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DESCRIPCION

Promotores bidireccionales de sintesis y utilizacién de los mismos.

La presente invencion se refiere a promotores bidireccionales que permiten una expresion eficaz y coordinada de
dos 0 més genes, a vectores de transferencia génica que contienen a estos promotores, a particulas que transducen los
citados vectores dentro de una célula, a la utilizacién de los citados vectores para la administracion y la expresion de
genes miiltiples en células diana y también para la terapia génica y la fabricacién de medicamentos.

Estado de la técnica

Para varias aplicaciones de transferencia y de terapia génica se requiere la expresion de transgenes multiples
dentro de las mismas células diana'. La mejor forma de llevar a cabo los estudios de funcién génica es mediante la
expresion de cADNs junto con un gen marcador; mediante este sistema, se pueden identificar y controlar in vitro e
in vivo células modificadas genéticamente. De forma similar, las aplicaciones de la terapia génica se pueden mejorar
mediante la purificacién de células genéticamente corregidas antes de la administracién in vivo, aprovechando la
expresion coordinada de los marcadores selectivos. Las células modificadas genéticamente se pueden amplificar ex
vivo o in vivo mediante la introduccién de genes promotores del crecimiento o resistentes a farmacos junto con el
gen terapéutico, tal como se mostrd recientemente por medio de la seleccion mediante MGMT de Células Madre
Hematopoyéticas transducidas (HSC)?; utilizando este sistema, se puede aumentar la eficacia de la terapia génica y su
aplicacién se puede extender potencialmente a un amplio espectro de enfermedades®*.

Por el contrario, las células modificadas genéticamente que expresan condicionalmente genes citotdxicos, junto
con el gen terapéutico, se pueden eliminar in vivo si tienen lugar eventos adversos; este sistema se utiliza para con-
trolar la enfermedad del injerto contra el huésped después de la infusién de linfocitos T de un donante para tratar
una recaida de la leucemia’; este sistema también puede proporcionar una importante provisién de seguridad en la
transferencia génica de HSC, dada la aparicién reciente de leucemia relacionada con la integracién del vector en un
ensayo clinico con éxito de Inmunodeficiencia Combinada Grave ligada al cromosoma X®. La expresion coordinada
de mds de un transgen es esencial cuando la actividad que se va a reconstituir mediante transferencia génica depende
de miiltiples subunidades codificadas por genes diferentes, o requiere la sinergia de moléculas separadas. Por ejemplo,
la reconstitucién de la ruta biosintética de la dopamina en las neuronas estriadas de pacientes con la enfermedad de
Parkinson requiere la coexpresion de la tirosina hidroxilasa con GTP-ciclohidrolasa I y/o con DOPA decarboxilasa’; la
terapia génica del cancer puede requerir la coexpresién de multiples antigenos y/o citoquinas en células que presentan
antl’genogs para inmunoterapia y la de dos cadenas de receptor de células T en células T disefiadas para la transferencia
adoptiva®.

A pesar de dichas necesidades bien reconocidas, la obtencion de un alto nivel de expresion, coordinado, de trans-
genes multiples en la mayoria de las células diana ha sido un reto importante para la tecnologia de transferencia
génica. Mediante dos vectores diferentes se han expresado dos transgenes diferentes; sin embargo, solo una fraccién
de las células diana se transdujo por parte de ambos vectores y se obtuvo una poblacién heterogénea de células que
expresaban o uno o los dos genes en proporciones diferentes, impidiendo la realizacién de estudios fiables y/o de
aplicaciones eficaces. De forma alternativa, se han expresado dos o mds transgenes mediante promotores diferentes
dentro del mismo vector’; no obstante, la distinta especificidad tisular y la interferencia mutua entre los promotores
impedia con frecuencia la coexpresion eficaz en las mismas células diana'®. El corte y empalme diferencial genera
transcripciones miiltiples del mismo promotor, aunque se ha probado que es dificil adaptarlo a la administracién viral
de transgenes mdltiples''. Se han generado poliproteinas quiméricas que se autoprocesan de forma cotranslacional en
componentes separados utilizando el péptido de autocortado del Virus 2A de la Fiebre Aftosa'*!*; no obstante, hasta
ahora la aplicacién de esta tecnologia a la transferencia de genes multiples ha estado limitada porque requiere una
ingenieria sofisticada, restringe ambas proteinas al mismo compartimento celular e introduce cambios en la secuencia
que pueden afectar a la actividad, a la estabilidad y a la inmunogenicidad de la proteina.

Hasta ahora el sistema mads satisfactorio para la transferencia de genes miiltiples se ha apoyado en la utilizacién
de los sitios internos de entrada al ribosoma (IRESs)'*. Estas secuencias, identificadas en transcripciones virales y
celulares, controlan la traduccién de una forma independiente de la AXN™Cap y, cuando se insertan entre dos genes
en un ARN mensajero bicistrénico, permiten la traduccién del gen aguas abajo. Los autores pusieron a prueba el
funcionamiento de diferentes IRESs en el contexto de vectores lentivirales (LVs) autoinactivantes (SIN) y descubrieron
importantes limitaciones en este sistema.

El documento WO 02/064804 describe complejos de promotores duales bidireccionales que son eficaces para
mejorar la actividad transcripcional de transgenes en plantas.

Los promotores bidireccionales de la invencion incluyen una regidon potenciadora modificada con al menos dos
promotores minimos en cualquiera de los lados de la regién potenciadora modificada situados en una orientacién
divergente. La solicitud se refiere a la expresion génica en plantas. Ademds, el sistema requiere la duplicacion de
secuencias del potenciador orientadas en tdindem en una regioén interna modificada de la construccién, para unirse
mediante dos promotores minimos idénticos u homdlogos en cualquiera de los dos lados. La presente invencién no
requiere la duplicacién del potenciador ni ninguna otra secuencia en el promotor eficaz de la construccién bidirec-
cional, ni se necesita que los promotores minimos situados sobre cualquiera de los dos lados de la misma compartan
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al menos el 30% de la identidad. Por tltimo, la duplicacién en tindem puede ser incompatible con la administracién
retro/lentiviral.

El documento US 6.388.170 da a conocer vectores de plantas, que tienen promotores bidireccionales, que com-
prenden un promotor minimo y un promotor comun, en los que los citados promotores minimos estan unidos de forma
operable al citado promotor comun, en orientacién opuesta al citado promotor comin y en el extremo 5’ al citado
promotor comun. Las secuencias promotoras procedentes de plantas y de virus que infectan plantas se demuestra que
son dnd probadas en células de plantas o en partes de plantas.

Dada la considerable distancia evolutiva que existe entre animales y plantas, el documento US 6.388.170 no ensefia
como disefiar promotores animales para actividad bidireccional, ni los promotores bidireccionales pueden trabajar de
forma eficaz en células animales. Ademas, el documento US 6.388.170 no ensefia como disefiar promotores bidirec-
cionales para la expresion génica en animales ni en células de animales utilizando los procedimientos de transferencia
génica disponibles.

El documento WO 01/34825 da a conocer lineas celulares, pldsmidos y vectores ttiles para la produccion de
virus recombinantes tales como adenovirus, que son ttiles en la terapia génica. Las lineas celulares, los pldsmidos y
los vectores comprenden promotores inducibles, tales como promotores bidireccionales para la expresién coordinada
de genes clonados bidireccionalmente. No obstante, solo se dan a conocer construcciones bidireccionales reguladas
mediante Tet.

Asi, los autores exploraron nuevas estrategias para aprovechar al mdximo los sistemas de transferencia génica,
tales como LV, que permiten una transduccion ex vivo eficaz y una administracién in vivo directa.

Descripcion de la invencion

Los autores han desarrollado un nuevo disefio de vector en el que mediaron promotores bidireccionales de sintesis
en la transcripcion coordinada de dos ARNSs divergentes. Los autores demuestran que los LVs que llevan promotores
bidireccionales expresaron de forma coordinada dos transgenes en la inmensa mayoria de las células transducidas,
superando claramente a los vectores bicistronicos. Se determiné el funcionamiento eficaz de los nuevos LVs bidirec-
cionales en células hematopoyéticas primarias, ensayadas ex vivo y después de transplante y en varios tejidos in vivo,
después de la administracion directa del vector o de transgénesis. La invencién supera un antiguo obsticulo en la
bisqueda de herramientas mejoradas para la expresion génica y se espera avanzar en el logro y en la seguridad de la
terapia génica.

Por consiguiente, un objetivo de la presente invencién es un promotor bidireccional para la expresioén de al menos
dos secuencias codificantes en direccion opuesta en células animales que comprende desde el extremo 5’ hasta el
extremo 3’:

a) una primera secuencia promotora minima procedente de genomas de citomegalovirus (CMV) o de virus de
tumor mamario de ratén (MMTV);

b) una secuencia promotora completamente eficaz procedente de un gen animal;

conduciendo las dos secuencias promotoras a una transcripcioén coordinada de las citadas secuencias codificantes
en orientacion opuesta.

En el 4mbito de la presente invencién una secuencia promotora completamente eficaz significa una secuencia que
conduce a una transcripcion eficaz de la transcripcion primaria. Preferentemente, ésta comprende una regién poten-
ciadora y una secuencia promotora minima, diferenciada o solapada. Mds preferentemente la secuencia promotora
completamente eficaz procede de la fosfoglicerato quinasa o del promotor de la ubiquitina.

Es un objetivo de la invencién un casete de expresion bidireccional que comprende esencialmente al promotor bi-
direccional tal como se describié anteriormente, sitios de insercién adecuados ubicados aguas abajo de cada promotor
y sitios de poliadenilacién ubicados aguas abajo de cada sitio de insercién.

Preferentemente el casete de expresion bidireccional comprende ademds al menos un elemento regulador post-
transcripcional situado aguas arriba de uno o de cada sitio de poliadenilacién. Mds preferentemente el casete de
expresion bidireccional comprende ademads al menos una secuencia de un sitio interno de entrada al ribosoma (IRES)
para expresar tres 0 mas genes.

Es un objetivo de la invencién una construccion de expresion que contiene el promotor bidireccional, tal como se
describi6 anteriormente.

Es un objetivo de la invencién una construccién de expresion que contiene el casete de expresion bidireccional, tal
como se describié anteriormente.
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Es un objetivo de la invencién un vector de expresion de transferencia génica que contiene la construccién de
expresion tal como se describi6 anteriormente y que comprende ademads secuencias lentivirales o retrovirales.

Es un objetivo de la invencidn la utilizacién del vector de expresion de transferencia génica para la preparacion de
un sistema de administracién y de expresion en células animales, preferentemente en células de tejido animal in vivo,
mads preferentemente neuronas cerebrales.

Es un objetivo de la invencién un procedimiento in vitro para la expresion coordinada de dos secuencias codifican-
tes exdgenas dentro de una célula animal que comprende las siguientes etapas:

a) clonacién de las citadas secuencias codificantes dentro del vector de expresion de transferencia génica, segin
la reivindicacién 8, estando cada secuencia codificante bajo el control de uno de los dos promotores del promotor
bidireccional;

b) transformacién de células animales por medio de los citados vectores;
¢) permitir la expresion del vector.

Preferentemente la célula animal es una célula humana, més preferentemente la célula humana es una célula hu-
mana retransplantable, incluso mas preferentemente la célula humana retransplantable es una célula hematopoyética.

De forma alternativa, la transformacion de células de tejidos in vivo se puede llevar a cabo mediante la administra-
cion directa del vector, tal como en neuronas cerebrales.

Es un objetivo de la invencién un procedimiento para la generacién de un organismo transgénico no humano que
comprende la etapa de la transformacién de células adecuadas por medio del vector de expresion de transferencia
génica tal como se describid anteriormente.

Los vectores de la invencion se pueden utilizar de forma ventajosa para estudios de funcién génica y de validacién
de dianas in vitro e in vivo; terapia génica; expresion de genes multiples en células animales; generacién de animales
transgénicos y eventualmente para la destruccién de genes multiples; y también para la fabricacién de medicamentos.

Leyendas de las figuras
A continuacion se describird la invencion haciendo referencia a las siguientes figuras:

Figura 1. Funcionamiento de la transferencia génica de vectores lentivirales bicistrénicos. (a) Esquema de la forma
del vector proviral. Un casete bicistronico de expresién que contiene un sitio interno de entrada al ribosoma (IRES)
procedente del virus de la encefalomiocarditis (EMCV), con el sitio de inicio de la traduccion de tipo natural (wt)
o de tipo mutado (mut), o procedente del factor represor de NF-kB (NRF) sin traducir del extremo 5° de ARNm se
activo por medio del citomegalovirus (CMV) humano de expresion precoz o mediante el promotor de la fosfoglicerato
quinasa (PGK). Regiones LTR AU3, R y U5, con delecién en U3; SD y SA, sitio de acoplamiento de donante y
de aceptor; W, sefial de encapsidacion que incluye la porcién 5° del gen gag (GA); RRE, elemento Rev-respuesta;
cPPT, fragmento central de polipurina; WPRE, elemento regulador post-transcripcional del virus de la hepatitis de
la marmota. (b) Anélisis de mediante la técnica de hibridacién tipo Southern de células HeLa transducidas mediante
los vectores monocistrénicos (CMV) o bicistrénicos indicados que expresaban luciferasa (gen 1) y GFP (gen 2) a
partir del promotor de CMV, examinado para la secuencia del WPRE. Todos los vectores incorporaron la longitud
esperada de ADN. La cantidad de copias del vector se determind en relacién con una curva estindar de pldsmido
y se utilizé para normalizar las poblaciones de vectores y para asegurar niveles de integracion similares para cada
vector en un tipo dado de célula diana en los experimentos mostrados en c-f. (c-f) Expresion de luciferasa y GFP en
células HeLa humanas (c), células endoteliales de la vena umbilical (HUVEC, d), linfocitos de la sangre periférica
(PBL, e) y progenitores CD34+ procedentes de la sangre del cordén umbilical (f) transducidos 5-7 dias antes con
un vector monocistrénico (0, CMV) o con el vector bicistrénico CMV-luciferasa-GFP que se indica. Columna de la
izquierda, histogramas que representan la actividad neta de la luciferasa en extractos de células, media + SD. Panel
derecho, graficos de puntos que representan la expresiéon de GFP mediante anélisis FACS, se indica la frecuencia y
la intensidad media de la fluorescencia (MFI, X) de las células GFP+. El vector monocistrénico de control expresé
luciferasa en el histograma (O0) y GFP en el grafico de puntos que estd situado mas a la izquierda (CMV) para cada
tipo de célula. (g, h) Andlisis FACS de la expresion de ANGFR y GFP en células 293T (g) y en progenitores CD34+
(h) transducidos mediante un vector EMCV wt IRES que expresa ANGFR y GFP a partir del promotor PGK. Los
histogramas situados en el panel (h) muestran la distribucién de la expresién de ANGFR en todas las células viables
analizadas (izquierda) y la distribucién de la expresion de GFP en la células controladas (M1) ANGFR+ (derecha). Los
experimentos mostrados son representativos de al menos tres experimentos llevados a cabo con resultados similares.

Figura 2. Funcionamiento de la transferencia génica de vectores lentivirales bidireccionales. (a) Esquema de la
forma del vector proviral. Un promotor bidireccional fabricado mediante elementos de promotor minimo a partir de
citomegalovirus (mCMYV) humano unido aguas arriba y en orientacién opuesta a un promotor eficaz, procedente de la
fosfoglicerato quinasa (PGK) humana o del gen UBI-C de la poliubiquitina, se condujo a la transcripcién divergente
de dos ARNs. CTE, elemento de transporte constitutivo a partir del virus del mono Mason-Pfizer; pA, sitio A de
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poliadenilacién del Virus Simio 40. Otras caracteristicas del vector son tal como en la leyenda de la figura 1. (b)
Actividad neta de la luciferasa y (c-e) expresiéon de GFP en células HeLa transducidas 5-7 dfas antes con LVs que
llevaban los casetes de expresion bidireccional o de control que se indican. La frecuencia y la MFI (X) de las células
GFP+ en el andlisis FACS se indican a la derecha de los gréficos de puntos. La actividad de la luciferasa se determin6
para los dos vectores marcados (O, B). (f-j) Expresion de ANGFR y GFP en células HeLa transducidas 5-7 dias antes
con 10 diluciones en serie de LVs que llevaban el casete de expresion que se indica. Las frecuencias de las células
ANGFR+ (region superior izquierda) y de las células doble positivo ANGFR/GFP (regién superior derecha), con la
MFI respectiva de ANGFR (Y) y de GFP (X), se indican en los graficos de puntos FACS. Los experimentos mostrados
son representativos de al menos tres experimentos llevados a cabo con resultados similares.

Figura 3. Comparacién del funcionamiento de vectores bidireccionales y lentivirales bicistrénicos. Expresion de
ANGFR y GFP en células 293T transducidas 3 semanas antes con 10 diluciones en serie de LVs que llevaban el
casete de expresion que se indica. El porcentaje de células que expresan ALNGFR vy el de células doble positivo
ALNGFR/GFP (entre paréntesis) se indica encima de los graficos de puntos FACS. En cada grifico se indica la cantidad
media de Copias del vector por Célula (CpC), con la frecuencia esperada de células transducidas expresada de acuerdo
con la distribucién de Poisson de sucesos independientes aleatorios. Aunque virtualmente todos los vectores integrados
expresaron ANGFR, su nivel de expresion y la fraccién de células transducidas que co-expresaban GFP fue mucho
mayor para los dos vectores bidireccionales probados (MA1 y MA4) en comparacién con el vector bicistronico EMCV
wt IRES.

