGCAATTAATGACCGGC
AAAATACCGCTAACAGAGGTGTTTGTTGATGTTGAAAACAAACCAAGTCCTGCCCCGATAACCATTATTAGTA
AGAATCCCAAGACAACACGTAAAAGTGATAAGCAAGTCCAAACAGATGATGCCAGTAGCTTATTGACAGAAGA
AGTCAAGGCTGCCATAAATTCGGTGATATCAGCTGTGCGTCGGCAAACCAATGCTATTGAATCACTAGAAGGT
CGAGTAACAACTCTTGAGGCCAGCTTAAAACCAGTTCAAGACATGGCAAAGACCATATCATCCCTGAATCGCA
GCTGTGCCGAAATGGTTGCAARAATACGACCTACTGGTGATGACCACTGGGCGAGCAACTGCCACTGCTGCAGC
AACAGAAGCATATTGGAATGAACATGGACAAGCACCTCCAGGCCCATCATTGTACGAGGATGATGCTATTAAG
GCTAAATTGAAAGATCCGAACGGGAAGGTTCCAGAAAGTGTCAAACAGGCCTACACAAATCTAGATAGCACAA
GTGCCCTCAATGAGGAAAATTTCGGGCGACCTTACATTTCAGCAAAAGATCTCAAGGAAATCATCTATGACCA
TCTCCCAGGATTTGGGACAGCTTTTCATCAGTTGGTGCAGGTTATCTGCAAAATTGGTAAGGATAATAATATC
CTAGACATAATTCATGCAGAATTCCAAGCAAGCTTGGCTGAGGGAGACTCCCCCCAGTGTGCATTAATCCAGA
TAACAAAACGGATCCCTGCTTTCCAAGATGCCTCTCCTCCAATTGTGCATATCAAGTCTCGAGGAGATATACC
CAAAGCCTGTCAGAAAAGCCTCCGGCCGGTCCCGCCGTCACCAAAGATCGATAGAGGTTGGGTCTGTATTTTT
CAATTCCAAGACGGGAAGGCCCTTGGGCTAAAAATATGATACAGAAGCAAGGTAAGCTCATTTTGCGATGGCC
AAATGATACTTATGACTGTTTAAAATCAAGTTAGACTAATAGTCTATCATGTCATAAGCTTATAAGTCAGTTT
TAAATTTCCCCTCTATCCTAATCAATTGATAATGCTGTCAATAGGAAAATTCCCCTGTATTGTAATAAGACCT
CATTAACACATTTCCTCTGCTTAGTACTATGCAGAAACCCCCGAGCAAATTAAAATTGATGAAGATTAAGAAA
AAGAGGGATTTTCTCAGGAAAAATCTTTTTCCTTACCTTCATCTCATTTAAACAAATTTAGGACTCAGGAAAA
ATGAAAAGGGTCACTGTGCCGACTGCACCACCTGCCTATGCTGACATTGGCTATCCTATGAGCATGCTTCCCA
TCAAGTCAAGCAGGGCTGTGAGTGGAATTCAACAGAAACAAGAGGTCCTTCCTGGAATGGATACACCATCAAA
TTCTATGAGACCTGTTGCTGATGATAACATTGATCATACAAGTCATACCCCGAACGGAGTGGCCTCAGCATTC
ATCTTGGAGGCAACTGTCAATGTGATCTCGGGGCCCAAAGTCCTCATGAAACAAATCCCTATTTGGTTGCCAC
TCGGAATTGCTGACCAAAAAACGTACAGTTTTGACTCAACAACAGCAGCAATTATGCTCGCATCTTATACGAT
CACCCATTTTGGAAAGGCCAACAACCCCCTCGTTAGAGTGAATCGACTTGGTCAGGGAATACCGGATCACCCA
CTCAGATTGCTCAGGATGGGGAACCAGGCTTTCCTTCAAGAGTTTGTGCTACCACCAGTTCAACTGCCGCAAT
ATTTCACTTTTGATCTGACTGCACTCAAATTAGTGACACAGCCTCTCCCTGCTGCGACATGGACAGATGAGAC
TCCGAGCAACCTTTCAGGAGCACTTCGTCCCGGGCTTTCATTTCACCCAAAGCTGAGACCCGTTCTACTTCCA
GGCAAAACGGGAAAGAAAGGGCATGTTTCTGATCTGACTGCTCCAGACAARAATTCAGACAATTGTGAACCTGA
TGCAAGATTTCAAAATCGTGCCAATTGATCCAGCTAAGAGTATCATTGGGATCGAGGTTCCAGAATTGCTGGT
CCACAAGCTCACTGGGAAGAAAATGAGTCAGAAGAATGGACAGCCTATAATTCCTGTCTTACTTCCAAAATAC
ATTGGGCTAGATCCAATCTCACCTGGAGACCTGACTATGGTCATAACACCAGATTATGATGATTGTCATTCAC
CTGCCAGTTGCTCTTATCTCAGTGAAAAGTGATTCTCACAAAGTGAGAGAAACACCTCCAGTAAAGAAATCAA
ATCTTATCTATAGCAACTCAATCGACTTTTAGGAAGCTAGCAGTACATATACTATGGGACAACTCAACCCTCT
TGTTAAAATGTACTAATCGGGTCAAAGAACTCTCACTGATCAAGCCTGAATCCAAGATAGAACCAGCCCAAAG
GGCCTCCCCAGAGTCTCTTACAAACTTAGCCAATCAATTAACATGCATAAGCGATCCATACTTCACCCAATCA
GTGTCCGATGTTCACCCCTTCAAGCCTCCTTCCTAGCAAATTGAACTAGCTGTACCAAGAGGTTCCCTCAGCC
TCCTTCTCAAATAACCTGATCCTTGAGGGTTACACCTTCACCACTCTATGCTCATTTCACCCAAACATAAAAT
GAAATGTCTTAACATGATTGCACCATTAAGAAAAACAAATCTGATGAAGATTAAGCCTGATTAAGGCCCAACC
TTCATCTTTTTACCATAATCTTGTTCTCAGTACCATTTGATAAGGGTACACTTGCCAAAACGCCCCCATCCTA
AGGGTCTCGCAATGGGGGGTCTTAGCCTACTCCAATTGCCCAGGGACAAGTTTCGGAAAAGCTCTTTCTTTGT
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TTGGGTCATCATCTTATTCCAAAAGGCCTTTTCCATGCCTTTGGGTGTTGTGACTAACAGCACTTTAGAAGTA
ACAGAGATTGACCAGCTAGTCTGCAAGGATCATCTTGCATCTACTGACCAGCTGAAATCAGTTGGTCTCAACC
TCGAGGGGAGCGGAGTATCTACTGATATCCCATCTGCAACAAAGCGTTGGGGCTTCAGATCTGGTGTTCCTCC
CAAGGTGGTCAGCTATGAAGCGGGAGAATGGGCTGAAAATTGCTACAATCTTGAAATAAAGAAGCCGGACGGG
AGCGAATGCTTACCCCCACCGCCAGATGGTGTCAGAGGCTTTCCAAGGTGCCGCTATGTGCACAAAGCCCAAG
GAACCGGGCCCTGCCCAGGTGACTACGCCTTTCACAAGGATGGAGCTTTCTTTCTCTATGACAGGCTGGCTTC
AACTGTAATTTACAGAGGAGTCAATTTTGCTGAGGGGGTGATTGCATTCTTGATATTGGCTAAACCAAAAGAA
ACGTTCCTTCAGTCACCCCCCATTCGAGAGGCAGTAAACTACACTGAAAATACATCAAGTTATTATGCCACAT
CCTACTTGGAGTATGAAATCGAAAATTTTGGTGCTCAACACTCCACGACCCTTTTCAAAATTGACAATAATAC
TTTTGTTCGTCTGGACAGGCCCCACACGCCTCAGTTCCTTTTCCAGCTGAACGACACCATTCACCTTCACCAA
CAGTTGAGTAATACAACTGGGAGACTAATTTGGACACTAGATGCTAATATCAATGCTGATATTGGTGAATGGG
CTTTTTGGGAAAATAAAAAAATCTCTCCGAACAACTACGTGGAGAAGAGCTGTCTTTCGAAGCTTTATCGCTC
AACGAGACAGAAGACGATGATGCGGCATCGTCGAGAATTACAAAGGGAAGAATCTCCGACCGGGCCACCAGGC
AGTATTCGGACCTGGTTCCARAAGAATCCCCCTGGGATGGTTCCATTGCACATACCAGAAGGGGAAACAACATT
GCCGTCTCAGAATTCGACAGAAGGTCGAAGAGTAAGTGTGAACACTCAGGAGACCATCACAGAGACAGCTGCA
ACAATTATAGGCACTAACGGCAACCATATGCAGATCTCCACCATCGGGATAAGACCGAGCTCCAGCCAAATCC
CGAGTTCCTCACCGACCACGGCACCAAGCCCTGAGGCTCAGACCCCCACAACCCACACATCAGGTCCATCAGT
GATGGCCACCGAGGAACCAACAACACCACCGGGAAGCTCCCCCGGCCCAACAACAGAAGCACCCACTCTCACLCC
ACCCCAGAAAATATAACAACAGCGGTTAAAACTGTCCTGCCACAGGAGTCCACAAGCAACGGTCTAATAACTT
CAACAGTAACAGGGATTCTTGGGAGTCTTGGGCTTCGAAAACGCAGCAGAAGACAAACTAACACCAAAGCCACLC
GGGTAAGTGCAATCCCAACTTACACTACTGGACTGCACAAGAACAACATAATGCTGCTGGGATTGCCTGGATC
CCGTACTTTGGACCGGGTGCGGAAGGCATATACACTGAAGGCCTGATGCATAACCAAAATGCCTTAGTCTGTG
GACTTAGGCAACTTGCAAATGAARACAACTCAAGCTCTGCAGCTTTTCTTAAGAGCCACAACGGAGCTGCGGAC
ATATACCATACTCAACAGGAAGGCCATAGATTTCCTTCTGCGACGATGGGGCGGGACATGCAGGATCCTGGGA
CCAGATTGTITGCATTGAGCCACATGATTGGACAAAAAACATCACTGATAAAATCAACCAAATCATCCATGATT
TCATCGACAACCCCTTACCTAATCAGGATAATGATGATAATTGGTGGACAGGCTGGAGACAGTGGATCCCTGC
AGGAATAGGCATTACTGGAATTATTATTGCAATTATTGCTCTTCTTTGCGTTTGCAAGCTGCTTTGCTGAATA
TCAATTTGAATCATCAATTTAAGCTTGATACATTTCTAGCATTTTAAATTATAAACCGATACTGATACTTGAA
AATCAGGCTAATGCCAAGTTCTGTGCAAAACTTGAAAGTAAGCTTACAAAAATCCTTTGAACTGGAATGCTTT
GATACTCTTTCTCAATACTATATAAGTTCCTTCCCAAGAATAATATTGATGAAGATTAAGAAAAAGTGACATT
GTGCCCACTTTTGTAATCTTCATCCACCTACACATTCATATTCAGGAATCTTTGAATTAACCCTCACACTTGC
TTAGGAAAGAGCCTATCCTCTACAAGAATCCCGAGGCGGCAATTCAGTTAATTTCATATCAAGATAACATCCA
TTTCCAAGACCACAGATAACTATATTATTAATCTTTACCACAAATATGGAGAGGGGTCGTGAGCGCGGGAGAT
CAAGGAATTCACGTGCCGACCAGCAAAATTCAACAGGTCCTCAATTTAGGACAAGATCCATTTCCCGGGATAA
GACAACAACAGACTACCGTAGTAGTCGAAGTACTTCGCAAGTTAGAGTCCCTACGGTTTTCCATAAGAAAGGT
ACTGGGACCCTTACTGTCCCTCCAGCACCTAAGGATATTTGTCCTACTCTCAGAAAAGGATTTCTATGTGACA
GTAATTTCTGTAAAAAGGACCATCAACTTGAAAGCCTAACCGACCGGGAGCTCCTACTTCTTATAGCACGGAA
GACCTGTGGATCAACTGATTCATCGCTTAATATAGCTGCTCCTAAAGACCTAAGACTAGCAAATCCTACGGCT
GATGACTTCAAGCAAGACGGCAGTCCAAAATTAACCCTAAAATTACTAGTCGAGACTGCTGAGTTTTGGGCCA
ATCAGAATATTAATGAAGTAGATGATGCAAAACTCCGTGCTCTCTTGACGTTGAGTGCTGTCTTAGTGCGGAA
ATTCTCTAAGTCACAGCTTAGTCAATTATGTGAGAGTCATCTTAGGAGGGAAAACTTAGGACAAGACCAAGCT
GAATCAGTTCTCGAGGTTTATCAACGTTTACATAGTGATAAAGGAGGTGCTTTTGAGGCAGCACTATGGCAAC
AGTGGGATAGACAATCATTAACTATGTTTATATCTGCTTTCCTCCATGTAGCATTGCAACTTTCCTGTGAGAG
CTCCACTGTAGTGATATCAGGCCTACGCTTACTTGCCCCCCCAAGCGTTAATGAAGGGCTCCCTCCTGCACCA
GGGGAATATACTTGGTCAGAAGATAGTACAACTTAGCCTATAGGGAGGACAAGTAAAACAAGATGCCCTTATC
CTCTATAGATGGTATTTTTAAAGAGGGGGACAGGATAGGAATAAAGATAATGACTAAAGCCAATATAAAGATA
CGAACACAAGTAGAAATTAAAATAGAAATCAAAACAATCTCCCCTTGTTCAATATGAAATATAATAGTGAGTA
TTTGTTTCATGATGTCAATCATTTATTGTTAAAAATAAACAAAGTCAGTAAGAGTGTTAGGATCGTTATATTG
CAAGGATCCTCCCTAGAAGCGTTGAATCATCTCAAGTAGCCTAGAACAAGAACAGCAGAGCATTAAATTGAAA
TAGATAATAAGGATATTGCTTGTTTTTAAGATAGTTTTAGGAAGTTTAAAATTAAGAAAAAGAACCCATGGAC
ACACTCTAGCATTGAGGATGGGGTTCCCTTGATGATAGTATAGTCTTAGGTATAGGGTAGTCCTACACGTCCT
ATATTATACAGTCTAAACTTGTAAAATTAAACTACAAGAACATGATGAAAATTAATGAGAAGGTTCCAAGATT
GACTTCAATCCAAACACCTTGCTCTGCCAATTTTCATCTCCTTAAGATATATGATTTTGTTCCTGCGAGATAA
GGTTATCAAATAGGGTGTGTATCTCTTTTACATATTTGGGCTCCCACTAGGCTAGGGTTTATAGTTAAGGAAG
ACTCATCACATTTTTAATTGAACTAGTCTACTCGCAGAATCCTACCGGGAATAGAAATTAGAACATTTGTGAT
ACTTTGACTATAGGAAATAATTTTCAACACTACCTGAGATCAGGTTATTCTTCCAACTTATTCTGCAAGTAAT
TGTTTAGCATCATAACAACAACGTTATAATTTAAGAATCAAGTCTTGTAACAGAAATAAAGATAACAGAAAGA
ACCTTTATTATACGGGTCCATTAATTTTATAGGAGAAGCTCCTTTTACAAGCCTAAGATTCCATTAGAGATAA
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CCAGAATGGCTAAAGCCACAGGCCGGTACAACTTGGTAACACCAAAACGGGAGCTAGAGCAAGGAGTTGTGTT
TAGCGACCTATGCAACTTCCTAGTGACTCCAACTGTGCAAGGATGGAAGGTTTACTGGGCTGGACTTGAGTTT
GATGTCAACCAAAAGGGTATTACCCTGTTAAATCGTCTTAAAGTGAATGATTTTGCTCCTGCATGGGCGATGA
CCCGGAACCTCTTCCCACACTTGTTCAAAAACCAACAGTCTGAAGTCCAAACTCCCATTTGGGCCTTAAGGGT
AATTCTTGCCGCCGGGATTCTTGACCAATTAATGGATCATTCCCTCATTGAGCCGCTATCAGGGGCCCTGAAC
CTAATTGCTGATTGGTTACTAACAACATCTACTAATCACTTCAACATGAGAACTCAACGAGTAAAGGACCAAC
TGAGTATGAGGATGTTATCTCTTATAAGGTCAAATATTATTAACTTTATAAATAAGCTCGAGACTCTTCATGT
CGTTAATTACAAGGGACTTCTAAGCAGTGTTGAGATAGGAACACCAAGCTATGCAATCATCATTACCAGGACT
AATATGGGTTATCTTGTCGAAGTTCAGGAACCAGATAAATCTGCAATGGATATACGACACCCTGGTCCTGTCA
AATTCTCCCTACTACATGAATCGACACTTAAACCTGTTGCCACTCCTAAACCGTCAAGCATTACTTCATTGAT
CATGGAGTTCAACAGTTCTTTGGCAATTTAATTGCCGTAATAACAATTGTACGATAGGGCTAACATTGATTCC
ATAATCCATCGTAGGACAGAATCATTTTCCTGTATGATCTTAGTTTAATCTCTCTTTATACAATGATTAATAA
GGAGCTTGTTTAGAATGTTACAAAAGTATACTGTTTGACCCCCTAGTATCCCTGTAAATATCCTCATTCAATT
TTTTGCTTTTACATGTGTAGTCACCTGTATAGCATGACCCTAGTCATGCCTTTAATTAATACTTAATCTAACA
GTTAATATAATGTATAACTTTCCATGTTCAAAGAGTAGTCAAAACAATGTGAGATCCAGTTTCACTCACAGCA
TCTATTCACTATTTACAGTATGATGAGCCCAAATTAACACAGTAGAGGTCTAGATTTATTAATAGAATGAGGA
AGATTAAGAAAAAGTCCATAATGCTGGGGAGGCAATCCTTGCCACCATAGGACTTTTTCAATTCCTCTATTTT
ATGATGGCTACCCAACATACACAATATCCTGATGCAAGATTGTCTTCCCCAATTGTCTTAGACCAATGTGACC
TAGTGACAAGAGCTTGTGGACTTTACTCTGAGTATTCGCTGAACCCTAAACTAAGGACATGCCGTTTACCGAA
ACATATCTACAGATTAAAATATGACACTATTGTTTTACGATTTATCAGTGATGTCCCTGTAGCTACAATCCCA
ATAGACTACATTGCTCCGATGTTAATAAATGTTCTGGCAGATAGTAAAAATGTACCATTGGAACCTCCCTGCT
TGAGTTTCTTGGATGAAATAGTCAATTATACCGTGCAGGATGCAGCATTCCTTAATTATTACATGAATCAGAT
TAAAACACAGGAAGGAGTAATTACAGATCAATTGAAACAGAACATTCGTAGGGTCATTCACAAARAACAGATAT
CTATCTGCTCTATTCTTCTGGCATGATCTTGCCATCCTCACCCGTCGAGGGAGAATGAACCGAGGAAATGTGC
GCTCTACTTGGTTTGTAACGAATGAGGTTGTTGACATTCTAGGATATGGTGATTATATCTTCTGGAAGATCCC
TATTGCTCTATTACCAATGAACACAGCTAATGTTCCACATGCATCAACTGACTGGTACCAACCTAATATCTTC
AAGGAGGCTATTCAAGGACACACACATATTATTTCAGTCTCTACAGCCGAGGTCCTTATTATGTGTAAGGATC
TTGTCACAAGTCGTTTTAATACCCTTCTGATTGCTGAGTTAGCCAGGTTGGAAGATCCAGTGTCTGCTGATTA
TCCACTAGTAGATAATATTCAATCTCTGTATGACGCAGGAGACTACCTGTTGTCCATATTGGGATCAGAGGGG
TACAAAATAATCAAATATCTCGAACCTCTGTGTTTGGCTAAGATTCAACTATGTTCCCAATATACAGAACGAA
AAGGGCGGTTTTTAACCCAGATGCATCTTGCAGTTATTCAGACATTGCGTGAACTCCTCCTTAATAGAGGGTT
GAAAAAATCACAATTGTCTAAAATCCGCGAGTTTCACCAACTGTTGCTCAGACTCCGATCTACACCACAACAA
TTATGTGAATTATTTTCAATCCAAAAACACTGGGGCCACCCAGTTCTGCATAGTGAAAAGGCCATCCAAAAGG
TTAAAAATCATGCAACAGTTCTAAAGGCATTGCGGCCGATTATCATCTTTGAAACGTATTGTGTGTTCAAGTA
TAGTGTTGCAAAACATTTCTTTGATAGTCAAGGCACTTGGTACAGTGTGATATCAGACCGATGTTTAACGCCG
GGATTGAATTCCTACATTAGGCGAAATCAATTCCCTCCACTTCCAATGATCAAAGATCTTTTATGGGAATTTT
ACCATTTGGATCATCCTCCATTATTCTCCACGAAGATCATTAGTGACCTCAGCATTTTCATTAAAGACCGCGC
AACAGCAGTTGAACAGACCTGTTGGGATGCAGTTTTTGAGCCTAACGTTTTGGGCTACAGTCCACCTTATCGA
TTCAATACCAAACGTGTACCTGAACAATTCCTGGAGCAAGAGGATTTTTCTATTGAGAGTGTCTTACAATACG
CCCAAGAACTTAGGTACTTATTGCCCCAGAATCGAAATTTTTCTTTTTCATTGAAGGAAAAAGAATTAAATGT
TGGTAGGACATTTGGAAAATTGCCTTATTTAACCAGGAATGTCCAAACCCTCTGCGAAGCATTACTTGCAGAT
GGTTTGGCTAAAGCCTTTCCAAGCAATATGATGGTGGTCACAGAGAGGGAACAAAAGGAGAGCCTCCTTCACC
AAGCATCCTGGCACCATACAAGTGATGATTTCGGAGAGCATGCCACAGTTCGTGGAAGTAGTTTTGTCACAGA
CCTGGAARAATACAATCTGGCCTTCAGGTATGAATTCACAGCTCCCTTCATCAAATATTGCAACCAATGCTAT
GGGGTTCGCAATGTCTTTGATTGGATGCACTTCCTAATTCCACAGTGTTACATGCATGTTAGTGATTATTATA
ACCCACCACATAATGTAACCTTAGAGAATAGGGAATATCCCCCCGAAGGACCAAGTGCTTATAGAGGCCACCT
TGGCGGTATTGAGGGGCTTCAACAAAAGTTATGGACTAGTATCTCATGTGCTCAAATCTCATTGGTAGAGATC
AAGACCGGGTTCAAATTGCGATCAGCAGTCATGGGGGATAATCAATGTATTACAGTATTATCAGTCTTTCCAC
TAGAATCTAGTCCGAATGAGCAGGAGAGATGCGCAGAAGACAATGCAGCCAGAGTGGCTGCTAGCTTGGCCAA
AGTCACAAGTGCCTGTGGGATATTCCTCAAGCCTGATGAGACTTTCGTACACTCAGGCTTTATCTATTTTGGC
AAAAAGCAATACTTGAACGGAATTCAATTACCTCAATCACTCAAGACAGCAGCTAGGATGGCCCCTCTCTCAG
ATGCAATTTTTGATGACTTGCAAGGTACACTTGCTAGTATAGGAACTGCCTTTGAGCGATCAATCTCCGAAAC
TAGACATATTTTACCATGTCGTGTTGCAGCTGCCTTTCATACATATTTCTCTGTTCGGATCTTACAACATCAT
CACCTTGGTTTCCATAAGGGTTCAGACCTTGGACAATTGGCAATCAATAAACCTCTTGATTTCGGGACCATTG
CACTATCCCTAGCAGTTCCTCAGGTATTGGGTGGATTATCCTTCCTAAATCCAGAAAAGTGCCTTTATCGCAA
CTTGGGTGATCCTGTAACTTCAGGCCTATTCCAGTTGAAGCATTATCTGTCAATGGTGGGTATGAGTGATATC
TTTCATGCACTTGTTGCAAAAAGCCCAGGGAATTGTAGCGCGATTGACTTTGTTCTAAACCCAGGCGGGTTAA
ATGTCCCTGGATCACAGGATTTAACATCTTTCCTTCGTCAGATTGTCAGAAGGAGTATCACACTTTCGGCAAG
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GAACAAGTTAATCAACACGTTATTTCACGCTTCTGCAGATCTTGAAGACGAATTAGTATGTAAATGGTTACTT
TCTTCAACGCCCGTGATGAGTCGTTTCGCAGCCGATATTTTCTCACGAACACCAAGCGGGAAAAGATTACAAA
TCTTGGGATACCTCGAGGGAACCAGAACTTTATTAGCATCTAAAATGATAAGCAATAATGCAGAGACACCAAT
CTTGGAGAGGCTCAGAAAAATAACACTTCAAAGATGGAATCTATGGTTTAGTTACCTAGACCATTGTGACCCA
GCTTTAATGGAAGCAATTCAACCAATTAAGTGTACTGTTGATATTGCTCAAATTCTTAGAGAATACTCCTGGG
CTCATATTCTTGATGGTAGACAGTTAATAGGGGCAACACTGCCATGTATACCTGAGCAGTTCCAAACCACATG
GTTAAAACCTTACGAGCAATGTGTGGAATGTTCATCCACAAACAATACTAGTCCATATGTATCAGTTGCATTA
AAAAGGAACGTGGTTAGTGCTTGGCCTGATGCATCTAGATTGGGGTGCGACGATTGGTGATGGGATTCCCTACA
TAGGCTCAAGAACTGAGGACAAGATAGGTCAGCCCGCTATTAAGCCGAGGTGCCCATCAGCTGCATTAAGAGA
AGCTATTGAATTGACCTCTAGGTTGACCTGGGTCACTCAAGGTAGTGCAAACAGCGATCAGTTAATTCGCCCT
TTTCTTGAGGCAAGAGTAAACTTGAGTGTACAAGAGATTCTTCAAATGACCCCCTCACATTACTCCGGTAATA
TTGTGCATCGGTATAATGATCAGTATAGCCCTCACTCCTTTATGGCTAACCGCATGAGTAACACAGCAACGCG
CTTGATGGTATCTACCAACACACTAGGAGAGTTTTCCGGAGGGGGTCAGGCTGCACGTGATAGCAACATTATA
TTTCAAAATGTGATTAACTTTGCAGTGGCCTTGTATGACATTAGGTTTCGGAACACTTGTACATCTTCTATTC
AATATCACAGGGCCCATATTCACCTGACGAATTGTTGTACGAGGGAAGTACCGGCCCAATACTTAACATACAC
AACCACGCTAAATCTAGATTTGAGTAAGTACCGTAATAATGAACTGATTTATGATTCAGAGCCACTAAGAGGA
GGTCTCAACTGCAACTTATCGATTGACAGTCCTTTGATGAAGGGCCCACGTTTAAATATTATTGAGGATGACT
TAATACGGTTGCCACATTTATCCGGCTGGGAATTAGCAAAAACAGTCTTGCAATCAATAATCTCTGATAGTAG
CAATTCATCAACAGATCCCATTAGCAGCGGTGAAACAAGATCCTTCACAACCCACTTCTTAACGTATCCCAAA
ATAGGGCTCCTATACAGTTTTGGAGCCCTCATAAGTTTTTATTTGGGTAATACTATTCTGTGCACGAAAAAGA
TCGGACTCACAGAATTTCTATACTATCTCCAGAATCAGATCCACAACTTATCACATAGATCCCTTCGAATCTT
CAAACCGACATTTAGACACTCAAGTGTCATGTCCAGGTTGATGGATATAGACCCCAACTTCTCAATATATATT
GGTGGGACTGCAGGTGACCGTGGATTATCGGACGCTGCAAGATTATTTCTCCGAATTGCAATTTCAACTTTCT
TGAGCTTTGTTGAGGAGTGGGTTATCTTTAGGAAGGCAAACATCCCACTATGGGTTATCTATCCTCTCGAAGG
CCAACGCCCTGATCCTCCTGGCGAATTTTTGAACCGAGTAAAATCTCTAATTGTTGGGACTGAAGATGATAAA
AATAAAGGCTCTATACTTTCAAGATCTGGAGAGAAATGCTCTTCAAATCTAGTTTATAATTGCAAGAGTACAG
CAAGCAATTTTTTCCATGCATCATTGGCTTATTGGAGAGGTCGACACAGACCTAAGAAGACTATAGGTGCAAC
CAACGCGACAACAGCTCCACACATCATCCTGCCACCAGGAAACTCTGATCGACCGCCTGGCCTAGACCTTAAT
AGGAACGATGATACTTTCATTCCTACCAGAATTAAACAGATAGTCCAAGGAGACTCTAGAAACGACAGAACGA
CCACCACGAGATTTCCACCCAAAAGTAGGTCCACTCCAACATCAGCAACCGAGCCTCCTACAAAAATGTATGA
GGGTTCGACAACCCACCAAGGGAAATTAACAGATACACATTTGGATGAGGATCACAATGCCAAAGAGTTCCCA
TCCAATCCGCATCGTTTAGTAGTACCATTCTTTAAATTAACAAAAGATGGGGAATACAGTATCGAACCTTCTA
CTGAAGAARAGCCGCAGTAATATAAAAGGGTTACTTCAACATTTAAGAACCATGGTTGATACTACCATATATTG
TCGCTTCACTGGAATTGTTTCATCAATGCATTATAAGTTAGATGAAGTACTATGGGAATATAATAAATTTGAA
TCAGCTGTAACCCTAGCAGAAGGGGAGGGTTCAGGTGCCTTACTACTGATCCAAAAATACGGCGTTAAGAAGT
TATTTTTGAATACACTTGCTACTGAACATAGTATTGAGAGTGAAGTTATATCAGGTTACACCACTCCAAGGAT
GCTACTCTCAATTATGCCTAAAACACATCGTGGTGAGCTAGAGGTCATATTAAATAACTCAGCTAGTCAAATA
ACTGACATTACACACCGAGATTGGTTTTCAAATCAAAAAAATAGGATTCCAAATGATGCTGATATTATTACCA
TGGATGCTGAAACTACAGAAAACTTAGATCGTTCCAGATTATATGAAGCAGTATATACGATTATTTGTAATCA
TATCAATCCTAAAACTTTGAAAGTGGTCATCTTAAAAGTCTTCCTCAGCGATTTGGATGGGATGTGCTGGATT
AACAATTATCTTGCTCCTATGTTTGGATCAGGATATTTAATCAAACCTATAACATCAAGTGCAAAGTCAAGTG
AGTGGTATTTATGCTTATCTAATCTACTTTCAACCTTGAGAACTACTCAGCATCAAACCCAGGCAAACTGTCT
CCATGTCGTACAATGTGCTCTTCAACAGCAAGTACAAAGAGGGTCATACTGGCTAAGTCATCTTACCAAATAC
ACCACAAGTAGATTGCACAATAGTTATATCGTATTTGGTTTTCCTTCATTAGAGAAGGTCCTATATCATAGGT
ATAACCTCGTTGATTCGAGAAACGGACCATTAGTTTCTATAACGAGACACCTTGCCCTCCTCCAAACTGAGAT
CCGGGAGTTGGTAACTGATTATAATCAGCTGCGACAAAGTCGAACCCAGACTTATCATTTCATAAARAACATCC
AAGGGACGGATAACTAAACTAGTGAATGATTATCTAAGATTTGAGTTGGTTATACGGGCTCTTAAAAATAATT
CTACATGGCACCATGAGTTATACTTGCTACCAGAACTTATAGGTGTTTGCCATCGATTTAATCATACACGTAA
CTGTACATGCAGTGAAAGGTTCCTGGTTCAAACTTTATATCTACACCGAATGAGTGATGCTGAGATAAAACTT
ATGGACCGGCTCACCAGCCTAGTCAATATGTTTCCTGAAGGTTTCAGGTCTAGTTCAGTCTAATTCTAACTGC
ACCAAAGGCTCTAGAAATATTTTAAATAACCAGGTGTATATCAAAGTCAATACAAGTGTAAAAACAATATGCA
AGGGACCACATTTAGGATCAGTTTATTGACTCTTCCAATACACAGAGTTGGAAGCACCGATTCAAGGTTTCTA
AGACGCTCTATCAATTATGTTGATAATGTAAATAATAGCTTTTCCTGTCTATTATGACTTAAATAAACATATC
TATAACGACCATCACAGCTAAGTCGTTGCCCTAGTTCATATATTAAATTAAAATTTGGAAGCTAGGTTAACTC
TAATTACATAAGTATTAAGAAAAAATTACTAAGACTAATACTCTCATGCCAAGAACTAGTAATGTGTTTCACA
TGACAGATTATTTCTAACACTAAATTGCAATTTCAATTTTAAAGCTAAGTTTAACACCTATACAGCCAAAATA
TTTCATAGGGCCGATGGGAATAACATAAGAGGCGAACATGATCAATGAACCCTTTATTCCAACTAGGCAGTTGAT
TGATAATCTACAAATTCCATAAGATGTTCTTACGATATTCTTTTGTTTTTAATCTCAATGTCAATGATTTAAT
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AAGTAATAATAAAAAAATCACATTAAAGATGCAGGAAGATCTTGACCTCGCCAGGAAAATTAAGCGCACACAA
ATAAATTAAAAAATCTGTATTTTCTCTTTTTTGTGTGTCC, (SEQ. ID. NO.:2).