Figura 4. Transferencia génica dual en células hematopoyéticas mediante vectores bidireccionales. (a-c) Se trans-
dujeron progenitores CD34+ procedentes de sangre de cordén umbilical humano mediante el vector GFP-ANGFR
MAI1 en presencia de citoquinas de accién temprana tal como se describe® y se analizaron después de 7 dias de culti-
vo en el mismo medio (a) y después de 10 dias adicionales en un medio promotor de la diferenciacién mieloide (b), o
después de la siembra en medio clonogénico basado en metilcelulosa. Para (a) y (b) se muestra un grafico de puntos
que muestra expresion de ANGFR y GFP mediante el andlisis FACS, junto con histogramas que muestran la distribu-
cion de la expresion de ANGFR en todas las células viables analizadas (parte superior) y la distribucién de la expresién
de GFP en las células controladas (M1) ANGFR+ (parte inferior). Se indica el porcentaje de progenitores inmaduros
que en el momento del andlisis expresan CD34 y el porcentaje de células diferenciadas que expresan el marcador
mieloide CD 13. Para (c), se muestran micrografias representativas dpticas (izquierda) y fluorescentes (derecha) del
tipo de CFC que se indica. (d, e) Se transdujeron linfocitos de sangre periférica humana después de una activacién de
2 dias con anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28 (d), o después de 4 dias de tratamiento con interleucina-7, tal como se
describe?, (e), y se analizaron para determinar la expresiéon de ANGFR y GFP tal como se describi6 anteriormente. (f,
g) Se transdujeron progenitores de médula sea purificada (lin-) de roedor sin estimulacién con citoquina tal como se
describe*® y se analiz6 la expresién de ANGFR y GFP después de 7 dias en un cultivo liquido (f), o se transplantaron
de inmediato en recipientes singénicos irradiados letalmente. El andlisis FACS de la sangre periférica de un ratén
representativo 2 meses después del transplante se muestra en g. Los experimentos mostrados son representativos de
tres experimentos llevados a cabo con resultados similares. Para un anélisis del funcionamiento mas riguroso, en d-f
se muestran las células transducidas para cantidades bajas de copias del vector.

Figura 5. Transferencia génica dual in vivo mediante vectores bidireccionales. Se inyectaron estereotdcticamente
GFP-ANGFR MAI1 LV con un resultado de titulacién elevado en el cuerpo estriado de ratones adultos. Dos meses
después de la inyeccidn se obtuvieron secciones criostdticas cerebrales y se analizaron mediante microscopia de in-
munofluorescencia y microscopia confocal. Se muestran fotografias representativas del drea inyectada, después de la
inmunotincién para ANGFR (rojo), GFP (verde) y de la tincién con TO-PRO3 para el ADN nuclear (azul). Las senales
fluorescentes se adquirieron de forma secuencial a partir de secciones 6pticas individuales y se muestran individual-
mente y después de la combinacién (combinacién). Aumento original 200X (barra de escala = 120 ym).

Figura 6. Transgénesis dual mediante vector bidireccional. Se generaron lineas de ratones transgénicos mediante
inyeccion directa de GFP-ANGFR MAI1 LV en el interior del espacio perivitelino de embriones de una célula, tal
como se describe!’ y en los tejidos que se indican se analizé la expresion de ANGFR (rojo) y GFP (verde) mediante
microscopia de inmunofluorescencia y microscopia confocal en secciones criostaticas. Los nticleos se tifieron con TO-
PRO3 (azul). Las sefiales fluorescentes se adquirieron de forma secuencial a partir de secciones Opticas individuales
y se muestran individualmente y después de la combinacién (combinacion). Las fotografias mostradas se obtuvieron
para un ratén F1 que llevaba genomas de dos vectores integrados dentro de la linea germinal. Se obtuvieron fotografias
similares a partir de otros ratones transgénicos analizados que llevaban una cantidad similar o mayor de copias de
vectores. Aumento original 200X (bazo, pulmén), 400X (corazon, rifién, cerebro, higado), 630X (intestino) (barra de
escala = 120 um).

Figura 7a. Mapa del pldsmido que contiene la construccién del vector lentiviral RRL-MA 1-lucif/GFP.

Figura 7b. Secuencia del pldsmido que contiene la construccion del vector lentiviral RRL-MA 1-lucif/GFP.

Figura 8a. Mapa del pldsmido que contiene la construccién del vector lentiviral CCL-MA 1-GFP/deltaLNGFR.
Figura 8b. Secuencia del plasmido que contiene la construccion del vector lentiviral CCL-MA 1-GFP/deltaLNGFR.
Figura 9a. Mapa del pldsmido que contiene la construccion del vector lentiviral RRL-MA2-lucif/GFP.
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Figura 9b. Secuencia del plasmido que contiene la construccién del vector lentiviral RRL-MA2-lucif/GFP.
Figura 10a. Mapa del plasmido que contiene la construccién del vector lentiviral CCL-MA3-GFP/deltaLNGFR.

Figura 10b. Secuencia del pldsmido que contiene la construccién del vector lentiviral CCL-MA3-GFP/
deltaL NGFR.

Figura 11a. Mapa del plasmido que contiene la construccién del vector lentiviral CCL-MA4-GFP/deltaLNGFR.

Figura 11b. Secuencia del pldsmido que contiene la construccién del vector lentiviral CCL-MA4-GFP/
deltaLNGFR.

Ejemplo 1
Materiales y procedimientos
Construccion del pldsmido

Todos los vectores de transferencia se construyeron a partir del plasmido pCCL.sin.cPPT.PGK.GFP.WPRE utili-
zando los siguientes elementos de secuencia descritos anteriormente: EMCV IRESs con la secuencia codificante de
genes situada aguas abajo inicidndose en el 11° ATG de IRES (wt) o con el 11° ATG de IRES mutado para crear un
sitio de clonacion HindIIl y permitir el inicio de la traduccidn en el transgen situado aguas abajo ATG(EMCVmut),
NRF IRES, MPMV CTE?*, un promotor minimo del CMV?, un fragmento 1226 bp del promotor de la Ubiquitina-C.

Construccion del vector lentiviral con promotores bidireccionales

Para generar la construccién lentiviral RRL-MA, se cloné un fragmento de XholI-Xhol que contenia los elementos
SV40polyA.CTE.Luciferasa.minhCMV (procedentes de la construccién lentiviral pRRL.sin.cPPT.SV40polyA.CTE.
Luciferasa.minhCMV.TetO7.minMMT V.eGFP) en la construccién del vector lentiviral pRRL.sin.cPPT.hPGK.eGFP.
Wpre (Follenzi y otros, 2000) cortada con la misma enzima para obtener RRL-MA1-lucif/GFP (pRRL.sin.cPPT.
SV40polyA.CTE.Luciferasa.minhCMV.hPGK.eGFP.Wpre).

Para generar la construccién lentiviral CCL-MAI, se clonaron dos fragmentos en la construccién lentiviral
pRRL.sin.cPPT.hPGK.ALNGFRWpre cortada primero con Kpnl, truncada y a continuacién cortada con Xhol, el pri-
mer fragmento que contenia los elementos minhCMV.eGFP se obtuvo a partir de la construccién lentiviral pRRL.sin.
cPPT.SV40polyA.CTE.Luciferasa. minMMTV.TetO7.minhCMV.eGFP cortada con Kpnl, truncada y a continuacién
cortada con Xhol y el segundo derivado se obtuvo a partir de la construcciéon pRRL.sin.cPPT.SV40polyA.CTE.tTA2.
Wpre cortada con BamHI, truncada y a continuacién cortada con Notl. La construccién lentiviral resultante pRRL.sin.
cPPT.SV40polyA.CTE.Luciferasa.minMMTV.TetO7.minhCMV.eGFP se corté con Notl y con Avrll y el fragmen-
to que contenia la construcciéon cPPT.SV40polyA.CTE.eGFP.minhCMV.hPGK.ALNGFRWpre se clon6 en la cons-
truccidn lentiviral pCCL.sin.cPPT.hPGK.eGFP.Wpre cortada con las mismas enzimas para obtener CCL-MA1-GFP/
ALNGFR (pCCL.sin.cPPT.SV40polyA.CTE.eGFP.minhCMV.hPGK.ALNGFRWpre).

Para generar la construccidn lentiviral RRL-MAZ2, se clon6 un fragmento de HindIII-BamHI que contenia los ele-
mentos hFGK.Luciferasa (procedentes de la construccién del vector lentiviral pRRL.sin.cPPT.hPGK . Luciferasa.IRES.
Wpre) en la construccion retroviral SF2-cLCM2G (obtenida de Rainer Loew, Universidad de Heidelberg, FRG) corta-
da con las mismas enzimas para obtener la construccién cPPT.SV40polyA.CTE.Luciferasa. hPGK.minMIVITV.eGFP.
Esta construccion se cortd primero con Sall, se truncd y a continuacién se corté con BamHI y el fragmento que conte-
nia los elementos Luciferasa. hPGK.minMMTV.eGFP se cloné en la construccién del vector lentiviral pRRL.sin.cPPT.
SV40polyA.CTE.tTA2.Wpre cortada de la misma forma, para obtener RRL-MAZ2-lucif/GFP (pRRL.sin.cPPT.
SV40polyA.CTE.Luciferasa. hPGK.minMMTV.eGFP.Wpre).

Para generar la construccién lentiviral CCL-MA3, se clonaron dos fragmentos en pBLKS+ cortado con HindIII
y con Xhol, el primer fragmento que contenia los elementos CTE.SV40polyA se obtuvo a partir de la construccién
del vector lentiviral pRRL.sin.cPPT.SV40polyA.CTE.tTA2 cortada con HindIIl y con Xbal y el segundo fragmento
que contenia los elementos minMMTV.GFP se obtuvo a partir de la construcciéon cPPT.SV40polyA.CTE.Luciferasa.
hPGK.minMMTV.eGFP cortada con Xhol y con Xbal para obtener la construccién pBLKS+ minMMTV.GFP.
CTE.SV40polyA. La construccion resultante se corté con EcoRV y con Xhol y el fragmento que contenia minMMTV.
GFP.CTE.SV40polyA se clond en la construccion del vector lentiviral pCCL.sin.cPPT.hPGK.ANGFR.Wpre cortada
con las mismas enzimas, para obtener la construccién final del vector lentiviral CCL-MA3-GFP/ANGFR (pCCL.sin.
cPPT.SV40polyA.CTE.GFP.minMMTV.hPGK.ANGFR.Wpre).

Para generar la construccién lentiviral CCL-MA4 el fragmento procedente de pHR’.UBI-C.eGFP cortado con Pacl,
truncado y cortado con Pstl, que contenia la secuencia promotora de la UBI-C, se insert6 en el lugar del promotor PGK
en la construccién pCCL.sin.cPPT.SV40polyA.CTE.GFP.minCM V.PGK.ANGFR.Wpre cortada con EcoRV y con PstI
para obtener la construccidn final del vector lentiviral CCL-MA4-GFP/ANGFR (pCCL.sin.cPPT.SV40polyA.CTE.
GFP.minCMV.UBI-C. ANGFR.Wpre).
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Los mapas y las secuencias de nucleétidos de las construcciones RRL-MA 1-lucif/GFP, CCL-MA 1-GFP/ALNGFR,
RRL-MAZ2-lucif/GFF; CCL-MA3-GFP/ALNGFR; CCL-MA4-GFP/ALNGFR se muestran, respectivamente, en las
figuras 7a-11ay en las figuras 7b-11b.

Produccion y titulacion del vector

Se produjeron LV de tercera generacion pseudotipificados con VSV mediante la cotransfeccion transitoria de 4
plasmidos en células 293T y se purificaron mediante ultracentrifugacion tal como se describe'®, con la modificacién
de que para la recoleccidn del vector se afiadié Butirato de Na 1 mM a los cultivos*’. Los resultados de las titulaciones
de la expresion de los vectores GFP o ALNGFR se estimaron en células HeLL.a mediante dilucién limite. Las particulas
del vector se midieron mediante inmunocaptura con el antigeno p24 de la regién gag del HIV-1 (NEN Life Science
Products). La infectividad del vector se calculé como la proporcién entre el resultado de la titulacién y el de las
particulas medidas para el vector que expresa GFP o ANGFR. El resultado de la titulacién de la expresién del vector
en el sobrenadante de 293T vari6 entre 0,7 y 1 x 107 Unidades de Transducciént4(TU)/ml para el vector CMV o0 PGK
monocistrénico, entre 3 y 8 x 10° TU/ml para vectores bicistrénicos y para vectores bidireccionales. La infectividad
del vector vari6 entre 0,5 y 1 x 10° TU/ng de p24 para el vector CMV o PGK monocistrénico y entre 2 'y 6 x 10* TU/ng
de p24 para los vectores bicistrénicos y bidireccionales.

Cultivos celulares

Se mantuvieron cultivos continuos de células HeLa y 293T en medio de Dulbecco modificado por Iscove IMDM,;
Sigma, Milén, Italia) suplementados con suero bovino fetal al 10% (FBS; Gibco, Invitrogen Corporation, Reino Unido)
y con una combinacién de penicilina-estreptomicina y glutamina. Se obtuvieron cultivos primarios de células endote-
liales de la vena umbilical humana (HCTVECS), linfocitos de la sangre periférica y progenitores CD34+ procedentes
de sangre de cordén umbilical humano y se mantuvieron tal como se describe'. Se transdujeron progenitores CD34+
con 5 x 107 TU/ml de LV y se cultivaron durante al menos 7 dias en presencia de interleucina 6 humana recombinante
(rhIL6, 20 ng/ml), factor recombinante de célula madre humana (rhSCF, 100 ng/ml), ligando FLT-3 humano recom-
binante (ligando rhFLT-3, 100 ng/ml), procedentes todos de PeproTech (Rocky Hill, NJ) y trombopoyetina humana
recombinante (thTPO, 20 ng/ml; Amgen, Thousand Oaks, CA) tal como se describe?. Para la diferenciacién de las
condiciones, se cultivaron progenitores transducidos durante 10 dfas en presencia de rhSCF, 50 ng/ml, factor estimu-
lante de colonias de granulocitos monocitos humanos recombinantes (thGM-CSF, 20 ng/ml) y factor estimulante de
colonias de monocitos humanos recombinantes (thG-CSF, 20 ng/ml), todos ellos procedentes de PeproTech. Para las
pruebas clonogénicas, se recubrieron células transducidas con una densidad de 800 células/ml en medio MethoCult
humano completo (StemCell Technologies, Vancouver, CA) y se sometieron a conteo mediante microscopia optica y
por fluorescencia 14 dias después.

Se purificaron linfocitos de sangre periférica humana mediante gradiente de Ficoll y se transdujeron con 0,5-5 x
107 TU/ml de vector después de 2 dias de activacién con 30 ng/ml de anticuerpos anti-CD3 (Orthoclone, Mildn, Italia)
mas 1 ug/ml de anticuerpos anti-CD28 (PharMingen, San Diego, CA), o después de 4 dias de tratamiento con 5 ng/ml
de interleucina-7 (Boehringer Mannheim-Roche GmbH, Mannheim, Alemania), tal como se describe*.

La purificacién de la linea de células con marcador negativo de médula 6sea de ratén C57BL/6 con una técnica
magnética de agotamiento celular (StemCell Technologies, Vancouver, CA), la transduccién ex vivo en medio StemS-
pan libre de suero (StemCell Technologies, Vancouver, CA) con 0,5-2 x 107 TU/ml de vector y el transplante en
recipientes singénicos irradiados letalmente se llevaron a cabo tal como se describe.

Ratones

Se adquirieron ratones CD1, C57BL/6 y FVB a Charles Rivers Laboratories (Calco, Italia) y se mantuvieron en
condiciones SPF. Todos los procedimientos animales se llevaron a cabo de acuerdo con los protocolos aprobados por
el Comité Institucional para el Cuidado y la Utilizacién de Animales del Hospital San Raffaele.

Andlisis del ADN: Técnica de hibridacion tipo Southern y PCR en tiempo real

Las copias del vector por genoma se cuantificaron mediante PCR en tiempo real a partir de 300 ng de cadena de
ADN molde extraidos de células mediante un kit comercial (Qiagen), que utiliza un conjunto de cebadores y de sondas
para detectar la columna vertebral del LV:

Cebador del LV hacia adelante, 5’-TGAAAGCGAAAGGGAAACCA-3’;

Cebador del LV hacia atras, 5’-CCGTGCGCGCTTCAG-3’;

Sonda del LV, 5’-(VIC)-CTCTCTCGACGCAGGACT-(TAMRA)-3’.

Las reacciones se llevaron a cabo de acuerdo con las instrucciones del fabricante y se analizaron utilizando el
sistema de deteccidon de secuencias ABI Prism 7700 (PE-Applied Biosystem). Para la técnica de hibridacion tipo
Southern, se extrajo ADN de células transducidas, se digiri6 con Afl-II para liberar el casete de expresion del ADN

del vector integrado y se analizé con una sonda WPRE para detectar las secuencias del vector. La cantidad media de
copias integradas del vector se determiné en relacién con una curva estandar de plasmido.
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Esas cantidades se utilizaron para calcular el resultado de la titulacién de la integracion del vector y normalizar las
poblaciones de vectores para todos los experimentos posteriores de transduccion, para asegurar niveles similares de
integracion para cada vector ensayado.

Diseiio Experimental e Inyeccion Estereotdctica

Se anestesiaron ratones C57BL/6 de nueve semanas de edad con una inyeccién por via intraperitoneal de Tri-
bromoetanol al 1,25% (SIGMA), se situaron en un marco estereotactico (David Kopf Instruments, Tujunga, CA) y
mediante una pequefia incisién se expuso el craneo. Se inyectaron dos ul de concentrado de vector (2 x 10° TU/ul)
mediante una jeringa Hamilton con una aguja de punta truncada 33G (Hamilton, Reno, NV) en el hemisferio izquierdo
del cuerpo estriado (coordenadas estereoticticas en mm desde el bregma: AP=+0,74, ML=-1,9 y DV=-3,5 desde la
superficie del craneo) a una velocidad de 0,2 pl/min. La aguja se dejé en su lugar durante 5 minutos mas antes de
retirarla lentamente.

Transgénesis

Se generaron ratones transgénicos utilizando LV tal como describieron Lois y otros'®. En sintesis, se sometieron
a superovulacién ratones FVB hembra con una combinacién de suero de yegua prefiada y gonadotropina coridnica
humana. Por término medio se recogieron entre 20 y 30 embriones por cada hembra y en el mismo dia se les microin-
yectaron a los embriones dentro del espacio perivitelino 10-100 pL de disolucién de LV con una concentracién de
5 x 107 TU/ml. Los embriones manipulados se implantaron de inmediato dentro del oviducto de ratonas CD1 pseu-
doprefiadas. Las crias se clasificaron segun su genotipo por la presencia de la secuencia GFP mediante andlisis PCR
tal como se describe*. Los ratones positivos se reprodujeron para poner a prueba la transmision de la linea germinal
del transgen. Se extrajo ADN de la cola y se utiliz6 para cuantificar el nimero de copias del vector mediante PCR en
tiempo real en los ratones fundadores y en los ratones F1 descendientes.

Citometria de flujo y ensayo Luciferasa

Las células transducidas se cultivaron durante al menos 4 dias antes de realizar el andlisis FACS para que alcanzasen
el estado estacionario de la expresién de GFP y para descartar la pseudotransduccién. Antes del andlisis FACS, se
desprendieron células adherentes con una disolucién de 0,05% tripsina-EDTA, se lavaron y se fijaron en solucién
salina tamponada con fosfato (PBS) que contenia paraformaldehido (PFA) al 1% y FBS al 2%. Células cultivadas en
suspension se lavaron y se pusieron de nuevo en suspensién en PBS que contenia 2 pg/ml de yoduro de propidio (IP)
(BD Bioscience PharMingen, San Diego, CA) y FBS al 2%. Para la inmunotincién, se bloquearon 10° células en suero
de ratén con PBS al 5%, suero humano al 5%, FBS al 2% durante 15 min a 4°C. Después del bloqueo, se afiadieron 10
w1 de anticuerpos (anti-CD34 y anti-CD13, Dako, Glostrup, Dinamarca y anti-ALNGFR, BD Bioscience PharMingen,
San Diego, CA) conjugados con R-ficoeritrina (RPE) y las células se incubaron durante 30 min a 4°C, se lavaron,
se tifieron con IP y se analizaron mediante citometria de flujo con analizador de tres colores. Para el andlisis s6lo se
utilizaron células viables, IP negativas.

La luciferasa se ensayé en lisatos celulares preparados tal como describe el fabricante (sistema de ensayo de
luciferasa, Promega). Las URL se midieron con un luminémetro Lumat LB9507 (Berthold) después de mezclar los
lisatos celulares (normalizados para el contenido de proteina medido mediante el sistema BCA Protein Assay Reagent
kit de Pierce) con Sustrato de Luciferasa (Promega).

Andlisis del tejido

Ratones anestesiados se perfundieron con NaCl al 0,9% seguido de PFA al 4% en PBS. Se recogieron muestras de
tejido, se equilibraron en sacarosa al 20% en PBS durante 48 h a 4°C y se embebieron en un compuesto de temperatura
de corte 6ptima (TCO) para un enfriamiento rapido. Se incorporaron en PFA secciones criostdticas con un espesor de
10 um (para ratones transgénicos) y de 20 um (para ratones inyectados en el marco estereotictico) y se congelaron a
-80°C. Las secciones se bloquearon con suero de cabra al 5% (Vector Laboratories) en PBS que contenia albimina de
suero bovino (BSA) al 1% y Triton X-100 (PBS-T) al 0,1% y se incubaron con anticuerpos GFP de conejo purificados
por afinidad (Molecular Probes) y con anticuerpos monoclonales ALNGFR conjugados con R-ficoeritrina (RPE) (BD
Bioscience PharMingen, San Diego, CA) durante 1 h, se lavaron y se tifieron con anticuerpos de cabra anti-conejo
conjugados con AlexaFluor488 (Molecular Probes) en PBS-T y en BSA al 1% durante 1 h. Los nicleos celulares se
tifieron con TOPRO-3 después de 1 h de tratamiento con ARNasa (Molecular Probes). Las secciones se montaron y
se analizaron mediante un microscopio laser confocal con tres fuentes de laser (Radiance 2100; BioRad). Se adqui-
rieron de forma secuencial sefiales fluorescentes a partir de secciones Opticas individuales y se analizaron mediante
PhotoShop 7.0 (Adobe).

Resultados

LVs bicistronicos

A efectos de expresar mds de un transgen a partir de un vector individual, los autores evaluaron primero el funcio-
namiento de diferentes IRESs en el contexto de LVs autoinactivantes de ltima generacion'®. Los autores utilizaron los

promotores fuertes de CMV y de PGK para conducir a la expresién de transcripciones bicistrénicas que codifiquen,

8



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2298 745 T3

entre el extremo 5’ y el extremo 3’, el indicador de la luciferasa, un IRES y el marcador GFP asociado a las células
(figura 1a). A partir del virus de la Encefalomiocarditis se obtuvieron dos IRESs; una forma natural (EMCVwt) y una
forma mutante (EMCVmut), que se diferenciaban en el ATG desde el que se inici6 la traduccién aguas abajo. A partir
de la secuencia sin traducir del extremo 5° de ARNm del Factor Represor de la transcripcién de NF-kB (NRF)'® se
obtuvo otro IRES.

Los autores generaron poblaciones pseudotificadas con VSV con resultados de titulaciéon elevados de todos los
vectores bicistrénicos y monocistrénicos de control y las normalizaron para la medida de la actividad de transduccién
en células HeLLa mediante la técnica de hibridacién tipo Southern (figura 1b). A continuacién compararon la expresion
génica en células transducidas hasta cantidades iguales de copias del vector (figuras 1c-f). Aunque la actividad de la lu-
ciferasa fue similar en las células HeLa transducidas con el vector CMV-luciferasa y en células transducidas mediante
el vector bicistrénico que tiene el mejor funcionamiento, solo una pequefia fraccion de las dltimas células expresaron
el gen GFP dependiente del IRES, con una reduccién de 10 veces en el resultado de la titulacién de la expresion en
comparacién con células transducidas mediante el vector de control CMV-GFP (figura 1c). Ademds, la intensidad
media de la fluorescencia (MFI) del GFP fue significativamente menor en las células que expresaban la proteina a
partir de los IRESs que en las células que la expresaban a partir del “RN"Cap. A continuacién los autores ensayaron
LVs bicistrénicos en células primarias humanas, que incluian células endoteliales de la vena umbilical, linfocitos de
la sangre periférica y progenitores CD34+ hematopoyéticos procedentes de sangre de cordén umbilical (HPC) (figura
1d-f). Todos los tipos de células se transdujeron de forma eficaz, tal como se indicé mediante la frecuencia de células
positivas para GFP en cultivos transducidos mediante el vector de control CMV-GFP, aunque la expresién de GFP
dependiente del IRES solo se observé en una fraccidn de las células transducidas mediante vectores bicistronicos.
La actividad del IRES varié ampliamente con el tipo de célula diana; el IRES del NRF fue el unico que alcanzé una
expresion génica en linfocitos detectable aguas abajo, mientras que el IRES del EMCVwt fue el mas eficaz en los otros
tipos de células. Ademads, todos los IRESs se redujeron, en algunos casos mds de un log, aguas arriba de la expresién
génica, en comparacion con el vector de control CMV-luciferasa.

También evaluaron los vectores basados en IRES mediante la expresién de dos marcadores asociados a las células,
GFP y una version truncada del receptor NGF de baja afinidad (ALNGFR) (figura 1g, h). Entre las células HeLa trans-
ducidas por medio de una dosis baja del vector bicistrénico que mostrd el mejor funcionamiento, solo las células que
expresaban altos niveles de ALNGFR expresaban también GFP, con una media de una entre cuatro células positivas
para ALNGFR que expresaban GFP hasta niveles detectables (figura 1g). De forma similar, solo una pequefia fraccién
de progenitores CD34+ transducidos que expresaban ANGFR expresaban también GFP hasta niveles detectables (fi-
gura lh). En general, estos resultados indicaban que los vectores bicistrénicos basados en IRES fracasaron en asegurar
la expresion coordinada de dos transgenes en la mayoria de las células diana ensayadas, e indicaban que para obtener
una poblacidon que expresase ambos transgenes en la mayoria de las células se requerian la transduccion de multi-
copias o la seleccién de células transducidas para la expresion génica aguas abajo.

LVs bidireccionales

Para superar las limitaciones de los vectores bicistrénicos, los autores exploraron un nuevo disefio de promotor
para la expresion coordinada de transgenes. Unieron un promotor minimo aguas arriba, y en orientacién opuesta, a
un promotor eficaz. La razén fundamental de este disefio fue que los elementos situados aguas arriba en el promotor
eficaz, cuando se encuentran flanqueados estrechamente por promotores minimos a ambos lados, pueden conducir a
actividad transcripcional en ambas direcciones. Si tuviese lugar dicha activacién bidireccional, la expresién de ambas
transcripciones se regularia de forma coordinada. Los autores ensayaron dos promotores expresados ubicuamente, que
anteriormente habian mostrado que conducian a una expresion de transgenes robusta y eficaz en LV; el fragmento 516
bp mencionado anteriormente procedente del promotor de la fosfoglicerato quinasa (PGK) humana y un fragmento
1226 bp procedente del promotor de la ubiquitina C (UBI C)" humana. Los unieron a un promotor minimo procedente
del citomegalovirus (minCMV) que se habia desarrollado anteriormente para iniciar el acoplamiento de la transcrip-
cién eucaridtica a operadores® dependientes de la tetraciclina (Tc). Flanquearon el promotor bidireccional con dos
casetes de expresion optimizados para la administracién de genes mediada por LV (figura 2a). El casete situado aguas
arriba -con orientacion en sentido contrario en relacién con el vector LTR- incluia al elemento de transporte constitu-
tivo (CTE) del virus del mono Mason-Pfizer?' y un sitio de poliadenilacion para el Virus Simio 40 (SV40). El casete
situado aguas abajo incluia el elemento regulador post-transcripcional del virus de la hepatitis de la marmota (WPRE)
2y el sitio de poliadenilacién SIN HIV-1 LTR.

Tal como se describi6 anteriormente para los LVs bicistrénicos, los autores verificaron la correcta transferencia y la
transduccién normalizada de cada vector por medio del andlisis de la técnica de hibridacién tipo Southern y mediante
PCR en tiempo real de células transducidas. Se produjeron LVs que llevaban casetes de expresion bidireccional con
resultados de titulacion e infectividad elevados, similares a los obtenidos con los vectores estindar (véase Procedi-
mientos). El disefio bidireccional mejoré de forma significativa la transcripcién del promotor minimo situado aguas
abajo sin afectar a la expresion del promotor eficaz situado aguas arriba (figura 2b-h). La expresion de luciferasa a
partir del promotor minCMYV, por ejemplo, se incrementd en al menos un log cuando se fundi6 aguas arriba al promo-
tor PGK (figura 2b). De forma notable, el promotor PGK bidireccional permiti6 la deteccién de GFP (o de ALNGFR,
no mostrado) en la misma frecuencia y hasta niveles de expresion similares en células transducidas mediante el vector
bidireccional y permiti6 la expresion de la proteina desde cualquiera de los lados del promotor (figura 2c, d), tal como
en células transducidas mediante el vector PGK de control (figura 2e). Utilizando dos marcadores asociados a las
células, ALNGFR y GFP, los autores evidenciaron la expresion estable, eficaz y coordinada de LVs bidireccionales,
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tanto con cantidades de copias de vectores altas como con cantidades bajas (figura 2f). Con una aportacién alta de
vectores, alcanzaban un alto nivel de expresién de ambos transgenes en virtualmente todas las células diana. Con una
aportacion baja de vectores, cuando la mayoria de las células transducidas portaban una copia proviral, evidenciaron
la coexpresion de transgenes en virtualmente todas las células marcadas, lo que indicaba la existencia de transcripcién
divergente desde el promotor bidireccional. En ambas condiciones, la expresion de transgenes se mantuvo en niveles
similares en las células analizadas en los momentos iniciales y finales después de la transcripcion (no mostrado y parte
inferior de la figura 3). Las células que expresaban transgenes tendian a distribuirse a lo largo de una linea diagonal
en el grafico FACS de dos colores, lo que indicaba que la expresién de los dos transgenes estaba regulada de forma
coordinada.

De forma curiosa, los autores observaron la expresion bidireccional coordinada, aunque en un nivel de eficacia
significativamente mas bajo en el lado situado aguas arriba en comparacién con el lado situado aguas abajo, cuando
ensayaron solo el promotor PGK en el contexto del casete de expresion bidireccional que habian desarrollado (figura
2g). Reprodujeron este resultado después de intercambiar la posicién de los dos transgenes en cada uno de los lados
del promotor PGK (no mostrado). Estos resultados indicaban que los elementos que activaban la transcripcién en el
promotor PGK son intrinsecamente capaces de desencadenar la transcripcion divergente y asi proporcionar la fuerza
impulsora principal para la expresion dual de genes en el nuevo LV, asegurando la regulacién coordinada de la trans-
cripcién en ambos lados del promotor bidireccional. La adicién del promotor minimo minCMYV, que de por si tenia
una actividad muy baja (figura 2h y parte superior de la figura 2b), mejoré la transcripcidn aguas arriba desde el pro-
motor PGK posiblemente debido a un inicio més eficaz (compare la figura 2g y la 2f). Cuando los autores cambiaron
el promotor conductor en vectores bidireccionales desde PGC hasta UBI-C, reprodujeron los resultados observados
con el promotor PGK (figura 2i). Revelaron una actividad bidireccional intrinseca del promotor de la UBI-C (figura
2j) que se mejoraba de forma significativa mediante la adicién aguas arriba del promotor minCMV.

A continuacién los autores compararon directamente el funcionamiento de vectores bidireccionales y bicistrénicos
en relacion con la cantidad de copias integradas, tal como se mide mediante PCR en tiempo real (figura 3). Mediante el
andlisis de células 293T transducidas con dosis crecientes de vector, probaron que la inmensa mayoria de los vectores
bidireccionales integrados basados en el promotor PGK (MA1) o en el UBI-C (MA4) expresaban de forma eficaz
ambos transgenes, superando claramente al mejor vector bicistrénico basado en IRES.

Transferencia Génica Dual Ex Vivo e In Vivo

A continuacion los autores evaluaron el funcionamiento del MA1 LV bidireccional en dianas mds relevantes para
las aplicaciones de la terapia génica y mediante distintas estrategias de administracién. Transdujeron HPC y PBL de
sangre de cordén umbilical humano con ALNGFR-GFP MA1 LV ex vivo, de acuerdo con los protocolos anteriormente
optimizados®?* (figura 4). Ambos productos génicos se expresaron de forma coordinada hasta niveles elevados en
una gran fraccion de HPC marcados ambos como células inmaduras cultivadas en presencia de citoquinas de accién
temprana (figura 4a) y después de la diferenciacion en cultivo liquido (figura 4b) o de prueba clonogénica (figura
4c, solo GFP). De forma similar, obtuvieron la expresiéon coordinada de ALNGFR y GFP en PBL transducido en
condiciones estindar de proliferacion, iniciada mediante la co-estimulaciéon con CD3/CD28 (figura 4d) y células no
proliferantes, tratadas solo con IL-7 para mantener las propiedades de las células naive (figura 4e). También llevaron a
cabo estudios de transplantes con HPC de roedor transducida, enriquecida a partir de médula 6sea mediante seleccién
negativa, para probar la expresion transgénica dual y estable en la repoblacién a largo plazo de HSC en la progenie
(figura 4f). Los ALNGFR y GFP se expresaron de forma coordinada en niveles similares en las células transducidas ex
vivo, antes del transplante y en los leucocitos de ratones injertados a largo plazo. En general, estos resultados validaron
el nuevo LV para una transferencia génica dual muy competente en células hematopoyéticas primitivas, precursoras y
diferenciadas.

Inyectaron ALNGFR-GFP MA1 LV concentrado en el cuerpo estriado de ratones adultos y determinaron la puntua-
cion de la expresion de transgenes 4 semanas después de la inyeccion mediante microscopia confocal de secciones del
cerebro inmunotefiidas para GFP y ALNGFR (figura 5). Observaron la coexpresion robusta de ambos transgenes en el
tejido del cerebro que rodeaba el lugar de la inyeccion. Tal como se inform6 anteriormente después de la inyeccién de
LV#~?7 pseudotipificado con VSV en el cuerpo estriado, la inmensa mayoria de las células que expresaban los marca-
dores tenian la morfologia tipica de las neuronas estriadas. Asi, el nuevo LV bidireccional permitié una transferencia
génica dual eficaz in vivo.

Transgénesis Dual

Los autores evaluaron si el nuevo LV bidireccional permitia la generacién de lineas duales de ratones transgénicos.
Tal como describieron anteriormente Lois y otros', inyectaron el ANGFR-GFP LV dentro del espacio perivitelino
de embriones de una célula tnica y los implantaron dentro de hembras pseudoprefiadas. Se obtuvieron ratones trans-
génicos con una frecuencia elevada, tal como evaluamos mediante la presencia de ADN del vector (mds del 50%
de los neonatos), y probamos la integracion del vector en la linea germinal por medio del cruce de algunos ratones
fundadores y mediante el andlisis del contenido de ADN del vector en su progenie y el andlisis de la expresion de
transgenes (figura 6). En los dos ratones F1 analizados, que llevaban las copias 2 y 5 del vector en el genoma, los
autores encontraron una expresion notablemente coherente de ambos transgenes en virtualmente cada célula de los te-
jidos estudiados, que incluian cerebro, higado, bazo, intestino, corazén, miisculo esquelético y rifion. La expresion del
vector también se detect6 bien en la médula 6sea y en la sangre periférica de los mismos ratones, aunque en menos del
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100% de las células y mds claramente para ANGFR que para GFP (no mostrado). Estos datos indicaban que la trans-
génesis bidireccional mediante el LV es un procedimiento rdpido y eficaz para obtener la expresion robusta, estable y
coordinada de dos transgenes en ratones disefiados genéticamente. Ademads, los autores evidenciaron que el promotor
bidireccional minCMV-PGK que habian desarrollado controla la expresién dual de los transgenes en la mayoria de
los tejidos diferenciados del ratén y mantiene la expresion después de la herencia a través de la linea germinal.