SEQ. ID. NO: 3

CATCATCAATAATATACCTTATTTTGGATTGAAGCCAATATGATAATGAGGGGGTGGAGTTTGTGACGTGGCG
CGGGGCGTGGGAACGGGGCGGGTGACGTAGTAGTGTGGCGGAAGTGTGATGTTGCAAGTGTGGCGGAACACAT
GTAAGCGACGGATGTGGCAAAAGTGACGTTTTTGGTGTGCGCCGGTGTACACAGGAAGTGACAATTTTCGCGC
GGTTTTAGGCGGATGTTGTAGTAAATTTGGGCGTAACCGAGTAAGATTTGGCCATTTTCGCGGGAAAACTGAA
TAAGAGGAAGTGAAATCTGAATAATTTTGTGTTACTCATAGCGCGTAATACTGTAATAGTAATCAATTACGGG
GTCATTAGTTCATAGCCCATATATGGAGTTCCGCGTTACATAACTTACGGTAAATGGCCCGCCTGGCTGACCG
CCCAACGACCCCCGCCCATTGACGTCAATAATGACGTATGTTCCCATAGTAACGCCAATAGGGACTTTCCATT
GACGTCAATGGGTGGAGTATTTACGGTAAACTGCCCACTTGGCAGTACATCAAGTGTATCATATGCCAAGTAC
GCCCCCTATTGACGTCAATGACGGTAAATGGCCCGCCTGGCATTATGCCCAGTACATGACCTTATGGGACTTT
CCTACTTGGCAGTACATCTACGTATTAGTCATCGCTATTACCATGGTGATGCGGTTTTGGCAGTACATCAATG
GGCGTGGATAGCGGTTTGACTCACGGGGATTTCCAAGTCTCCACCCCATTGACGTCAATGGGAGTTTGTTTTG
GCACCAAAATCAACGGGACTTTCCAAAATGTCGTAACAACTCCGCCCCATTGACGCAAATGGGCGGTAGGCGT
GTACGGTGGGAGGTCTATATAAGCAGAGCTGGTTTAGTGAACCGTCAGATCCGCTAGAGATCTGGTACCGTCG
ACGCGGCCGCTCGAGCCTAAGCTTGGTACCGAGCTCGGATCCACTAGTAACGGCCGCCAGTGTGCTGGAATTC
GGCTTAAAGGTACCCAGAGCAGACAGCCGCCACCATGGAGTCTCCCTCGGCCCCTCCCCACAGATGGTGCATC
CCCTGGCAGAGGCTCCTGCTCACAGCCTCACTTCTAACCTTCTGGAACCCGCCCACCACTGCCAAGCTCACTA
TTGAATCCACGCCGTTCAATGTCGCAGAGGGGAAGGAGGTGCTTCTACTTGTCCACAATCTGCCCCAGCATCT
TTTTGGCTACAGCTGGTACAAAGGTGAAAGAGTGGATGGCAACCGTCAAATTATAGGATATGTAATAGGAACT
CAACAAGCTACCCCAGGGCCCGCATACAGTGGTCGAGAGATAATATACCCCAATGCATCCCTGCTGATCCAGA
ACATCATCCAGAATGACACAGGATTCTACACCCTACACGTCATAAAGTCAGATCTTGTGAATGAAGAAGCAAC
TGGCCAGTTCCGGGTATACCCGGAGCTGCCCAAGCCCTCCATCTCCAGCAACAACTCCAAACCCGTGGAGGAC
AAGGATGCTGTGGCCTTCACCTGTGAACCTGAGACTCAGGACGCAACCTACCTGTGGTGGGTAAACAATCAGA
GCCTCCCGGTCAGTCCCAGGCTGCAGCTGTCCAATGGCAACAGGACCCTCACTCTATTCAATGTCACAAGAAA
TGACACAGCAAGCTACAAATGTGAAACCCAGAACCCAGTGAGTGCCAGGCGCAGTGATTCAGTCATCCTGAAT
GTCCTCTATGGCCCGGATGCCCCCACCATTTCCCCTCTAAACACATCTTACAGATCAGGGGAAAATCTGAACC
TCTCCTGCCACGCAGCCTCTAACCCACCTGCACAGTACTCTTGGTTTGTCAATGGGACTTTCCAGCAATCCAC
CCAAGAGCTCTTTATCCCCAACATCACTGTGAATAATAGTGGATCCTATACGTGCCAAGCCCATAACTCAGAC
ACTGGCCTCAATAGGACCACAGTCACGACGATCACAGTCTATGCAGAGCCACCCAAACCCTTCATCACCAGCA
ACAACTCCAACCCCGTGGAGGATGAGGATGCTGTAGCCTTAACCTGTGAACCTGAGATTCAGAACACAACCTA
CCTGTGGTGGGTAAATAATCAGAGCCTCCCGGTCAGTCCCAGGCTGCAGCTGTCCAATGACAACAGGACCCTC
ACTCTACTCAGTGTCACAAGGAATGATGTAGGACCCTATGAGTGTGGAATCCAGAACGAATTAAGTGTTGACC
ACAGCGACCCAGTCATCCTGAATGTCCTCTATGGCCCAGACGACCCCACCATTTCCCCCTCATACACCTATTA
CCGTCCAGGGGTGAACCTCAGCCTCTCCTGCCATGCAGCCTCTAACCCACCTGCACAGTATTCTTGGCTGATT
GATGGGAACATCCAGCAACACACACAAGAGCTCTTTATCTCCAACATCACTGAGAAGAACAGCGGACTCTATA
CCTGCCAGGCCAATAACTCAGCCAGTGGCCACAGCAGGACTACAGTCAAGACAATCACAGTCTCTGCGGAGCT
GCCCAAGCCCTCCATCTCCAGCAACAACTCCAAACCCGTGGAGGACAAGGATGCTGTGGCCTTCACCTGTGAA
CCTGAGGCTCAGAACACAACCTACCTGTGGTGGGTAAATGGTCAGAGCCTCCCAGTCAGTCCCAGGCTGCAGC
TGTCCAATGGCAACAGGACCCTCACTCTATTCAATGTCACAAGAAATGACGCAAGAGCCTATGTATGTGGAAT
CCAGAACTCAGTGAGTGCAAACCGCAGTGACCCAGTCACCCTGGATGTCCTCTATGGGCCGGACACCCCCATC
ATTTCCCCCCCAGACTCGTCTTACCTTTCGGGAGCGGACCTCAACCTCTCCTGCCACTCGGCCTCTAACCCAT
CCCCGCAGTATTCTTGGCGTATCAATGGGATACCGCAGCAACACACACAAGTTCTCTTTATCGCCAAAATCAC
GCCAAATAATAACGGGACCTATGCCTGTTTTGTCTCTAACTTGGCTACTGGCCGCAATAATTCCATAGTCAAG
AGCATCACAGTCTCTGCATCTGGAACTTCTCCTGGTCTCTCAGCTGGGGCCACTGTCGGCATCATGATTGGAG
TGCTGGTTGGGGTTGCTCTGATATAGCAGCCCTGGTGTAGTTTCTTCATTTCAGGAAGACTGACAGTTGTTTT
GCTTCTTCCTTAAAGCATTTGCAACAGCTACAGTCTAAAATTGCTTCTTTACCAAGGATATTTACAGAAAAGA
CTCTGACCAGAGATCGAGACCATCCTCTAGATAAGATATCCGATCCACCGGATCTAGATAACTGATCATAATC
AGCCATACCACATTTGTAGAGGTTTTACTTGCTTTAAAAAACCTCCCACACCTCCCCCTGAACCTGAAACATA
AAATGAATGCAATTGTTGTTGTTAACTTGTTTATTGCAGCTTATAATGGTTACAAATAAAGCAATAGCATCAC
AAATTTCACAAATAAAGCATTTTTTTCACTGCATTCTAGTTGTGGTTTGTCCAAACTCATCAATGTATCTTAA
CGCGGATCTGGGCGTGGTTAAGGGTGGGAAAGAATATATAAGGTGGGGGTCTTATGTAGTTTTGTATCTGTTT
TGCAGCAGCCGCCGCCGCCATGAGCACCAACTCGTTTGATGGAAGCATTGTGAGCTCATATTTGACAACGCGC
ATGCCCCCATGGGCCGGGGTGCGTCAGAATGTGATGGGCTCCAGCATTGATGGTCGCCCCGTCCTGCCCGCAA
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ACTCTACTACCTTGACCTACGAGACCGTGTCTGGAACGCCGTTGGAGACTGCAGCCTCCGCCGCCGCTTCAGC
CGCTGCAGCCACCGCCCGCGGGATTGTGACTGACTTTGCTTTCCTGAGCCCGCTTGCAAGCAGTGCAGCTTCC
CGTTCATCCGCCCGCGATGACAAGTTGACGGCTCTTTTGGCACAATTGGATTCTTTGACCCGGGAACTTAATG
TCGTTTCTCAGCAGCTGTTGGATCTGCGCCAGCAGGTTTCTGCCCTGAAGGCTTCCTCCCCTCCCAATGCGGT
TTAAAACATAAATAAAAAACCAGACTCTGTTTGGATTTGGATCAAGCAAGTGTCTTGCTGTCTTTATTTAGGG
GTTTTGCGCGCGCGGTAGGCCCGGGACCAGCGGTCTCGGTCGTTGAGGGTCCTGTGTATTTTTTCCAGGACGT
GGTAAAGGTGACTCTGGATGTTCAGATACATGGGCATAAGCCCGTCTCTGGGGTGGAGGTAGCACCACTGCAG
AGCTTCATGCTGCGGGGTGGTGTTGCTAGATGATCCAGTCGTAGCAGCGAGCGCTGGGCGTGGTGCCTAAARAATG
TCTTTCAGTAGCAAGCTGATTGCCAGGGGCAGGCCCTTGGTGTAAGTGTTTACAAAGCGGTTAAGCTGGGATG
GGTGCATACGTGGGGATATGAGATGCATCTTGGACTGTATTTTTAGGTTGGCTATGTTCCCAGCCATATCCCT
CCGGGGATTCATGTTGTGCAGAACCACCAGCACAGTGTATCCGGTGCACTTGGGAAATTTGTCATGTAGCTTA
GAAGGAAATGCGTGGAAGAACTTGGAGACGCCCTTGTGACCTCCAAGATTTTCCATGCATTCGTCCATAATGA
TGGCAATGGGCCCACGGGCGGCGGCCTGGGCGAAGATATTTCTGGGATCACTAACGTCATAGTTGTGTTCCAG
GATGAGATCGTCATAGGCCATTTTTACAAAGCGCGGGCGGAGGGTGCCAGACTGCGGTATAATGGTTCCATCC
GGCCCAGGGGCGTAGTTACCCTCACAGATTTGCATTTCCCACGCTTTGAGTTCAGATGGGGGGATCATGTCTA
CCTGCGGGGCGATGAAGAARACGGTTTCCGGGGTAGGGGAGATCAGCTGGGAAGAAAGCAGGTTCCTGAGCAG
CTGCGACTTACCGCAGCCGGTGGGCCCGTAAATCACACCTATTACCGGCTGCAACTGGTAGTTAAGAGAGCTG
CAGCTGCCGCTCATCCCTGAGCAGGGGGGCCACTTCGTTAAGCATGTCCCTGACTCGCATGTTTTCCCTGACCA
AATCCGCCAGAAGGCGCTCGCCGCCCAGCGATAGCAGTTCTTGCAAGGAAGCAAAGTTTTTCAACGGTTTGAG
ACCGTCCGCCGTAGGCATGCTTTTGAGCGTTTGACCAAGCAGTTCCAGGCGGTCCCACAGCTCGGTCACCTGC
TCTACGGCATCTCGATCCAGCATATCTCCTCGTTTCGCGGGTTGGGGCGGCTTTCGCTGTACGGCAGTAGTCG
GTGCTCGTCCAGACGGGCCAGGGTCATGTCTTTCCACGGGCGCAGGGTCCTCGTCAGCGTAGTCTGGGTCACG
GTGAAGGGGTGCGCTCCGGGCTGCGCGCTGGCCAGGGTGCGCTTGAGGCTGGTCCTGCTGGTGCTGAAGCGCT
GCCGGTCTTCGCCCTGCGCGTCGGCCAGGTAGCATTTGACCATGGTGTCATAGTCCAGCCCCTCCGCGGCGTG
GCCCTTGGCGCGCAGCTTGCCCTTGGAGGAGGCGCCGCACGAGGGGCAGTGCAGACTTTTGAGGGCGTAGAGC
TTGGGCGCGAGAAATACCGATTCCGGGGAGTAGGCATCCGCGCCGCAGGCCCCGCAGACGGTCTCGCATTCCA
CGAGCCAGGTGAGCTCTGGCCGTTCGGGGTCAAAAACCAGGTTTCCCCCATGCTTTTTGATGCGTTTCTTACC
TCTGGTTTCCATGAGCCGGTGTCCACGCTCGGTGACGAAAAGGCTGTCCGTGTCCCCGTATACAGACTTGAGA
GGCCTGTCCTCGAGCGGTGTTCCGCGGTCCTCCTCGTATAGAAACTCGGACCACTCTGAGACARAGGCTCGCG
TCCAGGCCAGCACGAAGGAGGCTAAGTGGGAGGGGTAGCGGTCGTTGTCCACTAGGGGGTCCACTCGCTCCAG
GGTGTGAAGACACATGTCGCCCTCTTCGGCATCAAGGAAGGTGATTGGTTTGTAGGTGTAGGCCACGTGACCG
GGTGTTCCTGAAGGGGGGCTATAAAAGGGGGTGGGGGCGCGTTCGTCCTCACTCTCTTCCGCATCGCTGTCTG
CGAGGGCCAGCTGTTGGGGTGAGTACTCCCTCTGAAAAGCGGGCATGACTTCTGCGCTAAGATTGTCAGTTTC
CAAAAACGAGGAGGATTTGATATTCACCTGGCCCGCGGTGATGCCTTTGAGGGTGGCCGCATCCATCTGGTCA
GAAAAGACAATCTTTTTGTTGTCAAGCTTGGTGGCAAACGACCCGTAGAGGGCGTTGGACAGCAACTTGGCGA
TGGAGCGCAGGGTTTGGTTTTTGTCGCGATCGGCGCGCTCCTTGGCCGCGATGTTTAGCTGCACGTATTCGCG
CGCAACGCACCGCCATTCGGGAAAGACGGTGGTGCGCTCGTCGGGCACCAGGTGCACGCGCCAACCGCGGTTG
TGCAGGGTGACAAGGTCAACGCTGGTGGCTACCTCTCCGCGTAGGCGCTCGTTGGTCCAGCAGAGGCGGCCGL
CCTTGCGCGAGCAGAATGGCGGTAGGGGGTCTAGCTGCGTCTCGTCCGGGGGGTCTGCGTCCACGGTAAAGACL
CCCGGGCAGCAGGCGCGCGTCGAAGTAGTCTATCTTGCATCCTTGCAAGTCTAGCGCCTGCTGCCATGCGCGG
GCGGCAAGCGCGCGCTCGTATGGGTTGAGTGGGGGACCCCATGGCATGGGGTGGGTGAGCGCGGAGGCGTACA
TGCCGCAAATGTCGTAAACGTAGAGGGGCTCTCTGAGTATTCCAAGATATGTAGGGTAGCATCTTCCACCGCG
GATGCTGGCGCGCACGTAATCGTATAGTTCGTGCGAGGGAGCGAGGAGGTCGGGACCGAGGTTGCTACGGGCG
GGCTGCTCTGCTCGGAAGACTATCTGCCTGAAGATGGCATGTGAGTTGGATGATATGGTTGGACGCTGGAAGA
CGTTGAAGCTGGCGTCTGTGAGACCTACCGCGTCACGCACGAAGGAGGCGTAGGAGTCGCGCAGCTTGTTGALC
CAGCTCGGCGGTGACCTGCACGTCTAGGGCGCAGTAGTCCAGGGTTTCCTTGATGATGTCATACTTATCCTGT
CCCTTTTTTTTCCACAGCTCGCGGTTGAGGACAAACTCTTCGCGGTCTTTCCAGTACTCTTGGATCGGAAACC
CGTCGGCCTCCGAACGGTAAGAGCCTAGCATGTAGAACTGGTTGACGGCCTGGTAGGCGCAGCATCCCTTTTC
TACGGGTAGCGCGTATGCCTGCGCGGCCTTCCGGCATGACCAGCATGAAGGGCACGAGCTGCTTCCCAAAGGC
CCCCATCCAAGTATAGGTCTCTACATCGTAGGTGACAAAGAGACGCTCGGTGCGAGGATGCGAGCCGATCGGE
AAGAACTGGATCTCCCGCCACCAATTGGAGGAGTGGCTATTGATGTGGTGAAAGTAGAAGTCCCTGCGACGGG
CCGAACACTCGTGCTGGCTTTTGTAAAAACGTGCGCAGTACTGGCAGCGGTGCACGGGCTGTACATCCTGCAC
GAGGTTGACCTGACGACCGCGCACAAGGAAGCAGAGTGGGAATTTGAGCCCCTCGCCTGGCGGGTTTGGCTGG
TGGTCTTCTACTTCGGCTGCTTGTCCTTGACCGTCTGGCTGCTCGAGGGGAGTTACGGTGGATCGGACCACCA
CGCCGCGCGAGCCCAAAGTCCAGATGTCCGCGCGCGGCGGTCGGAGCTTGATGACAACATCGCGCAGATGGGA
GCTGTCCATGGTCTGGAGCTCCCGCGGCGTCAGGTCAGGCGGGAGCTCCTGCAGGTTTACCTCGCATAGACGG
GTCAGGGCGCGGGCTAGATCCAGGTGATACCTAATTTCCAGGGGCTGGTTGGTGGCGGCGTCGATGGCTTGCA
AGAGGCCGCATCCCCGCGGCGCGACTACGGTACCGCGCGGCGGGCGETGGGCCGCGGGGGTGTCCTTGGATGA
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TGCATCTAAAAGCGGTGACGCGGGCGAGCCCCCGGAGGTAGGGGGGGCTCCGGACCCGCCGGGAGAGGGGGCA
GGGGCACGTCGGCGCCGCGCGCGGGCAGGAGCTGGTGCTGCGCGCGTAGGTTGCTGGCGAACGCGACGACGLG
GCGGTTGATCTCCTGAATCTGGCGCCTCTGCGTGAAGACGACGGGCCCGGTGAGCTTGAACCTGAAAGAGAGT
TCGACAGAATCAATTTCGGTGTCGTTGACGGCGGCCTGGCGCAAAATCTCCTGCACGTCTCCTGAGTTGTCTT
GATAGGCGATCTCGGCCATGAACTGCTCGATCTCTTCCTCCTGGAGATCTCCGCGTCCGGCTCGCTCCACGGT
GGCGGCGAGGTCGTTGGAAATGCGGGCCATGAGCTGCGAGAAGGCGTTGAGGCCTCCCTCGTTCCAGACGCGG
CTGTAGACCACGCCCCCTTCGGCATCGCGGGCGCGCATGACCACCTGCGCGAGATTGAGCTCCACGTGCCGGG
CGAAGACGGCCGTAGTTTCGCAGGCGCTGAAAGAGGTAGTTGAGGGTGGTGGCGGTGTGTTCTGCCACGAAGAA
GTACATAACCCAGCGTCGCAACGTGGATTCGTTGATAATTGTTGTGTAGGTACTCCGCCGCCGAGGGACCTGA
GCGAGTCCGCATCGACCGGATCGGAAAACCTCTCGAGAAAGGCGTCTAACCAGTCACAGTCGCAAGGTAGGCT
GAGCACCGTGGCGGGCGGCAGCGGGCGGCGGTCGGGGTTGTTTCTGGCGGAGGTGCTGCTGATGATGTAATTA
AAGTAGGCGGTCTTGAGACGGCGGATGGTCGACAGAAGCACCATGTCCTTGGGTCCGGCCTGCTGAATGCGCA
GGCGGTCGGCCATGCCCCAGGCTTCGTTTTGACATCGGCGCAGGTCTTTGTAGTAGTCTTGCATGAGCCTTTC
TACCGGCACTTCTTCTTCTCCTTCCTCTTGTCCTGCATCTCTTGCATCTATCGCTGCGGCGGCGGCGGAGTTT
GGCCGTAGGTGGCGCCCTCTTCCTCCCATGCGTGTGACCCCGAAGCCCCTCATCGGCTGAAGCAGGGCTAGGT
CGGCGACAACGCGCTCGGCTAATATGGCCTGCTGCACCTGCGTGAGGGTAGACTGGAAGTCATCCATGTCCALC
AAAGCGGTGGTATGCGCCCGTGTTGATGGTGTAAGTGCAGTTGGCCATAACGGACCAGTTAACGGTCTGGTGA
CCCGGCTGCGAGAGCTCGGTGTACCTGAGACGCGAGTAAGCCCTCGAGTCAAATACGTAGTCGTTGCAAGTCC
GCACCAGGTACTGGTATCCCACCAAAAAGTGCGGCGGCGGCTGGCGGTAGAGGGGCCAGCGTAGGGTGGCCGG
GGCTCCGGGGGCGAGATCTTCCAACATAAGGCGATGATATCCGTAGATGTACCTGGACATCCAGGTGATGCCG
GCGGCGGTGGTGGAGGCGCGCGGAAAGTCGCGGACGCGGTTCCAGATGTTGCGCAGCGGCAAAAAGTGCTCCA
TGGTCGGGACGCTCTGGCCGGTCAGGCGCGCGCAATCGTTGACGCTCTAGCGTGCAAAAGGAGAGCCTGTAAG
CGGGCACTCTTCCGTGGTCTGGTGGATAAATTCGCAAGGGTATCATGGCGGACGACCGGGGTTCGAGCCCCGT
ATCCGGCCGTCCGCCGTGATCCATGCGGTTACCGCCCGCGTGTCGAACCCAGGTGTGCGACGTCAGACAACGG
GGGAGTGCTCCTTTTGGCTTCCTTCCAGGCGCGGCGGCTGCTGCGCTAGCTTTTTTGGCCACTGGCCGCGLCGL
AGCGTAAGCGGTTAGGCTGGAAAGCGAAAGCATTAAGTGGCTCGCTCCCTGTAGCCGGAGGGTTATTTTCCAA
GGGTTGAGTCGCGGGACCCCCGGTTCGAGTCTCGGACCGGCCGGACTGCGGCGAACGGGGGTTTGCCTCCCCG
TCATGCAAGACCCCGCTTGCAAATTCCTCCGGAAACAGGGACGAGCCCCTTTTTTGCTTTTCCCAGATGCATC
CGGTGCTGCGGCAGATGCGCCCCCCTCCTCAGCAGCGGCAAGAGCAAGAGCAGCGGCAGACATGCAGGGCACC
CTCCCCTCCTCCTACCGCGTCAGGAGGGGCGACATCCGCGGTTGACGCGGCAGCAGATGGTGATTACGAACCC
CCGCGGCGCCGGGCCCGGCACTACCTGGACTTGGAGGAGGGCGAGGGCCTGGCGCGGCTAGGAGCGCCCTCTC
CTGAGCGGCACCCAAGGGTGCAGCTGAAGCGTGATACGCGTGAGGCGTACGTGCCGCGGCAGAACCTGTTTCG
CGACCGCGAGGGAGAGGAGCCCGAGGAGATGCGGGATCGAAAGTTCCACGCAGGGCGCGAGCTGCGGCATGGC
CTGAATCGCGAGCGGTTGCTGCGCGAGGAGGACTTTGAGCCCGACGCGCGAACCGGGATTAGTCCCGCGCGCG
CACACGTGGCGGCCGCCGACCTGGTAACCGCATACGAGCAGACGGTGAACCAGGAGATTAACTTTCAAAARAAG
CTTTAACAACCACGTGCGTACGCTTGTGGCGCGCGAGGAGGTGGCTATAGGACTGATGCATCTGTGGGACTTT
GTAAGCGCGCTGGAGCAAAACCCAAATAGCAAGCCGCTCATGGCGCAGCTGTTCCTTATAGTGCAGCACAGCA
GGGACAACGAGGCATTCAGGGATGCGCTGCTAAACATAGTAGAGCCCGAGGGCCGCTGGCTGCTCGATTTGAT