Discusion

En la bisqueda de estrategias que permitan una transferencia génica dual eficaz, los autores inicialmente se enfren-
taron a las importantes limitaciones de los sistemas basados en IRES. Cuando se ensayé en el contexto de LV bicis-
trénico, la expresion génica dependiente de IRES era significativamente mds baja que la que dependia del *N™Cap y
requeria la transduccién de multi-copias para la coexpresion del gen aguas abajo en una fraccién grande de las células
transducidas. Ademds, los IRESs reducian la expresion de los genes aguas arriba en la transcripcién y mostraban una
variacién importante en su actividad que era dependiente del tipo de célula. Se han informado limitaciones similares
cuando se incorporan IRESs dentro de otros tipos de vectores de transferencia génica'“*=32, Asi, es probable que se
requiera la seleccién para la expresioén génica aguas abajo cuando se utilice IRES para asegurar la coexpresion en todas
las células diana. Aunque los protocolos de seleccién son compatibles con algunas transferencias génicas ex vivo y con
algunas aplicaciones de la terapia génica, éstos pueden afectar de forma negativa a las propiedades bioldgicas de las
células corregidas genéticamente, en particular cuando la expresion del marcador seleccionable es ineficaz. De hecho,
el cultivo prolongado ex vivo y una composicién de tamaiio limitado o clonal de la poblacién de células transducidas
pueden reducir el injerto, la supervivencia a largo plazo y la repoblacion del tejido después del transplante®. De forma
incluso mds importante, la ineficacia de la expresién dependiente de IRES impide la mayoria de las aplicaciones de
vectores bicistrénicos en la transferencia génica directa in vivo. Asi, los autores exploraron nuevas estrategias para
aprovechar al maximo los sistemas de transferencia génica, tales como LV, que permiten una transduccién ex vivo
eficaz y una administracién in vivo directa®.

Los autores han desarrollado un nuevo disefio de promotor basado en la yuxtaposicién de elementos de promo-
tor minimo aguas arriba, y en orientacién opuesta, a un promotor eficaz. El ensamblaje bidireccional condujo a la
transcripcioén divergente, lo que indicaba que los elementos potenciadores/promotores situados aguas arriba dentro
del promotor eficaz eran capaces de promover la transcripcién de una forma independiente de la orientacion y desde
ambos lados de forma simultdnea. Tras la incorporacién de estos promotores dentro del LV, alcanzaron la transferencia
génica dual eficaz y la expresion coordinada en lineas celulares continuas y en células primarias ex vivo. Debido a que
en la inmensa mayoria de las células transducidas se expresaron ambos transgenes, los autores no necesitaron selec-
cionar células para asegurar la coexpresion de los transgenes. Tras la inyeccidn directa del LV bidireccional dentro del
SNC, los autores evidenciaron la expresion coordinada de dos transgenes en células neuronales in vivo. Ademas, el
LV bidireccional permitié una transgénesis dual robusta, lo que condujo a la expresion de todas las células de ambos
transgenes en todos los tejidos examinados. Todos estos resultados no se habian podido alcanzar hasta ahora utilizando
las tecnologias disponibles en la actualidad.

Mediante el seguimiento de las células transducidas que portaban una copia individual del vector, los autores proba-
ron que tenfa lugar la transcripcién divergente desde un promotor bidireccional individual, que la expresién de ambos
transgenes estaba ligada funcionalmente y regulada de forma coordinada y probaron que los promotores bidireccio-
nales eran activos de forma coherente en todos los tipos de células diana ensayados, sin ser silenciados o fijados de
forma aleatoria en una direccién de la transcripcién, incluso después de la diferenciacion celular. Aunque no acotaron
cudn cerca deben estar los dos promotores minimos opuestos para que tenga lugar la unién funcional, los autores pue-
den prever que se pueda requerir la yuxtaposicién intima del promotor minimo fusionado a alguno de los elementos
situados aguas arriba en el promotor eficaz, tal como se observa en promotores naturales entre elementos minimos y
elementos situados aguas arriba. Tanto los promotores PGK como los UBI-C ensayados en este trabajo condujeron a
transcripcion divergente cuando se fusionaron a un promotor minimo en la orientacién opuesta. De forma curiosa, se
evidencié que ambos promotores eran intrinsecamente capaces de promover la transcripcion divergente, aunque con
una eficacia mds baja en el lado situado aguas arriba que en el lado situado aguas abajo, cuando se incorporaban dentro
del casete de expresion bidireccional que habian desarrollado los autores. Esta sorprendente observacion puede indi-
car una caracteristica especifica de un tipo de promotores de mantenimiento expresados ubicuamente, posiblemente
relacionada con su contenido de islas CpG (véase a continuacién y *="). No obstante, los autores no deberian olvidar
que tanto la ubicacién del promotor entre dos casetes de expresion eficaces dotados con elementos reguladores post-
transcripcionales que mejoran la traduccién, como la integracién mediada por LV, que se ha evidenciado que se centra
preferentemente en genes transcritos diana en la cromatina, pueden contribuir a descifrar la actividad transcripcional
latente. Aunque la actividad bidireccional intrinseca de los promotores de mantenimiento ensayados puede no ser lo
suficientemente eficaz para su aprovechamiento de por si, sin el ensamblaje de los elementos de promotor minimo
aguas arriba descrito en este trabajo, ésta proporciona la base para la regulacion coordinada de la expresion dual de
genes lograda por nuestros nuevos vectores. Por otra parte, se deberia tener en cuenta la predisposicién de estos pro-
motores para conducir a la transcripcién divergente cuando se disefien vectores y cuando se analicen células o tejidos
transducidos®® y pueden proporcionar un posible mecanismo para la interferencia observada con frecuencia entre pro-
motores cercanos en la misma construccion de vector. Es posible que el disefio bidireccional aqui descrito se pueda
aplicar con éxito en promotores especificos de tejidos para obtener la expresion coordinada de dos transgenes en teji-
dos especificos. Ademads, mediante la combinacidn de promotores bidireccionales con transcripciones bicistronicas se
pueden expresar mas de dos transgenes dentro de la misma célula, aunque con las limitaciones descritas anteriormente
para los vectores que dependen de IRES.
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Los promotores bidireccionales inducibles se desarrollaron originalmente en sistemas de expresion regulados me-
diante Tet, por medio de la duplicacién de un promotor minimo en ambos lados de una serie de repeticiones del
operador Tet, para obtener la expresion regulada de forma exégena de dos transgenes®***#!. Este disefio se aplico re-
cientemente a otros sistemas que también combinan elementos potenciadores procaridticos con transactivadores qui-
méricos para regular la expresion génica*. Aunque estos sistemas de expresion inducibles representan herramientas
poderosas para los estudios de la funcién génica, dependen de la coexpresion y de la actividad funcional de tran-
sactivadores de proteinas y presentan varios desafios cuando se aplican a la administracion basada en vectores y a
aplicaciones in vivo. Recientemente se ensayé un promotor bidireccional constitutivo para la expresion de genes exo-
genos en biotecnologia vegetal®’. Los resultados de los inventores proporcionan la primera descripcién de promotores
bidireccionales de sintesis que aprovechan los sistemas transcripcionales endégenos disponibles para la mayoria de
los tipos de células animales para conducir a una expresion robusta y constitutiva de dos transcripciones divergentes.
De hecho, hasta hace poco se habian documentado pocos ejemplos de promotores bidireccionales. De forma curiosa,
un informe reciente del genoma humano indic6 una abundancia de pares de genes transcritos de forma divergente,
cuyos sitios de inicio para la transcripcién se encuentran separados por menos de 1 kb. Es probable que muchos de los
elementos del promotor encontrados entre estos pares de genes puedan iniciar la transcripcién en ambas direcciones
y puedan contener elementos compartidos que regulen ambos genes*®. Asi, los promotores bidireccionales de sintesis
que han desarrollado pueden copiar una caracteristica bien representada y evolutiva conservada de la transcripcién
eucaridtica, lo que proporciona una base estructural para su robusto funcionamiento. Los nuevos vectores lentivirales
construidos alrededor de estos promotores bidireccionales probablemente hardn progresar el alcance y la seguridad de
la terapia génica, el poder de la funcion génica y de los estudios de validacidn de dianas y las aplicaciones de la trans-
génesis animal. Si se adaptan para la expresion de ARN interferente pequefio, también pueden permitir la destruccién
coordinada de genes muiltiples.
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REIVINDICACIONES

1. Promotor bidireccional para la expresion de al menos dos secuencias codificantes en direccién opuesta en células
animales que comprende desde el extremo 5’ hasta el extremo 3’:

a) una primera secuencia promotora minima procedente de genomas de citomegalovirus (CMV) o de virus de
tumor mamario de ratén (MMTYV);

b) una secuencia de promotor procedente de un gen animal que comprende una regién potenciadora y una segunda
secuencia de promotor minimo;

conduciendo las dos secuencias promotoras a una transcripcién coordinada de las citadas secuencias codificantes
en orientacion opuesta.

2. Promotor bidireccional, segtn la reivindicacién 1, en el que la secuencia completa del promotor eficaz procede
de genes expresados ubicuamente que comprenden el gen de la fosfoglicerato quinasa o de la ubiquitina.

3. Casete de expresion bidireccional que comprende esencialmente el promotor bidireccional, segtn las reivindi-
caciones anteriores, sitios de insercién adecuados ubicados aguas abajo de cada promotor y sitios de poliadenilacién
ubicados aguas abajo de cada sitio de insercion.

4. Casete de expresién bidireccional, segtin la reivindicacién 4, que comprende ademds al menos un elemento
regulador post-transcripcional situado aguas arriba de uno o de cada sitio de poliadenilacién.

5. Casete de expresion bidireccional, segtn la reivindicacién 4 6 5, que comprende ademds al menos una secuencia
de un sitio interno de entrada al ribosoma (IRES) para expresar tres o mas genes.

6. Construccién de expresion que contiene el promotor bidireccional segtn la reivindicacién 1 6 2.
7. Construccién de expresion que contiene el casete de expresion bidireccional segtn las reivindicaciones 4-6.

8. Vector de transferencia génica que contiene la construccidn de expresion, segun las reivindicaciones 7 u 8, que
comprende ademds secuencias lentivirales o retrovirales.

9. Utilizacién del vector de expresion de transferencia génica, segtin la reivindicacién 8, para la preparacion de un
sistema de administracién y de expresion en células animales.

10. Utilizacién del vector de expresion de transferencia génica, segin la reivindicacion 9, en el que las células
animales son células de tejidos animales in vivo.

11. Utilizacién del vector de expresion de transferencia génica, segin la reivindicacién 10, en el que las células de
tejidos animales comprenden neuronas cerebrales.

12. Procedimiento in vitro para la expresion coordinada de dos secuencias codificantes exdgenas dentro de una
célula animal que comprende las siguientes etapas:

a) clonacién de las citadas secuencias codificantes dentro del vector de expresion de transferencia génica, segin
la reivindicacién 8, estando cada secuencia codificante bajo el control de uno de los dos promotores del promotor
bidireccional;

b) transformacion de células animales por medio de los citados vectores;

¢) permitir la expresion del vector.

13. Procedimiento in vitro para la expresion coordinada de dos secuencias codificantes exdgenas, segtin la reivin-
dicacion 12, en el que la célula animal es una célula humana.

14. Procedimiento in vitro para la expresion coordinada de dos secuencias codificantes exdgenas, segun la reivin-
dicacién 13, en el que la célula humana es una célula humana retransplantable.

15. Procedimiento in vitro para la expresion coordinada de dos secuencias codificantes exdgenas, segin la reivin-
dicacion 14, en el que la célula humana retransplantable es una célula hematopoyética.

16. Procedimiento para la generacién de un organismo transgénico no humano que comprende la etapa de la

transformacion de las células adecuadas con una construccién de expresion que contiene el casete bidireccional segtin
las reivindicaciones 6 6 7.
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17. Procedimiento para la generacién de un organismo transgénico no humano que comprende la etapa de la
transformacion de las células adecuadas por medio de un vector de expresion de transferencia génica segtn la reivin-
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Figura 7b (1 de 3)

caggtggeactittcggggaaatgtgegoggaaccectatttgtttatttitctaaatacattcaaatatgtatccgetcatgaga
caataaccctgataaatgcttcaataatattgaaaaaggaagagtatgagtattcaacatticcgtgtcgececttattcecttittt
geggcattitgectteetgttittgetcacccagaaacgetggtgaaagtaaaagatgctgaagatcagttgggtgcacgagt
gggttacatcgaactggatctcaacagcggtaagatecttgagagttticgeceecgaagaacgtittccaatgatgageacttt
taaagttctgetatgtggegeggtattatecegtatigacgeegggeaagagceaacicggtegeecgeatacactattctcaga
atgacttggttgagtactcaccagtcacagaaaagcatcttacggatggeatgacagtaagagaattatgcagtgctgecat

aaccatgagtgataacactgcggccaacttacltctgacaacgatcggaggaccgahggagctaaccgcttttngcacaac
atgggggatcatgtaactcgecttgatcgttgggaaccggagetgaatgaagecataccaaacgacgagegtgacaccac
gatgcctgtagcaatggeaacaacgttgegeaaactattaactggegaactacttactctagettcccggeaacaattaatag
actggatggaggcggataaagtigcaggaccacttetge gctcggcccttccggct_ggctggtttattgctgataaatctgg

agccggtgage gtgggtctcgcggtatcattgcagcactggggccagatgg‘aag?cctcccgtatcgtagttatctacac

gacggggagtcaggcaactatggatgaacpgaaatagacapatcgetgagataggtgccteactgattaageattggtaact
gtcagaccaagtttactcatatatactttagattgatttaaaacttcatttttaatttaaaag’gatctaggtgaagatccmttgata

atctcatgaccaaaatcccttaacgtgagmtcgttccactgagcgtcagaccccgtdgaaaagatcaaaggatcttcttgag
atcctttttttctgcgcgtaatctgctgcttgcaaacaaaaaaaccaccgctaccagcggtggtttgtttgcc ggatcaagagcet
accaactctttttccgaaggtaactggcttcagcagagcgcagataccaaatactgtocnctagtgtagccgtagttaggcc

accacttcaagaactctgtagcaccgcctacatacctcgctctgctaatcctgttaccagtggctgctgccagtggcgataag
tcgtgtettacegggttggactcaagac gatagttaccggataaggcgcagcggtcgggctgaac ggpeggttegtgeac
acagcccagcttggagcgaacgacctacaccgaactgagatacc‘(acagcgtgagctatgagaaagcgccacgcttccc

gaagggagaaaggcggacaggtatccggtaagcggcagggtcggaacaggagalgcgcacgagggagcttccaggg

ggaaacgectggtatctitatagicetgtegggtiicgecacctetgactigageptcegatttttgtgatgetegteagggegs

cggagcctatggaaasacgcecagcaacgeggcctitttacggttcctggocttttgetggecttttgcteacatgttctticetg
cgttatcccctgattctgtggataaccgtattaccgcctttgagtgagctgataccgctcgccgcagccgaacgaccgagcg
cagcgagtcagtgagcgaggaagcggaagagcgcccaatacgcaaaccgoctctccccgcgcgﬁggccgattcattaa
tgcagctggcacgacaggtttcccgactggaaagcgggcagtgagcgcaacgca.lttaatgtgagttagctcactcattag
gcaccceaggcetttacactitatgettceggetegtatptigtgtggaattgtgageggataacaatticacacaggaaacage
tatgaccatgattacgceaagegepeaattaaccetcactaaagggaacaaaagetggagetgeaagctiaatgtagtctta
tgcaatactcttgtagtcttgcaacatggtaacgatgagttagcaacatgccttacaaggagagaaaaagcaccgtgcatgc
cgattggtggaagtaaggtggtacgatcgtgccttattaggaaggcaacagacgggtctgacatggattggacgaaccact
gaattgccgeatigcagagatattgtatttaagtgectagetcgatacaataaacgg, ctctctggttagaccagatctgagc
ctgggagctctctggctaactagggaacccactgcttaagcctcaataaagcttgccngagtgcttcaagtagtgtgtgccc
gictgtigtgtgactctggtaactagagatcectcagacccttitagtcagtyt ggaaaatctctagcagtggcgcccgaaca

gggacctgaaagcgaaagggaaaccagagctctctcgacgcaggactcggcttgctgaagcgcgcacggcaagaggc
gaggggcggcgactggtgagtacgccaaaaattttgactagcggaggctagaaggagagagatgggtgcgagagcgtc
agtattaagcgggggagaattagatcgcgatgggaaaaaattcggttaaggccaggg ggaaagaaaaaatataaattaaa
acatatagtatgggcaagcagggagctagaacgattcgcagttaatcctggcctgmgaaacatcagaag getgtagaca
aatactggpacagctacaaccatcectticagacaggatcagaagaacttagatcattatataatacagtageaaccctcetatt

gtgtgca!caaaggatagagataaaagacaccaaggaagctttagacaagatagagfgaagagcaaaacaaaagtaagac
caccgcacagcaageggecgctgatcttcagacetgpaggagpgagatatgagggacaattggagaaptpaattatataaa
tataaagtagtaaaaattgaaccattaggagtagcacccaccaaggeaaagagaagagtggtgcagagagaaaaaagag
cagtggpaataggagctitgticcttgggttcttg ggagcagcaggaagcactatgggcgcagcctcaatgacgctgacgg
tacaggccagacaattattgtctggtatagtgcagcagcagaacaatt_tgctgagggqtattgaggc gcaacagcatctgtt

gcaactcacagtctggggcatcaagcagctccaggcaagaatcctggctgtggaaa;gatacctaaaggatcaaca gctce
tggggamggggttgctctggaaaactcatttgcaccactgctgtgccttggaatgct?gttggagtaataaatctctggaac

agatttggaatcacacgacctggatggagtgggacagagaaattaacaattacacaagettaatacactccttaattgaaga