AAACATCCTGCAGAGCATAGTGGTGCAGGAGCGCAGCTTGAGCCTGGCTGACAAGGTGGCCGCCATCAACTAT
TCCATGCTTAGCCTGGGCAAGTTTTACGCCCGCAAGATATACCATACCCCTTACGTTCCCATAGACAAGGAGG
TAAAGATCGAGGGGTTCTACATGCGCATGGCGCTGAAGGTGCTTACCTTGAGCGACGACCTGGGCGTTTATCG
CAACGAGCGCATCCACAAGGCCGTGAGCGTGAGCCGGCGGCGCGAGCTCAGCGACCGCGAGCTGATGCACAGC
CTGCARAGGGCCCTGGCTGGCACGGGCAGCGGCGATAGAGAGGCCGAGTCCTACTTTGACGCGGGCGCTGACC
TGCGCTGGGCCCCAAGCCGACGCGCCCTGGAGGCAGCTGGGGCCGGACCTGGGCTGGCGGTGGCACCCGLCGLG
CGCTGGCAACGTCGGCGGCGTGGAGGAATATGACGAGGACGATGAGTACGAGCCAGAGGACGGCGAGTACTAA
GCGGTGATGTTTCTGATCAGATGATGCAAGACGCAACGGACCCGGCGGTGCGGGCGGCGCTGCAGAGCCAGCC
GTCCGGCCTTAACTCCACGGACGACTGGCGCCAGGTCATGGACCGCATCATGTCGCTGACTGCGCGCAATCCT
GACGCGTTCCGGCAGCAGCCGCAGGCCAACCGGCTCTCCGCAATTCTGGAAGCGGTGGTCCCGGCGCGCGCAA
ACCCCACGCACGAGAAGGTGCTGGCGATCGTAAACGCGCTGGCCGAAAACAGGGCCATCCGGCCCGACGAGGC
CGGCCTGGTCTACGACGCGCTGCTTCAGCGCGTGGCTCGTTACAACAGCGGCAACGTGCAGACCAACCTGGAC
CGGCTGGTGGGGGATGTGCGCGAGGCCGTGGCGCAGCGTGAGCGCGCGCAGCAGCAGGGCAACCTGGGCTCCA
TGGTTGCACTAAACGCCTTCCTGAGTACACAGCCCGCCAACGTGCCGCGGGGACAGGAGGACTACACCAACTT
TGTGAGCGCACTGCGGCTAATGGTGACTGAGACACCGCAAAGTGAGGTGTACCAGTCTGGGCCAGACTATTTT
TTCCAGACCAGTAGACAAGGCCTGCAGACCGTAAACCTGAGCCAGGCTTTCAAAAACTTGCAGGGGCTGTGGG
GGGTGCGGGCTCCCACAGGCGACCGCGCGACCGTGTCTAGCTTGCTGACGCCCAACTCGCGCCTGTTGCTGCT
GCTAATAGCGCCCTTCACGGACAGTGGCAGCGTGTCCCGGGACACATACCTAGGTCACTTGCTGACACTGTAC
CGCGAGGCCATAGGTCAGGCGCATGTGGACGAGCATACTTTCCAGGAGATTACAAGTGTCAGCCGCGCGCTGG
GGCAGGAGGACACGGGCAGCCTGGAGGCAACCCTAAACTACCTGCTGACCAACCGGCGGCAGAAGATCCCCTC
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GTTGCACAGTTTAAACAGCGAGGAGGAGCGCATTTTGCGCTACGTGCAGCAGAGCGTGAGCCTTAACCTGATG
CGCGACGGGGTAACGCCCAGCGTGGCGCTGGACATGACCGCGCGCAACATGGAACCGGGCATGTATGCCTCAA
ACCGGCCGTTTATCAACCGCCTAATGGACTACTTGCATCGCGCGGCCGCCGTGAACCCCGAGTATTTCACCAA
TGCCATCTTGAACCCGCACTGGCTACCGCCCCCTGGTTTCTACACCGGGGGATTCGAGGTGCCCGAGGGTAALC
GATGGATTCCTCTGGGACGACATAGACGACAGCGTGTTTTCCCCGCAACCGCAGACCCTGCTAGAGTTGCAALC
AGCGCGAGCAGGCAGAGGCGGCGCTGCGAAAGGAAAGCTTCCGCAGGCCAAGCAGCTTGTCCGATCTAGGCGL
TGCGGCCCCGCGGTCAGATGCTAGTAGCCCATTTCCAAGCTTGATAGGGTCTCTTACCAGCACTCGCACCALC
CGCCCGCGCCTGCTGGGCGAGGAGGAGTACCTAAACAACTCGCTGCTGCAGCCGCAGCGCGAAAAARAACCTGC
CTCCGGCATTTCCCAACAACGGGATAGAGAGCCTAGTGGACAAGATGAGTAGATGGAAGACGTACGCGCAGGA
GCACAGGGACGTGCCAGGCCCGCGCCCGCCCACCCGTCGTCAAAGGCACGACCGTCAGCGGGGTCTGGTGTGG
GAGGACGATGACTCGGCAGACGACAGCAGCGTCCTGGATTTGGGAGGGAGTGGCAACCCGTTTGCGCACCTTC
GCCCCAGGCTGGGGAGAATGTTTTAAAAAAAAAAAAGCATGATGCAAAATAAAAAACTCACCAAGGCCATGGC
ACCGAGCGTTGGTTTTCTTGTATTCCCCTTAGTATGCGGCGCGCGGCGATGTATGAGGAAGGTCCTCCTCCCT
CCTACGAGAGTGTGGTGAGCGCGGCGCCAGTGGCGGCGGCGCTGGGTTCTCCCTTCGATGCTCCCCTGGACCC
GCCGTTTGTGCCTCCGCGGTACCTGCGGCCTACCGGGGGGAGAAACAGCATCCGTTACTCTGAGTTGGCACCC
CTATTCGACACCACCCGTGTGTACCTGGTGGACAACAAGTCAACGGATGTGGCATCCCTGAACTACCAGAACG
ACCACAGCAACTTTCTGACCACGGTCATTCAAAACAATGACTACAGCCCGGGGGAGGCAAGCACACAGACCAT
CAATCTTGACGACCGGTCGCACTGGGGCGGCGACCTGAAAACCATCCTGCATACCAACATGCCAAATGTGAAC
GAGTTCATGTTTACCAATAAGTTTAAGGCGCGGGTGATGGTGTCGCGCTTGCCTACTAAGGACAATCAGGTGG
AGCTGAAATACGAGTGGGTGGAGTTCACGCTGCCCGAGGGCAACTACTCCGAGACCATGACCATAGACCTTAT
GAACAACGCGATCGTGGAGCACTACTTGAAAGTGGGCAGACAGAACGGGGTTCTGGAAAGCGACATCGGGGTA
AAGTTTGACACCCGCAACTTCAGACTGGGGTTTGACCCCGTCACTGGTCTTGTCATGCCTGGGGTATATACAA
ACGAAGCCTTCCATCCAGACATCATTTTGCTGCCAGGATGCGGGGTGGACTTCACCCACAGCCGCCTGAGCAA
CTTGTTGGGCATCCGCAAGCGGCAACCCTTCCAGGAGGGCTTTAGGATCACCTACGATGATCTGGAGGGTGGT
AACATTCCCGCACTGTTGGATGTGGACGCCTACCAGGCGAGCTTGAAAGATGACACCGAACAGGGCGGGGGTG
GCGCAGGCGGCAGCAACAGCAGTGGCAGCGGCGCGGAAGAGAACTCCAACGCGGCAGCCGCGGCAATGCAGCC
GGTGGAGGACATGAACGATCATGCCATTCGCGGCGACACCTTTGCCACACGGGCTGAGGAGAAGCGCGCTGAG
GCCGAAGCAGCGGCCGAAGCTGCCGCCCCCGCTGCGCAACCCGAGGTCGAGAAGCCTCAGAAGAAACCGGTGA
TCAAACCCCTGACAGAGGACAGCAAGAAACGCAGTTACAACCTAATAAGCAATGACAGCACCTTCACCCAGTA
CCGCAGCTGGTACCTTGCATACAACTACGGCGACCCTCAGACCGGAATCCGCTCATGGACCCTGCTTTGCACT
CCTGACGTAACCTGCGGCTCGGAGCAGGTCTACTGGTCGTTGCCAGACATGATGCAAGACCCCGTGACCTTCC
GCTCCACGCGCCAGATCAGCAACTTTCCGGTGGTGGGCGCCGAGCTGTTGCCCGTGCACTCCAAGAGCTTCTA
CAACGACCAGGCCGTCTACTCCCAACTCATCCGCCAGTTTACCTCTCTGACCCACGTGTTCAATCGCTTTCCC
GAGAACCAGATTTTGGCGCGCCCGCCAGCCCCCACCATCACCACCGTCAGTGAAAACGTTCCTGCTCTCACAG
ATCACGGGACGCTACCGCTGCGCAACAGCATCGGAGGAGTCCAGCGAGTGACCATTACTGACGCCAGACGCCG
CACCTGCCCCTACGTTTACAAGGCCCTGGGCATAGTCTCGCCGCGCGTCCTATCGAGCCGCACTTTTTGAGCA
AGCATGTCCATCCTTATATCGCCCAGCAATAACACAGGCTGGGGCCTGCGCTTCCCAAGCAAGATGTTTGGCG
GGGCCAAGAAGCGCTCCGACCAACACCCAGTGCGCGTGCGCGGGCACTACCGCGCGCCCTGGGGCGCGCACAA
ACGCGGCCGCACTGGGCGCACCACCGTCGATGACGCCATCGACGCGGTGGTGGAGGAGGCGCGCAACTACACG
CCCACGCCGCCACCAGTGTCCACAGTGGACGCGGCCATTCAGACCGTGGTGCGCGGAGCCCGGCGCTATGCTA
AAATGAAGAGACGGCGGAGGCGCGTAGCACGTCGCCACCGCCGCCGACCCGGCACTGCCGCCCAACGCGLGGL
GGCGGCCCTGCTTAACCGCGCACGTCGCACCGGCCGACGGGCGGCCATGCGGGCCGCTCGAAGGCTGGCCGCG
GGTATTGTCACTGTGCCCCCCAGGTCCAGGCGACGAGCGGCCGCCGCAGCAGCCGCGGCCATTAGTGCTATGA
CTCAGGGTCGCAGGGGCAACGTGTATTGGGTGCGCGACTCGGTTAGCGGCCTGCGCGTGCCCGTGCGCACCCG
CCCCCCGCGCAACTAGATTGCAAGAAAAAACTACTTAGACTCGTACTGTTGTATGTATCCAGCGGCGGCGGCG
CGCAACGAAGCTATGTCCAAGCGCAAAATCAAAGAAGAGATGCTCCAGGTCATCGCGCCGGAGATCTATGGCC
CCCCGAAGAAGGAAGAGCAGGATTACAAGCCCCGAAAGCTAAAGCGGGTCAAAAAGAAAAAGARAGATGATGA
TGATGAACTTGACGACGAGGTGGAACTGCTGCACGCTACCGCGCCCAGGCGACGGGTACAGTGGARAAGGTCGA
CGCGTAAAACGTGTTTTGCGACCCGGCACCACCGTAGTCTTTACGCCCGGTGAGCGCTCCACCCGCACCTACA
AGCGCGTGTATGATGAGGTGTACGGCGACGAGGACCTGCTTGAGCAGGCCAACGAGCGCCTCGGGGAGTTTGC
CTACGGAAAGCGGCATAAGGACATGCTGGCGTTGCCGCTGGACGAGGGCAACCCAACACCTAGCCTAAAGCCC
GTAACACTGCAGCAGGTGCTGCCCGCGCTTGCACCGTCCGAAGAAAAGCGCGGCCTAAAGCGCGAGTCTGGTG
ACTTGGCACCCACCGTGCAGCTGATGGTACCCAAGCGCCAGCGACTGGAAGATGTCTTGGAAAAAATGACCGT
GGAACCTGGGCTGGAGCCCGAGGTCCGCGTGCGGCCAATCAAGCAGGTGGCGCCGGGACTGGGCGTGCAGALCC
GTGGACGTTCAGATACCCACTACCAGTAGCACCAGTATTGCCACCGCCACAGAGGGCATGGAGACACAAACGT
CCCCGGTTGCCTCAGCGGTGGCGGATGCCGCGGTGCAGGCGGTCGCTGCGGCCGCGTCCAAGACCTCTACGGA
GGTGCAAACGGACCCGTGGATGTTTCGCGTTTCAGCCCCCCGGCGCCCGCGCCGTTCGAGGAAGTACGGCGLC
GCCAGCGCGCTACTGCCCGAATATGCCCTACATCCTTCCATTGCGCCTACCCCCGGCTATCGTGGCTACACCT
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ACCGCCCCAGAAGACGAGCAACTACCCGACGCCGAACCACCACTGGAACCCGCCGCCGCCGTCGCCGTCGCCA
GCCCGTGCTGGCCCCGATTTCCGTGCGCAGGGTGGCTCGCGAAGGAGGCAGGACCCTGGTGCTGCCAACAGCG
CGCTACCACCCCAGCATCGTTTAAAAGCCGGTCTTTGTGGTTCTTGCAGATATGGCCCTCACCTGCCGCCTCC
GTTTCCCGGTGCCGGGATTCCGAGGAAGAATGCACCGTAGGAGGGGCATGGCCGGCCACGGCCTGACGGGCGG
CATGCGTCGTGCGCACCACCGGCGGCGGCGCGCGTCGCACCGTCGCATGCGCGGCGGTATCCTGCCCCTCCTT
ATTCCACTGATCGCCGCGGCGATTGGCGCCGTGCCCGGAATTGCATCCGTGGCCTTGCAGGCGCAGAGACACT
GATTAAAAACAAGTTGCATGTGGAAAAATCAAAATAAAAAGTCTGGACTCTCACGCTCGCTTGGTCCTGTAAC
TATTTTGTAGAATGGAAGACATCAACTTTGCGTCTCTGGCCCCGCGACACGGCTCGCGCCCGTTCATGGGAAA
CTGGCAAGATATCGGCACCAGCAATATGAGCGGTGGCGCCTTCAGCTGGGGCTCGCTGTGGAGCGGCATTAAA
AATTTCGGTTCCACCGTTAAGAACTATGGCAGCAAGGCCTGGAACAGCAGCACAGGCCAGATGCTGAGGGATA
AGTTGAAAGAGCAAAATTTCCAACAARARAGGTGGTAGATGGCCTGGCCTCTGGCATTAGCGGGGTGGTGGACCT
GGCCAACCAGGCAGTGCAAAATAAGATTAACAGTAAGCTTGATCCCCGCCCTCCCGTAGAGGAGCCTCCACCG
GCCGTGGAGACAGTGTCTCCAGAGGGGCGTGGCGAAAAGCGTCCGCGCCCCGACAGGGAAGAAACTCTGGTGA
CGCAAATAGACGAGCCTCCCTCGTACGAGGAGGCACTAAAGCAAGGCCTGCCCACCACCCGTCCCATCGCGCC
CATGGCTACCGGAGTGCTGGGCCAGCACACACCCGTAACGCTGGACCTGCCTCCCCCCGCCGACACCCAGCAG
AAACCTGTGCTGCCAGGCCCGACCGCCGTTGTTGTAACCCGTCCTAGCCGCGCGTCCCTGCGCCGCGCCGCCA
GCGGTCCGCGATCGTTGCGGCCCGTAGCCAGTGGCAACTGGCAAAGCACACTGAACAGCATCGTGGGTCTGGG
GGTGCAATCCCTGAAGCGCCGACGATGCTTCTGATAGCTAACGTGTCGTATGTGTGTCATGTATGCGTCCATG
TCGCCGCCAGAGGAGCTGCTGAGCCGCCGCGCGCCCGCTTTCCAAGATGGCTACCCCTTCGATGATGCCGCAG
TGGTCTTACATGCACATCTCGGGCCAGGACGCCTCGGAGTACCTGAGCCCCGGGCTGGTGCAGTTTGCCCGLG
CCACCGAGACGTACTTCAGCCTGAATAACAAGTTTAGAAACCCCACGGTGGCGCCTACGCACGACGTGACCAC
AGACCGGTCCCAGCGTTTGACGCTGCGGTTCATCCCTGTGGACCGTGAGGATACTGCGTACTCGTACAAGGCG
CGGTTCACCCTAGCTGTGGGTGATAACCGTGTGCTGGACATGGCTTCCACGTACTTTGACATCCGCGGCGTGC
TGGACAGGGGCCCTACTTTTAAGCCCTACTCTGGCACTGCCTACAACGCCCTGGCTCCCAAGGGTGCCCCAAA
TCCTTGCGAATGGGATGAAGCTGCTACTGCTCTTGAAATAAACCTAGAAGAAGAGGACGATGACAACGAAGALC
GAAGTAGACGAGCAAGCTGAGCAGCAAAAAACTCACGTATTTGGGCAGGCGCCTTATTCTGGTATAAATATTA
CAAAGGAGGGTATTCAAATAGGTGTCGAAGGTCAAACACCTAAATATGCCGATAAAACATTTCAACCTGAACC
TCAAATAGGAGAATCTCAGTGGTACGAAACAGAAATTAATCATGCAGCTGGGAGAGTCCTAAAAAAGACTACC
CCAATGAAACCATGTTACGGTTCATATGCAAAACCCACAAATGAAAATGGAGGGCAAGGCATTCTTGTAAAGC
AACAAAATGGAAAGCTAGAAAGTCAAGTGGAAATGCAATTTTTCTCAACTACTGAGGCAGCCGCAGGCAATGG
TGATAACTTGACTCCTAAAGTGGTATTGTACAGTGAAGATGTAGATATAGAAACCCCAGACACTCATATTTCT
TACATGCCCACTATTAAGGAAGGTAACTCACGAGAACTAATGGGCCAACAATCTATGCCCAACAGGCCTAATT
ACATTGCTTTTAGGGACAATTTTATTGGTCTAATGTATTACAACAGCACGGGTAATATGGGTGTTCTGGCGGG
CCAAGCATCGCAGTTGAATGCTGTTGTAGATTTGCAAGACAGAAACACAGAGCTTTCATACCAGCTTTTGCTT
GATTCCATTGGTGATAGAACCAGGTACTTTTCTATGTGGAATCAGGCTGTTGACAGCTATGATCCAGATGTTA
GAATTATTGAAAATCATGGAACTGAAGATGAACTTCCAAATTACTGCTTTCCACTGGGAGGTGTGATTAATAC
AGAGACTCTTACCAAGGTAAAACCTAAAACAGGTCAGGAAAATGGATGGGAAARAAGATGCTACAGAATTTTCA
GATAAAAATGAAATAAGAGTTGGAAATAATTTTGCCATGGAAATCAATCTAAATGCCAACCTGTGGAGAAATT
TCCTGTACTCCAACATAGCGCTGTATTTGCCCGACAAGCTAAAGTACAGTCCTTCCAACGTAAAAATTTCTGA
TAACCCAAACACCTACGACTACATGAACAAGCGAGTGGTGGCTCCCGGGCTAGTGGACTGCTACATTAACCTT
GGAGCACGCTGGTCCCTTGACTATATGGACAACGTCAACCCATTTAACCACCACCGCAATGCTGGCCTGCGCT
ACCGCTCAATGTTGCTGGGCAATGGTCGCTATGTGCCCTTCCACATCCAGGTGCCTCAGAAGTTCTTTGCCAT
TAAAAACCTCCTTCTCCTGCCGGGCTCATACACCTACGAGTGGAACTTCAGGAAGGATGTTAACATGGTTCTG
CAGAGCTCCCTAGGAAATGACCTAAGGGTTGACGGAGCCAGCATTAAGTTTGATAGCATTTGCCTTTACGCCA
CCTTCTTCCCCATGGCCCACAACACCGCCTCCACGCTTGAGGCCATGCTTAGAAACGACACCAACGACCAGTC
CTTTAACGACTATCTCTCCGCCGCCAACATGCTCTACCCTATACCCGCCAACGCTACCAACGTGCCCATATCC
ATCCCCTCCCGCAACTGGGCGGCTTTCCGCGGCTGGGCCTTCACGCGCCTTAAGACTAAGGAAACCCCATCAC
TGGGCTCGGGCTACGACCCTTATTACACCTACTCTGGCTCTATACCCTACCTAGATGGAACCTTTTACCTCAA
CCACACCTTTAAGAAGGTGGCCATTACCTTTGACTCTTCTGTCAGCTGGCCTGGCAATGACCGCCTGCTTACC
CCCAACGAGTTTGAAATTAAGCGCTCAGTTGACGGGGAGGGTTACAACGTTGCCCAGTGTAACATGACCARAAG
ACTGGTTCCTGGTACAAATGCTAGCTAACTATAACATTGGCTACCAGGGCTTCTATATCCCAGAGAGCTACAA
GGACCGCATGTACTCCTTCTTTAGAAACTTCCAGCCCATGAGCCGTCAGGTGGTGGATGATACTAAATACAAG
GACTACCAACAGGTGGGCATCCTACACCAACACAACAACTCTGGATTTGTTGGCTACCTTGCCCCCACCATGC
GCGAAGGACAGGCCTACCCTGCTAACTTCCCCTATCCGCTTATAGGCAAGACCGCAGTTGACAGCATTACCCA
GAAAAAGTTTCTTTGCGATCGCACCCTTTGGCGCATCCCATTCTCCAGTAACTTTATGTCCATGGGCGCACTC
ACAGACCTGGGCCAAAACCTTCTCTACGCCAACTCCGCCCACGCGCTAGACATGACTTTTGAGGTGGATCCCA
TGGACGAGCCCACCCTTCTTTATGTTTTGTTTGAAGTCTTTGACGTGGTCCGTGTGCACCAGCCGCACCGCGG
CGTCATCGAAACCGTGTACCTGCGCACGCCCTTCTCGGCCGGCAACGCCACAACATAAAGAAGCAAGCAACAT
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CAACAACAGCTGCCGCCATGGGCTCCAGTGAGCAGGAACTGAAAGCCATTGTCAAAGATCTTGGTTGTGGGCC
ATATTTTTTGGGCACCTATGACAAGCGCTTTCCAGGCTTTGTTTCTCCACACAAGCTCGCCTGCGCCATAGTC
AATACGGCCGGTCGCGAGACTGGGGGCGTACACTGGATGGCCTTTGCCTGGAACCCGCACTCAAAAACATGCT
ACCTCTTTGAGCCCTTTGGCTTTTCTGACCAGCGACTCAAGCAGGTTTACCAGTTTGAGTACGAGTCACTCCT
GCGCCGTAGCGCCATTGCTTCTTCCCCCGACCGCTGTATAACGCTGGAAAAGTCCACCCAAAGCGTACAGGGG
CCCAACTCGGCCGCCTGTGGACTATTCTGCTGCATGTTTCTCCACGCCTTTGCCAACTGGCCCCAAACTCCCA
TGGATCACAACCCCACCATGAACCTTATTACCGGGGTACCCAACTCCATGCTCAACAGTCCCCAGGTACAGCC
CACCCTGCGCTCGCAACCAGGAACAGCTCTACAGCTTCCTGGAGCGCCACTCGCCCTACTTCCGCAGCCACAGT
GCGCAGATTAGGAGCGCCACTTCTTTTTGTCACTTGAAAAACATGTAAAAATAATGTACTAGAGACACTTTCA
ATAAAGGCAAATGCTTTTATTTGTACACTCTCGGGTGATTATTTACCCCCACCCTTGCCGTCTGCGCCGTTTA
AAAATCAAAGGGGTTCTGCCGCGCATCGCTATGCGCCACTGGCAGGGACACGTTGCGATACTGGTGTTTAGTG
CTCCACTTAAACTCAGGCACAACCATCCGCGGCAGCTCGGTGAAGTTTTCACTCCACAGGCTGCGCACCATCA
CCAACGCGTTTAGCAGGTCGGGCGCCGATATCTTGAAGTCGCAGTTGGGGCCTCCGCCCTGCGCGCGCGAGTT
GCGATACACAGGGTTGCAGCACTGGAACACTATCAGCGCCGGGTGGTGCACGCTGGCCAGCACGCTCTTGTCG
GAGATCAGATCCGCGTCCAGGTCCTCCGCGTTGCTCAGGGCGAACGGAGTCAACTTTGGTAGCTGCCTTCCCA
AAAAGGGCGCGTGCCCAGGCTTTGAGTTGCACTCGCACCGTAGTGGCATCAAAAGGTGACCGTGCCCGGTCTG
GGCGTTAGGATACAGCGCCTGCATAAAAGCCTTGATCTGCTTAAAAGCCACCTGAGCCTTTGCGCCTTCAGAG
AAGAACATGCCGCAAGACTTGCCGGAAAACTGATTGGCCGGACAGGCCGCGTCGTGCACGCAGCACCTTGCGT
CGGTGTTGGAGATCTGCACCACATTTCGGCCCCACCGGTTCTTCACGATCTTGGCCTTGCTAGACTGCTCCTT
CAGCGCGCGCTGCCCGTTTTCGCTCGTCACATCCATTTCAATCACGTGCTCCTTATTTATCATAATGCTTCCG
TGTAGACACTTAAGCTCGCCTTCGATCTCAGCGCAGCGGTGCAGCCACAACGCGCAGCCCGTGGGCTCGTGAT
GCTTGTAGGTCACCTCTGCAAACGACTGCAGGTACGCCTGCAGGAATCGCCCCATCATCGTCACAAAGGTCTT
GTTGCTGGTGAAGGTCAGCTGCAACCCGCGGTGCTCCTCGTTCAGCCAGGTCTTGCATACGGCCGCCAGAGCT
TCCACTTGGTCAGGCAGTAGTTTGAAGTTCGCCTTTAGATCGTTATCCACGTGGTACTTGTCCATCAGCGCGC
GCGCAGCCTCCATGCCCTTCTCCCACGCAGACACGATCGGCACACTCAGCGGGTTCATCACCGTAATTTCACT
TTCCGCTTCGCTGGGCTCTTCCTCTTCCTCTTGCGTCCGCATACCACGCGCCACTGGGTCGTCTTCATTCAGC
CGCCGCACTGTGCGCTTACCTCCTTTGCCATGCTTGATTAGCACCGGTGGGTTGCTGAAACCCACCATTTGTA
GCGCCACATCTTCTCTTTCTTCCTCGCTGTCCACGATTACCTCTGGTGATGGCGGGCGCTCGGGCTTGGGAGA
AGGGCGCTTCTTTTTCTTCTTGGGCGCAATGGCCAAATCCGCCGCCGAGGTCGATGGCCGCGGGCTGGGTGTG
CGCGGCACCAGCGCGTCTTGTGATGAGTCTTCCTCGTCCTCGGACTCGATACGCCGCCTCATCCGCTTTTTTG
GGGGCGCCCGGGGAGGCGGCGGCGACGGGGACGGGGACGACACGTCCTCCATGGTTGGGGGACGTCGCGCLGL
ACCGCGTCCGCGLCTCGGGGGTGGTTTCGCGCTGCTCCTCTTCCCGACTGGCCATTTCCTTCTCCTATAGGCAG
AAAAAGATCATGGAGTCAGTCGAGAAGAAGGACAGCCTAACCGCCCCCTCTGAGTTCGCCACCACCGCCTCCA
CCGATGCCGCCAACGCGCCTACCACCTTCCCCGTCGAGGCACCCCCGCTTGAGGAGGAGGAAGTGATTATCGA
GCAGGACCCAGGTTTTGTAAGCGAAGACGACGAGGACCGCTCAGTACCAACAGAGGATAAAAAGCAAGACCAG
GACAACGCAGAGGCAAACGAGGAACAAGTCGGGCGGGGGGACGAAAGGCATGGCGACTACCTAGATGTGGGAG
ACGACGTGCTGTTGAAGCATCTGCAGCGCCAGTGCGCCATTATCTGCGACGCCGTTGCAAGAGCGCAGCGATGT
GCCCCTCGCCATAGCGGATGTCAGCCTTGCCTACGAACGCCACCTATTCTCACCGCGCGTACCCCCCAAALGC
CAAGAAAACGGCACATGCGAGCCCAACCCGCGCCTCAACTTCTACCCCGTATTTGCCGTGCCAGAGGTGCTTG
CCACCTATCACATCTTTTTCCAAAACTGCAAGATACCCCTATCCTGCCGTGCCAACCGCAGCCGAGCGGACAA
GCAGCTGGCCTTGCGGCAGGGCGCTGTCATACCTGATATCGCCTCGCTCAACGAAGTGCCAAAAATCTTTGAG
GGTCTTGGACGCGACGAGAAGCGCGCGGCAAACGCTCTGCAACAGGAAAACAGCGAAAATGAAAGTCACTCTG
GAGTGTTGGTGGAACTCGAGGGTGACAACGCGCGCCTAGCCGTACTAAAACGCAGCATCGAGGTCACCCACTT
TGCCTACCCGGCACTTAACCTACCCCCCAAGGTCATGAGCACAGTCATGAGTGAGCTGATCGTGCGCCGTGCG
CAGCCCCTGGAGAGGGATGCAAATTTGCAAGAACAAACAGAGGAGGGCCTACCCGCAGTTGGCGACGAGCAGLC
TAGCGCGCTGGCTTCAAACGCGCGAGCCTGCCGACTTGGAGGAGCGACGCAAACTAATGATGGCCGCAGTGCT
CGTTACCCTGGAGCTTGAGTGCATGCAGCGGTTCTTTGCTGACCCGGAGATGCAGCGCAAGCTAGAGGAAACA
TTGCACTACACCTTTCGACAGGGCTACGTACGCCAGGCCTGCAAGATCTCCAACGTGGAGCTCTGCAACCTGG
TCTCCTACCTTGGAATTTTGCACGAAAACCGCCTTGGGCAAAACGTGCTTCATTCCACGCTCAAGGGCGAGGC
GCGCCGCGACTACGTCCGCGACTGCGTTTACTTATTTCTATGCTACACCTGGCAGACGGCCATGGGCGTTTGG
CAGCAGTGCTTGGAGGAGTGCAACCTCAAGGAGCTGCAGAAACTGCTAAAGCAAAACTTGAAGGACCTATGGA
CGGCCTTCAACGAGCGCTCCGTGGCCGCGCACCTGGCGGACATCATTTTCCCCGAACGCCTGCTTAAAACCCT
GCAACAGGGTCTIGCCAGACTTCACCAGTCAAAGCATGTTGCAGAACTTTAGGAACTTTATCCTAGAGCGCTCA
GGAATCTTGCCCGCCACCTGCTGTGCACTTCCTAGCGACTTTGTGCCCATTAAGTACCGCGAATGCCCTCCGC
CGCTTTGGGGCCACTGCTACCTTCTGCAGCTAGCCAACTACCTTGCCTACCACTCTGACATAATGGAAGACGT
GAGCGGTGACGGTCTACTGGAGTGTCACTGTCGCTGCAACCTATGCACCCCGCACCGCTCCCTGGTTTGCAAT
TCGCAGCTGCTTAACGAAAGTCAAATTATCGGTACCTTTGAGCTGCAGGGTCCCTCGCCTGACGAAAAGTCCG
CGGCTCCGGGGTTGAAACTCACTCCGGGGCTGTGGACGTCGGCTTACCTTCGCAAATTTGTACCTGAGGACTA
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CCACGCCCACGAGATTAGGTTCTACGAAGACCAATCCCGCCCGCCTAATGCGGAGCTTACCGCCTGCGTCATT
ACCCAGGGCCACATTCTTGGCCAATTGCAAGCCATCAACAAAGCCCGCCAAGAGTTTCTGCTACGAAAGGGAC
GGGGGGTTTACTTGGACCCCCAGTCCGGCGAGGAGCTCAACCCAATCCCCCCGCCGCCGCAGCCCTATCAGCA
GCAGCCGCGGGCCCTTGCTTCCCAGGATGGCACCCAAAAAGAAGCTGCAGCTGCCGCCGCCACCCACGGACGA
GGAGGAATACTGGGACAGTCAGGCAGAGGAGGTTTTGGACGAGGAGGAGGAGGACATGATGGAAGACTGGGAG
AGCCTAGACGAGGAAGCTTCCGAGGTCGAAGAGGTGTCAGACGAAACACCGTCACCCTCGGTCGCATTCCCCT
CGCCGGCGCCCCAGAAATCGGCAACCGGTTCCAGCATGGCTACAACCTCCGCTCCTCAGGCGCCGCCGGCACLCT
GCCCGTTCCCCGACCCAACCGTAGATGGGACACCACTGGAACCAGGGCCGGTAAGTCCAAGCAGCCGLCGLCG
TTAGCCCAAGAGCAACAACAGCGCCAAGGCTACCGCTCATGGCGCGGGCACAAGAACGCCATAGTTGCTTGCT
TGCAAGACTGTGGGGGCAACATCTCCTTCGCCCGCCGCTTTCTTCTCTACCATCACGGCGTGGCCTTCCCCCG
TAACATCCTGCATTACTACCGTCATCTCTACAGCCCATACTGCACCGGCGGCAGCGGCAGCAACAGCAGCGGL
CACACAGAAGCAAAGGCGACCGGATAGCAAGACTCTGACAAAGCCCAAGAAATCCACAGCGGCGGCAGCAGCA
GGAGGAGGAGCGCTGCGTCTGGCGCCCAACGAACCCGTATCGACCCGCGAGCTTAGAAACAGGATTTTTCCCA
CTCTGTATGCTATATTTCAACAGAGCAGGGGCCAAGAACAAGAGCTGAAAATAAAAAACAGGTCTCTGCGATC
CCTCACCCGCAGCTGCCTGTATCACAAAAGCGAAGATCAGCTTCGGCGCACGCTGGAAGACGCGGAGGCTCTC
TTCAGTAAATACTGCGCGCTGACTCTTAAGGACTAGTTTCGCGCCCTTTCTCAAATTTAAGCGCGAAAACTACLC
GTCATCTCCAGCGGCCACACCCGGCGCCAGCACCTGTTGTCAGCGCCATTATGAGCAAGGAAATTCCCACGCC
CTACATGTGCGAGTTACCAGCCACAAATGGGACTTGCGGCTGGAGCTGCCCAAGACTACTCAACCCGAATAAAC
TACATGAGCGCGGGACCCCACATGATATCCCGGGTCAACGGAATACGCGCCCACCGAAACCGAATTCTCCTGG
AACAGGCGGCTATTACCACCACACCTCGTAATAACCTTAATCCCCGTAGTTGGCCCGCTGCCCTGGTGTACCA
GGAAAGTCCCGCTCCCACCACTGTGGTACTTCCCAGAGACGCCCAGGCCGAAGTTCAGATGACTAACTCAGGG
GCGCAGCTTGCGGGCGGCTTTCGTCACAGGGTGCGGTCGCCCGGGCAGGGTATAACTCACCTGACAATCAGAG
GGCGAGGTATTCAGCTCAACGACGAGTCGGTGAGCTCCTCGCTTGGTCTCCGTCCGGACGGGACATTTCAGAT
CGGCGGCGCCGGCCGCTCTTCATTCACGCCTCGTCAGGCAATCCTAACTCTGCAGACCTCGTCCTCTGAGCCG
CGCTCTGGAGGCATTGGAACTCTGCAATTTATTGAGGAGTTTGTGCCATCGGTCTACTTTAACCCCTTCTCGG
GACCTCCCGGCCACTATCCGGATCAATTTATTCCTAACTTTGACGCGGTAAAGGACTCGGCGGACGGCTACGA
CTGAATGTTAAGTGGAGAGGCAGAGCAACTGCGCCTGAAACACCTGGTCCACTGTCGCCGCCACAAGTGCTTT
GCCCGCGACTCCGGTGAGTTTTGCTACTTTGAATTGCCCGAGGATCATATCGAGGGCCCGGCGCACGGCGTCC
GGCTTACCGCCCAGGGAGAGCTTGCCCGTAGCCTGATTCGGGAGTTTACCCAGCGCCCCCTGCTAGTTGAGCG
GGACAGGGGACCCTGTGTTCTCACTGTGATTTGCAACTGTCCTAACCCTGGATTACATCAAGATCCTCTAGTT
AATGTCAGGTCGCCTAAGTCGATTAACTAGAGTACCCGGGGATCTTATTCCCTTTAACTAATAAAAAAAAATA
ATAAAGCATCACTTACTTAAAATCAGTTAGCAAATTTCTGTCCAGTTTATTCAGCAGCACCTCCTTGCCCTCC
TCCCAGCTCTGGTATTGCAGCTTCCTCCTGGCTGCAAACTTTCTCCACAATCTAAATGGAATGTCAGTTTCCT
CCTGTTCCTGTCCATCCGCACCCACTATCTTCATGTTGTTGCAGATGAAGCGCGCAAGACCGTCTGAAGATACLC
CTTCAACCCCGTGTATCCATATGACACGGAAACCGGTCCTCCAACTGTGCCTTTTCTTACTCCTCCCTTTGTA
TCCCCCAATGGGTTTCAAGAGAGTCCCCCTGGGGTACTCTCTTTGCGCCTATCCGAACCTCTAGTTACCTCCA
ATGGCATGCTTGCGCTCAAAATGCGCAACGGCCTCTCTCTGGACGAGGCCGGCAACCTTACCTCCCAAAATGT
AACCACTGTGAGCCCACCTCTCAAAAAAACCAAGTCAAACATAAACCTGGAAATATCTGCACCCCTCACAGTT
ACCTCAGAAGCCCTAACTGTGGCTGCCGCCGCACCTCTAATGGTCGCGGGCAACACACTCACCATGCAATCAC
AGGCCCCGCTAACCGTGCACGACTCCAAACTTAGCATTGCCACCCAAGGACCCCTCACAGTGTCAGAAGGAAA
GCTAGCCCTGCAAACATCAGGCCCCCTCACCACCACCGATAGCAGTACCCTTACTATCACTGCCTCACCCCCT
CTAACTACTGCCACTGGTAGCTTGGGCATTGACTTGAAAGAGCCCATTTATACACAAAATGGAAAACTAGGAC
TAAAGTACGGGGCTCCTTTGCATGTAACAGACGACCTAAACACTTTGACCGTAGCAACTGGTCCAGGTGTGAC
TATTAATAATACTTCCTTGCAAACTAAAGTTACTGGAGCCTTGGGTTTTGATTCACAAGGCAATATGCAACTT
AATGTAGCAGGAGGACTAAGGATTGATTCTCAAAACAGACGCCTTATACTTGATGTTAGTTATCCGTTTGATG
CTCAAAACCAACTAAATCTAAGACTAGGACAGGGCCCTCTTTTTATAAACTCAGCCCACAACTTGGATATTAA
CTACAACAAAGGCCTTTACTTGTTTACAGCTTCAAACAATTCCAAAAAGCTTGAGGTTAACCTAAGCACTGCC
AAGGGGTTGATGTTTGACGCTACAGCCATAGCCATTAATGCAGGAGATGGGCTTGAATTTGGTTCACCTAATG
CACCAAACACAAATCCCCTCAAAACAAAAATTGGCCATGGCCTAGAATTTGATTCAAACAAGGCTATGGTTCC
TAAACTAGGAACTGGCCTTAGTTTTGACAGCACAGGTGCCATTACAGTAGGAAACAAAAATAATGATAAGCTA
ACTTTGTGGACCACACCAGCTCCATCTCCTAACTGTAGACTAAATGCAGAGAAAGATGCTAAACTCACTTTGG
TCTTAACAAAATGTGGCAGTCAAATACTTGCTACAGTTTCAGTTTTGGCTGTTAAAGGCAGTTTGGCTCCAAT
ATCTGGAACAGTTCAAAGTGCTCATCTITATTATAAGATTTGACGAAAATGGAGTGCTACTAAACAATTCCTTC
CTGGACCCAGAATATTGGAACTTTAGAAATGGAGATCTTACTGAAGGCACAGCCTATACAAACGCTGTTGGAT
TTATGCCTAACCTATCAGCTTATCCAAAATCTCACGGTAAAACTGCCAAAAGTAACATTGTCAGTCAAGTTTA
CTTAAACGGAGACAAAACTAAACCTGTAACACTAACCATTACACTAAACGGTACACAGGAAACAGGAGACACA
ACTCCAAGTGCATACTCTATGTCATTTTCATGGGACTGGTCTGGCCACAACTACATTAATGAAATATTTGCCA
CATCCTCTTACACTTTTTCATACATTGCCCAAGAATAAAGAATCGTTTGTGTTATGTTTCAACGTGTTTATTT
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TTCAATTGCAGAAAATTTCAAGTCATTTTTCATTCAGTAGTATAGCCCCACCACCACATAGCTTATACAGATC
ACCGTACCTTAATCAAACTCACAGAACCCTAGTATTCAACCTGCCACCTCCCTCCCAACACACAGAGTACACA
GTCCTTTCTCCCCGGCTGGCCTTAAAAAGCATCATATCATGGGTAACAGACATATTCTTAGGTGTTATATTCC
ACACGGTTTCCTGTCGAGCCAAACGCTCATCAGTGATATTAATAAACTCCCCGGGCAGCTCACTTAAGTTCAT
GTCGCTGTCCAGCTGCTGAGCCACAGGCTGCTGTCCAACTTGCGGTTGCTTAACGGGCGGCGAAGGAGAAGTC
CACGCCTACATGGGGGTAGAGTCATAATCGTGCATCAGGATAGGGCGGTGGTGCTGCAGCAGCGCGCGAATAA
ACTGCTGCCGCCGCCGCTCCGTCCTGCAGGAATACAACATGGCAGTGGTCTCCTCAGCGATGATTCGCACCGC
CCGCAGCATAAGGCGCCTTGTCCTCCGGGCACAGCAGCGCACCCTGATCTCACTTAAATCAGCACAGTAACTG
CAGCACAGCACCACAATATTGTTCAAAATCCCACAGTGCAAGGCGCTGTATCCAAAGCTCATGGCGGGGACCA
CAGAACCCACGTGGCCATCATACCACAAGCGCAGGTAGATTAAGTGGCGACCCCTCATAAACACGCTGGACAT
AAACATTACCTCTTTTGGCATGTTGTAATTCACCACCTCCCGGTACCATATAAACCTCTGATTAAACATGGCG
CCATCCACCACCATCCTAAACCAGCTGGCCAAAACCTGCCCGCCGGCTATACACTGCAGGGAACCGGGALTGG
AACAATGACAGTGGAGAGCCCAGGACTCGTAACCATGGATCATCATGCTCGTCATGATATCAATGTTGGCACA
ACACAGGCACACGTGCATACACTTCCTCAGGATTACAAGCTCCTCCCGCGTTAGAACCATATCCCAGGGAACA
ACCCATTCCTGAATCAGCGTAAATCCCACACTGCAGGGAAGACCTCGCACGTAACTCACGTTGTGCATTGTCA
AAGTGTTACATTCGGGCAGCAGCGGATGATCCTCCAGTATGGTAGCGCGGGTTTCTGTCTCAAAAGGAGGTAG
ACGATCCCTACTGTACGGAGTGCGCCGAGACAACCGAGATCGTGTTGGTCGTAGTGTCATGCCAAATGGAACG
CCGGACGTAGTCATATTTCCTGAAGCAAAACCAGGTGCGGGCGTGACAAACAGATCTGCGTCTCCGGTCTCGC
CGCTTAGATCGCTCTGTGTAGTAGTTGTAGTATATCCACTCTCTCAAAGCATCCAGGCGCCCCCTGGCTTCGG
GTTCTATGTAAACTCCTTCATGCGCCGCTGCCCTGATAACATCCACCACCGCAGAATAAGCCACACCCAGCCA
ACCTACACATTCGTTCTGCGAGTCACACACGGGAGGAGCGGGAAGAGCTGGAAGAACCATGTTTTTTTTTTTA
TTCCAAAAGATTATCCAAAACCTCAAAATGAAGATCTATTAAGTGAACGCGCTCCCCTCCGGTGGCGTGGTCA
AACTCTACAGCCAAAGAACAGATAATGGCATTTGTAAGATGTTGCACAATGGCTTCCAAAAGGCAAACGGCCC
TCACGTCCAAGTGGACGTAAAGGCTAAACCCTTCAGGGTGAATCTCCTCTATAAACATTCCAGCACCTTCAAC
CATGCCCAAATAATTCTCATCTCGCCACCTTCTCAATATATCTCTAAGCAAATCCCGAATATTAAGTCCGGCC
ATTGTAAAAATCTGCTCCAGAGCGCCCTCCACCTTCAGCCTCAAGCAGCGAATCATGATTGCAAAAATTCAGG
TTCCTCACAGACCTGTATAAGATTCAAAAGCGGAACATTAACAAAAATACCGCGATCCCGTAGGTCCCTTCGC
AGGGCCAGCTGAACATAATCGTGCAGGTCTGCACGGACCAGCGCGGCCACTTCCCCGCCAGGAACCATGACAA
AAGAACCCACACTGATTATGACACGCATACTCGGAGCTATGCTAACCAGCGTAGCCCCGATGTAAGCTTGTTG
CATGGGCGGCGATATAAAATGCAAGGTGCTGCTCAAAAAATCAGGCAAAGCCTCGCGCAAAAAAGAAAGCACA
TCGTAGTCATGCTCATGCAGATAAAGGCAGGTAAGCTCCGGAACCACCACAGAAAAAGACACCATTTTTCTCT
CAAACATGTCTGCGGGTTTCTGCATAAACACAAAATAAAATAACAAAAAAACATTTAAACATTAGAAGCCTGT
CTTACAACAGGAAAAACAACCCTTATAAGCATAAGACGGACTACGGCCATGCCGGCGTGACCGTAAAAAAACT
GGTCACCGTGATTAAAAAGCACCACCGACAGCTCCTCGGTCATGTCCGGAGTCATAATGTAAGACTCGGTAAA
CACATCAGGTTGATTCACATCGGTCAGTGCTAAAAAGCGACCGAAATAGCCCGGGGGAATACATACCCGCAGG
CGTAGAGACAACATTACAGCCCCCATAGGAGGTATAACAAAATTAATAGGAGAGAAAAACACATAAACACCTG
AAAAACCCTCCTGCCTAGGCAARAATAGCACCCTCCCGCTCCAGAACAACATACAGCGCTTCCACAGCGGCAGC
CATAACAGTCAGCCTTACCAGTAAAAAAGAAAACCTATTAAAAAAACACCACTCGACACGGCACCAGCTCAAT
CAGTCACAGTGTAAAAAAGGGCCAAGTGCAGAGCGAGTATATATAGGACTAAAAAATGACGTAACGGTTAAAG
TCCACAAAAAACACCCAGAAAACCGCACGCGAACCTACGCCCAGAAACGAAAGCCAAAAAACCCACAACTTCC
TCAAATCGTCACTTCCGTTTTCCCACGTTACGTCACTTCCCATTTTAAGAAAACTACAATTCCCAACACATAC
AAGTTACTCCGCCCTAAAACCTACGTCACCCGCCCCGTTCCCACGCCCCGCGCCACGTCACAAACTCCACCCC
CTCATTATCATATTGGCTTCAATCCAAAATAAGGTATATTATTGATGAT (SEQ. ID. NO:3).