atcgcaaaaccagcaagaaaagaatgaacaagaattattggaattagataaatgggcaagtttglggaattggtttaacataa
caaattggctgtggtatataaaattattcataatgatag&aggaggcnggtaggtttaagaatagttmgctgtactttctatagt
gaatagagttaggcagggalattcaccaﬁatcgmcagacccacctcccaaccccgaggggacccgacaggccc;,aag
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Figura 7b (2de3)

gaatagaagaagaaggtggagagagagacagagacagatccattcgatiagtgaacggatctcgacggtatcggttaact
titaaaagaaaaggggggattgggepgtacagigcaggeggaaagaatagtagacataatagcaacagacatacaaacta
aagaattacaaaaacaaattacaaaaattcaaaaititatcgatcacgagactagcctcgagagatctgatcataatcagecat
accacatttgtagaggttttacttgctttaaaaaacctcccacacctceccctgaacctgaaacataaaatgaatgeaattgttg
ttgttaacttgtitattgcagcettataatggttacaaataaggeaatageatcacaaatttcacaaataaggceattititicactgca
tictagttttggtttgtccaaactcatcaatgtatcttatcatgtetggatetcaaatccctcggaagetgegectgtettaggttgg
agtgatacatttttatcacttttacccgtctittggattaggcagtagetctgacggeccteetgtettaggttagtgaaaaatgtca
ctctcttaccegteattggetgiccagettagetcgeaggggaggtggtetggatectetagaattacacggegatctttcoge
ccttettggectttatgaggatctctetgatttttcttgegtegagttitccggtaagacctticggtacttcgtccacaaacacaa
ctectecgogceaactttttcgeggtigttacttgactggecacgtaatccacgatetetttticegteategtetttcogtgeteca
aaacaacaacggeggcgggaagticaccggegtcategtcgggaagacctgegacacctgegtcgaagatgttgggst
gttggagcaagatggattccaattcagecgggagecacctgatagecttigtacttaatcagagacttcaggeggtcaacgat
gaagaagtgticgtcttcgtcccagtaagetatgtctccagaatgtagecatccatecttgtcaatcaaggegttggtegettc
cggatigtttacataaccggacataatcataggacctctcacacacagticgectctttgattaacgeccagegttttccegpta
tccagatccacaaccttcgettcaaaaaatggaacaactttaccgaccgegeccggtitatcatccecctegggtgtaatcag
aatagctgatgtagtctcagtgagcccatatecttgectgatacctggeagatggaacetcttggeaaccgcetteccegactt
ccttagagaggggagcgccaccagaagcaatttcgtgtaaattagataaatcgtatttgtcaatcagagtgcttttggcgaag
aaggagaatagggttggcaccagcagcgcactttgaatcttgtaatcctgaaggctcctcagaaacagctcltcttcaaatct
atacattaagacgactcgaaatccacatatcaaatatccgagtgtagtaaacattccaaaaccgtgatggaat ggaacaaca
cttaaaatcgcagtatccggaatgatttgangccaaaaataggatctctggcatgcgagaatctcac gcaggcagtictatg
aggcagagcgacacctttaggcagaccagtagatccagaggagttcatgatcagtgcaattgtcttgtccctatcgaagga
ctctggcacaaaatcgtattcattaaaaccgggaggtagatgagatgtgacgaacgtgtacatcgactgaaatccctggtaa
tccgmtagaatccatgataataattttttggatgattgggagctttttttgcacgttcaaaattttttgcaacccctttttggaaacg
aacaccacggtaggctgcgaaatgcccatactgttgagceaattcacgttcattataaatgtegtticgegggegeaactgecaa
ctccgataaataacgcgcccaacaccggcataaagaattgaagagégtﬁtcactgéatacgacgattctgtgatttgtattca
gcccatatcgtticatagettctgecaaccgaacggacatticgaagtactcagegtaagtgatgtecacctegatatgtgeat
. ctgtaaaagcaattgttccaggaaccagggcegtatctcticatagecttatgeagttgctetecageggttceatcttccageg
gatagaatggcgcegggcecttictitatgtittiggegteticcatggtgaaticcgeggaggctggatcggtecoggtgtetic
tatggaggtcaaaacagcgtggatggcgtctccaggcgatctgacggttcactaaa@:gagctctgcttatataggcctccca
ccgtacacgcctaccctcgagaagcttgatatcgaattcccacggggttggggttgc;gccnttccaaggcagccctgggtt
tgcgeagggacgegpctgetetgggcgtggttccgggaaacgeageggegeegaceetgggtetcgeacattettcacg
tcogttegeagegteacceggatcttegecgetacecttgtgggecceecggegacgettectgetcegecectaagtegg
gaaggttccttgeggticgeggegtgccggacgtgacaaacggaagecgeacgtctcactagtaccctegcagacggac
agegecagggagceaatggeagegegecgacegepatgggetgtggecaatagegpctgcteageggggegegeega
8agcagegpccgggaagpgresstecgasagecggaetalgegagcggtagtgtgggceatgticetgeccgegegy
tgttccgeattctgecaagectceggagegeacgteggeagteggetcectegtigaccgaatcaccgacctetctececag
ggggatccaccggtegecaccatgptgageaagggegaggagetgticaccgggptggtgeccatectggtegagety
gacggegacgtaaacggccacaagttcage gtgtccggcgagggcgagggcgatgcc acctacggcaagctgaccct
gaagttcatctgcaccaccggcaagctgcccgtgccctggcccaccctcgtgaccaccutgdcctacggcgtgcagtgctt
cagecgetaccccgaccacatgaageageacgacttcttcaagtcegecatgecegaaggctacgtceaggagegeace
atcttcticaaggacgacggcaactacaagaccegegecgaggtgaagticgagggcgacacectggtgaaccgeateg
agctgaagggcatcgacticaaggaggacggeaacatcetggggeacaagetggagtacaactacaacagcecacaacg
tctatatcatggccgacaagcagaagaacggcatcaaggtgaacttcaagatccgecacaacatcgaggacggeagegt
geagctegecgaccactaccageagaacacceccatcggegacggecccgtgetgetgeccgacaaccactacetgag
cacccagtccgecctgageaaagaccccaacgagaagegegatcacatggtectgetggagttcgtgacegeegeegg
gatcactetcggeatggacgagcetgtacaagtaaageggecgegtegacaatcaacctctggattacaaaatttgtgaaag
aftgactggtaticttaactatgttgctecttttacgetatgtggatacgetgetttaatgectttgtatcatgetattgettceegtat
ggctttcattttctcotecttgtataaatectggitgctgtetetttatgaggagtigtggecegttgtcaggcaacgtggegtgat
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Figura 7b (3 de 3)

gtgcactgtgtitgctgacgeaacceccactggttggggeattgecaccacetgteagetectttcegggactttegettteee
cetcectattgecacggeggaactcategecgectgeettgecegetgetggacagpggetcggctgitgggeactgaca
attccgtggtgttgtcggggaagetgacgtectttccatggetgetegectgtgtigecacctggattetgegegggacgtce
ttetgetacgiccettcggecctcaatccageggaccttecttecegeggectgetgeeggetetgeggectettecgegtett
cgeettegeectcagacgagteggateteeetitgggecgectcecccgectggaaltcgageteggtacctttaagaccaat
gacttacaaggcagcigtagatctiagccactttttaaaaganaaggggggactggaagggctaaticactcccaacgaag
acaagatctgctttttgetigtactgggtetctetggttapaccagatetgagectgggageteictggctaactagggaacce
actgcttaagectcaataaagcettgecttgagtgettcaagtagtgtgtpcoegtetgttgtgtgactctggtaactagagatee
ctcagacccttttagtcagtgtggaaaatctctagcagtagtagticatgtcatcttattaticagtattiataactigcaaagaaat
gaatatcagagagtgagaggaacttgtttattgcagcettataatggitacaaataaggcaatageatcacaaatttcacaaata
aagcattittticactgcattctagtigtggtitgtccaaactcatcaatgtatcttatcatgictggetetagetatcccgeccctaa
ctecgeccagticcgeccattetcegececatggetgactaattitttttatttatgecagaggcegaggeegecteggectetg
agctattccagaagtagtgaggaggctittitggagpcctaggettttgegtcgagacgtacccaattcgecctatagtgagt
cgtattacgcgegetcactggeegtegtittacaacgtegtgactgggaaaaccetggogttacccaacttaategecttgea
gecacatcceectitcgecagetggegtaatagegaagaggecegeacegatecgececticecaacagttgegeagectgaa
tggcgaatggegegacgegecctgtageggegeattaagegeggegggtgtgptggttacgegeagegtgaccgetac
acttgccagegecctagegeccgetcetttegetticttcoottectttctcgocacgttcgecggettticeccgteaagetceta
aatcgggggctecctitagggticegatttagtgetttacggeacctcgaccccaanaaacttgattaggptgatgpttcacgt
agtggpccatcgeccetgatagacggtttitcgeecttigacgttggagtccacgtictttaatagtgpactettgttccaaactg
gaacaacactcaaccctatcteggtcetatictittgattiataagggattttgccgatticggectatiggttaaaaaatgagetga
{ttaacaaaaatttaacgcgaattttaacaaaatattaacgtttacaatttcc '
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Figura 8b (1 de 3)

caggtggcacttttcggggaaalgtgcgeggaacccotatitgtttatttttctaaatacattcaaatatgtatcegetcatgaga
caataaccctgataaatgcttcaataatattgaaaaaggaagagtatgagtattcaacatttcegtgtcgeccttattcectttttt
geggeattttgecttcctgtttttgeteacccagaaacgetggtgaaagtaaaagatgetgaagatcagtigggtgeacgagt
gggttacatcgaactggatetcaacageggtaagatcctigagagttttcgceccogaagaacgttttccaatgatgageacttt
taaagttctgetatgtggegeggtattatccegtattgacgecgggeaagageaacteggtegecgeatacactattctcaga
atgacttggttgagtactcaccagtcacagaaaagcatcttacggatggeatgacagtaagagaattatgcagtgetgecat
aaccatgagtgataacactgoggccaacttacttctgacaacgatcggaggaccgaaggagctaaccgetttittgcacaac
atggggpatcatgtaactcgecttgatepttgggaaccggagetgaatgaagecataccaaacgacgagegtgacaccac
gatgcctgtagcaatggcaacaacgtigegceaaactattaactggegaactacttactctagetticccggeaacaattaatag
actggatggaggcggataaagttgcaggaccactictgegeteggeccticecggetggetgptttatigetgataaatetgg
agceggtgagegtgggtctcgeggtatcattgeageactggggecagatggtaageccteccgtategtagttatctacac
gacggggagtcaggcaactatggatgaacgaaatagacagategetgagataggtgectcactgattaageattggtaact
gtcagaccaagtttactcatatatactttagattgatttaaaacttcatitttaatitaaaaggatctaggtgaagatcctttttgata
atctcatgaccaaaatcccttaacgtgagttttcgticcactgagegtcagacccecgtagaaaagatcaaaggatcttcitgag
atcctttttttctgegegtaatetgetgettgecaaacaaaaaaaccaccgetaccageggtggttigtitgeceggatcaagaget
accaactctttttccgaaggtaactggceticagcagagegeagataccaaatactgtectictagtgtagecgtagttaggec
accacttcaagaactctgtagcaccgcctacatacctcgetetgetaatectgttaccagtggetgetgecagtggegataag
tegtgtcttaccgggtiggactcaagacgatagttaccggataaggegeageggtegggctgaacggggggticgtgeac
acagcccagcettggagegaacgacctacaccgaactgagatacctacagegtgagcetatgagaaagegecacgettcce
gaagggagaaaggeggacaggtatceggtaageggeagggicggaacaggagagegeacgagggageticcaggg
ggaaacgcectggtatctttatagtcctgtcgggtitcgecacctetgactigagegtegatttttgtgatgetegtcaggegpg
cggagcctatggaaaaacgccageaacgeggecttittacggticetggecttttgetggecttttgetcacatgtictttcety
cgttatcccctgatictgtggataaccgtattaccgectitgagtgagetgatacegetcgeegeagecgaacgacegageg
cagcgagtcagtgagegaggaageggaagagegeccaatacgeaaacegectctccecgegegtiggecogattcattaa
tgcagctggeacgacaggtticccgactggaaagogggeagtgagegeaacgeaattaatgtgagttagetcactcattag
gcaccccaggcetttacactttatgeticeggetegtatgttgtgtggaattgtgagcggataacaatttcacacaggaaacage
tatgaccatgattacgccaagegegcaattaaccctcactaaagggaacaaaagetggagetgeaagettggecattgeat
acgttgtatccatatcataatatgtacatttatattggctcatgtccaacattaccgecatgtigacattgattattgactagttatta
atagtaatcaattacggggtcattagttcatagcccatatatggagttccgegttacataacttacggtaaatggecegeetgg
ctgaccgcccaacgacccccgcccattgacgtcaataatgacgtatgttcccatagtéacgccaatagggactttccattga
cgtcaatgggtggagtatttacggtaaactgeccacttggeagtacatcaagtgtatcatatgecaagtacgeccectattga
cgtcaatgacggtaaatggcccgectggeattatgeccagtacatgaccttatgggactttcctacttggeagtacatetacgt
attagtcatcgctattaccatggigatgeggttttggcagtacatcaatgggegtggatageggtttgactcacggggatttce
aagtciccaccecattgacgtcaatgggagttipttttggcaccaaaatcaacgggactttccaaaatgtegtaacaactecg
ccccattgacgeaaatgggeggtaggegtgtacggtgggaggtetatataageagagetegtitagtgaaceggggtotet
ctggttagaccagatctgagectgggagcetctetggetaactagggaacceactgettaagectcaataaagettgecttga
gtgcttcaagtagtgtatgccegtetgttgtgtgactetggtaactagagatecotcagaccettitagtcagtgtggaaaatct
ctagcagtggcgeccgaacagggacctgaaagegaaagggaaaccagagcetetctcgacgeaggacteggettgetga
agegegeacggeaagaggegagggpcggegactggtgagtacgecaaaaattitgactageggaggetagaaggaga
gagatgggtgcgagagegtcagtattaagegggggagaattagatcgegatgggaaaaaattcggttaaggecaggggg
aaagaaaaaatataaattaaaacatatagtatgggcaagcagggagcetagaacgattcgeagttaatcctggectgttagaa
acatcagaaggctgtagacaaatactgggacagctacaaccatcccttcagacaggatcagaagaacttagatcattatata
atacagtagcaaccctctattgtgtgcatcaaaggatagagataaaagacaccaaggaagcetttagacaagatagaggaag
agcaaaacaaaagtaagaccaccgcacageaageggeegetgatcticagacctggaggaggagatatgagggacaat
tggagaagtgaattatataaatataaagtagtaaaaattgaaccattaggagtagcacccaccaaggcaaagagaagagtg
gtgcagagagaaaaaagagcagtgggaataggagotttgticcttgggtictigggagcageaggaageactatgggege
agcctcaatgacgetgacggtacaggccagacaattattgictggtatagtgcagcageagaacaatttgetgagpggcetatt
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Figura 8b (2 de 3)