SEQ. ID. NO: 4

CGGACACACAAAAAGAAAGAAGGTTTTTTGATCTTTATTGTGTGCGAATAACTATGAGGAAGATTAATAATTT
TCCTCTCATTGACACTTACATTAAGATTAAGATTCTCATTGATCTGTTACTTACTCTGAGGATAATAATTGGT
GTTCAGAAGTACCCCATTCCCCAGTGGGGGCAAAGACAGTCCAAAAGACTCAACTTGTCCTATTCAACTAATC
TGTTTTGTCTCAGTAGTTCACATATTGATCATACCCAGGAGTTGGACCTAATTCCAAAGCTTAGAGTGGGACC
TAGTGTATCCTCGGGGCTGTAATATAATCAGCCATTTAACACATAACAAGCCCTACTGTTTTCTTGTTTTGCC
GTGCATTTAGAATAAGAGACAACTTAAACCTCCGATTCGGCAACACAGGGAATAATCTCACCAGACCCGGCAG
TGTCTTCAGGCTTCATAGCCCCAAGATGGAGAGTCGGGCCCACAAAGCATGGATGACGCACACCGCATCAGGT
TTCGAAACAGATTACCATAAGATTTTAACAGCAGGATTGTCAGTCCAACAAGGCATTGTGAGACAACGGGTCA
TTCAAGTCCACCAGGTTACAAACCTAGAAGAAATATGCCAATTGATCATTCAAGCCTTTGAAGCTGGTGTTGA
TTTTCAAGAGAGTGCAGACAGTTTCTTGCTGATGCTATGTTTACATCATGCTTATCAGGGTGACTACAAGCAA
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TTCTTGGAAAGCAATGCAGTCAAGTACCTTGAGGGTCATGGCTTTCGCTTTGAGGTCAGGAAAAAGGAAGGAG
TCAAGCGACTCGAAGAATTGCTTCCTGCTGCATCCAGTGGCAAGAGCATCAGGAGAACACTGGCTGCAATGCC
TGAAGAGGAGACAACAGAAGCAAATGCCGGACAGTTCCTCTCTTTTGCTAGCTTATTTCTTCCTAAGCTAGTT
GTCGGAGAAAAAGCCTGTCTAGAAAAGGTGCAGCGGCAAATTCAAGTTCATTCTGAGCAGGGATTGATCCAAT
ACCCCACAGCCTGGCAGTCAGTTGGACACATGATGGTCATTTTCAGACTGATGAGAACAAATTTTCTAATTAA
GTTCCTCCTTATACATCAAGGGATGCATATGGTAGCAGGACACGATGCTAACGATGCTGTCATCGCAAACTCT
GTAGCTCAAGCACGTTTTTCAGGATTATTGATCGTTAAAACAGTGCTAGATCACATCCTTCAGAAAACAGAGC
ACGGAGTGCGICTTCATCCTTTGGCAAGAACTGCTAAGGTCAAGAACGAAGTAAATTCCTTTAAGGCTGCCCT
TAGCTCGCTAGCACAACATGGAGAGTATGCTCCTTTTGCTCGCTTGCTGAATCTTTCTGGAGTCAACAATCTC
GAGCACGGACTGTTTCCTCAGCTTTCTGCAATTGCCCTAGGTGTCGCAACGGCACACGGCAGTACCCTGGCAG
GAGTAAATGTGGGGGAACAGTATCAGCAACTACGAGAAGCAGCCACTGAGGCAGAAAAACAATTGCAGAAATA
CGCTGAATCTCGCGAGCTTGACCATCTAGGTCTCGATGATCAAGAGAAGAAGATCTTGAAAGACTTCCATCAG
AAGAAAAATGAAATCAGCTTCCAGCAGACAACAGCCATGGTCACACTACGGAAGGAAAGGCTAGCCAAGCTCA
CTGAGGCAATCACCTCCACATCCCTTCTCAAGACAGGAAAACAGTATGATGATGACAACGATATCCCCTTTCC
TGGGCCCATCAATGATAACGAAAACTCAGAACAGCAAGACGATGATCCAACAGATTCTCAGGACACTACCATC
CCTGATATCATTGTTGACCCGGATGATGGCAGATACAACAATTATGGAGACTATCCTAGTGAGACGGCGAATG
CCCCTGAAGACCTTGTTCTTTTTGACCTTGAAGATGGTGACGAGGATGATCACCGACCGTCAAGTTCATCAGA
GAACAACAACAAACACAGTCTTACAGGAACTGACAGTAACAAAACAAGTAACTGGAATCGAAACCCGACTAAT
ATGCCAAAGAAAGACTCCACACAAAACAATGACAATCCTGCACAGCGGGCTCAAGAATACGCCAGGGATAACA
TCCAGGATACACCAACACCCCATCGAGCTCTAACTCCCATCAGCGAAGAAACCGGCTCCAATGGTCACAATGA
AGATGACATTGATAGCATCCCTCCTTTGGAATCAGACGAAGAAAACAACACTGAGACAACCATTACCACCACA
AAAAATACCACTGCTCCACCAGCACCTGTTTATCGGAGTAATTCAGAAAAGGAGCCCCTCCCGCAAGAAAAAT
CCCAGAAGCAACCAAACCAAGTGAGTGGTAGTGAGAATACCGACAATAAACCTCACTCAGAGCAATCAGTGGA
AGAAATGTATCGACACATCCTCCAAACACAAGGACCATTTGATGCCATCCTATACTATTACATGATGACGGAG
GAGCCGATTGTCTITTAGCACTAGTGATGGGAAAGAATACGTATACCCTGATTCTCTTGAAGGGGAGCATCCAC
CGTGGCTCAGTGAAAAAGAGGCCTTGAATGAGGACAATAGGTTTATCACAATGGATGATCAACAATTCTACTG
GCCTGTAATGAATCACAGGAACAAATTCATGGCTATCCTTCAGCACCACAAGTAATTTCTTCATAATGACAGA
TCATTGTAAGGTTATTACCACCATCCCTGCAACAAAGCATGAAAACCACACTCAACAACGCCCTACCACAGGA
TACCTTGGAGACCATACACCAAGATCAGCAGCTGTGCAACCACCCCCATGCGAATCCACCACCACAACCACCA
AACAATAATCCCAAGACCAAACCGCACACATCCAGATCAACCCAAACCCTCAAACACCACCCCACTCCGCGAT
CCCAGACCAAACTCCGCCCCAGACAAGCACCCCACCCATCCCAGAAACCGCACGGCCGAGAATCGATCCCCAG
CATTCAAAATGCGTTATTAAGAAAAAACATATGATGAAGATTAAAACCTTCATCAACATTGCACAGACTTTGA
TCCTTAGGAGTTTATTCTAGCTATCTACAAAACGGGTCCAAAACGGAATGATTTCCACTAGGGCTGCAGCAAT
CAATGATCCTTCATTACCAATCAGAAACCAGTGTACACGTGGCCCTGAACTATCAGGATGGATCTCCGAACAA
TTAATGACAGGCAAAATTCCGGTACATGAAATCTTCAACGACACTGAGCCCCACATAAGCTCAGGGTCCGACLCT
GCCTTCCCAGACCCAAAAACACGGCCCCCCGGACTCGCAACACCCAGACACAGACCGATCCGGTTTGCAATCA
CAATTTTGAAGACGTTACACAAGCACTAACATCATTAACCAATGTCATACAAAAACAGGCTCTTAACTTAGAG
TCTCTCGAACAACGCATCATAGATCTAGAGAATGGCTTAAAGCCAATGTATGACATGGCTAAAGTCATTTCTG
CATTGAATAGATCTTGTGCTGAGATGGTAGCAAAATATGATCTCCTGGTGATGACAACTGGCCGCGCAACCGC
CACCGCCGCTGCAACTGAGGCTTATTGGGAGGAACATGGACAACCACCACCTGGACCATCACTTTATGAAGAG
AGTGCGATTAGAGGCAAGATTAACAAGCAAGAGGATAAAGTACCTAAGGAAGTTCAAGAAGCTTTTCGTAATC
TGGACAGTACCAGCTCACTAACAGAAGAGAACTTTGGCAAGCCAGATATATCTGCAAAGGACCTACGAGACAT
CATGTATGACCACCTACCAGGCTTCGGTACGGCTTTTCACCAACTGGTCCAGGTAATTTGCAAGCTAGGAAAA
GACAATTCTGCATTGGACATTATTCATGCTGAGTTCCAAGCCAGCCTTGCTGAAGGTGATTCTCCCCAATGTG
CCCTGATCCAAATAACAAAACGGATCCCCATCTTCCAGGATGCCACTCCGCCCACAATTCACATCCGCTCTCG
TGGTGACATCCCACGTGCCTGCCAAAAAAGTCTCCGTCCAGTTCCTCCATCACCAAAAATAGACAGAGGTTGG
GTTTGCATTTTCCAATTGCAGGACGGGAAGACACTTGGGCTCAAGATATAGGGTCCCCCAGTCAAAGACACGT
GCGGTCCCATCCTCCCTCACCTTCAGACATCAACGCATGGCAGTCCCAAACACCGGTGAGGGAGGCGCCLCGGL
GACAACACATGATGATAGGCTGATCTTCGGGATAAGAGACATGAAAAACCAAAAAGCCGTTTACATCCAGATC
CAAGATCAAGAGTGGCTTGGAAATAAGGGGCACTTGTTCTTTGTCTCAAAGGACTTACAAAAACAAGGGTGAT
GAAGATTAAGAAAAAGCCTCCTTCAGTTGCAAGGAGCTAATTCTTAAAACTTCATCTAGACTAAGGATAAATC
GATTCCAATCACGATGAGGAGAATCATCCTACCCACGGCACCACCTGAATACATGGAGGCTGTTTACCCAATG
AGAACAATGAATTCTGGTGCAGACAACACTGCCAGTGGCCCTAATTACACAACAACTGGTGTGATGACAAATG
ATACTCCCTCTAATTCACTCCGACCAGTTGCAGATGATAATATTGATCATCCGAGCCACACGCCTAACAGTGT
TGCCTCTGCATTTATATTGGAAGCTATGGTGAATGTAATATCTGGCCCGAAAGTGCTGATGAAGCAAATCCCA
ATCTGGCTTCCTCTGGGTGTCTCTGACCAGAAGACATATAGCTTTGATTCAACCACTGCTGCCATTATGCTAG
CATCATATACCATCACTCATTTTGGCAAAACCTCAAATCCCCTTGTGAGAATCAACCGACTTGGTCCTGGCAT
ACCTGATCACCCACTACGACTCCTAAGAATAGGAAATCAAGCCTTCCTACAAGAGTTTGTGCTACCTCCTGTA
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CAACTGCCACAATACTTCACTTTTGATCTGACAGCGCTGAAGCTGATCACCCAGCCACTCCCAGCGGCAACCT
GGACAGATGAAACTCCAGCTGTGTCAACTGGCACGCTCCGCCCAGGGATCTCATTCCATCCCAAATTAAGGCC
TATCCTGCTACCAGGAAGAGCTGGAAAGAAGGGCTCCAACTCCGATCTAACATCTCCTGACAAAATCCAGGCT
ATAATGAATTTCCTACAAGACCTCAAAATTGTACCAATCGATCCAACCAAGAATATCATGGGTATTGAAGTGC
CAGAACTCCTGGTTCACAGGCTGACTGGGAAGAAGACAACTACCAAGAATGGTCAACCAATCATTCCAATTCT
GCTACCAAAGTACATTGGTCTTGATCCTCTATCTCAAGGTGATCTCACAATGGTGATCACTCAGGACTGTGAT
TCCTGCCACTCCCCGGCCAGTCTTCCCCCAGTCAATGAAAAATGACCATGAGACTCAACATCACACTGCCAGA
GCACCTCACCGCAAGTCTATACAACAATCAACCCCGGCATCTACAACCTGCAAAAACCAGCCCATCTGATACT
CCTGGCATCGGGGGCAAGACAAGGCAGCCAAGCAGCAGCCCCCGAGCCGAGCCCAAACCCATTACACCCGAGC
CCAACACCCATCCAGCAACCCACAACCGTCAAACGCACAGATGGACAAGCAAAGAACATCAAGCCAGGAGCAA
CACAGACCCCAAGTCTAAGCTGATCAACCCCTCCCGCAATCCCACCAACGCCAGCAAAAATCCCCCAACTCGA
TACCAACCCCAAGCAAATCAGCTCAAACCGTCTATCTCTCCCCGCTTCACTCCACACCCCAGATTCAGCAAAL
GATCAACGCACTTCTTATGCCACAGCTTATATTAAGAAAAAGAACTTGATGAAGATTAAGGCAACCAGTGGTG
CTATCTTCATCTICTTTGATTTGAGTCTTAAGTGAATACACAGGTTCTAATACTGTTCTTCTGTCCAACGGTAT
AATTCAGCCAGGCCTAAGACAGTAGCTAATCACAGTCATCATGGGAGCGTCAGGGATTCTGCAATTGCCCCGT
GAGCGCTTCAGGAAAACATCTTTCTTTGTTTGGGTAATAATCCTATTCCATAAAGTCTTTTCAATCCCGTTGG
GGGTTGTACACAACAATACCCTACAAGTGAGTGATATTGACAAGTTTGTGTGCCGAGACAAACTCTCTTCAAC
TAGCCAATTGAAGTCAGTCGGGTTGAACTTGGAGGGCAATGGAGTAGCAACTGATGTACCAACGGCAACCAAA
AGATGGGGTTTITCGAGCTGGTGTTCCACCAAAGGTGGTAAATTGCGAAGCTGGAGAATGGGCTGAGAACTGTT
ATAACCTGGCTATAAAGAAAGTTGATGGTAGTGAGTGCCTACCAGAAGCCCCTGAGGGAGTGAGGGATTTTCC
CCGTTGCCGCTATGTACACAAAGTCTCAGGAACTGGACCATGCCCAGGAGGACTCGCCTTTCACAAAGAAGGA
GCCTTCTTCCTGTATGACCGACTCGCATCAACAATCATTTATCGGGGTACAACCTTTGCCGAAGGAGTTATTG
CATTTCTGATCTTGCCTAAGGCGCGAAAGGATTTTTTCCAGTCTCCTCCATTGCATGAGCCTGCCAACATGAC
CACGGATCCCTCCAGTTACTATCACACGACAACAATAAACTACGTGGTTGATAATTTTGGAACCAACACCACA
GAGTTTCIGTTCCAAGTCGATCATTTGACGTATGTGCAGCTCGAGGCAAGATTCACACCACAATTCCTTGTCC
TCCTAAATGAAACCATCTACTCTGATAACCGCAGAAGTAACACAACAGGAAAACTAATCTGGAAAATAAATCC
CACTGTTGATACCAGCATGGGTGAGTGGGCTTTCTGGGAAAATAAAAAAACTTCACAAAAACCCTTTCAAGTG
AAGAGTTGTCTTTCGTACCTGTACCAGAAACCCAGAACCAGGTCCTTGACACGACAGCGACGGTCTCTCCTCC
CATCTCCGCCCACAACCACGCAGCCGAAGACCACAAAGAATTGGTTTCAGAGGATTCCACTCCAGTGGTTCAG
ATGCAAAACATCAAGGGAAAGGACACAATGCCAACCACAGTGACGGGTGTACCAACAACCACACCCTCTCCAT
TTCCAATCAATGCTCGCAACACTGATCATACCAAATCATTTATCGGCCTGGAGGGGCCCCAAGAAGACCACAG
CACCACACAGCCTGCCAAGACCACCAGCCAACCAACCAACAGCACAGAATCGACGACACTAAACCCAACATCA
GAGCCCTCCAGTAGAGGCACGGGACCATCCAGCCCCACGGTCCCCAACACCACAGAAAGCCACGCCGAACTTG
GCAAGACAACCCCAACCACACTCCCAGAACAGCACACTGCCGCCAGTGCCATTCCAAGAGCCGTGCACCCCGA
CGAACTCAGTGGACCTGGCTTCCTGACGAACACAATACGGGGGGTTACAAATCTCCTGACAGGATCCAGAAGA
AAGCGAAGGGATGTCACTCCCAATACACAACCCAAATGCAACCCAAACCTGCACTATTGGACAGCCTTGGATG
AGGGTGCTGCCATAGGTTTAGCCTGGATACCATACTTCGGGCCAGCAGCTGAGGGAATTTACACTGAAGGCAT
AATGGAGAATCAAAATGGATTGATCTGTGGATTGAGGCAGCTGGCCAACGAAACGACACAAGCTCTTCAATTG
TTCTTAAGGGCAACTACTGAGTTGCGTACATTCTCTATACTAAATCGGAAAGCAATAGACTTCTTGCTCCAAA
GATGGGGAGGAACATGTCACATTCTAGGGCCTGATTGTTGCATTGAACCCCAAGATTGGACCAAAAATATCAC
TGATAAAATTGATCAAATAATCCATGACTTTGTCGATAATAATCTTCCAAATCAGAATGATGGCAGCAACTGG
TGGACTGGATGGAAACAATGGGTTCCTGCTGGAATAGGAATCACAGGAGTAATCATTGCTATTATTGCTTTGC
TGTGCATTTGCAARATTCATGCTTTGAACTAATATAGCATCATACTTTCTAATATTCCCCCAATATGAATTTTT
GTTTTCGATTTTATTTAATGATATATCCTCTGTATACCTCACTAATGTACTCGAGCATAATTTCCCTGATAGA
CTTGATTGTATTTGATGATTAAGGACCTCACAAAATTCCTGGGGATTGAAAAGAACTGGATAACTCAATAAAT
TTTATGCTAGGACCACAAATACACTTGATGAAGATTAAGAAAAAGATAATCTTATGATTATCATTGATCTTCA
TCTATACCTTAAATACTCTATTCAAGGAGAGTATGACAAAACCAAGTAGTATTGCGATAAACTTGTCCTGCATT
CAAATCTGAAGACATACGGCTTATCTATTCACTATTGTATTAGAAAATCTAGGGAATATCATTTGAAACTAAT
TAGTGACTAAAACACACAACTCAAGTCGGCCAGAATGGAAGTTGTTCATGAAAGAGGTCGCTCCAGGATCTCC
CGACAAAACACAAGGGATGGACCTAGTCATTTAGTACGGGCGAGATCATCCTCTCGAGCTAGTTATCGAAGTG
AATACCATACACCAAGGAGTGCCTCGCAGATCCGTGTCCCCACTGTCTTTCATCGGAAAAAGACAGATTTATT
GACAGTTCCACCAGCACCTAAAGATGTATGCCCGACTTTAAAGAAAGGGTTTCTATGTGACAGCAATTTCTGT
AAAAAGGATCACCAACTTGAAAGCTTAACAGATAGAGAGTTACTCTTGCTGATTGCACGCAAGACATGTGGAT
CCACGGAACAACAACTAAGCATAGTTGCTCCAAAAGATTCACGTCTGGCTAATCCTATTGCTGAGGATTTCCA
ACAAAAAGATGGGCCTAAGGTAACACTGTCGATGCTTATAGAGACAGCAGAGTATTGGTCCAAACAGGACATT
AAGAACATCGATGATTCAAGATTAAGAGCTTTATTGACCCTTTGTGCTGTTATGACGCGCAAATTTTCAAAAT
CTCAACTTAGCTTGCTATGTGAAAGCCACTTACGGCGAGAAGGACTTGGTCAAGACCAATCAGAGTCAGTTCT
GGAGGTATATCAACGCTTACACAGCGATAAAGGTGGGAATTTCGAGGCAGCACTATGGCAGCAGTGGGATCGG
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CAATCATTGATAATGTTCATAACAGCATTTTTAAATATTGCATTACAATTACCATGTGAGAGTTCATCTGTTG
TTATTTCAGGTTTGAGAATGCTGATACCCCAGTCGGAAGCCACTGAGGTTGTAACCCCCTCCGARAACCTGCAL
ATGGTCAGAAGGAGGAAGTTCCCATTGAAGCCCCAAATCACAAGGCGAGCTAAAAAATCCCTTTTGAACATGC
ATAACATCACATACAATTTCAAAGGCATTGGAATAAATGGTGATTTCAGGAAGATTAGTGTTTGCCCTCAAAA
TCAGATCCGAGCAATAATCATCTACTCTACAGCCAGTTAATTTCTAATATAAAGGTTAAAAAAATGCTGCAGG
CCAGCTATTGTTCCACAGGTCCCAATTCTTCTTGTTAAATTGTAGGAGCTAGCACAAGTGATGCAATTAAATG
ATACTAGTATATACAATGCCACCAACTTAATTCTAAGATTTTGTATATCTCGGAAATTCAAAATTAAATGCTA
CGTTATTGATTCAATTAAGAAAAAGACAATGGACCATCAAAATTAGTTCAATACCTGAACTAATGCACTTATA
GAAACAGGAGAACCAGCCAGACAGCAGACAAATAACAATGAACCACAATATGTTACTGCTATAATGAAGTTCG
TTAATTCAAAAACAAATGATGAAGATTAATGCAGATGTCTAAAGGATAAACACTCCATGCATCAGTGTTATAA
TTGGGCTCTGTAGAAAATCTTCATCTCCTCCAACCTACCTCAAAGAAGGATTTTACCGCGATTGGGAGTTATA
ACGACAATAGGGACAACCACCTTTGACACTAGCCAAGCTTGTCGTGGGCACACAGCATTTTATCTTGCAACGT
CGACATTCCCATCAATCTGAGGAGTAACAGCTATCAAAACAACGCATATGTAGACATTGTCGGTAATAGTACT
GCCTAAGACAACTATTTATAATAACAGTTGGAATTCATTTTTTCACCCAAGCTATTCTCAAGTTAACAGTTGA
AACAGGACTCGACCCAGGACAACTCCGGATACGTAACATAAGAAAAGAACAACCCTTGACCCAGAGTGAACAA
GCTCATACTATCAAGGCTAATCCTCGGGCCTGCCTGGAGTCCACAATGGCCAAGGCTACTGGGAGGTACAACC
TTATCTCCCCAAAGAAAGATCTTGAAAAAGGGCTGGTTCTGAATGACCTTTGCACTCTCTCAGTGGCCCAGAC
GGTCCAGGGATGGAAGGTTACCTGGGCTGGGATTGAATTTGATGTTACACAGAAAGGGATGGCCTTATTGCAC
AGGCTCAAGACCAGTGATTTTGCTCCAGCCTGGTCAATGACCAGGAACTTATTTCCACATCTCTTTCAAAACC
CGAACTCTACAATTGAGTCGCCACTTTGGGCACTGCGGGTCATACTAGCAGCAGGTATTCAAGATCAGCTAAT
TGATCAATCGTTGATCGAACCCTTGGCAGGAGCGCTAGGCTTAATTGCTGATTGGCTTCTTACTACTGGAACA
AACCACTTTCAAATGCGCACACAACAGGCTAAGGAGCAACTAAGTCTAAAAATGTTGTCCCTGGTGCGATCAA
ACATCCTARAAGTTCATCAACCAACTAGATGCACTACATGTTGTGAATTACAATGGACTTCTCAGTAGCATTGA
AATTGGCACCAAAAGCCATACAATTATAATTACCCGGACAAATATGGGTTTTTTGGTAGAGTTGCAAGAGCCT
GACAAATCAGCCATGAACACCAGAAAACCAGGACCAGTCAAATTCTCCCTCCTCCATGAATCAACCTTGAAGA
CACTTGCTAAAAAACCTGCGACCCAGATGCAAGCACTAATCTTAGAATTCAATAGTTCTCTCGCTATTTAACT
CAACTCATCAAAATGCTAACTTGTGATCCTTAAGCTGCACCTTAGACTTTTGATAAGAATACTAACTATTGAT
GATTGTCTTTGACATGAGGATAAGAACACTGCCCATTAGATAGATGGGGTTCACCATTAATACACAATTACCC
AATCATGTTAACAGCAGTTAGATCCCTCAAGTATATCAAGTTCATTCTACCCTTTGCATTGTCACTCTAATTA
AATCACCTGATACAATTATGTTAATTAGCTAGATTCTCTCATTTTTAGACTTGTTTGCTAGAATAATTGATCA
TCCACTTGATTACACATCCAACTAGGGTCTAGTTCATAGATTGCTAATAATCTTTAGTTCAATACTAATGACA
AAGAGATTAGATTAGCTATAGCTTGAGGAAGATTAAGAAAAAGTGTCTGTGGGGTCTTTCCGTGTAGAAGGGC
ACACAGCCATAATTCTTCCTCTTTATACAACATGGCTACACAACATACGCAATATCCAGACGCAAGGTTATCA
TCACCTATAGTTTTAGATCAGTGTGATCTTGTCACTCGTGCTTGTGGATTGTATTCCGCATACTCCTTAAATC
CCCAACTAAAGAACTGTAGACTACCGAAACATATATACCGACTAAAATATGACACCACTGTTACAGAGTTTTIT
GAGTGATGTGCCGGTAGCAACATTGCCAGCGGATTTTTTAGTACCTACATTTCTTAGGACTCTATCAGGAAAT
GGTTCTTGTCCAATTGATCCAAAATGCAGTCAATTTTTAGAAGAAATTGTCAATTATACTCTACAAGATATTC
GCTTCCTAAACTATTACCTCAATCGAGCCGGAGTGCATAACGATCATGTGGATAGGGATTTTGGACAAAARAAT
TCGCAATCTAATTTGCGACAATGAGGTTTTACATCAAATGTTTCACTGGTATGATCTTGCAATTCTAGCACGT
AGAGGGCGACTAAATAGAGGGAATAATCGCTCAACATGGTTTGCAAGTGATAATTTGGTAGATATCCTAGGTT
ATGGAGATTATATTTTTTGGAAAATACCATTATCACTACTACCAGTGGATACACAAGGCCTCCCACATGCAGC
CAAGGACTGGTATCATGAATCGGTTTTCAAGGAGGCTATTCAAGGCCATACACACATCGTGTCCATCTCTACA
GCAGATGTICTTAATCATGTGTAAGGACATAATCACCTGTCGATTTAATACTTTACTGATTGCTGCTGTGGCAA
ATCTAGAGGATTCAGTTCATTCAGATTACCCTTTACCAGAAACAGTGTCTGACCTATACAAAGCAGGAGATTA
TTTAATCTCATTGCTAGGATCAGAAGGTTACAAAGTCATAAAATTCCTTGAGCCGTTATGCTTAGCAAAGATC
CAACTCTGCTCAAATTACACTGAGAGGAAAGGAAGATTCCTCACTCAAATGCATTTAGCTGTAAATCATACAC
TTGAGGAACTTACAGGGTCCCGAGAATTAAGGCCACAACAGATTCGGAAGGTAAGGGAATTCCATCAAATGCT
GATAAACCTTAAGGCAACTCCTCAACAACTCTGTGAGTTGTTTTCAGTGCAAAAGCATTGGGGGCACCCTGTC
TTGCATAGCGAAAAGGCTATCCAAAAAGTAAAGAAGCATGCAACAGTGATAAAAGCATTGCGCCCAATAATAA
TCTTTGAAACATATTGTGTGTTTAAATACAGCATTGCAAAACATTATTTTGATAGTCAGGGTACGTGGTACAG
TGTGACTTCTGACAGATGCTTAACACCAGGCCTTTCCTCTTACATCAAAAGAAACCAATTTCCTCCACTACCT
ATGATCAAAGAACTTTTGTGGGAATTTTATCACTTAGATCATCCTCCGTTATTCTCCACCAAAGTGATTAGTG
ATTTGAGTATCTTTATTAAAGATCGTGCTACTGCAGT CGAGAAAACATGCTGGGACGCAGTTTTTGAACCCAA
TGTTCTTGGTTATAACCCACCGAATAAATTTGCTACAAAAAGGGTACCTGAGCAATTCCTTGAACAGGAGAAT
TTCTCAATAGAGAGTGTCCTACATTATGCTCAACGTCTGGAATATCTTCTCCCGGAGTACCGGAACTTCTCTT
TTTCACTCAAGGAGAAGGAGTTAAACATTGGACGAGCTTTTGGGAAATTGCCATATCCAACACGCAATGTTCA
AACTCTGTGCGAAGCTTTGTTAGCAGATGGTTTGGCGAAAGCATTCCCAAGCAATATGATGGTTGTGACAGAG
CGCGAGCAAAAAGAAAGCCTTTTGCATCAAGCGTCTTGGCATCACACAAGTGATGATTTTGGTGAGAATGCTA
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CTGTTAGAGGCAGTAGTTTTGTAACAGACTTGGAAAAATACAATTTAGCATTCCGATATGAGTTTACAGCTCC
TTTTATTGAATACTGTAATCGTTGTTACGGTGTAAGAAATTTGTTTAATTGGATGCACTACACTATACCACAG
TGTTATATACATGTGAGTGATTATTATAACCCCCCACATGGAGTCTCTCTCGAAAACCGAGAAAATCCACCAG
AAGGTCCAAGCTCTTACCGTGGTCATCTAGGCGGGATTGAGGGACTTCAACAAAAACTCTGGACAAGCATCTC
ATGTGCACAGATTTCATTAGTTGAAATCAAAACCGGTTTTAAACTGCGATCTGCGGTAATGGGTGACAATCAA
TGTATAACTGTACTCTCTGTATTTCCCCTCGAAACTGAGTCTAGTGAGCAAGAATTAAGTTCTGAAGATAATG
CCGCTAGAGTAGCTGCTAGCTTAGCAAAAGTCACAAGTGCCTGCGGCATCTTTTTAAAACCTGATGAAACTTT
TGTTCACTCAGGTTTCATTTATTTTGGCAAAAAACAATATTTGAATGGAGTACAATTACCTCAATCACTGAAA
ACTGCTACTAGAATTGCACCCTTGTCAGATGCTATCTTTGATGATCTTCAAGGGACACTAGCTAGCATAGGCA
CGGCTTTTGAAAGATCTATCTCCGAAACTAGGCACGTAGTCCCTTGTAGAGTAGCAGCTGCATTCCATACCTT
TTTTTCCGTAAGAATCTTACAATATCATCATCTTGGCTTCAACAAGGGAACAGACCTGGGTCAATTGTCATTA
AGCAAGCCATTAGATTTTGGAACTATAACTTTGGCCTTGGCAGTACCACAAGTCTTGGGTGGCTTATCATTCC
TAAATCCAGAAAARATGTTTTTATAGAAATCTGGGTGATCCTGTTACTTCAGGGCTGTTTCAGCTCAAGACATA
TCTTCAAATGATCCACATGGATGATTTGTTTTTACCTTTGATCGCAAAGAACCCAGGGAACTGTAGCGCAATT
GACTTTGTGTTAAACCCTAGTGGGTTAAACGTACCGGGGTCACAGGATTTGACATCCTTCCTACGTCAGATAG
TGCGCCGAACAATTACTCTAAGTGCTAAAAATAAATTAATAAACACTTTGTTCCATTCTTCTGCTGATTTAGA
AGATGAAATGGTTTGCAAATGGTTGCTTTCTTCTACACCAGTCATGAGTAGGTTTGCCGCCGATATATTTTCT
CGCACTCCCAGTGGGAAACGTTTACAGATCTTAGGTTACCTTGAAGGGACTAGAACATTGTTAGCCTCTAAAA
TTATAAATCATAATACTGAGACACCTATCCTAGATCGATTGAGGAAAATTACGCTGCAAAGGTGGAGCCTGTG
GTTTAGTTATCTCGACCACTGTGATCAAGTTCTGGCTGATGCCCTAACTCAGATAACCTGCACTGTGGACTTA
GCACAGATTCTTCGCGAGTACACCTGGGCACACATACTAGAGGGAAGGCAGCTCATTGGAGCAACACTTCCTT
GTATACTAGAACAACTAAATGTCATCTGGCTCAAACCATATGAGCATTGCCCTAAATGTGCAAAGTCAGCAAA
CCCTAAAGGGGAACCTTTTGTTTCTATTGCAATTAAAAAACATGTAGTAAGTGCTTGGCCTGATCAATCACGA
CTTAGTTGGACAATTGGAGATGGCATCCCTTATATCGGATCTCGAACAGAGGATAAGATTGGGCAGCCAGCCA
TCAAACCAAAATGCCCTTCAGCAGCCTTACGTGAAGCAATTGAGTTGACATCAAGATTGACTTGGGTTACTCA
AGGTGGAGCAAACAGCGACTTACTAGTTAAACCCTTCATAGAAGCACGAGTAAATTTAAGCGTACAGGAAATT
CTCCAAATGACACCTTCTCATTACTCCGGCAACATTGTGCATCGATATAATGATCAATATAGTCCACACTCAT
TTATGGCAAATAGGATGAGTAATTCTGCTACTAGGTTAGTTGTTTCGACAAACACTCTTGGAGAATTTTCAGG
AGGAGGTCAGTCAGCAAGAGATAGTAATATTATCTTCCAGAATGTCATTAATTTTGCTGTTGCACTTTTTGAT
CTACGATTTAGGAACGTGGCTACTTCTTCTATACAACATCATCGGGCTCATCTTCATTTGTCAAAGTGTTGCA
CGCGAGAGGTTCCAGCCCAATATTTAGTTTATACATCAACATTGCCATTGGACCTTACACGGTATCGGGATAA
TGAGTTGATTTACGATGACAATCCATTAAGAGGTGGTTTAAATTGCAATCTTTCTTTTGATAATCCGCTTTTC
AAGGGCCAGAGACTTAACATAATTGAAGAAGACTTGATTAGACTACCTTACTTATCAGGATGGGAGCTAGCTA
AAACTGTTATCCAATCTATAATTTCTGACAGCAACAATTCATCAACGGATCCAATCAGTAGTGGGGAAACACG
ATCATTCACCACTCACTTCTTGACATATCCTAAGATTGGACTACTATATAGTTTTGGTGCACTCATCAGTTAT
TATCTAGGCAACACCATTATTAGAACCAAAAAATTGACTCTTAACAACTTCATATATTACCTAGCTACTCAAA
TACATAATTTACCTCATCGCTCGTTGAGAATCCTTAAACCTACTTTGAAACACGCTAGTGTTATCTCGAGATT
AATAAGTATTGACTCTCACTTCTCAATTTATATTGGAGGAACTGCTGGTGATCGAGGACTTTCCGATGCGGCA
AGATTGTTTCTITAGAACTGCCATTACTGTCTTCCTTCAATTCGTTAGAAAGTGGATAGTTGAACGCAAGACAG
CTATTCCACTGTGGGTCATCTACCCTCTAGAAGGTCAAAGTCCTAGTCCGATCAACAGTTTTCTACACCACGT
CATCGCATTGTTGCAACATGAGTCCTCCCACGATCATGTTTGTGCTGCAGAAGCCCACAGTCGAGTGGAGACA
TTTGATAATTTAGTTTATATGTGTAAAAGCACAGCAAGTAACTTCTTTCATGCTTCATTAGCATACTGGAGAA
GTCGATCTAAAAATCAAGACAAAAGAGAGATGACAAAGATATTATCTTTGACGCAAACGGAAAAGAAAAATTC
ATTCGGCTATACAGCACATCCAGAAAGCACTGCTGTTCTTGGTTCCCTCCAGACCAGCCTTGCTCCACCTCCA
TCTGCTGACGAGGCTACATATGATAGGAAAAACAAAGTTTTGAAAGCTTCCAGACCTGGCAAGTATTCCCAGA
ATACAACCAAAGCCCCACCCAACCAAACCAGTTGTCGCGATGTATCTCCCAATATCACAGGCACAGATGGGTG
CCCTTCTGCCAATGAGGGTTCTAACAGCAATAACAATAATTTAGTCTCGCACAGAATTGTACTGCCGTTTTTT
ACATTGTCTCATAATTATAACGAAAGACCCTCTATCAGAAAGTCTGAGGGGACAACAGAGATTGTAAGGCTTA
CTCGGCAGCTGAGGGCAATACCAGACACCACAATATATTGCCGCTTCACGGGAATAGTTTCTTCAATGCACTA
TAAGCTCGATGAAGTCCTTTGGGAATTTGATAATTTTAAGTCTGCTATAACACTTGCCGAAGGTGAAGGTTCG
GGTGCATTACTCTTATTACAAARATATAAAGTAGAAACCTTGTTTTTTAATACACTAGCCACAGAACACAGCA
TTGAAGCAGAAATTATTTCTGGAATAACTACACCAAGAATGCTTCTCCCTATTATGTCTAGGTTCCATGGTGG
ACAAATAAAAGTCACTTTAAACAATTCTGCAAGCCAGATTACCGATATTACTAATCCAAGTTGGTTGGCAGAC
CAAAAATCTAGGATCCCTAAGCAAGTAGAGATTATAACCATGGATGCTGAAACAACAGAAAACATTAATCGGT
CAAAATTGTACGAAGCAGTCCAACAGCTGATTGTCTCACATATTGATCCGAATGCACTCAAAGTTGTGGTTCT
TAAAGTTTTCTTAAGTGACATTGATGGAATCCTATGGCTGAATGATAACCTTACCCCTTTGTTTGGGCTGGGT
TACTTGATCAAGCCGATCACCTCTAGCCCAAAATCTAGTGAGTGGTACCTATGTCTCTCAAACCTTCTTTCAA
CTTCAAGACGATTACCTCATCAGAGTCATACTACTTGCATGCATGTTATTCAAACAGCACTCCAGCTACAAAT
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TCAGAGGAGCTCATATTGGCTTAGCCACCTTGTCCAGTATGCCAATCATAATTTGCATTTAGATTATATTAAT
CTCGGTTTCCCTTCATTGGAGAGGGTTTTATACCATAGATACAATTTAGTCGATTCTCAGAAAGGCCCTTTGA
CTTCCATTGTCCAACATCTAGCGCACCTGCAGACCGAGATTAGGGAGTTGGTTAATGACTATAATCAACAAAG
ACAAAGTCGAACCCAAACATATCATTTCATTAAAACAATAAAAGGTCGTATTACAAAATTGGTAAATGATTAC
CTTAAGTTCTTTCTAATAATACAAGCCTTAAAGCACAATTGCACATGGCAAGAGGAACTAAGAGCTCTTCCAG
ATCTAATTAGTGTCTGCACTCGATTCTATCATACTCGAAACTGTTCATGTGAAAACCGGTTCCTAGTACAGAC
TTTATACTTATCACGCATGCAGGATTCGGAAATCAAACTAATAGATAGATTGACCGGCCTTCTTAGTCTATGT
CCAAATGGTTTTTTTCGGTAAGGACTCTTGACGTACAAACTCCACATAGTTATACAATGGTACCAGGACACTA
TATGTAAATTGACCCTAAGAAAGAGTAATTCGACACACAGAGTTCTCAAGTGAAACCCCTCATCTCAGATTAT
CTGTGGTTGCAATTCTAATATCCGATTGTTACCCCGTGAGTATAACTCCAGATTAATATAAGAAAATACCTTT
TGTCCTGCAAATTTATCTTAAATTCAAGTACATACGCTCCAAATCGTATAAAATATTAAGAAAAAGTTAATCT
GCTTGCTTTAATTATAACTTTAATATTCGACAAATAGTTAACGGTCTCATCACTCAAAAATTTCATTAACAAA
AGAAGTACTCTGAGTATATTCACATATCATATGTGATTAACATATAAGCAACGCATGATGCGCCTTCCTCTTA
CTTATTGTGTTGTCACGCAGTCGTTGTACTACCTCGAAAATTCCAAACAATAAATCGTGTCTATCCCGCATTT
AGTGTCTTTAATTTAAGATCTCAAATCCAAAAAACTGGGTTTATGTTGATGTAAATCAATAATACCGAAATTG
CTTGATATTAAAATAAAGCTTAAAGGATTTTTCCTTAAACGGTGATGTTAGGTATATAGGAAAGCTCGATCAC
GATGTCCCTTACTCAGAAAAAGAAAAACGGAAGCCCTATTGGCCATTTAATCGTACACAAAAATATCTTTACC
AAATTGTTTTCTICTTTTTTGTGTGTCCA, (SEQ ID. NO.:4).

SEQ. ID. NO: 5

CGGACACACAAAAAGAATGAAGGATTTTGAATCTTTATTGTGTGCGAGTAACTACGAGGAAGATTAAAGATTT
TCCTCTCATTGAAATTGAAATTGAGATTCTAATCTCGACGGATCGATCCCCAATACCAACACTGAGAATTGGC
CTGAAGAAGTCATCTGCTCCTTGGCAAAACCAAGAGCAGGCCCAAAGGGCCATTAGGCCACATCTGCTGAGCC
TGCAGAACACGCAGGACTTACTTAGCAGAAGAGAGCGCGTGCCGAAACCAGCCAACAAATTGACACAGCTGCT
CACTCTGACCCTGAATTCATAAACAATATTAAGTTGACAACAGAGATACTAATCCAATATTTGGATCAAGAAT
CAAAATAGTGAAACGACTGACTATCCCTCCTTAGAATTAGCAAAGATCCTTTTGTAGACTATTGTGCTACATT
CTCTATCCAAGACCTCAAAATGGATCCTCGTCCAATCAGAACCTGGATGATGCATAACACATCTGAAGTTGAA
GCAGACTACCATAAGATTCTAACTGCCGGATTGTCCGTCCAGCAAGGCATTGTGAGACAAAGAATCATTCCTG
TTTACCAAATCTCAAACCTGGAGGAAGTATGTCAACTCATCATACAGGCATTCGAGGCTGGCGTCGACTTCCA
GGATAGTGCAGATAGCTTTTTGTTAATGCTATGTCTGCATCATGCCTATCAAGGGGATTATAAACAATTTTTG
GAAAGTAATGCGGTAAAATACCTTGAAGGTCATGGATTCCGTTTTGAGATGAAGAAAAAGGAAGGTGTCAAGC
GCCTGGAGGAACTACTCCCTGCTGCCTCGAGTGGAAAGAACATCAAGAGAACATTGGCTGCAATGCCCGAGGA
GGAAACAACAGAAGCAAATGCTGGACAATTTCTTTCATTTGCTAGTCTGTTTCTCCCAAAATTGGTTGTCGGA
GAAAAGGCCTGTCTGGAGAAGGTTCAACGACAAATCCAAGTGCACGCAGAACAAGGTCTGATTCAATACCCGA
CATCTTGGCAATCGGTGGGACATATGATGGTCATCTTCAGACTAATGCGAACCAACTTCCTGATTAAGTTCCT
CCTAATACATCAAGGAATGCATATGGTTGCAGGGCATGATGCTAATGATGCCGTCATTGCCAACTCTGTAGCT
CAAGCTCGTTTCTCCGGATTGTTGATAGTCAAAACAGTGCTTGATCATATCCTCCAAAAAACAGAGCACGGAG
TTCGCCTGCATCCCTTGGCGCGAACAGCCAAAGTCAAAAATGAGGTGAGCTCTTTTAAGGCCGCTTTAGCCTC
ACTAGCACAACATGGAGAATATGCCCCGTTTGCTCGTCTGCTGAATCTATCTGGGGTTAATAATCTTGAGCAT
GGGCTTTTCCCTCAACTTTCTGCAATTGCTTTGGGAGTAGCAACTGCACATGGGAGCACTCTGGCTGGAGTCA
ATGTAGGAGAGCAATACCAACAACTGCGAGAAGCAGCCACTGAGGCCGAAAAGCAGTTGCAGAAATATGCTGA
ATCTCGTGAACTTGATCACCTAGGTCTTGATGATCAGGAAAAGAAAATCCTAAAAGACTTCCATCAGAAAAAG
AATGAGATCAGCTTCCAGCAGACGACAGCCATGGTCACACTGCGGAAAGAGAGATTGGCCAAATTGACCGAAG
CTATTACTTCCACCTCTATCCTCAAAACAGGAAGGCGGTATGATGATGACAATGACATACCCTTTCCAGGGCC
AATCAATGATAACGAGAACTCTGGTCAGAACGATGACGATCCAACAGACTCCCAGGATACCACAATCCCGGAT
GTAATAATCGATCCAAACGATGGTGGGTATAATAATTACAGCGATTATGCAAATGATGCTGCAAGTGCTCCTG
ATGACCTAGTTCTTTTTGACCTTGAGGACGAGGATGATGCTGATAACCCGGCTCAAAACACGCCAGAAAAARNA
TGATAGACCAGCAACAACAAAGCTGAGAAATGGACAGGACCAGGATGGAAACCAAGGCGAAACTGCATCCCCA
CGGGTAGCCCCCAACCAATACAGAGACAAGCCAATGCCACAAGTACAGGACAGATCCGAAAATCATGACCAAA
CCCTTCAAACACAGTCCAGGGTTTTGACTCCTATCAGCGAGGAAGCAGACCCCAGCGACCACAACGATGGTGA
CAATGAAAGCATTCCTCCCCTGGAATCAGACGACGAGGGTAGCACTGATACTACTGCAGCAGAAACAAAGCCT
GCCACTGCACCTCCCGCTCCCGTCTACCGAAGTATCTCCGTAGATGATTCTGTCCCCTCAGAGAACATTCCCG
CACAGTCCAATCAAACGAACAATGAGGACAATGTCAGGAACAATGCTCAGTCGGAGCAATCCATTGCAGAAAT
GTATCAACATATCTTGAAAACACAAGGACCTTTTGATGCCATCCTTTACTACCATATGATGAAAGAAGAGCCC
ATCATTTTCAGCACTAGTGATGGGAAGGAGTATACATATCCAGACTCTCTTGAAGATGAGTATCCACCCTGGC
TCAGCGAGAAGGAAGCCATGAACGAAGACAATAGATTCATAACCATGGATGGTCAGCAGTTTTACTGGCCTGT
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GATGAATCATAGAAATAAATTCATGGCAATCCTCCAGCATCACAGGTGATCCGACCTCTAAAACTGAGCTCCT
AACTACAAGCTACCCCATCACTCTGCCGGAATGCCAGAACCTCCCTCCAAAACAGCTCCACATCGAGAACCTC
CGACGCGGTACACAGGCAAGACAGGCAACCTAATGATGTTCCTGTTCACCCACAACCGCAACCAACACTTGAT
CGACTTCCAAGACAACTACAACCCCCTTAGCCAACTCCACCACAGAAGCACCACCCCATAACAACAACCCCAA
ACCAACAACACTGCATGTAAGTATTGTCTCACCCCAAGATGATCCCTGGACACCAACAACCCCCTAACCTCCC
CAAGTTGTCATTAAGAAAAAATATATGATGAAGATTAAAACCTTCATCAGAGCTATTTCTTCTACGCTTGGTT
AGGACCAGTATTCACAAACTATTTTACAATCCCTACCCAATATGACCTCTAACAGAGCAAGGGTGACTTACAA
CCCACCACCAACAACCACAGGCACACGATCGTGTGGGCCGGAACTTTCCGGGTGGATCTCTGAGCAATTGATG
ACAGGCAAGATTCCGATTACCGATATCTTCAATGAAATTGAAACCTTACCTAGTATAAGTCCCTCGATCCACT
CCAAAATCAAAACCCCAAGTGTTCAAACACGCAGTGTCCAGACCCAAACTGACCCAAATTGTAATCATGATTT
TGCAGAGGTTGTGAAAATGCTAACATCTCTAACCCTTGTCGTACAAAAACAAACCCTTGCAACTGAATCACTT
GAGCAACGCATTACTGACCTGGAAGGTAGCCTGAAACCAGTGTCTGAGATCACCAAGATTGTTTCTGCACTAA
ATAGATCCTGTGCAGAGATGGTGGCCAAATATGATCTTCTAGTAATGACGACTGGTCGTGCAACTGCCACTGC
TGCAGCTACTGAAGCATACTGGGCAGAACATGGACGTCCTCCACCGGGGCCCTCATTGTACGAGGAGGATGCA
ATCAGGACTAAAATTGGAAAACAAGGGGATATGGTACCCAAGGAAGTGCAAGAGGCCTTCCGTAATCTGGATA
GTACTGCCCTTCTAACGGAAGAGAATTTTGGGAAACCAGACATATCCGCAAAAGACTTGCGCAATATCATGTA
TGATCACCTCCCAGGTTTTGGCACAGCATTTCATCAACTAGTGCAAGTTATCTGCAAGTTAGGGAAGGACAAT
TCCTCACTTGATGTAATTCATGCAGAATTTCAGGCCAGCCTTGCTGAAGGAGACTCTCCTCAGTGTGCCCTGA
TTCAGATAACCAAACGGATTCCTATTTTCCAAGATGCAGCACCACCCGTAATCCATATTCGGTCACGCGGTGA
TATACCAAAGGCGTGTCAAAAGAGCCTCCGCCCTGTTCCACCATCACCAAAGATTGATAGGGGTTGGGTATGC
ATATTCCAGCTACAAGACGGAAAAACACTCGGACTCAAAATCTAAGGTGAACAATTGCGCAACCTCCACAGTC
GCCTATATTGCTTCCTTCCGGAATCAGGGTATGATCGCGTAAAAAATAAGCTTCCAACATATTGATACACGAT
CCATATCCATAATGCCATCTCCAGGAATATGAGAACGCAAGGCCATATCAGGACCCGATCTCAATTCCAATGC
AACCTACTGTTAAGAATAAAATAACCAATGTCCTCTAGCCTTATATGTTCTCAAAAATACAAGTGATGAAGAT
TAAGAAARAAGCATCCTTTACTTGAGAGGAGCTAATTCTTTATACTTCATCTAATCTTTAAGTAAGTTGATCAC
TACCACCATGAGGAGGGCAATTCTACCTACTGCACCGCCAGAATACATAGAGGCTGTCTACCCAATGAGAACG
GTTAGTACTAGTATCAACAGTACTGCCAGTGGTCCGAACTTTCCAGCACCGGATGTAATGATGAGTGATACAC
CCTCCAACTCACTCCGACCAATTGCTGATGATAACATCGATCATCCAAGTCATACACCAACCAGTGTTTCATC
AGCCTTTATACTCGAGGCAATGGTGAATGTGATATCGGGGCCGAAGGTACTAATGAAGCAAATTCCTATATGG
CTCCCCTTGGGTGTTGCTGATCAAAAAACATATAGTTTTGACTCAACTACAGCTGCAATTATGCTCGCATCGT
ACACCATCACTCACTTTGGCAAAACCTCCAATCCGCTTGTGAGAATCAATCGACTTGGTCCTGGGATCCCCGA
TCACCCGTTGCGGCTTCTAAGAATAGGAAATCAAGCCTTCTTGCAAGAGTTTGTGCTGCCTCCAGTTCAATTG
CCGCAGTATTTCACTTTTGACCTGACGGCTCTAAAGCTGATCACTCAACCTCTCCCGGCAGCAACCTGGACGG
ATGATACTCCGACCGGTCCTACAGGAATACTTCGTCCTGGAATTTCCTTTCATCCCAAACTGAGACCTATCCT
ATTGCCAGGGAAGACCGGGAAAAGAGGATCCAGCTCCGATCTTACTTCTCCTGATAAAATACAAGCAATAATG
AACTTTCTCCAAGACCTCAAACTCGTGCCGATTGATCCAGCCAAGAACATTATGGGTATTGAAGTGCCGGAAC
TCTTGGTCCACAGACTAACTGGAAAGAAAATCACAACAAAAAATGGTCAACCAATAATTCCTATTCTTCTACC
AAAGTATATTGGCATGGATCCCATTTCTCAGGGAGACCTCACAATGGTCATCACTCAAGACTGTGACACTTGC
CATTCTCCTGCTAGTCTTCCTCCAGTCAGCGAGAAATGAGCATGAAGTCCGAGGCTGCCCGGCCCACACGACLC
CCCAGGGCCTTCGTCCGGCTACCGAACCAACCATCCGACCTTCATCAAAACCAAAAAATACCGCCACGCGAAA
GCTAAAATGCAGGACCACAATCCAACCAGCAACACCATCCATACACAGGTATCAATTGGGCTGCCGCAGCATA
TAGACCCAATAGCAAGCTGCTGTCCAGAAAATAGTTCCGGAAAGTAACTCAACCATCGCAAGCCCAATGCAGC
TTTCAGAAATCCGCCAGCAACCCAACTCCACTGTACCCCCAATATTAACCTGAATCGACTAACCGCACTTTAA
TTTGAAGTACATTTGTTCAATGGGTTCATTATTAACAGTGTTGCTTTTAGATTGTACCTTTGCTCACAGATAG
TAAATTGTTATGGTATCAAATCTTATTAAGAAAAAGAACACGATGAAGATTAACGCGACCTAGAGCGCTGCCT
TCATCTCATCAATTTAACTTGTCAATAGAGCAACCTAGTTTGTGATTACTCATCTTCCGTAGTTGACAAACAC
TTTGCTGGTTAATTGTAAATATACCACAGTCATCATGGTTACATCAGGAATTCTACAATTGCCCCGTGAACGC
TTCAGAAAAACATCATTTTTTGTTTGGGTAATAATCCTATTTCACAAAGTTTTCCCTATCCCATTGGGCGTAG
TTCACAACAACACTCTCCAGGTAAGTGATATAGATAAATTGGTGTGCCGGGATAAACTTTCCTCCACAAGTCA
GCTGAAATCGGTCGGGCTTAATCTAGAAGGTAATGGAGTTGCCACAGATGTACCAACAGCAACGAAGAGATGG
GGATTCCGAGCTGGTGTTCCACCCAAAGTGGTGAACTACGAAGCTGGGGAGTGGGCTGAAAACTGCTACAALCC
TGGACATCAAGAARAGCAGATGGTAGCGAATGCCTACCTGAAGCCCCTGAGGGTGTAAGAGGCTTCCCTCGCTG
CCGTTATGTGCACAAGGTTTCTGGAACAGGGCCGTGCCCTGAAGGTTACGCTTTCCACAAAGAAGGCGCTTTC
TTCCTGTATGATCGACTGGCATCAACAATCATCTATCGAAGCACCACGTTTTCAGAAGGTGTTGTGGCTTTCT
TGATCCTCCCCGAAACTAAAAAGGACTTTTTCCAATCGCCACCACTACATGAACCGGCCAATATGACAACAGA
CCCATCCAGCTACTACCACACAGTCACACTTAATTATGTGGCTGACAATTTTGGGACCAATATGACTAACTTT
CTGTTTCAAGTGGATCATCTAACTTATGTGCAACTTGAACCAAGATTCACACCACAATTTCTTGTCCAACTCA
ATGAGACCATTTATACTAATGGGCGTCGCAGCAACACCACAGGAACACTAATTTGGAAAGTAAATCCTACTGT
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TGACACCGGCGTAGGTGAATGGGCCTTCTGGGAAAATAAAAAAACTTCACAAAAACCCTTTCAAGTGAAGAGC
TGTCTGTCATATTTGTACCAAGAGCCCAGGATCCAGGCAGCAACCAGAAGACGAAGGTCACTCCCACCAGCTT
CGCCAACAACCAAACCTCCAAGAACCACGAAGACTTGGTTCCAGAGGATCCCGCTTCAGTGGTTCAAGTGCGA
GACCTCCAGAGGGAAAACACAGTGCCGACCCCACCCCCAGACACAGTCCCCACAACTCTGATCCCCGACACAA
TGGAGGAACAAACCACCAGCCACTACGAACCACCAAACATTTCCAGAAACCATCAAGAGAGGAACAACACCGC
ACACCCCGAAACTCTCGCCAACAATCCCCCAGACAACACAACCCCGTCGACACCACCTCAAGACGGTGAGCGG
ACAAGTTCCCACACAACACCCTCCCCCCGCCCAGTCCCAACCAGCACAATCCATCCCACCACACGAGAGACTC
ACATTCCCACCACAATGACAACAAGCCATGACACCGACAGCAATCGACCCAACCCAATTGACATCAGCGAGTC
TACAGAGCCAGGACCACTCACCAACACCACAAGAGGGGCTGCAAATCTGCTGACAGGCTCAAGAAGAACCCGA
AGGGAAATCACCCTGAGAACACAAGCCAAATGCAACCCAAACCTACACTATTGGACAACCCAAGATGAAGGGG
CTGCCATTGGTTTAGCCTGGATACCTTACTTCGGGCCCGCAGCAGAGGGAATTTATACGGAAGGGATAATGCA
CAATCAAAATGGGCTAATTTGCGGGTTGAGGCAGCTAGCAAATGAGACGACTCAAGCCCTACAGTTATTCTTG
CGTGCTACCACGGAATTGCGCACTTTCTCTATATTGAATCGAAAAGCCATCGACTTTTTACTCCAAAGATGGG
GAGGAACGTGCCACATCTTAGGCCCAGATTGCTGTATTGAGCCCCATGATTGGACTAAGAACATTACTGACAA
AATAGATCAAATCATTCATGATTTCATTGATAAACCTCTACCAGATCAAACAGATAATGACAATTGGTGGACA
GGGTGGAGGCAATGGGTTCCTGCCGGGATCGGGATCACGGGGGTAATAATCGCAGTTATAGCACTGCTGTGTA
TTTGCAAATTTCTACTCTAATCTAGTCCGACTCTGTACCAGCATAATGGCCTCTAAAATAAGCTTTTGCTTCT
GCTTCCTATAGTTAATACATTTCAGCAAAAATCAACTATTAAGTCAAAAGAAGATCCCTCTAATAATCCTAAT
TACCTTCAAAAATCTAGAACTTTATTAATTCTCAGGGTATTTAGAACAGCCAGATGACTTGACTAAGTTTGTA
CTGTAATAAAAAGATACTTGATGAAGATTAAGAAAAAGACAGTCTTGTGATTGTCACTAATCTTCATCTCAAA
ACATATTATTTTACCAGAAGCTACTATAGCCTACCTCCTTGACACATAGCAAACCTTACTCATGTTGATAATT
GTTTGCCTGCTATTTACATATTTACTAACTTACAAAATTATCTTGGGGATTTCTCTGAACATATAATCAGAAT
TGGCATTTAARACACAAGTTAGTCCTAATGGACTCATTTCATGAGAGAGGGCGTAGCAGAACTATTCGACAGA
GTGCAAGAGATGGGCCGAGTCATCAAGTAAGAACAAGATCATCCTCCAGAGACAGCCACCGCAGCGAATATCA
TACACCTAGGAGCTCTTCCCAAGTTCGAGTCCCGACTGTGTTTCATCGGAAGCGTACTGATTCTTTGACAGTT
CCACCAGCACCAAAGGACATATGTCCTACCTTAAGGAAAGGATTTTTGTGTGACAGCAATTTTTGTAAAAAGG
ACCATCAACTAGAAAGTTTAACAGATAGGGAGCTGCTTTTGCTGATTGCACGGAAAACCTGCGGCTCCCTTGA
ACAACAATTGAACATCACTGCTCCTAAAGATACACGATTAGCAAATCCAATTGCAGATGATTTCCAACAAAAA
GACGGCCCAAAAATTACACTATTGACACTTTTGGAGACTGCGGAGTATTGGTCAAAACAAGATATCAAGGGCA
TTGATGACTCAAGACTAAGAGCATTACTAACCCTTTGTGCCGTCATGACGAGGAAATTCTCAAAATCCCAGCT
TAGTCTATTGTGTGAGAGTCATCTACGACGAGAAGGGCTAGGACAGGATCAATCAGAATCTGTTCTTGAAGTG
TATCAGCGCTTACATAGCGACAAAGGCGGAAATTTTGAGGCAGCCCTATGGCAACAATGGGACCGACAGTCCT
TGATCATGTTTATAACAGCATTTCTTAATATTGCTTTACAATTACCCTGTGAAAGTTCATCTGTTGTTATTTC
AGGATTAAGGCTGCTAGTGCCTCAATCAGAAGATACCGAGACCTCAACCTACACCGAGACACGTGCATGGTCA
GAGGAAGGTGGCCCCCATTAACATCTTCCACAGTCGAATCTACCATAATTTCCCTATTCAACGCAGATAAGAA
TCAGTACTAAACCACAAGTGCAAAAATTAACAAAACACCAGCATAAGTGAAATCCTGTCTGTGATTAGCAACA
CGAATGATCTTCAATCCTGTTGCAATTCGCCAGTGATAATTGTATTCACATTGTGGCCACAATATACTGTCTT
TTCCCATTGAAAAATAAGGCTGAATCTATTACGCTACACAAACTTACAGGATTAGCACCACGACGGCTCAATA
CTATACCTATTGGTCACGGCTCGATGTGTTAATCACTTATATTGTATTCATTTGAAATTACTCATTAGGCAAA
TACTTTGATTAAGAAAAAATAATTGGAAAACCAGAAAATCCCTAGGTATTTAAATTCCTATCTCCGGAGATCC
GAGATAATTAATCAAGCAATGAGGGAACAATGGTGAACAACAACATATTGTTGCCCCCTTTAGATTGGTCAGT
TCCAAAAACAAGTGATGAAGATTAATGCAGATGTCCAAGGAACACATATTTGTGATTTAAACGTTCCAGTTAG
ACTCTGTTCAAGGATCTTCATCTTTTGTAGCTCCACTCTGAGTCACAACATAATTGAGTTTTTGCTCAGAACA
GTTATCAGGATTAAATTCTCTCAAATAACTGAAACTACTAGCATCACTCTCAATTTCATTACTTACGACAATC
ATTATCTTAATAATATTTCTCTAAATTACTGACTTAATTAGCTTGTAATCAGATAATATCGAAACCAATTTAT
CATAAGGCATAATTTGTATAAGTGATTTAGGATTTACCCCAGAAGTGAAATAATTCTTAGAATAAAAGACCGA
CTAGAATATCCTTAAGGCTGTCTAACGTGCCACACAGCTAGGGTTAGCCTGACATCTGGAACAAGATCGATAC
TAATATAGGGATTTGTTTCATACTAGCTCTCTGCAAACACAATGGCTAAGGCAACAGGTAGGTACAACTTGGT
TTCACCTAAAAAGGACCTCGAGAGGGGGCTTGTTTTGAGTGATTTGTGCACGTTTTTAGTTGATCAGACTATC
CAGGGGTGGCGGGTGACTTGGGTTGGGATTGAATTTGACATCGCCCAGAAAGGGATGGCTCTACTGCATCGGT
TAAAAACTGCTGACTTCGCTCCTGCATGGTCGATGACAAGGAATTTATTTCCTCATTTATTTCAAAATTCAAA
TTCTACTATTGAGTCTCCCCTCTGGGCATTACGAGTGATTCTGGCAGCTGGTATTCAAGACCAGTTAATTGAC
CAATCCTTGGTAGAACCGTTGGCCGGAGCCCTGAGCTTAGTCTCCGATTGGCTTCTTACAACAAACACAAALCC
ATTTTCAAATGCGCACGCAGCACGCTAAAGAGCAACTGAGCTTGAAGATGCTATCATTAGTGCGCTCTAATAT
CTTGAAATTCATCAGTCAATTGGACGCACTACATGTCGTGAACTACAATGGACTCTTGAGCAGTATCGAAATT
GGCACTAGAAATCATACCATTATCATCACAAGAACCAACATGGGTTTCCTGGTAGAATTACAGGAGCCTGATA
AATCTGCCATGAATCAAAAGAAACCAGGACCAGTCAAGTTCTCCCTCCTGCATGAATCAACCTTCAAGGCTCT
AATCAAAAAACCCGCAACTAAGATGCAGGCCTTGATTCTGGAATTTAACAGCTCCCTGGCAATATAGTCCAAC
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GCTACCAACCATCATTTTTTGTAACTGCATCTCTTTTATTTCCTTTCTAACTTGATACAATTATAATCAAGAT
CCCTAATCCCTTTTGACGAAGTGGGCTAATTTTTGCTCATTCTAATAATAAATCATAACCTGAATAAAAGACA
CCACAATATTATAACCCAATAACACCTAGAGAATTTCTGAATTGCTAAAGATTATATACTCGCACTAAGAGAC
AAGTTAATCAATCTTTACTTAATAATATACTAAATGCTAGATAGCTCTGGCTAACTAACCTGAGTTGTGGATT
ACTCCTTTTAAAAGTCTATCAATTTAAGCTTATCACTAATATTAAGGAGGACTTTTTAAATAAGAGCAAGTGT
TATGTAGTCTTACTAAGAATGATTTGAGGAAGATTAAGAAAAAGTGCTTGTGGGGTCTTTCCGTTGTAGAGGA
CACACGAGCAAACTTCTTCCTCTAATTTTAATATGGCAACTCAACATACACAATATCCAGATGCAAGATTATC
TTCACCCATTGTCTTAGATCAATGTGATCTTGTCACCCGTGCTTGCGGTCTGTATTCTTCATACTCATTAAAT
CCTCAGTTGAAAAATTGTAGACTACCAAAACATATTTACCGCCTCAAATTTGATGCTACGGTTACAAAATTTT
TAAGCGATGTTCCAATAGTTACATTGCCGATAGATTACTTGACCCCTTTACTTTTACGAACTTTATCCGGGGA
GGGCTTATGCCCTGTCGAACCAAAGTGCAGCCAATTCTTAGATGAAATAGTAAGTTATGTTTTGCAGGATGCA
CGTTTTTTAAGATACTATTTTAGGCATGTTGGAGTACACGATGACAATGTTGGAAAAAATTTTGAGCCAAAGA
TTAAGGCTTTGATTTATGATAATGAATTTCTGCAACAATTGTTTTATTGGTACGATTTAGCAATCCTAACGCG
TAGAGGGCGCCTGAATCGAGGGAATAACCGTTCAACATGGTTTGCAAATGACGATTTAATAGACATTCTCGGG
TACGGTGATTATATTTTCTGGAAAATACCGTTGTCATTGTTGTCACTCAACACAGAGGGGATTCCTCATGCAG
CTAAGGACTGGTATCACGCATCAATCTTCAAAGAAGCGGTTCAAGGTCACACACATATCGTGTCAGTTTCCAC
TGCAGATGTTTTAATTATGTGTAAGGACATCATAACCTGTCGTTTCAATACCACACTCATTGCAGCATTGGCA
AATTTAGAAGATTCTATCTGTTCTGACTATCCACAACCTGAAACAATCTCTAATCTGTATAAGGCAGGGGATT
ACTTAATCTCGATACTGGGTTCAGAAGGTTATAAGGTCATAAAGTTTTTAGAACCACTATGTTTAGCTAAGAT
CCAATTGTGCTCAAATTACACTGAGAGGAAAGGGAGATTCCTTACTCAAATGCATTTGGCCGTTAATCACACA
CTTGAAGAACTTATTGAGGGCCGGGGATTGAAGTCACAACAAGACTGGAAGATGAGGGAATTTCACCGAATCT
TAGTAAATTTAAAGTCAACACCACAACAACTCTGTGAATTGTTTTCAGTGCAAAAGCATTGGGGGCATCCTGT
GCTACATAGCGAGAAGGCTATTCAGAAAGTAAAGAAACATGCAACCGTAATAAAAGCATTGCGTCCCGTAATC
ATCTTTGAGACATATTGTGTGTTCAAGTACAGCATTGCCAAACATTATTTTGATAGCCAAGGGTCATGGTATA
GTGTAATCTCAGATAAACATCTAACACCAGGTTTACACTCTTACATTAAGAGGAACCAATTTCCGCCACTGCC
TATGATTAAAGACTTATTGTGGGAATTCTATCACCTTGATCATCCTCCCTTATTTTCCACCAAGATTATTAGT
GACTTGAGTATTTTCATTAAGGATCGCGCTACCGCAGTGGAAAAAACATGTTGGGATGCAGTTTTCGAGCCTA
ATGTTCTTGGATATAGTCCTCCAAACAAGTTCTCAACTAAGAGGGTTCCTGAACAGTTTCTTGAACAAGAARAA
TTTCTCGATTGATAGTGTTCTCACTTATGCCCAGCGCCTGGATTATCTACTTCCACAATACCGGAATTTTTCT
TTCTCACTTAAGGAAAAAGAATTAAATGTAGGACGAGCTTTTGGTAAGCTACCTTATCCTACACGTAATGTTC
AAACTTTATGTGAAGCCTTATTGGCAGATGGATTAGCTAAAGCCTTTCCTAGTAACATGATGGTTGTAACAGA
GCGTGAGCAGAAGGAAAGCCTCTTGCACCAGGCGTCGTGGCACCACACAAGTGACGATTTCGGTGAGAATGCC
ACTGTTAGAGGCAGCAGTTTTGTTACCGACCTAGAAAAATACAACTTGGCATTTAGATATGAGTTTACAGCTC
CATTTATTGAATACTGTAATCGATGTTATGGTGTAAAAAATTTATTCAATTGGATGCATTATACGATACCGCA
ATGTTATATACATGTAAGTGATTATTATAATCCCCCTCATGGAGTTTCGCTAGAAAATCGGGAAGATCCCCCG
GAAGGCCCTAGCTCTTACCGTGGTCATCTTGGGGGAATTGAGGGACTCCAACAGAAACTCTGGACCAGCATTT
CATGTGCACAAATCTCATTAGTTGAGATCAAGACTGGTTTCAAATTGAGATCTGCGGTAATGGCTGATAATCA
ATGCATCACAGTTCTTTCCGTATTTCCTCTAGAGACAGATTCCAATGAGCAAGAGCATAGCTCCGAGGACAAT
GCTGCTCGCGTAGCAGCCAGTTTAGCCAAAGTCACGAGTGCCTGTGGCATCTTCCTAAAACCAGATGAGACTT
TTGTGCATTCAGGCTTTATTTATTTCGGTAAGAAGCAATATTTAAATGGCGTTCAATTGCCACAATCACTCAA
GACTGCTACCAGGATTGCTCCCTTGTCAGATGCAATCTTTGATGACCTTCAGGGAACTCTGGCTAGTATAGGA
ACGGCATTTGAGAGATCTATATCCGAGACTAGACATGTATACCCTTGCCGGGTGGTTGCCGCATTCCATACAT
TCTTCTCCGTTAGGATCCTCCAATACCACCACCTTGGTTTCAACAAAGGAACCGATCTAGGTCAACTATCACT
AAGCAAACCGTTGGATTTCGGAACTATCACTCTTGCTTTAGCGGTACCTCAAGTTCTAGGAGGTTTATCGTTT
TTAAACCCAGAGAAATGTTTTTATCGCAACCTTGGAGACCCCGTGACCTCCGGCCTATTCCAACTTAGGACTT
ACCTGCAAATGATCAACATGGACGACTTATTTCTACCTTTAATTGCCAAGAACCCCGGGAACTGTAGTGCAAT
TGACTTTGTACTCAACCCAAGCGGATTGAATGTCCCTGGGTCACAAGACCTAACATCTTTTTTACGT CAGATA
GTGCGTAGAACAATCACATTGAGTGCAAAAAATAAGCTAATAAACACATTGTTTCACTCCTCAGCCGATTTAG
AAGATGAGATGGTATGTAAATGGCTACTTTCTTCAACACCTGTAATGAGTCGGTTTGCTGCTGATATATTCTC
TCGTACTCCGAGTGGGAAGCGCTTGCAGATCCTAGGTTATTTAGAAGGGACTAGAACCTTGCTAGCCTCCAAA
GTCATCAATAACAATGCAGAGACTCCTATTTTAGATAGGTTGAGGAAAATCACACTGCAGAGATGGAGTTTGT
GGTTTAGCTACCTAGACCACTGTGATCAGGTTCTAGCAGATGCTTTAATAAAAGTTTCTTGTACAGTTGATTT
GGCGCAAATTTTACGTGAATATACCTGGGCACACATACTAGAGGGAAGACAGCTCATTGGTGCAACACTTCCT
TGCATGTTAGAACAATTTAATGTGTTTTGGCTCAAATCGTACGAACAATGCCCTAAATGTGCAAAATCTAGAA
ATCCAAAAGGAGAGCCATTTGTGTCAATTGCAATTAAGAAACAAGTTGTGAGTGCATGGCCGAATCAGTCACG
GTTAAATTGGACCATTGGGGACGGTGTACCTTACATCGGGTCTCGAACAGAGGACAAGATTGGGCAGCCAGCA
ATCAAGCCTAAGTGTCCCTCTGCTGCCTTACGTGAAGCAATAGAGTTGACATCTAGACTAACATGGGTTACCC
AAGGTGGTGCCAATAGTGATTTGCTAGTTAAACCTTTTGTAGAGGCACGAGTAAACCTGAGTGTGCAGGAGAT
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CCTTCAAATGACGCCTTCTCATTATTCAGGGAACATCGTACATCGGTATAATGACCAATACAGCCCTCATTCT
TTCATGGCAAATAGAATGAGTAATTCCGCGACGAGATTGGTGGTGTCGACAAATACTCTCGGGGAGTTCTCAG
GTGGGGGGCAATCAGCAAGGGACAGCAATATCATCTTTCAAAATGTAATCAATTTTTCGGTTGCCCTATTTGA
TTTACGATTTCGGAACACCGAAACATCCTCCATTCAGCATAATCGTGCCCATCTCCATCTTTCACAGTGTTGC
ACACGGGAAGTCCCAGCTCAATACCTAACCTACACGTCTACGCTTTCCTTGGATCTCACAAGGTACCGAGAGA
ATGAGTTAATTTATGATAACAATCCGTTAAAAGGTGGACTTAATTGCAACCTATCCTTTGATAATCCACTTTT
CAAGGGCCAAAGGCTCAATATCATAGAGGAGGATTTGATTAGATTTCCTCATCTATCTGGGTGGGAACTTGCG
AAAACCATCATTCAGTCCATTATCTCAGACAGCAATAACTCATCCACAGACCCCATTAGCAGTGGAGAAACAC
GATCATTCACAACTCACTTTCTCACATATCCTAAGGTTGGGCTCCTCTATAGTTTCGGCGCCATCGTGAGTTA
TTACTTAGGGAATACCATTATTAGGACCAAAAAGCTAGACCTCAGTCATTTTATGTATTACTTAACAACTCAA
ATCCATAATTTGCCACATCGCTCGTTGAGGATACTTAAGCCCACCTTTAAACATGTTAGTGTGATATCAAGAC
TAATGAGTATTGATCCTCATTTTTCAATCTACATCGGGGGTACGGCAGGTGATCGAGGGCTTTCGGATGCTAC
CAGACTATTCCTTCGAGTGGCCATTTCTTCCTTCCTTCAATTTATCAAAAAATGGATCGTGGAATACAAGACA
GCTATTCCTCTGTGGGTTATATACCCTTTGGAGGGACAAAATCCAGATCCAATTAATAGCTTTCTACATCTGA
TTATAGCCTTACTGCAAAATGAATCCCCTCAAAACAACATCCAATTCCAAGAAGACAGAAATAATCAACAGTT
GTCCGATAATCTAGTTTACATGTGCAAGAGCACTGCCAGTAATTTCTTCCATGCATCACTTGCCTATTGGAGG
AGCCGGCACAAAGGACGGCCCAAAAATCGATCGACCGAAGAACAGACAGTTAAACCCATACCATATGATAATT
TTCATTCTGTTAAATGTGCCTCAAACCCACCAAGCATCCCCAAATCTAAGTCAGGAACTCAAGGTTCAAGCGC
ATTTTTTGAGAAACTTGAATATGATAAAGAAAGAGAATTGCCAACAGCTTCCACACCAGCCGAACAATCCAAG
ACCTATATCAAGGCCCTATCCAGCCGAATTTATCATGGTAAAACACCATCCAATGCCGCAAAAGATGATTCAA
CAACCTCCAAGGGCTGCGATTCCAAAGAAGAAAATGCCGTTCAAGCTTCACACCGAATTGTCCTACCATTTTT
TACATTGTCACAGAACGACTACAGAACTCCCTCAGCTAAAAAGTCAGAGTATATAACTGAAATCACCAAACTA
ATTCGACAATTAAAGGCAATTCCAGATACCACTGTATACTGTCGCTTTACAGGGGTTGTATCTTCAATGCATT
ATAAGCTTGATGAGGTTCTCTGGGAATTCGATAGTTTCAAAACTGCTGTGACTCTAGCTGAAGGAGAAGGGTC
AGGTGCCTTATTACTACTACAAAAATATAAGGTCAGAACAATCTTTTTTAACACTTTAGCTACAGAGCATAGC
ATCGAGGCAGAAATAGTTTCTGGGACAACCACACCTCGAATGCTCCTTCCTGTAATGGCCAAACTTCATGATG
ATCAAATAAATGTAATATTAAACAATTCTGCTAGCCAGGTTACTGATATCACTAACCCTGCATGGTTCACTGA
CCAGAAATCTAGAATCCCCACACAAGTTGAGATTATGACTATGGATGCTGAAACGACAGAAAATATTAATCGG
TCAAAATTATATGAGGCTATTCAGCAATTAATTGTTTCACACATTGATACAAGGGTGCTAAAGATTGTTATTA
TAAAGGTTTTTTTAAGTGATATTGAAGGTCTCCTGTGGCTTAATGACCATCTTGCCCCTTTATTCGGATCCGG
CTATTTAATTAAACCTATTACTTCGAGTCCAAAGTCAAGCGAATGGTACTTATGTCTTTCAAATTTCCTTTCA
GCCTCTCGACGACGGCCTCATCAGGGTCATGCTACCTGTATGCAAGTCATCCAAACAGCGCTACGACTCCAAG
TTCAAAGGAGTTCATACTGGCTTAGCCATTTAGTGCAATATGCTGATATTAATTTGCACTTGAGTTATGTTAA
TTTGGGTTTCCCTTCATTGGAAAAGGTTCTTTACCATCGATATAACCTAGTTGATTCACGGAAGGGTCCACTG
GTCTCGATCCTTTACCATTTAACACACTTGCAAGCAGAGATTAGAGAATTAGTGTGTGACTATAATCAGCAAC
GACAAAGTCGAACCCAAACATACCACTTCATCAAAACGACAAAGGGCCGGATTACAAAATTAGTCAATGACTA
CCTTAAATTTTATCTCGTAGTGCAAGCACTGAAGCATAATTGTCTTTGGCAGGAAGAACTCAGAACACTTCCT
GACTTAATCAATGTTTGCAATCGATTTTACCATATAAGGGACTGCTCATGTGAAGATCGATTTTTAATTCAAA
CTCTTTACTTAACCCGTATGCAAGACTCAGAAGCAAAATTAATGGAGAGATTAACCGGGTTTCTAGGATTGTA
TCCTAATGGTATTAACGCTTAAGATCCCCTTAGAGGCATCGCAATATGACTCCAAACATTAAATGATATTGCT
GTCAATACATCTACCTGACCGAGAGCAAGGTTTATTATAAAAAACCTATACACATGACTGCAATGCGTAATTT
ATACCGAAACACAGTGAGGGCTGCACATGCAGGTTCCTGTTGAGCTTTAAAAGATCATGCAATATAAAATGAT
ATTTGTATACTAATCATGTTAGTACTAACTAACAGTACTCACTGCATATACTCTATCAATTAAGAAAAATTAC
TGTGGTTTATGCATTTAAATGACATCACAGATGGATATAATATAGTTAATTCTTACCTAAATGTTGAGTTATA
GTAATTTGAAGTTATAATTATGATTAGTGCTTATACTATAAATAATAGCTATACCAAGTATACACAAGAAGTT
ATGATTTTGTATTCAAATTATATTCACAGGAACTTGTGATTAATAATAAAAGTCTCAGTTGTTGGTTGTTGAG
TTGTAAAACTCCCGTTAAAAATTTATTTTCCACTTATAACTAATAATAATCATAGATCAGTATGAGTTGAGGC
TATTCAAACCTTAGAAAAATTGTGCGATGTTTTTTACCATGTCAATCTTGATTTCAATGATATTGGAGGGCTT
GTCGATAAATTCAGTAATTAACATTAAGTCAGTGTGGAACCTCATTGGATATTTGATCGTACACAAAATATCT
TTACAAAATTGTTTTCTCTTTTTTGTGTGTCCA, (SEQ ID. NO: b5).