gaggegcaacagcatctgtigeaactcacagtcetggggeatcaageagetccaggcaagaateetggetgtggaaagata
cctaaaggatcaacagctectggggattiggggttgetctggaaaactcatttgeaccactgetgtgecttggaatgetagttg
gagtaataaatctctggaacagatiggaatcacacgacctggatggagtpggacagagaaattaacaattacacaagetta
atacactccttaattgaagaatcgcaaaaccagcaagaaaagaatgaacaagaattattggaattagataaatgggcaagttt
gtggaattgptitaacataacaaattggctgtggtatataaaattattcataatgatagtaggaggctiggtaggtttaagaatag
tttitgetgtactttctatagtgaatagagttaggcagggatattcaccattatcgtttcagacccacctceccaaccecgaggeg
acccgacaggcccgaagpgaatagaagaagaaggtggagagagagacagagacagatceaticgattagtgaacggate
tcgacggtatcggttaacttttaaaagaaaaggggpgattgggppgtacagtgcaggggaaagaatagtagacataatag
caacagacatacaaactaaagaattacaaaaacaaattacaaaaattcaaaattttatcgatcacgagactagectcgagag
atctgatcataatcagccataccacatttgtagaggitttacttgetttaaaaaacctcecacacctcccectgaacctgaaaca
taaaatgaatgcaattgttgitgttaacttgtitattgcagcttataatggttacaaataaggeaatagcatcacaaatttcacaaa
taaggcatttttticactgcattctagttttggtitgtccaaactcatcaatgtatcttatcatgtctggatctcaaatcceteggaag
ctgegeotgtettaggttggagtgatacatttttatcacttttacccgtetttggattaggeagtagetetgacggececteotgtet
taggttagtgaaaaatgtcactetcitaccecgteattggetgtccagettagetcgeaggggaggtggictggatcegagete
gaattggccgotttacttgtacagetcgtccatgecgagagtgatcceggeggeggtcacgaactccageaggaccatgtg
atcgegettctogttgggptctitgctcagggeggactggatgctcaggtagtgptigtcgggeagcageacggggeegte
geegatgggegtgtictgetggtagtpptcgecgagetgeacgetgecgtectegatgitgtggeggatettgaagttcace
ttgatgeegticttotgetigtcggecatgatatagacgttgtggctgttgtagtigtactccagettgtgeccecaggatgttgee
gtectecttgaagtcgatgeccttcageotegatgeggticaccagggtgtegecctegaacttcaccteggegegggtettgt
agttgccegtegtectigaagaagatgptgcgetectggacgtagecttcgggeatggeggacttgaagaagtegtgetgett
catgtggtcggggtageggetgaageactgeacgecgtaggtecagggtggtcacgagggigggccagggeacgggcea
gettgceggtggtecagatgaacttcagggteagettgeegtaggtggcatcgecctegecctegecggacacgetgaact
tgtggcegtttacgtecgeegtecagetegaccaggatgggeaccaccecggtgaacagetcctecgeccettgetcaccatgg
tgaattccgeggaggctggateggtecceggtgtottctatggaggtcanaacageptggatggegtciccaggegatetga
cggticactaaacgagctctgettatataggectcccacegtacacgectaccotecgagaagetigatatcgaattcccacgg
gettggpettgcgectittccaaggeageectgggtttgegeagggacgeggetgetetgggegtggticecgggaaacge
agcggegeegaccetgggtetcgeacattettcacgteegttcgeagegtcacceggatcticgecgetaceettgtggge
cccceggegacgcetteetgeteegecectaagtegggaaggttccttgeggticgeggegtgeeggacgtgacaaacgg
aagccgcacgtctcactagtaccetcgeagacggacagegecagggageaatggcagegegecgaccgegatgggct
gtggccaatageggetgetcageggggegegecgagageageggeegggaaggggegstgegegageeggestet
ggggeggtagtgtggeccctgticetgeccgegeggtgticogeattetgecaagecteceggagegeacgteggeagtegg
ctecctegttgaccgaatcaccgacctctctecceagggggatceccececgggetgcaggaaticgggecgeggecagetee
ggegggcaggggggpegetggagegeagegeagegeagecceatcagtcegeaaageggaccgagetggaagtcg
agegetgeegegggaggegggegatgggggcaggtgecacoggecgegecatggacgggecgegectgetgetgtt
getgettelggggetetecctiggaggtgecaaggaggeatgeeccacaggecetgtacacacacageggtgagtgetgea
aagcctgcaacctgggegagpgtgtggeccageetigtggagecaaccagacegtgtgtgageectgectggacagegt
gacgttctccgacgtggtgagegegaccgagecgtgeaageecgtgeaccgagtgegtggggcteccagageatgtcgge
geegtgegtgpaggecgacgacgeegtgtgecgetgegectacggetactaccaggatgagacgactgggegetgega
ggegtgeecgegtgtgegaggegggetegggectegtgttetectgecaggacaageagaacacegigtgegaggagty
cccegacggcacgtaticcgacgaggecaaccacgtggaceegtgeotgeectgeaccgtgigogaggacacegageg
ccagetecgegagtgoacacgetgggecgacgecgagtgogaggagatceetggecgttggattacacggtccacace
cccagagggcetcggacagecacageccccageaccecaggagectgaggeacctccagaacaagacctcatagecagea
cpgtggcaggtgtggtgaccacagtgatgggeagetcccageccgtggtgaccegaggeaccaccgacaacctcatee
ctgtctattgetccateetggetgetgtgpttgtgggecttgtggectacatagecticaagaggtggaacagggggatcctet
agagtcpagtctagagtcgacaatcaacctctggattacaaaattigtgaaagattgactggtattcttaactatgtigotectttt
acgctatgtggatacgetgctttaatgecttigtatcatgetattgettccegtatggcetitcattttctectecttgtataaatectg
gttgetgtctetttatgaggagttptgeccogttgtcaggeaacgtggegtggtgtgcactgtgtttgctgacgeaacceecca
ctggttggggcattgeecaccacctgtecagetectttccgggactttcgetticceectecctattgecacggegpaacteateg

28



ES 2298 745 T3
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ccgecetgectigecegetgetggacaggggctegpetgttgggcactgacaattcegtggtgtigtcggggaagetgacgt
cetttccatgpetgetegectgtgtigecacetggattctgegegggacgtecttotgetacgtecettcggeccteaatecag
cggaccticcttcecgeggectgetgecggetetgeggeceteticegegtettegeettegecctcagacgagicggatote
ccittgggecgecteccecgectggaattcgagetcggtacetttaagaccaatgacttacaaggeagotgtagatcttageca
cttittaaaagaaaaggggggactggaagggctaattcactcccaacgaagacaagatetgetttitgettgtactggptetet
ctggttagaccagatetgagecigggagetetotggcetaactagggaacccactgcettaagectcaataaagettgectiga
gtgettcaagtagtgtgtgecegtetgtigtgtgactetggtaactagagatecctecagaccctittagtcagtgtggaaaatet
ctagcagtagtagttcatgtcatctiattattcagtatitataacttgcaaagaaatgaatatcagagagtgagaggaacttgitta
tigcagottataatggttacaaataaagcaatagecatcacaaatitcacaaataaageattttiticactgcattetagitgtggttt
gtccaaactcatcaatgtatcttatcatgtetggetetagetatccegeccctaactccgecceagtteccgeccatteteccgecee
atggctgactaattitttitatttatgcagaggecgaggecgectecggectctgagetaticcagaagtagtgaggagpctttit
tggaggcctaggettttgegtcgagacgtacccaattcgecctatagtgagte glattacgegegetcactggeogtegtitta
caacgtcgtgactgggaaaaccotggegttacccaacttaatcgecttgeageacatceecctiticgecagetggegtaata
gogaagaggcccgeaccgatcgeccttcoccaacagitgegeagectgaatggegaatggegegacgegeeetgtageg
gegcattaagegeggeggptgtggtggttacgegeagegtgaccgetacacttgecagegecctagegecegetecttte
getiteticecttectttetegecacgticgeeggetiticcecegteaagetctaaategggggeteectitagggticegatitag
tgctttacggcacctcgaccccaaaaaactigattagggtpatggticacgtagtgggecatcgecctgatagacggttttic
geectttgacgtiggagtccacgtictitaatagtggactetigticcaaactggaacaacactcaaccctatcteggtetatict
titgatttataaggpattttgccgatticggectatiggttaaaaaatgagetgatitaacaaaaatttaacgegaattitaacaaa
atattaacgtttacaatttcc
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Figura 9b (1 de 3)

caggtggcacttticggggaaatgtgecgeggaaccectattigtitattttictaaatacattcaaatatgtatccgetcatgaga
caataaccctgataaatgcttcaataatattgaaaaaggaagagtatgagtattcaacatttcegtgtegeccttattceetttitt
geggcattitgecttcetgttittgetcacccagaaacgetggtgaaagtaaaagatgetgaagatcagttgggtacacgagt
ggettacatcgaaciggatctcaacageggtaagatcctigagagttttcgecccgaagaacgttitccaatgatgageacttt
taaagttctgctatgtggegeggtattatccegtattgacgeegggeaagageaactcggtegecgeatacactattetcaga
atgacttggttgagtactcaccagtcacagaaaagcatcttacggatggcatgacagtaagagaattatgeagtgetgecat
aaccatgagtgataacactgcggcecaacttacttctgacaacgatcggaggaccgaaggagcotaaccgetittitgcacaac
atgggggatcatgtaactcgecttgatcgttgggaaccggagetgaatgaagecataccaaacgacgagegtgacaccac
gatgcctgtagcaatggeaacaacgttgegeaaactattaactggegaactacttactctagettccecggeaacaattaatag
actggatggaggcggataaagitgcaggaccactictgegetcggeccticcggetggotggtitattgetgataaatetgg
agecggtgagegtgggtetcgeggtatcattgeageactggggecagatggtaagecctecegtategtagttatctacac
gacggggagtcaggeaactatggatgaacgaaatagacagatcgetgagataggtgectcactgattaageattggtaact
gtcagaccaagtttactcatatatactttagattgatttaaaacttcattittaatttaaanggatctaggtgaagatccttittgata
atctcatgaccaaaatcccttaacgtgagttticgttccactgagegtcagaccccgtagaaaagatcaaaggatcttctigag
~ atcctttttttctgegegtaatetgetgettgecaaacaaaaaaaccaccgetaccageggtggtttgtitgceggatcaagaget
accaactctttticcgaaggtaactggcticagcagagegeagataccaaatactgiccttctagtgtagecgtagttaggce
accacttcaagaactctgtagcaccgcectacatacctcgetctgetaatcctgitaccagtggetgetgecagtggegataag
tcgtgtottaccgggttggactcaagacgatagttaccggataaggegeageggtegggetgaacggepggticgtgeac
acagcccagettggagegaacgacctacaccgaactgagatacctacagegtgagetatgagaaagegeeacgettcee
gaagggagaaaggeggacaggtatccggtaageggeaggptcggaacaggagagegeacgagggageticcaggeg
ggaaacgcctggtatctttatagtcetgtegggtttcgecacctotgactigagegtegatttitgtgatgetegtcagggggg
cggagcctatggaaaaacgccageaacgeggcectttitacggticctggectittgetggecitttgetcacatgttetitcetg
cgttatcccetgatictgtggataaccgtattaccgectttgagtgagetgatace gctégccgcagccgaacgacc gageg
cagcgagtcagtgagcgaggaageggaagagegeccaatacgeaaaccgectetcececegegegitggecgatteattaa
tgcagetggcacgacaggtttcccgactggaaagegggcagtgagcgeaacgeaattaatgtgagttagetcactcattag
gcaccccaggctitacactttatgettceggetegtatgtigtgtggaattgtgageggataacaatttcacacaggaaacage
_ tatgaccatgattacgccaagegcgeaattaaccctcactaaagggaacaaaagetggagcetgeaagettaatgtagtctta
tgcaatactcttgtagtctigcaacatggtaacgatgagttagcaacatgecttacaaggagagaaaaageacegtgeatge
cgattggtggaagtaaggtgptacgatcgtgecttattaggaaggcaacagacgggtotgacatggattggacgaaccact
gaattgccgceattgcagagatatigtatttaaptgcctagetegatacaataaacgggtetetetggttagaccagatctgage
ctgggagetotctggetaactagggaacccactgettaagectcaataaagettgecttgagtpcttcaagtagtgtptgece
gtetgtigtgtgactctggtaactagagatcectcagaccecttttagtcagtgtgpgaaaatetctageagtggegececgaaca
gggacctgaaagegaaagggaaaccagagetctctcgacgecaggacteggettgetgaagegegeacggcaagagge
gaggggcggegactggtgagtacgecaaaaatttigactageggaggetagaaggagagagatgggtgcgagagegtc
agtattaagcgggggapaattagatcgegatggpgaaaaaaticggttaaggccagggggaaaganaaaatataaattaaa
acatatagtatgggcaagcagggagctagaacgatticgeagttaatcetggecetgttagaaacatcagaaggetgtagaca
aatactgpgacagctacaaccatcccticagacaggatcagaagaacttagatcattatataatacagtagcaaccctctatt
gigtgeatcaaaggatagagataaaagacaccaaggaagcittagacaagatagaggaagagcaaaacaaaagtaagac
caccgcacagcaagcggecgcetgatcttcagacctggagpaggagatatgagggacaattggagaagtgaattatataaa
tataaagtagtaaaaattgaaccattaggagtagcacccaccaaggcaaagagaagagtggtgcagagagaaaaaagag
cagtgggaataggagctttgticottgggttotigggageageaggaageactatgggegeagectcaatgacgetgacgg
tacaggccagacaattattgtctggtatagtgeagecagcagaacaatttgetgagggcotattgaggcgeaacagceatetgtt
gcaactcacagtctggggeatcaageagctccaggeaagaatectggetgtggaaagatacctaaaggatcaacagetce
tggggattigggpttgctctggaaaactcatttgeaccactgetgtgecttggaatgetagttggagtaataaatetetggaac
agattggaatcacacgacctggatggagtgggacagagaaattaacaattacacaagcttaatacactccttaatigaagaa
tcgcaaaaccagcaagaaaagaatgaacaagaattattgpaattagataaatgggcaagtttgtggaatigptitaacataac
aaattgpctgtggtatataaaattaticataatgatagtaggaggctiggtaggttiaagaatagtttttgctgtacttictatagtg
aatagagttaggcagggatattcaccattatcgtttcagacccacctcccaacccecgaggggacccgacaggcccgaagg
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Figura Sb (2 de 3)

aatagaagaagaaggtggagagagagacagagacagatccattcgattagtgaacggatctcgacggtatcggttaacttt
taaaagaaaagggegpgattggggggtacagtgcaggggaaagaatagtagacataatagcaacagacatacaaactaaa
gaattacaaaaacaaattacaaaaaticaaaattttatcgatcacgagactagectcgagagatctgatcataatcagecatac
cacatitgtagaggttttacttgctttaaaaaacctcccacacctecccctgaacctgaaacataaaatgaatgeaattgttgtts
ttaacttgtttattgcagcttataatggttacaaataaggcaatagcatcacaaatttcacaaataaggcatttttticactgeattc
tagttttggttigtccaaactcatcaatgtatcttatcatgtcetggatctcaaatccotcggaagetgegeotgtettaggtiggag
tgatacatttttatcacttttacccgtetttggattaggcagtagcetctgacggecctectgtettaggttagtgaaaaatgtcact
ctcttacccgtcattggetgtecagettagetcgeaggggaggtggtetggateectggatatcaagaattegtectegaget
cagatcctctagaattacacggegatctttccgeccttettggectttatgaggatcetctotgatttttcttgegtegagttttcegg
taagacctticggtacttcgtccacaaacacaactcctccgegeaactttttcgeggitgttacttgactggecacgtaatccac
gatctctttttccgteategtetttcegtgetccaaaacaacaacggeggegggaagticaceggegteatogtcgggaaga
cctgcgacacctgegtegaagatgttggggtettgpageaagatggattccaattcagegggagecacctgatagectttgt
acttaatcagagacttcaggeggtcaacgatgaagaagtgttcgicticgtcccagtaagetatgtetccagaatgtagecat
ccatccttgtcaatcaaggegttggtegettceggattgtitacataaccggacataatecataggacctctcacacacagttcg
cctctttgattaacgeccagegttttcccggtatccagatccacaaccttcgottcaaaaaatggaacaactttaccgacegeg
cccggtitatcatcecectegggtgtaatcagaatagetgatgtagtctcagtgageccatateettgectgatacctggeaga:
tggaacctcttggeaaccgettccecgacticctiagagaggggagegecaccagaagcaatttcgtgtaaattagataaat
cgtatttgtcaatcagagtgcttttggcgaagaaggagaatagggtiggeaccageagegeactttgaatcttgtaatcetga
aggctcctcagaaacagctcticttcaaatctatacattaagacgactcgaaatccacatatcaaatatccgagtgtagtaaac
attccaaaaccgtgatggaatggaacaacacttaaaatcgcagtatccggaatgatttgatigccaaaaataggatctetgge
atgcgagaatctcacgcaggeagttctatgaggcagagegacacctttaggeagaccagtagatccagaggagttcatgat
cagtgcaattgtcttgtcoctatcgaaggacictggeacaaaategtattcattaaaaccgggaggtagatgagatgtgacga
acgtgtacatcgactgaaatccetggtaatcegtittagaatccatgataataattttttggatgattgggagottittitgecacgtt
caaaatttttigcaacccctttttggaaacgaacaccacggtaggctgcgaaatgeccatactgttgageaattcacgttcatta
taaatgtcgttcgegggegeaactgcaactcogataaataacgegeccaacaccggeataaagaattgaagagagttttca
ctgcatacgacgattctgtgatttgtattcageccatategtttcatagetictgccaaccgaacggacatttcgaagtactcag
cgtaagtgatgtccacctcgatatgtgeatctgtaaaageaattgticcaggaaccagggegtatcicttcatagecttatgea
gttgctctccageggticcatcttccageggatagaatggegeegggectttctitatgtttttggegteticcatggtgaattce
gatcccectggpgagagaggteggtgatteggtcaacgagggagecgactgecgacgtgegetceggaggetigeaga
atgcggaacaccgegegggeaggaacagggececacactaccgecccacaccecegeetccegeaccgecececticeegg
ccgetgeteteggegegeccegetgageagocgetatiggecacageccategeggteggegegetgecattgetecetg
gegetptecgtetgegaggptactagtgagacgtgeggettcegtttgtcacgtceggeacgeegegaaccgeaaggaac
cticccgacttaggggeggageaggaagegtegeeggggggeccacaaggglageggegaagatcegggtgacgetg
cgaacggacgtgaagaatgtgcgagacccagggicggegecgetgegtitcccggaaccacgeecagageagecgeg
tccetgegeaaacccagggotgeotiggaaaaggegeaaccccaacceegtgggaaticgatatcaagettgectatgttc
ttttggaatctatccaagtcttatgtaaatgeitatgtaaaccataatataanagagtgcetgatttittgagtaaacttgeaacagtce
ctaacaticttctctegtgtgttigtgtetgttcgecatcecgieteccgetegteacttateeticacttttcagagggteccceege
agatcccggtcaccetcaggtegggtcgacaaccatggtgageaagggepgaggagetgticacecggggtggtgeccate
ctggicgagetggacggegacgtaaacggecacaagticagegtgteccggegagggegagggegatgecacctacgg
caagctgaccetgaagticatctgeaccaceggeaagetgecegtgeectggeccaccetegtgaccacccetgacctacg
gegtgeagtgettcagecgetacccegaccacatgaageageacgacticticaagtcegecatgoccgaaggetacgtc
caggagcgeaccatcttcticaaggacgacggcaactacaagacccgegecgaggtgaagticgagggegacacccetg
gtgaaccgcatcgagetgaagggcatcgacttcaaggaggacggeaacatectggggeacaagetggagtacaactaca
acagccacaacgtctatatcatggecgacaageagaagaacggeatcaaggtgaacticaagatccgecacaacatcgag
gacggcagegtgcagcetegecgaccactaccageagaacacceccatcggegacggeccegtgetgetgececgacaac
cactacctgagcacccagtccgecctgageaaagacceccaacgagaagegegatcacatggteetgetggagttegtga
ccgecgeegggatcactctcggeatggacgagetgtacaagtaaageggectegacaatcaacctctggattacaaaatit
gtgaaagattgactggtattcttaactatgtigetecttttacgetatgtggatacgetgetitaatgectitgtatcatgotattget
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Figura 9b (3 de 3)