SEQ. ID. NO: 6

CGGACACACAAAAAGAAAAAAGGTTTTTTAAGATTTTTTGTGTGCGAGTAACTATGAGGAAGATTAACAGTTT
TCCTCAGTTTAAGGTATACACTGAAATTGAGATTGAGATTCTCCTCTTTGCTATTCTGTAACTTTCCCTGGTT
GTGACAATTGAATCAGTTTTATCTATTACCAATTACCATCAACATGGTATGTCTAGTGATCTTGGGACTCTTC
TTCATCTGGTTTTTCCTAGAGCTCTGAATCTATTTTGTGAGAAGTTCATCCAAACGACCCAGTGTCTGAAAAT
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ACAAGAGGTTCCCCTTTCCGTCAAGTTTAAGGGGTTGTTTTGATTGTGTGTAGATTTTATAATCCTAGAGTGC
CAAGGAGTTGCGTGTCATCATTAATTGGGAAGATCAAGGAAACAATTTGTTCCAATAATATCGTACATCTTGA
CTAAGTCGAACAAGGGGAAGTCGATATGGATCGTGGGACCAGAAGAATCTGGGTGTCGCAAAATCAAGGTGAT
ACTGATTTAGATTATCATAARATTTTGACAGCTGGCCTTACTGTTCAACAGGGAATTGTCAGGCAGAAAATAA
TTTCTGTATATCTITGTTGATAACTTGGAGGCTATGTGTCAATTGGTAATACAAGCCTTTGAGGCCGGAATTGA
TTTCCAAGAAAATGCCGACAGCTTCCTTCTGATGCTTTGCCTACATCATGCTTACCAAGGTGACTATAAATTG
TTCTTGGAGAGCAATGCTGTACAGTATTTGGAAGGTCATGGATTCAAATTTGAGCTCCGGAAGAAGGACGGTG
TCAATCGGCTCGAGGAATTGCTTCCTGCTGCAACGAGTGGAAAAAACATCAGGCGTACGTTGGCCGCACTGCC
TGAAGAGGAGACTACAGAAGCAAATGCAGGGCAATTTCTCTCATTTGCGAGTTTGTTTCTTCCCAAACTGGTT
GTGGGAGAGAAGGCTTGCTTGGAAAAAGTCCAGCGACAAATTCAGGTTCATGCAGAACAGGGTTTAATTCAAT
ATCCCACTGCATGGCAATCAGTTGGACACATGATGGTAATCTTCAGATTGATGAGGACTAATTTCTTGATTAA
ATATTTACTGATCCACCAGGGTATGCATATGGTAGCTGGCCACGATGCCAATGATGCTGTCATTGCTAATTCA
GTTGCTCAGGCTCGCTTTTCAGGACTCCTAATTGTCAAAACCGTTCTTGATCATATTCTGCAGAAAACCGACC
AAGGAGTAAGACTTCACCCTTTGGCCCGAACAGCCAAAGTGCGTAATGAGGTTAATGCATTTAAGGCCGCCCT
AAGCTCACTTGCTAAGCATGGGGAATATGCCCCTTTTGCTCGCCTTCTCAATCTCTCGGGAGTTAACAACCTA
GAACATGGTCTCTACCCACAGTTATCAGCAATTGCTCTTGGAGTTGCCACAGCACATGGTAGCACCCTTGCAG
GAGTTAATGTTGGTGAGCAGTATCAGCAGCTTAGAGAGGCTGCCACTGAAGCTGAGAAGCAACTCCAACAATA
TGCTGAGTCCAGAGAACTCGACAGCCTAGGCCTAGACGATCAGGAAAGAAGAATACTAATGAACTTCCATCAG
AAGAAAAATGAAATTAGTTTCCAGCAGACCAATGCAATGGTAACCCTTAGGAAAGAGCGACTGGCCAAATTAA
CAGAAGCTATAACGCTGGCCTCAAGACCTAACCTCGGGTCTAGACAAGACGACGACAATGAAATACCGTTCCC
TGGGCCTATAAGCAACAACCCAGACCAAGATCATCTGGAGGATGATCCTAGAGACTCCAGAGACACTATCATT
CCTAATAGTGCAATTGACCCCGAGGATGGTGATTTTGAAAATTACAATGGCTATCATGATGATGAAGTTGGGA
CGGCAGGTGACTTGGTCTTGTTCGATCTTGACGATCATGAGGATGACAATAAAGCTTTTGAGCTACAGGACAG
CTCACCACAATCCCAAAGGGAAATAGAGAGAGAAAGATTAATTCATCCACCCCCAGGCAACAACAAGGACGAC
AATCGGGCCTCAGACAACAATCAACAATCAGCAGATTCTGAGGAACAAGAAGGTCAATACAACAGGCACCGAG
GCCCAGAACGTACGACCGCCAATCGAAGACTCTCACCAGTGCACGAAGAGGACACCCCTATAGATCAAGGCGA
TGATGATCCCTCAAGCCCACCTCCGCTGGAATCTGATGATGACGATGCATCAAGTAGCCAACAAGATCCCGAT
TATACAGCTGTTGCCCCTCCTGCTCCTGTATACCGCAGTGCAGAAGCCCACGAGCCTCCCCACAAATCCTCGA
ACGAGCCAGCTGAAACATCACAATTGAATGAAGACCCTGATATCGGTCAATCAAAGTCTATGCAAAAATTAGA
AGAGACATATCACCATCTGCTGAGAACTCAAGGTCCATTTGAAGCTATCAATTATTATCACATGATGAAGGAT
GAGCCGGTAATATTTAGCACTGATGATGGGAAGGAATACACCTACCCGGATTCACTTGAGGAAGCCTATCCTC
CATGGCTCACCGAGAAAGAACGACTGGACAATGAAAATCGATACATTTACATAAATAATCAACAGTTCTTCTG
GCCTGTCATGAGTCCCAGAGACAAATTTCTTGCAATCTTGCAGCACCATCAGTAACCACAGCACAAAGCGCGG
TCCACTTCGTAAAGCTAAATACACTTAAAGCTTGACCGATTCATCTACAAAAACTAATCCATTATAACTTATT
AGTGCTACTTTTCTATAAGTGATTCTCAATCTAAGGCCATTAAGAGTTTAAGCAATATACATATACACTTACA
CCGGTCTATCCAAGATGTGGCTCAATGTTCTTAATTTGAACATAGTCATAAGGGGATAAATAATACTTTATAT
TTCTGATTGTGGATTGACCCATTCTGCTTAAAATGCTTCGCCCATTAAAAATGTGATCTAATAGATAGCCCTG
ACTAGACCAATTAAGAAAAACATTTGATGAAGATTAAAACCTTCATCGCCAGTAAATGATTATATTGTCTGTA
GGCAGGTGTTTACTCCACCTTAAAGTCGGAAATATCCTACCTTAGGACCATTGTTAAGAGGTGCATAGGCATT
ACCATCCTTGAGAACATGTATAATAATAAATTGAAGATATGTTCAGGCCCAGAAACAACTGGATGGATTTCTG
AGCAACTAATGACAGGTAAGATTCCAGTAACTGATATATTCATTGATATTGATAACAAGCCAGATCAAATGGA
AGTCCGGCTCAAACCATCATCAAGGAGCTCAACCAGAACTTGTACAAGTAGCAGTCAGACGGAGGTCAACTAT
GTACCTCTICCTTAAAAAGGTTGAGGATACATTAACTATGCTAGTGAGTGCAACCAGTCGTCAGAATGCTGCAA
TCGAGGCCCTTGAAAACCGCCTCAGCACACTTGAGAGTAGCTTAAAGCCAATCCAAGACATGGGTAAAGTGAT
TTCATCATTGAATCGCAGTTGTGCCGAAATGGTGGCAAAATATGATCTTCTAGTTATGACAACTGGACGGGCT
ACTTCAACCGCAGCTGCAGTAGATGCGTACTGGAAAGAGCACAAACAGCCACCACCAGGGCCAGCGTTGTATG
AAGAGAATGCGCTTAAAGGAAAAATCGATGATCCAAACAGCTATGTACCAGATGCTGTGCAGGAGGCTTACAA
GAACCTTGACAGTACATCGACCCTGACCGAGGAAAATTTTGGGAAACCTTATATATCTGCTAAAGATCTGAAG
GAGATCATGTATGATCATCTACCTGGTTTTGGGACTGCCTTTCACCAACTTGTTCAAGTGATTTGTAAAATAG
GAAAGGATAACAACCTCTTGGACACAATCCATGCTGAGTTCCAGGCAAGTCTAGCAGATGGTGACTCTCCCCA
ATGTGCACTCATACAGATAACCAAAAGAGTCCCAATCTTTCAGGATGTGCCGCCCCCGACAATCCACATTAGA
TCCCGTGGTGATATCCCACGAGCATGCCAAAAGAGTCTCCGACCAGCACCACCATCACCCAAAATTGATCGTG
GTTGGGTTTGITTGTTTAAGATGCAAGATGGTAAAACGCTTGGACTTAAGATCTAAGGATCAAGATTTATTTA
ACAAGGCAAGCCACAACCTTAGATAGAACCTCAGCCAGACTATTGAACTATTGACGCTGTTGATGATAATATA
TAATTAATGGTCATATTTGAATATGACAACATCTTGCTTCTTGTTTTGCCTTGTATCTCTTTGAGTTGGAAGA
TCATTCCAAACTTACAAACATGCACAAGATGTTATGGTTTAGCAAAGAATTGATAGGAGTACTGGTATATAAT
GTAAATATAACAAGTGATGAAGATTAAGAAAAACCAGTCGGTATTTTCCAGACTTGGCATTTCTTATCTTCAT
CTTCTAAAGTGAGATATTTTATCATCAAAAAATGAGACGCGGAGTGTTACCAACGGCTCCTCCAGCATATAAT
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GATATTGCATACTCTATGAGCATACTCCCAACCCGACCAAGTGTCATAGTCAATGAGACCAAATCAGATGTAC
TGGCAGTGCCAGGAGCAGATGTTCCATCAAACTCCATGAGACCAGTGGCTGATGATAACATTGATCACTCAAG
CCATACTCCAAGCGGAGTAGCTTCTGCCTTTATATTGGAAGCTAAAGTGAATGTAATTTCGGGAACAAAAGTC
CTGATGAAGCAAATACCTATTTGGCTTCCACTGGGTGTAGCTGATCAGAAGATATACAGCTTTGATTCAACAA
CAGCCGCAATTATGTTGGCTTCCTACACAGTGACACACTTCGGGAAGATATCTAACCCGCTGGTACGTGTCAA
CAGGCTAGGCCCAGGAATACCCGATCATCCGCTACGACTCCTAAGGTTGGGCAATCAGGCATTCCTTCAAGAG
TTTGTTCTTCCACCAGTCCAGCTTCCCCAGTATTTCACATTTGATCTAACAGCTCTAAAGCTCATCACTCAAC
CATTGCCAGCTGCAACCTGGACAGACGAAACTCCAGCAGGAGCAGTCAATGCTCTTCGTCCTGGGCTCTCACT
CCATCCCAAGCTTCGTCCAATTCTTCTACCGGGGAAGATAGGAAAGAAAGGTCATGCTTCAGACTTAACATCA
CCTGACAAAATTCAAACAATCATGAATGCAATACCGGACCTCAAAATTGTCCCGATTGATCCAATCAAGAACA
TAGTTGGAATTGAGGTTCCAGAATTACTAGTTCAAAGGCTGACCGGCAAAAAACCACAACCCAAAAATGGCCA
ACCAATTATTCCAGTTCTTCTTCCGAAATATGTTGGACTTGATCCTATATCGCCAGGGGACTTAACTATGGTT
ATCACCCAGGATTGTGATTCATGCCACTCTCCAGCCAGCCATCCGTATCACATGGACAAGCAGGATAGTTACC
AATAATTTAAATTCCATTCGAGCTATTATTCTGCTAGTAATTCCGACGGGATCAATAGACTAAAAATCTGATT
GTATAGAATTATAAAAGAATCAAGCAGAGGCAACAGACTCACAGCTTACGCCTAGATGACTAATATTAAGGAG
TTTTTTAATCTAATTTTCCAGTCTTAAGTAATAATCATTTCTTTTGTAATTAATTATGCATTTGTTAACTTAT
CGGTGCGAGATTTCCTTGAGAACCCGGCGGGGCTTCTACTATCTGTAGTAACCAGAAGAGAAGTTCAACCCAG
TCAAAACTAAACCAAGCAATATTCTGAATGCTCTATAGTCTATTCTAATCAGAGCGTATAACAATGGCTAAGAT
TTCAATGACTCGTTAACAATCGCTAGTAATTTTAATCTCCAGATTAAGAAAAAGATATACGATGAAGATTAAG
GCGACAACGAGTCGAAACTTCATCTCTTTTAAAGATCTAACATTATCTGTTCCAAAGTCATACAAGGACACAT
TCAAATCAGGGATTGTAAGCTGCTATTTCTTACCTCCCCAAATCACCTATACAACATGGGGTCAGGATATCAA
CTTCTCCAATTGCCTCGGGAACGTTTTCGTAAAACTTCGTTCTTAGTATGGGTAATCATCCTCTTCCAGCGAG
CAATCTCCATGCCGCTTGGTATAGTGACAAATAGCACTCTCAAAGCAACAGAAATTGATCAATTGGTTTGTCG
GGACAAACTGTCATCAACCAGTCAGCTCAAGTCTGTGGGGCTGAATCTGGAAGGAAATGGAATTGCAACCGAT
GTCCCATCAGCAACAAAACGCTGGGGATTCCGTTCAGGTGTGCCTCCCAAGGTGGTCAGCTATGAAGCCGGAG
AATGGGCAGAAAATTGCTACAATCTGGAGATCAAAAAGTCAGACGGAAGTGAGTGCCTCCCTCTCCCTCCCGA
CGGTGTACGGGGATTCCCTAGATGTCGCTATGTCCACAAAGTTCAAGGAACAGGTCCTTGTCCCGGTGACTTA
GCTTTCCATAAAAATGGGGCTTTTTTCTTGTATGATAGATTGGCCTCAACTGTCATCTACCGTGGGACAACTT
TTGCTGAAGGTGTCATAGCTTTTTTAATTCTGTCAGAGCCCAAGAAGCATTTTTGGAAGGCTACACCAGCTCA
TGAACCGGTGAACACAACAGATGATTCCACAAGCTACTACATGACCCTGACACTCAGCTACGAGATGTCAAAT
TTTGGAGGCGAGGAAAGTAACACCCTTTTTAAGGTAGACAACCACACATATGTGCAACTAGATCGTCCACACA
CTCCGCAGTTCCTTGTTCAGCTCAATGAAACACTTCGAAGAAATAATCGCCTTAGCAACAGTACAGGGAGATT
GACTTGGACATTGGATCCCAAAATTGAACCAGATGTTGGTGAGTGGGCCTTCTGGGAAACTAAAAAAACTTTT
CCCAACAACTTCATGGAGAAAACTTGCATTTCCAAATTCTATCAACCCACACCAACAACTCCTCAGATCAGAG
CCCGGCGGGAACTGTCCAAGGAAAAATTAGCTACCACCCACCCACCAACAACTCCGAGCTGGTTCCAACGGAT
TCCCCTCCAGTGGTTTCAGTGCTCACTGCAGGACGGACAGAGGAAATGTCGACCCAAGGTCTAACTAACGGAG
AGACAATCACAGGTTTCACCGCGAACCCAATGACAACCACCATTGCCCCAAGTCCAACCATGACAAGCGAGGT
TGATAACAATGTACCAAGTGAACAACCGAACAACACAGCATCCATTGAAGACTCCCCCCCATCGGCAAGCAALC
GAGACAATTGACCACTCCGAAATGAATTCGATCCAAGGCTCGAACAACTCCGCCCAGAGCCCACAGACCAAGG
CCACGCCAGCGCCCACAGCATCCCCGATGACCCTGGACCCGCAAGAGACGGCCAACAGCAGCAAACCAGGAAC
CAGCCCAGGAAGCGCAGCCGAACCAAGTCAGCCCGGACTCACTATAAATACAATAAGTAAGGTAGCTGATTCA
CTGAGTCCCACCAGGAAACAAAAGCGATCGGTTCGACAAAACACCGCTAATAAATGTAACCCAGATCTTCACT
ATTGGACAGCTGTTGATGAGGGGGCAGCAGTAGGATTGGCATGGATTCCATATTTTGGACCTGCAGCAGAAGG
CATCTACATTGAGGGTGTAATGCATAATCAGAATGGGCTTATTTGCGGGCTACGTCAGCTAGCCAATGAAALT
ACCCAGGCTICTTCAATTATTTCTGCGGGCCACAACAGAACTGAGGACTTACTCACTTCTTAACAGAAAAGCTA
TTGATTTTCTTCTTCAACGATGGGGAGGTACCTGTCGAATCCTAGGACCATCTTGTTGCATTGAGCCACATGA
TTGGACAAAAAATATTACTGATGAAATTAACCAAATTAAACATGACTTTATTGACAATCCCCTACCAGACCAC
GGAGATGATCTTAATCTATGGACAGGTTGGAGACAATGGATCCCGGCTGGAATTGGGATTATTGGAGTTATAA
TTGCTATAATAGCCCTACTTTGTATATGTAAGATTTTGTGTTGATTTATTCTGAGATCTGAGAGAAAAANAATC
TCAGGGTTACTCTAAGGAGAAATATTATTTTTAAAATTTACTTAAATGCTGACCACTTATCTTAAATGAGCAA
TTAATAATATGTTTTTCTGCTTCTTTGCTTGATTTACAATATGATATTTCTCTTAATAATGATTAATATATTA
AGAAAAACTTATGACGAAGATTARAAGGGGAGGATCGTTAACGGGAAAATCTCCCATCTCGTTCGTCGAAGCCA
CGTTGGTGGTGCTTGCAGCTGAGAACAACTCCAGAGATTGTAGGTAGAAAGGACCAGCATTTATAGGTAGGGG
TCAGAAAGCAACAATAGCCATAAAAGGAGAGCCTGACATTGCTATTTAATATCCTAGAACCTGATTTCTAGGT
TCTAGTTGTACAATCCGGATGATGGAGCATTCAAGAGAACGGGGTAGATCTAGCAACATGCGACATAATAGCC
GGGAACCATACGAAAATCCATCAAGGTCTCGCTCATTATCTCGGGACCCTAATCAGGTTGATCGTAGGCAGCC
TCGAAGTGCATCCCAAATTCGTGTTCCGAATCTGTTCCATCGGAAAAAGACTGATGCACTCATAGTTCCTCCG
GCTCCCAAAGATATATGCCCAACACTCAAAAAAGGATTCCTCTGCGATAGTAAATTTTGCAAAAAAGATCACC
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AATTGGATAGCTTAAATGATCATGAATTACTACTGCTAATTGCAAGAAGAACATGTGGAATTATCGAGAGCAA
TTCGCAGATTACATCCCCAAAAGATATGCGGTTAGCGAATCCAACAGCTGAAGACTTCTCACAAGGTAATAGT
CCTAAATTAACACTTGCAGTCCTTCTTCAAATTGCTGAACATTGGGCAACCAGAGACCTAAGGCAAATTGAGG
ACTCTAAACTTAGAGCTCTTTTAACCCTTTGTGCCGTATTAACAAGGAAATTTTCTAAATCCCAACTGGGTCT
TCTATGTGAGACCCACCTACGGCATGAGGGCCTCGGACAGGACCAAGCTGATTCTGTATTAGAGGTCTACCAA
AGACTCCACAGTGATAAAGGAGGGAATTTTGAGGCTGCCCTGTGGCAACAATGGGACCGACAGTCGTTAATAA
TGTTCATCTCTGCTTTTCTCAACATTGCTCTCCAGACACCTTGTGAAAGTTCTAGTGTCGTAGTCTCAGGTCT
TGCCACATTGTACCCAGCACAAGACAATTCTACACCATCCGAGGCAACTAATGATACCACCTGGTCAAGTACA
GTTGAATAGAAAACCACTGGAGCTATTTTTCCACGATTGCTCTCAGTCAATAAATTAATATAGATATAATACG
ACTTCGGTGTGCAATTGTCAAGGGTTCCATTTGGTAATAATGATTCTTAAAACAATCTACTATCGTAATTATC
GATGGATCTACCCTATTTGACGGTACATGACTTGAATGTAATAAGGTAAGTTGGTATCTGAGGTATTTTGTCT
AGAGTATACTCAAAATCGTATGTCTAGCAAATTATCAATAGCAAAGTTAAATTCTCCTAACCTCATATTTTGA
TCAAGTAATCATGATTTTATGGTAATTCTTTGCAGATTATCGGTTTAATCTTTATTAAGAAAAAATCATGATT
GTAGACAATTTACTGGTAGTCCCTGGGTATCCAAGTTTATGAACAGAGCTAGAGAGAATTTGCTACTTCCGAG
GTATAACTTTATTATTTGCTACTTCGAATGCCTAAAACCAGTAATGCAGGATGAAGATTAATTGCGGAGGAAT
CAGGAATTCAACTTTAGTTCCTTAAGGCCTCGTCTGAATCTTCATCAGTTAGTAAGTTCTTTTATAGAAGTCA
TTAGCTTCTAAGGTGATTATATTTTAGTATTAAATTTTGTTAATTGCTTGCTATAAAGTTGAAGTGTCTAATG
CTTAAATGAACATTTCTTTGAAGCTGACATACGAATACATCATATCATATGAAAACATCGCAATTAGAGCGTC
CTTGAAGTCTGGCATTGACAGTCACCAGGCTGTTCTCAGTAGTCTGTCCTTGGAAGCTCTTGGGGAGACAAGA
AGAGGTCCCAGAGAGTCCCAACAGGTTGGCATAAGGTCATTAACACCAGCATAGTCAGCTCGATCAAGACTGT
AAGCGAGTCGATTGCAACTAAAAAGATTATTTCTTGTTGTTTAAACAAATTCCTTTTGTGTGAGACACCCTCA
AGGCACAAGATGGCTAAAGCCACAGGCCGATACAATCTCGTGCCCCCAAAGAAAGATATGGAAAAGGGAGTGA
TTTTTAGTGATCTTTGTAATTTCTTGATTACTCAAACCCTGCAAGGTTGGAAGGTTTATTGGGCAGGAATTGA
GTTTGATGTAAGTCAARARAAGGCATGGCTCTTCTGACAAGACTCAAAACAAATGACTTTGCTCCTGCCTGGGLCG
ATGACAAGAAATCTCTTCCCACATCTGTTCCAAAACCCAAATTCGGTTATTCAATCTCCCATCTGGGCTTTGA
GGGTAATTTTGGCAGCCGGATTGCAGGATCAGTTGTTAGACCATTCATTGGTTGAGCCATTGACAGGGGCTCT
CGGTCTAATTTCTGATTGGCTCCTAACTACAACGTCAACACATTTCAATCTTCGTACTAGAAGCGTAAAGGAC
CAGCTTAGTTTTCGTATGTTATCTTTGATCAGGTCAAACATCTTGCAGTTCATCAACAAGCTTGACGCCCTGC
ATGTTGTCAATTACAATGGTTTACTCAGTAGTATTGAGATCGGGACTTCTACACACACAATCATTATAACTCG
TACAAATATGGGTTTTCTCGTGGAAGTTCAGGAGCCTGACAAATCAGCTATGAATTCTAAGCGCCCAGGACCA
GTCAAGTTCTCATTACTTCATGAGTCTGCCTTCAAACCTTTCACTCGTGTTCCACAATCTGGGATGCAATCAT
TAATAATGGAGTTCAACAGTTTGTTGGCAATTTAACAAGGTGATCTTAAAATAAGTACATGAATGAGAATTAG
TTGTGGGTCTTACCTAGCATTGTTGAGTTAGCTATCTAATCTATTTTCACTAATTGCATTGAGCACTGCTAGT
AGGTTTGCACCACGTTAAAGATTCAGAGTGTATGAATTGTGCAGATTTAAACTTGGGTTTTGCCTTATGCTTC
ATAGGTGGTCTTTTTAAAATGGAGATTATCAGCATTTCTTCAATGGGAGGAGTTAGCAATCAGAAATTGGAGA
TAAATGGACATCGGGATAGAACAATGCCTAACTATTGGGCGGCTTTCATTTTTAAATGTGTATATAACCAATC
TTTTCCTATCTTTGCTTATATTGGTGTAACTTTACTTTAATAACATGTCAATGCTATACTGTTAAGAGAAGGT
CTGAGGAAGATTAAGAAAAAGGTCTCGTGTTCACTTGGTTGCCGTCAAGTATCCTGTGGTTTTTTTCTACCTA
ACTTCCTCATGCCATATGGCTACCCAGCATACCCAGTACCCGGATGCACGTTTATCTTCACCTATAGTCCTGG
ATCAATGTGATTTGGTAACTCGAGCATGTGGGTTATATTCATCTTATTCTCTAAATCCTCAGCTAAGGCAATG
TAAATTACCAAAACATATATATCGACTTAAGTTCGACACAATAGTATCCAAATTCCTAAGTGATACACCTGTA
GCAACACTGCCGATAGACTATTTAGTACCAATTCTCCTGCGTTCCCTAACGGGGCACGGTGATAGGCCGTTGA
CCCCGACTTGTAATCAATTCCTTGATGGAATTATTAATTACACTCTTCATGATGCAGCCTTTCTTGATTACTA
TCTCAAGGCAACAGGTGCACAGGACCATTTGACAAACATTACAACTAGAGAGAAGCTTAAAAACGAAATTCTA
AACAATGATTATGTCCATCAATTGTTCTTCTGGCATGACCTGTCTATTTTGGCTCGACGTGGGCGTCTGAATC
GCGGGAACAACCGTTCAACCTGGTTTGTTCATGATGAATTCATTGATATTTTAGGATATGGCGATTATATTTT
TTGGAAAATACCTTTATCATTATTACCAGTTACTATAGACGGGGTCCCACACGCGGCAACTGACTGGTATCAA
CCGACTCTTTTTAAAGAATCCATCCTAGGGCACAGCCAAATCCTATCTGTGTCGACAGCTGAAATACTAATTA
TGTGTAAAGATATTATCACCTGTAGGTTTAATACATCACTGATTGCATCCATTGCAAAATTAGAGGATGTAGA
TGTGTCTGATTATCCTGACCCGAGTGATATTCTTAAGATATACAATGCTGGAGACTATGTAATATCTATTCTT
GGCTCAGAAGGTTATAAGATAATAAAGTACCTTGAACCACTTTGTTTGGCCAAAATCCAACTTTGCTCTAAAT
TCACAGAAAGAARAAGGTCGTTTCCTCACACAGATGCATTTATCAGTAATAAATGATCTTCGGGAGTTGATTTC
TAACCGCAGGTTAAAGGACTATCAGCAAGAGAAGATTAGGGATTTTCACAAAATATTATTACAATTGCAATTA
TCTCCTCAACAGTTTTGTGAATTATTCTCTGTTCAAAAACATTGGGGGCATCCAATTTTACATAGTGAGAAAG
CTATACAAAAAGTAAAACGGCATGCAACCATCCTTAAGGCTCTCAGACCTAATGTCATTTTTGAGACATATTG
TGTATTCAAGTACAATATTGCCAAGCACTATTTCGACAGCCAAGGAACTTGGTACAGTGTAATCTCAGACAGG
AATTTAACTCCAGGACTCAACTCCTTCATAAAACGTAATCACTTTCCTTCACTACCCATGATTAAGGATCTTC
TATGGGAATTCTATCATCTTAATCACCCTCCGTTATTCTCTACAAAGGTGATTAGTGACTTAAGTATTTTCAT
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CAAGGATAGGGCCACAGCTGTTGAACAGACATGTTGGGATGCAGTCTTTGAACCCAATGTGCTAGGTTACAAT
CCTCCAAACAAATTCTCCACTARAAGGGTGCCGGAACAATTTCTAGAACAGGAGGATTTTTCAATCGAAAGTG
TCCTGAATTATGCACAGGAATTACATTATTTATTACCACAGAATAGGAATTTTTCCTTTTCTCTTAAAGAAAA
AGAATTAAATATTGGACGAACATTTGGTAAGCTACCATATCTCACACGGAATGTCCAAACTTTATGTGAGGCT
CTGTTAGCAGATGGACTGGCTAAGGCCTTCCCCAGTAACATGATGGTAGTAACTGAACGTGAACAAAAAGAGA
GCCTTCTTCATCAGGCATCATGGCACCACACCAGTGATGATTTTGGAGAGAATGCTACCGTTCGAGGGAGTAG
TTTTGTAACTGATTTAGAGAAGTACAATCTTGCATTTCGCTATGAGTTCACTGCACCATTTATTGAGTACTGC
AACCATTGCTATGGTGTGCGTAATGTCTTTAATTGGATGCATTATTTAATCCCGCAGTGTTACATGCATGTAA
GTGATTATTATAATCCGCCTCACAATGTTAATCTTAGCAATCGAGAATATCCTCCTGAAGGCCCGAGTTCGTA
CCGAGGGCACTTAGGAGGCATAGAGGGATTACAACAAAAACTGTGGACGAGTATATCCTGTGCACAAATCTCC
TTAGTGGAAATTAAAACTGGTTTTAAGTTACGATCAGCGGTCATGGGAGACAATCAGTGTATAACCGTATTGT
CTGTTTTTCCACTTGAAACAGACCCTGAAGAGCAGGAGCAAAGCGCCGAAGACAATGCTGCAAGAGTAGCAGC
AAGTCTTGCAAAAGTAACCAGTGCATGTGGGATCTTTCTTAAACCAGAAGAGACATTCGTACACTCAGGTTTC
ATTTATTTCGGAARAAAACAATATCTCAATGGTGTACAATTACCGCAATCACTCAAAACAGCAGCAAGAATGG
CGCCACTCTCTGATGCTATATTCGATGATCTACAAGGAACACTTGCCAGTATTGGAACTGCCTTCGAACGTGC
TATATCGGAAACGCGACATATCCTCCCATGTCGTATTGTAGCAGCTTTCCATACGTATTTCGCCGTTCGGATT
TTACAATATCACCATCTTGGATTTAATAAAGGCATCGATTTAGGGCAGTTGTCACTTAGTAAACCATTAGACT
ATGGGACTATTACTCTAACATTGGCGGTTCCACAAGTCCTTGGGGGATTGTCTTTTCTAAATCCAGAAAAGTG
TTTTTATCGAAACTTCGGAGATCCTGTGACTTCTGGACTTTTCCAGCTACGGGTGTACCTAGAAATGGTTAAC
ATGAAAGACCTATTTTATCCATTAATATCGAAAAATCCAGGAAATTGTAGTGCCATTGATTTTGTCTTAAATC
CATCCGGATTAAATGTTCCAGGATCACAAGACTTGACATCCTTTTTGCGACAGATCGTTAGGCGTAGTATTAC
ACTAACTGCAAGAAATAAGTTAATTAACACTCTCTTCCATGCCTCTGCTGATTTGGAAGATGAGATGGTTTGT
AAATGGCTCCTTTCATCAAACCCTGTCATGAGTCGCTTTGCAGCGGATATTTTTTCCAGGACACCTAGTGGTA
AACGTCTCCAAATATTAGGTTATCTTGAAGGGACCAGGACTCTATTGGCCTCCAAAATCATAAACAACAACAG
TGAGACACCTGTACTTGATAAGCTGAGGAAGATCACCCTACAAAGATGGAATCTGTGGTTCAGTTATTTGGAC
CATTGTGACCAATTACTAGCAGATGCTCTACAGAAAATTAGTTGCACAGTGGATTTGGCCCAGATTTTGCGTG
AGTATACATGGTCACACATCTTAGAGGGTAGACCATTGATCGGAGCGACATTACCATGTATGGTGGAGCAATT
CAAAGTTAAGTGGCTAAGACAATATGAACCTTGTCCAGAATGCCTCAACAAAAAAGGCTCAAATGCTTATGTC
TCAGTTGCAGTCAAAGATCAAGTGGTCAGTGCTTGGCCTAATACTTCTCGAATAAGTTGGACAATAGGGAGTG
GTGTCCCCTATATAGGGTCAAGAACCGAGGATAAAATCGGACAGCCTGCAATCAAGCCGCGATGCCCTTCATC
TGCCCTCAAGGAGGCTATAGAATTAGCATCAAGGCTCACTTGGGTTACACAAGGAAGTTCTAATAGTGAACAA
TTAATCCGGCCTTTCTTAGAAGCGAGAGT CAACCTTAGTGTCAGTGAAGTCCTGCAAATGACACCATCACATT
ATTCAGGAARATATTGTCCATCGATATAACGACCAATATAGCCCGCACTCATTTATGGCGAATCGCATGAGCAA
TACTGCGACCCGTCTCATAGTGTCAACTAATACACTTGGAGAATTTTCAGGTGGAGGGCAGGCCGCCAGGGAT
AGCAATATAATTTTCCAGAATGTTATAAATTTAGCAGTTGCCCTTTATGATATTAGATTCCGGAATACGAACA
CCTCTGATATAAGGCATAATAGGGCTCATCTTCACCTGACAGAGTGCTGTACTAAAGAGGTCCCGGCCCAGTA
TTTGACATATACAAGTGCACTCAATCTGGATTTAAGCCGTTATCGTGATAATGAACTAATATATGACTCAAAT
CCACTGAGGGGAGGATTGAACTGCAATTTAACAATGGATAGTCCTTTAGTGAAGGGTCCTAGGCTTAACATGA
TTGAAGATGATCTTCTCCGCTTTCCACACCTTTCTGGATGGGAGTTAGCGAAAACGGTGGTACAATCCATCAT
CTCAGACAATAGCAACTCATCAACAGATCCAATCAGTAGCGGAGAAACACGCTCTTTCACAACTCATTTTCTC
ACTTACCCTCAGATTGGCCTTCTTTACAGTTTCGGGGCAGTATTATGCTTTTATCTAGGCAATACTATCCTAT
GGACTAAAAAACTTGATTATGAACAGTTTCTATATTATTTGCATAACCAGCTGCACAACTTACCTCATCGAGC
ACTCCGTGTTTTTAAACCAACATTTAAGCATGCCAGTGTGATGTCCCGATTAATGGAAATTGATTCCAACTTC
TCAATTTATATTGGCGGGACATCTGGAGATCGAGGGCTGTCTGATGCTGCTCGACTGTTTCTTCGGACAGCAA
TCGCGAGTTTTTTACAATTTCTTAAAAGCTGGATCATCGATCGCCAAAAGACAATTCCTTTATGGATAGTATA
TCCGCTTGAAGGTCAACAGCCGGAATCCATCAATGAATTTCTACATAAAATTTTTGGTCTGCTCAAACAAGGC
CCCAAAAATATTCCAAAGGAGGTCAGCATTCAAAATGATGGACATTTGGATTTGGCAGAAAATAATTATGTTT
ACAATAGTAAGAGCACTGCTAGTAATTTCTTCCATGCATCCTTAGCTTACTGGAGAAGTAGGAAATCTCGGAA
AACTCAAGACCATAATGATTTCTCAAGAGGGGATGGAACACTTACAGAACCCGTGTGTAAGTTCTCAAGCAAT
CATCAGTCAGATGAAAAGTACTACAATGTGACATGTGGAAAGTCACCGAAGCCGCAAGAACGCAAAGACTTCT
CGCAATACAGACTCAGCAATAACGGGCAAACAATGAGTAATCATCGTAAGAAAGGGAAGTTCCACAAGTGGAA
TCCCTGCAAAGTGTTAATGGAGAGTCAAAGGGGAACTGTTCTAAAAGAGGGTGACTACTTTCAAAACAATACT
CCACCAACAGATGATGTATCAAGTCCTCACCGACTCATTCTACCATTTTTTAAATTGGGAAATCACAACCATG
CACATGATCAAGATGCCCAAGAATTGATAAATCAAAATATTAAACAGTACCTACATCAGCTAAGGTCTATGTT
GGACACCACTATATATTGTAGATTCACAGGGATTGTCTCATCCATGCATTACAAATTGGACGAAGTTCTTCTA
GAATACAATGGTTTCGATTCAGCTATCACATTAGCTGAAGGTGAGGGGTCAGGGGCTCTATTACTTTTGCAGA
AATATAGTACAAGGTTATTATTTTTGAACACATTGGCAACAGAACACAGTATAGAGTCAGAAGTTGTATCAGG
TTTTTCTACTCCGAGAATGTTGTTACCAATAATGCAAAAGGTTCATGAAGGACAAGTCACTGTTATCTTAAAT
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AATTCAGCAAGTCAGATAACTGACATAACTAGCTCAATGTGGTTAAGTAATCAAAAATATAATCTACCTTGTC
AAGTTGAAATCATTACGATGGATGCTGAAACAACAGAGAACTTAAACAGGTCCCAACTCTACCGAGCAGTATA
TAACTTAATACTTGATCACATTGATCCGCAGTATCTCAAGGTGGTGGTACTCAAAGTATTTCTGAGTGATATA
GAAGGAATATTATGGATTAATGATTACTTGGCTCCATTATTCGGGGCTGGTTACTTGATTAAACCGATTACAT
CAAGTGCCCGGTCAAGTGAATGGTACCTTTGCTTATCAAATTTGATATCTACTAACAGGAGATCGGCCCATCA
GACTCACAAGGCATGTCTTGGTGTTATCAGAGATGCTTTGCAAGCACAAGTCCAGCGAGGCGTGTACTGGTTG
AGTCACATCGCACAGTATGCTACAAAGAATCTCCATTGTGAATACATATGCCTTGGTTTCCCACCTCTAGAAA
AGGTCCTATATCACAGGTATAATCTAGTTGATACTGGACTCGGTCCATTGTCGTCAGTTATTAGACATTTAAC
TAACCTCCAGGCAGAGATACGAGACTTAGTATTAGATTATACCCTGATGAGAGAGAGTCGCACTCAAACGTAC
CATTTTATTAAGACTGCAAAAGGCAGAATCACAAAGTTAGTCAATGACTTTCTGAAGTTTTCTTTAATTGTCC
AGGCACTCAAAAATAATTCTTCTTGGTATACTGAGCTTAAAAAATTACCTGAGGTGATTAATGTGTGTAATCG
ATTTTATCATACTCACAGTTGCGAATGTCAGGAAAAATTCTTTGTCCAGACGCTTTATTTACAACGCCTACGC
GATGCAGAAATCAAGCTAATTGAACGCCTTACCGGGTTAATGCGATTTTATCCAGAAGGGTTAATATATTCCA
ATCACACATAGGTACTAAATCATCATAGTATGAGGAATAAAATAATGATAATTCCTGACGACAGTTTTAGTTC
CGATTCTAAGTATATCGGAAGAGAGTATGCCAATCTTAATTATTAAAGGTAACAAGCTATTAGTTATTACTTA
TTGATAAGAATAAACTTTATCATAGCGTAACACATCATAACTTTATAGCGATTTTGCATTTCTAATCCTAGTA
TTTATTAGAATGTACTATCAGAGAAATGACCCCAGTTCCTATCTTTAAATAATGATTGTGTGTATTAAATTAT
TAGTTTATTAGGTTTATGAGTTGGTTACACAGTGAGTATTAGTAATTGAGGATTATGTAGATAGGTAATCTAA
CACTGAATCACCCATCTGATGTCACCATATCCAAATATTGTGCTAGTCGCATTTAAACATGCTATCTTCAGTT
AAGTAACATAGACTGAAAATGCTAAGAAGAGATTGGAGTAAAAGTATAAAATAAATTTAATTAAACTTCAAAG
TGATTAAATGATAATGATCTTGGGAACTCGATATGACCTCAAGTCAAAAATAATGTCAATATAATTGTTTAGT
AATATGAGTTATAATGTGAATTTTGATAACTAACTAGCTTTAGTAGTTAAGATCAAATGCAAACATTCTAAGA
ATGTTAAGCGCACACAAAAACATTATAAAAAACCAATTTTTTCCTTTTTGTGTGTCC, (SEQ. ID. NO:
6).

SEQID NO: 7
TCTCTCCNA (SEQ ID NO: 7)
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REIVINDICACIONES

1. Una composicion que comprende un vector de adenovirus 5 que comprende una secuencia de acido nucleico que
codifica una glucoproteina (GP) de un virus del Ebola, en donde el vector de adenovirus 5 comprende una supresién
en una regién del gen E1y una supresion en una regién del gen E2b y en donde el virus del Ebola es el virus del Ebola
de Zaire (EBOV), virus del Ebola de Sudan (SUDV), virus del Ebola del bosque de Tai (TAFV), virus del Ebola de
Bundibugyo (BDBV), virus del Ebola de Reston (RESTV) o cualquier combinacién de los mismos.

2. La composicion de la reivindicacion 1, en donde el vector de adenovirus 5 comprende ademas una supresion en
una region del gen E3, una region del gen E4 o cualquier combinacion de las mismas.

3. La composicion de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, que comprende ademas una citocina seleccionada
del grupo que consiste en IFN-y, TNFa, IL-2, IL-8, IL-12, IL-18, IL-7, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10 e IL-13.

4. La composicion de la reivindicacion 3, en donde la citocina es IL-7.

5. Una composiciéon segun cualquier reivindicacion anterior para su uso en un método para generar una respuesta
inmunitaria contra un antigeno del virus del Ebola en un sujeto en donde el método comprende administrar la
composicion al sujeto.

6. La composicién para su uso segun la reivindicaciéon 5, en donde la administracién se repite al menos una vez o al
menos dos veces.

7. La composicion para su uso segun la reivindicacion 5 o 6, en donde la administracion comprende al menos 1,0x10",
1,5x10"", 2,0x10"", 2,5x10", 3,0x10", 3,5x10'!, 4,0x10"", 4,5x10", 4,8x10"", 4,9x10"", 4,95x10"" o 4,99x10™
particulas viricas (PV).

8. La composicién para su uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 7, en donde, tras su administracion,
la composicion es capaz de inducir una respuesta inmunitaria dirigida hacia células que expresan un antigeno del virus
del Ebola de EBOV, en donde la respuesta inmunitaria comprende inmunidad mediada por células.

9. La composicion para su uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 8, en donde la respuesta inmunitaria
contra el antigeno del virus del Ebola aumenta en al menos 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20 o 25 veces por encima de
la basal.

10. La composicion para su uso segun la reivindicacién 9, en donde la respuesta inmunitaria contra el antigeno del
virus del Ebola se mide como una respuesta de anticuerpo especifico de antigeno del virus del Ebola.

11. La composicién para su uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 10, en donde la administracion
comprende la administracion subcutanea.

12. La composicién para su uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 11, en donde el sujeto comprende
células que sobreexpresan el antigeno del virus del Ebola.

13. La composicion para su uso segun la reivindicacion 12, en donde las células que sobreexpresan el antigeno del
virus del Ebola sobreexpresan el antigeno del virus del Ebola al menos 2, 3, 4, 5, 10, 15 o0 20 veces por encima de una
expresion basal de un antigeno del virus del Ebola en una célula no infectada.

14. La composicion para su uso segun la reivindicacion 12 o 13, en donde las células que sobreexpresan el antigeno
del virus del Ebola comprenden células infectadas con Ebola, células sanguineas, células epiteliales o cualquier
combinacion de las mismas.

15. La composicién para su uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 14, en donde el sujeto es un ser
humano.
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Titulos de HAI
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