tccegtatggctttcatttictcetecttgtataaatectggttgetgtetetitatgaggagtigtggeccgttgtecaggeaacgtg
gegtgptgtgeactgtgtitgetgacgeaacccccactggttgggpcattgecaccacctgteagetectttcegggacttte
gcetttcececctecctattgecacggeggaactcategeecgectgecttgeccgetgetggacaggggctegpetgttggec
actgacaattceptggtettaicggggaagetgacgtecetticcatggetgetegectgtgitgccacctggattetgegegg
gacgtccttetgetacgteecticggeccteaatccageggaceoticcticececgeggectgetaccggetetgeggceoicttc
cgegtettegecttegecctcagacgagteggatctecctitgggecgectececgectggaattcgageteggtacctttaa
gaccaatgacttacaaggcagetgtagatcttagecacittttaaaagaanaggggggactggaagggctaaticactceca
acgaagacaagatctgetitttgettgtactgggtctetetggttagaccagatetgagectgggagcetotetggetaactagg
gaacccactgcettaagectcaataaagettgecttgagtgeticaagtagtgtgtgecegtotgttgtgtgactetggtaactag
agatccctcagacccettitagtcagtgtggaaaatetctageagtagtagticatgteatcttattattcagtatttataacttgcaa
agaaatpaatatcagagagtgagaggaacttgittatigcagettataatggttacaaataaageaatagcatcacaaattica
caaataaagcatttttttcactgeattctagttgiggtitgtccaaactcatcaatgtatcttatcatgtetggetetagetatccege
ccectaactcegeccagttecgeccattctccgecceatggetgactaatttittttatttatgecagaggecgaggecgectegg
cctctgagctattccagaagtagtgaggaggctttittggaggcectaggcettttgegtcgagacgtacccaattcgecctatag
tgagicgtattacgegegcetcactggeegtegttttacaacgtecgtgactgggaaaaccetggegttaccecaacttaategee
ttgcagcacatccccctttcgecagetggegtaatagegaagaggeccgeaccgatcgeccttcecaacagttgegeage
ctgaatgpcgaatggcgegacgogecctgtageggogealiaagegeggegggtgtggtggttacgegeagegtgace
gcetacacttgecagegecetagegeccgetecotttogetttcticecttoctitcicgecacgticgoeggetitceccgtcaag
ctctaaatcggpggctecctttagggticogatttagtgettitacggeacctcgaccecaaaaaacttgattagggtgategit
cacgtagtgggccatcgeccigatagacggttiticgeccotitgacgttggagtceacgticittaatagtggacteitgttcca
aactggaacaacactcaaccctatctoggtctaticittigatttataagggattttgecgatticggectattggttaaaaaatga
getgatttancaaaaatttaacgegaattitaacaaaatattaacgtitacaatttcc
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Figura 10b (1de 3)

caggtggcacttttcggggaaatgtgcgcggaaccectatttgtttattttictaaatacattcaaatatgtatcegetcatgaga
caataaccctgataaatgcttcaataatattgaaaaaggaagagtatgagtattcaacatttccgtgtogeccttattcectttttt
geggcattttgecttcotgitittgetcacccagaaacgetggtgaaagtaaaagatgetgaagateagttgggtgeacgagt
gggttacatcgaactggatctcaacageggtaagatecttgagagttticgccccgaagaacgttitcecaatgatgageactit
taaagttctgetatgtggegeggtattatceegtattgacgecegggeaagageaacicggtcgccgeatacactatictcaga
atgacttggttgagtactcaccagtcacagaaaagcatcttacggatggeatgacagtaagagaattatgcagtgetgecat
aaccatgagtgataacactgcggecaacttacttctgacaacgatcggaggaccgaaggagctaaccgcettttttgcacaac
atgggpgatcatgtaactcgecttgategttgggaaccggagetgaatgaagecataccaaacgacgagegtgacaccac
gatgcctgtagcaatggcaacaacgttgegcaaactattaactggegaactacttactetagettcccggeaacaattaatag
actggatggaggcggataaagttgcaggaccactictgegeteggececttceggetggetggtttattgetgataaatetgg
agecggtgagegtgggtetcgeggtatcatigecageactggggecagatggtaageccteecgtatcgtagttatctacac
pgacggggagtcaggcaactatggatgaacgaaatagacagatcgcetgagataggtgectcactgattaageattggtaact
gtcagaccaagtttactcatatatactttagattgatttaaaacttcatttttaattitaaaaggatctaggtgaagatcctitttgata
atctcatgaccaaaatcccttaacgtgagttticgticcactgagegtcagacceccgtagaaaagatcaaaggatcttcttgag
atcctttitttctgegegtaatctgetgettgcaaacaaaaaaaccaccgetaccageggtgptttgtttgeccggatcaagaget
accaactctttttccgaaggtaactggcettcagcagagegcagataccaaatactgtcctictagtgtageegtagttaggee
accacttcaagaactctgtageaccgectacatacctcgetetgetaatectgttaccagtggetgetgecagtggegataag
tegtgtcttaccggpttggactcaagacgatagttaccggataaggegcagegpgtcgggctgaacggggggticgtgeac
acagcccagcettggagegaacgacctacaccgaactgagatacctacagegtgagetatgagaaagegecacgetteec
gaagggagaaaggcggacaggtatccggtaagoggeagpgtcggaacaggagagegeacgagggageticeaggg
ggaaacgcctggtatctttatagtcctgtegggtticgecacctetgactigagegtegatttttgtgatgctegtcagggges
cggagcctatggaaaaacgecageaacgeggecttittacggticetggectittgciggecttttgetcacatgtictiteetg
cgttatcccetgatictgtggataaccgtattaccgectttgagtgagetgatacegetcgecgeagoecgaacgacegageg
cagcgagtcagtgagegaggaageggaagagegeccaatacgeaaaccgectetcccegegegtiggecgaticattaa
tgcagetggeacgacaggtitcccgactggaaagegggeagtgagegeaacgeaattaatgtgagttagetcactcattag
geaccccaggctttacactttatgcttceggetegtatgtigtgtggaattgtgageggataacaatttcacacaggaaacage
tatgaccatgattacgccaagegegeaattaaccetcactaaagggaacaaaagetggagetgeaagettggecattgeat
acgttgtatccatatcataatatgtacatttatattggcetcatgtccaacattaccgecatgttgacattgattattgactagttatta
atagtaatcaattacgggptcattagttcatagcccatatatggagttcegegttacataacttacggtaaatggeccgeetgg
ctgaccgcccaacgaccocegeoccattgacgtcaataatgacgtatgttcccatagtaacgecaatagggactttecattga
cgtcaatgggtgpagtatttacggtaaactgeccacttggeagtacatcaagtgtatcatatgecaagtacgccccctattga
cgtcaatgacggtaaatggeccgectgpeattatgeccagtacatgaccttatggpactttectacttggeagtacatctacgt
attagtcatcgctattaccatggtgatgeggttitggcagtacatcaatgggegtggatageggtttgactcacggggatttcc
aagtctccaccccattgacgtcaatgpgagtttgtittggcaccaaaatcaacgggactticcaaaatgtegtaacaacteeg
ccccattgacgcaaatgggeggtaggegtgtacggtgggaggtctatataagecagagcetegtitagtgaaccggggtetet
ctggitagaccagatctgagectgggagcetctetggetaactagggaacccactgettaagectcaataaagettgecttga
gtgcttcaagtagtgtgtgccegtetgtigtgtgactetggtaactagagatccctcagacccttttagtcagtgtggaaaatcet
ctagcagtggcgeccgaacagggacctgaaagegaaagggaaaccagagcetctotcgacgeaggacteggettgetga
agcgegeacggeaagaggegaggggeggegactggtgagtacgecaaaaattttgactageggaggetagaaggaga
gagatgggtecgagagcgtcagtattaagegpgggagaattagatcgegatgggaaaaaaticggttaaggecagggep
aaagaaaaaatataaattaaaacatatagtatgggcaagcagggagctagaacgattcgecagttaatcctggectgttagaa
acatcagaaggctgtagacaaatactgggacagetacaaccatcocttcagacaggatcagaagaacttagatcattatata
atacagtagcaaccctctatigtgtgeatcaaaggatagagataaaagacaccaaggaagctttagacaagatagaggaag
agcaaaacaaaagtaagaccaccgceacagcaageggecgcetgatcttcagacctggaggaggagatatgagggacaat
tggagaagtgaattatataaatataaagtagtaaaaattgaaccattaggagtagcacccaccaaggcaaagagaagagte
gtgcagagagaaaaaagagcagtggpgaataggagetttgticetigggttctipggageageaggaageactatgggege
agcctcaatgacgetgacggtacagpcecagacaattattgteiggtatagtgcageageagaacaatttgetgagggctatt
gaggcgeaacageatctgtigcaactcacagtetgggpeatcaageagetccaggeaagaatectggetgtggaaagata
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Figura 10 b (2 de 3)

cctaaaggatcaacagctcetggggatttggggtigetetggaaaactcatttgeaccactgetgtgecttggaatgetagttg
gagtaataaatctctggaacagatttggaatcacacgacctggatggagtgggacagagaaattaacaattacacaagcetta
atacactccttaattgaagaatcgoaaaaccagcaagaaaagaatgaacaagaattattggaattagataaatgggcaagttt
gtggaattggittaacataacaaattpgetgtggtatataaaattattcataatgatagtaggagpcttggtaggtttaagaatag
tttttgctgtactticlatagtgaatagagttaggcagggatattcaccattategtticagacccacctcccaaccecgagggg
acccgacaggeccgaaggaatagaagaagaaggtggagagagagacagagacagatccaticgattagtgaacggate
tcgacggtatcggttaacttttaaaagaaaaggggggattggggggtacagtgcaggggaaagaatagtagacataatag

caacagacatacaaactaaagaattacaaaaacaaattacaaaaattcaaaattitatcgatcacgagactagectcgagga

gatctgatcataatcagccataccacattigtagaggttttacttgetttaaaaaacctcecacacctceccctgaacctgaaac
ataaaatgaatgcaattgttpttgttaacttgtttattgcagettataatggttacaaataaggcaatagcatcacaaatttcacaa
ataaggcatttttitcactgcattctagttitggtitgtccaaactcatcaatgtatcttatcatgtctggatctcaaatcectcggaa
getgegectgtettaggtiggagtgatacatttttatcactittaccegtetitggattaggeagtagetetgacggecctectgt

cttaggttaptgaaaaatgtcactctettaccegteatiggetgtccagettagetegecaggggaggtggtetggatccaccat
gtctagagaataggaacttcggaataggaacticgeggecgctttacttgtacagetegtccatgecgagagtgatceegge
ggcggtcacgaactccageaggaccatgtgategegettetegttggggtottigetcagggeggactggptgetecagpta
gtggttgtcgggcageageacggggcegtegcegatgggggtgttctgetggtagtggteggegagetgeacgetgecg
tcctegatgitptggcgpatcttgaagttcaccttgatgeegtteitctgettgtcggecatgatatagacgttgtggetgttgta

ptigtactccagettgtgecccaggatgttgecegtectecttgaagtegatgeccticagetegatgeggticaccagggtgte
gecctegaacttcaccteggegegggtcttgtagttgecgtegtecttgaagaagatggtgcgetectggacgtagecticg
ggeatggeggacttgaagaagtcgtgetgcttcatgtgpteggggtageggotgaageactgeacgecgtaggtcagggt
ggtcacgagggtgggccagggeacgggeagettgeeggtggigeagatgaacttcagggteagettgecgtaggtgge

atcgccctogeectecgecggacacgetgaactigtggecgtitacgtogeegteccagetcgaccaggatgggeaccacce
cggtgaacagctcetcgeccttgeteaccatggttgtcgaccegacctgagggtgaccgggatetgeggggggaccctct

gaaaagtgaagpataagtgacgageggagacgggatggegaacagacacaaacacacgagagaagaatgttaggact

gitgcaagtitactcaaaaaatcagcactcttttatattatggtttacataagceatttacataagacttggatagattccaaaagaa
cataggcaagcttgatatcgaattcccacggpgtigggettpcgecttitccaaggeagecctgggtitgegeagggacge

ggetgetetgggegtggticcgggaaacgeageggegecgacectgggtetegeacattettcacgteegticgecagegt

cacccggatcticgecgctacecttgtggpeccceccggegacgettectgetcegeccctaagtcgggaaggttecttgeg
gitcgeggegtgecggacgtgacaaacggaagecgeacgtctcactagtaccctegecagacggacagegecagggage
aatggcagegegecgaccgegatgggetgtggecaatageggotgetcageggggegegecgagageagegeeess
gaaggggcggtgcgggaggcggggtgtggggcggtagtgtgggccctgttcctgpccgcgcggtgttccgcattctgca
agcctceggagegeacgteggeagteggcetcectegttgaccgaatcaccgacctetctccccagggggatcccecggg
ctgcaggaatticgggccgeggccagetceggegggeagegggggegetggagegeagegeagegeageeccatcag
tccgcaaageggaccgagetggaagtogagegetgeegegggaggegggegatgggggeaggtgecaccggeege

gecatggacgggecgegectgetgetgttgetgetictggggptgtcecttggaggtgecaaggaggeatgecccacagg
cctgtacacacacagecggtgagtgcetgecaaagectgeaacotgggegaggptgtggeccagecttgtggagecaaccag
accgtgtptgageectgectggacagegtgacgtictcegacgtggtgagegegaccgageegtgeaageegtgeaccg
agtgegtggpggetccagageatgteggegeegtgegtggaggeegacgacgeegtgtgecgetgegectacggetact

accaggatgagacgactgggegetgegaggegtgeegegtgtgegaggegggotegggcctegtgtictectgecagg

acaagcagaacaccgtgtgegaggagtgccccgacggeacgtaticcgacgaggecaaccacgtggacceegtgectge
cctgecaccgtgtgegaggacacegagegecagetcegegagtgeacacgetgggecgacgeegagtgegaggagate
cctggeegttggattacacggtccacacecceccagagggetcggacageacagecceccageacccaggagectgaggea
cctccagaacaagacctcatagecageacggtggeaggtetggtpaccacagtgatgggecagetcccagecegtggtga
ccegaggeaccaccgacaacctcatccetgtetattgetccateetggetgetgtggttgtgggccttgtggectacatagee
ttcaagaggiggaacagggggatcctetagagtcgagtetagagtcgacaatcaacctetggattacaaaatitgtgaaaga
ttgactggtattcttaactatgttgetecttttacgetatptggatacgetgetttaatgecttigtatecatgetattgeticccgtatg
gettteattttctectecttgtataaatectggttgetgtctctitatgaggagttgtggecegtigtcaggeaacgiggegtegte
tgeactgtettigctgacgcaacceccactggttggggcattgeccaccacctgtcagetectticcgggactttcgetttecce
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Figura 10b (3 de 3)

ctecctattgccacggeggaactcatcgecgectgecttgocegetgetggacaggggeteggetgtigggeactgacaat
teegtggtettgtcggpgaagetgacgtectitccatggotgetegectgtgtigecacctggattetgegegggacgiectt
ctgetacgtecetteggoccteaatccageggaccttecttcecegeggectgetgecggetetgeggectetteegegtetic
geettcgeocctcagacgagteggateteectttgggecgectecececgectggaaticgagetcggtacetttaagaccaatg
acttacaaggceagctgtagatcttagccactiittanaagaasaggggggactggaagggctaaticacicccaacgaaga
caagatctgetttttgcttgtactgggtotctetggitagaccagatctgagectgggagetctetggetaactagggaaccea
ctgcttaagecicaataaagcettgecttgagtgcticaagtagtgtgtgecegtetgtigtgtgactetggtaactagagatece
tcagaccctittagtcagtgtggaaaatctctagcagtagtagttcatgtcatcttattattcagtatttataacttgcaaagaaatg
aatatcagagagtgagaggaacttgtttattgcagcttataatggtiacaaataaagcaatagcatcacaaatttcacaaataa
agcatttttttcactgcattctagttgtggtttgtccaaactcatcaatgtatcttatcatgtetggetetagetateccgeocctaac
tccgeccagticcgeccattctecgecccatggetgactaattittittatttaigcagaggecgaggeegecteggectetga
gctattccagaagtagtgaggaggcttitttggaggectaggcttitgcgtegagacgtacccaattcgecectatagtgagte
gtattacgegegctcactggecgtegtittacaacgtegtgactgggaaaaccetggogttacccaacttaatcgecttgeag
cacatccccctticgeccagetggegtaatagegaagaggeccgeaccgatcgeccticccaacagttgegeagectgaat
ggcgaatggegegacgegeceetgtageggegeattaagegeggegggtetggtggttacgegcagegtgacegetaca
cttgccagegecctagegecegetectticgetttcticeettccttictcgecacgttcgecggetticceegtecaagetetaa
atcgggggctecctttagggttcegatttagtgetttacggeacctegaccccaaaaaacttgattagggtgatggttcacgta
gtgggecatcgeectgatagacggtitttcgecctttgacgtiggagtecacgtictitaatagtggactcttgticcaaactgg
aacaacactcaaccctatctcggtctattetttigatttataagggattttgecgatticggectattggttaaaaaatgagcetgatt
taacaaaaatttaacgcgaattttaacaaaatatiaacgtttacaatttcc
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Figura 11b (1 de 3)

caggtggeactiticggggaaatgtgegeggaaccectattigtttatttttctaaatacattcaaatatgtatcegoteatgaga
caataaccctgataaatgcttcaataatattgaaaaaggaagagtatgagtattcaacatttccgtgtegececttattcectittit
geggceattttgecticetgttittgetcacccagaaacgetggtgaaagtaaaagatgetgaagatcagttgggtgcacgagt
ggettacatcgaactggatctcaacageggtaagatecttgagagttttcgeccccgaagaacgttttccaatgatgagceacttt
taaagtictgcetatgtggcgeggtattatccegtattgacgecgggeaagageaactoggtegecgeatacactattctcaga
atgacttggitgagtactcaccagtcacagaaaagcatcttacggatggeatgacagtaagagaattatgecagtgetgecat
aaccatgagtgataacactgcggcecaacttacttctgacaacgatcggaggaccgaaggagcetaaccgcttitttgcacaac
atgggggatcatgtaactcgecttgategttgggaaccggagetgaatgaagecataccaaacgacgagegtgacaccac
gatgcetgtagcaatggcaacaacgtigcgeaaactattaactggegaactacttactctagettcccggeaacaattaatag
actggatggaggcggataaagttgcaggaccactictgegetcggeccticcggetggetggtttattgetgataaatetgg
agcegptgagegtgggtotcgeggtatcattgeageactggggecagatggtaagecctcecgtatcgtagttatctacac
gacggggagtcaggcaactatggatgaacgaaatagacagatcgetgagataggtgectcactgattaageattggtaact
gtcagaccaagtttactcatatatactttagattgatttaaaacttcatttitaatttaaaaggatctaggtgaagatecttittgata
atctcatgaccaaaatcccttaacgtgagttttcgticcactgagegtcagacceegtagaaaagatcaaaggatceticttgag
atccttttttictgecgegtaatctgetgettgecaaacaaaaaaaccaccgetaccageggtggttigtttgcoggatcaagaget
accaactcttittccgaaggtaactggcttcagcagagegceagataccaaatactgtectictagtgtagocgtagttaggec
accacttcaagaactetgtagcaccgectacatacctegetotgetaatectgitaccagtggetgetgecagtggegataag
tcgtgtettaccgggttggactcaagacgatagttaccggataaggegeageggtogggetgaacggegggttegtgcac
acagcccagettggagegaacgacctacaccgaactgagatacctacagegtgagetatgagaaagegecacgceticee
gaagggapaaaggcggacaggtatccggtaageggeagggtcggaacaggagagegeacgagggagettccaggg
ggaaacgectggtatctitatagtceigtegggtttcgecacctctgacttgagegtegattitigtgatgetegtcaggeggeg
cggagectatggaaaaacgecagcaacgeggectttitacggticetggecttttgetggectittgetcacatgttctttectyg
cgttatcccetgattctgtggataaccgtattaccgecttigagtgagetgataccgetegecgeagecgaacgaccgageg
cagcgagtcagtgagcgaggaageggaagagegeccaatacgeaaaccgectetceccegegegtiggecgattcattaa
tgcagetggeacgacaggtttccecgactggaaageggpcagtgagegeaacgeaattaatgtgagttagetcacteattag
gcaccccaggctttacactitatgeticcggotegtatgttptgtggaattgtgageggataacaatitcacacaggaaacage
tatgaccatgattacgccaagcgegeaattaaccctcactaaagggaacaaaagetggagetgeaagettggecatigeat
acgttgtatccatatcataatatgtacatttatattggctcatgtccaacattacegecatgttgacattgattattgactagttatta
atagtaatcaattacggggtcattagticatagcccatatatggagticcgegttacataacttacggtaaatggeccgectgg
ctgaccgcccaacgacccecgeccatigacgtcaataatgacgtatgticccatagtaacgecaatagggactttccatiga
cgtcaatggetggagtatttacggtaaactgeccacttggeagtacatcaagtgtatcatatgecaagtacgecccctattga
cgtcaatgacggtaaatggeccgectggceattatgeccagtacatgaccttatgggactttcctacttggeagtacatctacgt
attagtcatcgctattaccatggtgatgeggtittggeagtacatcaatgggeptggatageggtttgactcacggggatttce
aagtctccaccecattgacgtcaatgggagtitgtttiggeaccaaaatcaacgggactttccaaaatgtegtaacaacteog
ccccattgacgcaaatggpcggtaggegtgtacggtggpaggtctatataagcagagetegittagtgaaccgggptctet
ctgpttagaccagatctgagectgggagetctetggetaactagggaacecactgettaagectcaataaagettgectiga
gtgcttcaagtagtptgteccegtetgtigtgtgactctggtaactagagatccctcagacccttttagtcagtgtggaaaatct
ctagcagtggegeeccgaacagggacctgaaagegaaagggaaaccagagcetetctcgacgeaggacteggettgetga
agegegeacggeaagaggegaggggeggegactggtgagtacgecaaaaatttigactageggaggetagaaggaga
gagatgggtpcgagagegicagtattaageggpggagaattagatcgegatgggaaaaaattcggttaaggecagggpg
aaagaaaaaatataaattaaaacatatagtatgggcaagecagggagctagaacgaticgeagttaatcetggectgttagaa
acatcagaaggctgtagacaaatactgggacagctacaaccatcecticagacaggatcagaagaacttagatcattatata
atacagtagcaaccctctatigtptgcatcaaaggatagagataaaagacaccaaggaagctttagacaagatagaggaag
agcaaaacaaaagtaagaccaccgcacagcaageggecgetgatcticagacctggaggaggagatatgagggacaat
tggagaagtgaattatataaatataaagtagtaaaaattgaaccatiaggagtagcacccaccaaggeaaagagaagagtg
gtgcagagagaaaaaagagcagtgggaataggagetttgticcttgggticttgggageageaggaageactatgggege
agcctcaatgacgetgacggtacaggecagacaattattgtctggtatagtgcagecageagaacaatttgetgagggcetatt
gaggcgcaacagcatctgttgcaactcacagtetggggeatcaageagetccaggceaagaatectggetgtggaaagata
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Figura 11 b (2 de 3)

cctaaaggatcaacagcetcotggggatttggggtigctctggaaaactcatttgeaccactgetgtgeottggaatgetagttg
gagtaataaatctctggaacagattggaatcacacgacctggatggagtgggacagagaaattaacaattacacaagctta

atacactccttaattgaagaatcgcaaaaccagcaagaaaagaatgaacaagaattattggaattagataaatgggcaapttt
gtggaattggtttaacataacaaatiggetgtggtatataaaattattcataatgatagtaggaggetiggtagptitaagaatag
tttttgctgtacttictatagtgaatagagitaggcagggatattcaccattatcgtttcagacccacctcccaaccecgagegg
acccgacaggeccgaaggaatagaagaagaaggtggagagagagacagagacagatccaticgattagtgaacggate
tcgacggtatcggttaacttttanaagaaaaggggggattgggpgatacagtgcaggggaangaatagtagacataatag

caacagacatacaaactaaagaattacaaaaacaaattacaaaaattcaaaattttatcgatcacgagactagectcgagag

atctgatcataatcagccataccacatttgtagaggttttacttgetitaaaaaacctcccacacctcceectgaacctgaaaca
taaaatgaatgcaatigtigttgttaacttgtitattgcagettataatggttacaaataaggceaatageatcacaaatticacaaa
taaggcatitttttcactgcattctagtttiggtttgtccaaactcatcaatgtatettatcatgtetggatctcaaatcecteggaag
ctgcgectgtottaggttggagtgatacatttttatcacttitaccegtettiggattaggcagtagetctgacggeccteotgtct
taggttagtgaaaaatgtcactctcttaccegteatiggetgtccagetiagetcgeaggggaggtggtetggatcegagete
gaattggcegotitacttgtacagetegtccatgeegagagtgatcceggeggeggteacgaactceageaggaccatgtg
atcgegetictegtiggggtotttgetcagggeggactgggtgctcaggtagtggttgtcgggeageageacggggeegte
geegatgggeptptictgetgatagtggteggogagetgeacgetgecgtectegatgtigtggeggatcttgaagttcace
ttgatgcegticttctgetigtcggccatgatatagacgttgtggetgtiptagttgtactccagettgtgecccaggatgttgee
gteetecttgaagtcgatgeccttcagetegatgegpticaccagggtgtegecctegaacticaccteggegegggtettst
agttgccgtegtecttgaagaagatggtgogetectggacgtageoticgggeatggeggacttgaagaagtegtgetgett
catgtggteggpgtageggetgaageactgeacgecgtaggtcagggtggtcacgagggtgggecagggeacgggea

gettgecggtggtgcagatgaacttcagggteagettgeegtaggtggeatcgeectegecctegecggacacgetgaact
tgtggecgtitacgtegecgtccagetcgaccaggatgggeaccacceeggtgaacageicetegeecttgeteaccatgg
tgaaticcgcggaggetggatcggtcecggtgtettctatggagptcaaaacagegtgpatggegtetccaggegatetga
cggttcactaaacgagetctgcttatataggectccecacegtacacgectaceectcgagaagettgattaaceegigtegget
ccagatctggectecgegeegggttttggegectceegegggegecccectectcacggegagegetgecacgtcagac
gaagggcgeagcgagcgtectgatecttccgeeecggacgcetcaggacageggeecgetgetcataagacteggecttag
aaccccagtatcagcagaaggacatittaggacgggacttgggtgactctagggeactggtttictitccagagageggaac
aggcgaggaaaagtagtccctictcggegattetgeggagggatctcegtggggoggtgaacgecgatgattatataagg

acgegeegggtgtggcacagetagitcegtegeageegggatitgggtegeggtictigtitgtggatogetgtgategtea

cttggtgagttgegggctgotgggetggeeggggetitegtggecgeegggecgetoggtgggacggaagegtatggag
agaccgccaagggctgtagtetgggtccgegageaaggtigecctgaactgggpptiggggggagegeacaaaatggc
gectgttccegagtetigaatggaagacgcettgtaaggegggotgtgaggtegitgaaacaagptgggggecatpstess
cggeaagaacccaaggtettgaggeoticgetaatgegggaaagcetcttaticgggtgagatgggetggggceaccatetg

gggaccctgacgtgaagtttgtcactgactggagaactegggtttgtegtetggttgegggggeggoagttatgegptgee

gttgggeagtgcaccegtacctiigggagegegegectegtegtgtegtgacgtcaceegttctgttggettataatgecagg

gtggggccacctgeeggtaggtgtgeggtaggcttitctecgtcgeaggacgeagggticgggectagggtaggeteteet
gaatcgacaggegeeggacctotggtgaggggagggataagtgaggegteagttictiiggteggttitatgtacctatcettc
ttaagtagctgaagctceggtittgaactatgegetegggpttggegaptgtgttitgtgaagtittitaggcaccttttgaaat gt
aatcatttggptcaatatgtaattttcagtgttagactagtaaattgtccgetaaattetggeegtitttggetittttgttagacgaa
gettggpetgeaggaattcggpecgeggecagetccggeggecaggggeecectggagegcagegcagegeagec
ccatcagtccgcaaageggaccgagetggaagtcgagegetgecgegggaggegggegatgggggcaggtgecace

ggeegegecatggacgpggecgegectgetgetgttgetgetictgggesteteccttggaggtgecaaggaggeatgee

ccacaggcctgtacacacacageggtgagtgetgeaaagecotgeaacetgggegagggtgtggeccagecttgtggage
caaccagaccgtgtptgagecctgectggacagegtgacgtictccgacgtggtgagegegacegageegtgeaageeg
tgcaccgagtgegtggggctccagageatgteggegeegtgegtggaggecgacgacgeegtigtgecgetgegectac

gectactaccaggatgagacgactgggegetgegaggegtgecgegtgtgegaggegggetegggectegtgttetect
gecaggacaagceagaacaccgtgtgegaggagtgecccgacggeacgtattccgacgaggecaaccacgtggacceg
tgectgecetgeaccegtgtgegaggacacecgagegecagetecgegagtgeacacgetgggecgacgecgagtgega
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Figura 11b (3 de 3)

ggagatccetggecogttggattacacggtccacacceecagagggceteggacageacageccccageacccaggagee
tgaggcacctccagaacaagacctcatagecageacggtggeaggtgtggtgaccacagtgatgggeagetcccagecc
stggtgacccgaggeaccaccgacaacctcateeotgtctattgetccateetggetgetgtggtigtgggecttgtggecta
catagccttcaagaggtggaacagggggatcctctagagtcgagtctagagtcgacaatcaacctetggaitacaaaattig
tgaaagattgactggtattcttaactatgtigctcetittacgetatgtggatacgcetgetttaatgectttgtatcatgetattgetic
ccgtatggctttcattitctcctecttgtataaatcetggttgetgictctitatgaggagtigtgpcecgtigicaggeaacgtgg
cgtgptgtgcactgtgttgctgacgcaacceccactggttggggeattgecaccacctgtcagetectttcogggacttteg
ctttccccctecctattgecacggeggaactcatcgecgeetgecttgececgetgetggacaggggeteggetgtigggea
ctgacaaticcgtggtgttgtcggggaagetgacgtectitccatggetgetegectgtgttgecacctggatictgegeggg
acgtcettctgetacgteectteggecctcaatccageggaccttecticcegeggecetgetgeeggetetgeggecetcttee
gegtettegecoticgecctcagacgagteggateteoctttgggecgecteecegectggaattcgageteggtacctitaag
accaatgacttacaaggcagctgtagatcttagecacttitiaaaagaaaaggggggactggaagggctaattcactccecaa
cgaagacaagatctgctttttgeitgtactggptotetetggttagaccagatetgagectgggagetetetggetaactaggg
aacccactgcttaagcctcaataaagettgectigagtgettcaagtagtgtgtgeccgtetgtigtgtgactctggtaactaga
gatccctcagaccctittagtcagtgtggaaaatcictagcagtagtagticatgtcatcttattattcagtatttataacttgcaaa
gaaatgaatatcagagagtgagaggaactigtttattgcagettataatggitacaaataaagcaatageatcacaaatttcac
aaataaagcattittitcactgcattctagttgtggtitgtccaaactcatcaatgtatcttatcatgtctggetctagetatecegee
cctaactccgeccagtteegeccattctecgececatggotgactaatttitttiatitatgcagaggecgaggeegectegge
cictgagctaticcagaagtagtgaggaggctitittggaggectaggettitgegtcgagacgtacccaattcgecctatagt
gagtcgtattacgegegetcactggeegtegttttacaacgtegtgactgggaanaccetggepttacceaacttaatcgect
tgcagcacatceccetticgecagetggegtaatagegaagaggecegeacegategeccticecaacagttgegeagec
tgaatggcgaatggegegacgegoccigtageggegeattaagegeggeggetgtggtggitacgecgeagegtgaceg
ctacacttgccagegccctagegeccgcetectttcgetttcttcocticettictegecacgticgeoggetitceccgteaage
tctaaatcgggggcteectttagggttcegatitagigetitacggeacctcgaccccaaaaaactigattagggtgatggtic
acgtagtgggccatcgecctgatagacggtttticgeectitgacgtiggagtccacgttctttaatagtggactcettgttccaa
actggaacaacactcaaccctatctcggtctaticttitgatttataagggatittgcegatttcggectatiggitaaaaaatgag
ctgatitaacaaaaatitaacgcgaattitaacaaaatattaacgttiacaatttcc
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LISTA DE SECUENCIAS

<120> VECTORES LENTIVIRALES QUE LLEVAN PROMOTORES BIDIRECCIONALES DE SINTESIS Y UTI-

LIZACIONES DE LOS MISMOS

<130> 81240PCT

<140> PCT/IT2004/000227
<141> 21-04-2004

<160> 8

<170> Patentln version 3.1
<210> 1

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> cebador

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(20)

<223> Cebador del LV hacia adelante

<400> 1
tgaaagcgaa agggaaacca

<210>2

<211> 15

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> cebador

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(15)

<223> Cebador del LV hacia atrds

<400> 2
ccgtgegegce ttcag

<210>3

<211> 18

<212> ADN
<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> sonda
<220>

<221> misc_feature
<222> (1)..(18)
<223>

<220>

20

15



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<221> misc_feature
<222> (1)..(18)
<223> Sonda del LV

<400> 3

ctctetcgac geaggact

<210> 4
<211> 9613
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> plasmido
<220>

<221> misc_feature
<222> (1)..(9613)
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<223> plasmido que contiene la construccién del vector lentiviral RRL-MA 1-lucif/GFP

<400> 4

caggtggcac
attcaaatat
aaaggaagag
tttgecttee
agrtgggtge
gtrrregece
cggtattatc
agaatgactt
taagagaatt
tgacaacgat
taactcgect
acaccacgat
ttactctagc
cacttcrgeg
agcgtgagtc
tagttatcta
agataggtgc
tttagattga
ataatcteat
tagaaaagat
aaacaaaaaa
tttttccgaa
agcegragtt
taatcctgtt
caagacgata
agcccagett
aaagcgecac

ttttcgggga
gtatcegetc
tatgagtatt
tgttertget
acgagtgggt
cgaagaacgt
ccgtattgac
ggttgagtac
atgcagtgct
cggaggaccyg
tgatcgttgg
gcetgtagea
ttcecggeaa
cteggecctt
tcgeggtate
cacgacagag
ctcactgatt
tttaaaactt
gaccaaaatc
caaaggatct
accaccgeta
ggtaactgge
aggccaccac
accagtggcet
gttaccggat
ggagcgaacg
gectrtcccgaa

aatgtgcgeg
atgagacaat
caacatttec
cacccagaaa
tacatcgaac
trrccaatga
gccgggceaag
tcaccagtca
gccataacca
aaggagctaa
gaaccggage
atggcaacaa
caattaatag
ccggetgget
attgcagcac
agtcaggcaa
aagcattggt
catttttaat
ccrraacgtyg
tcttgagatc
ccageggtgg
ttcagcagag
ttcaagaact
gctgccagtg
aaggcgcage
acctracaceg
gggagaaagg

gaacccctat
aaccctgata
gtgtcgecct
cgctggtgaa
tggatctcaa
tgagcacttt
agcaactcgg
cagaaaagca
tgagtgataa
ccgetttttt
tgaatgaagc
cgtrtgcgeaa
actggatgga
ggrrrattgc
tggggccaga
ctatggatga
aactgtcaga
ttaaaaggat
agtttrcgtt
ctrrrretct
trtgtrtgec
cgcagatace
ctgtagcace
gcgataagtc
ggtcgggctg
aactgagata
cggacaggta

ttgrttattt
aatgcttcaa
tattcccttt
agtaaaagat
cagcggtaag
taaagttctg
tcgeegeata
tcttacggat
cactgcggcc
gcacaacatg
cataccaaac
actattaact
ggcggataaa
tgataaatct
tggtaagccc
acgaaataga
ccaagtttac
ctaggtgaag
ccactgageg
gcgegtaatce
ggatcaagag
aaatactgtc
gcctacatac
gtgtcttacc
aacggggggt
cctacagege
tccggtaage

ttctaaatac
taatattgaa
trrgcggeat
gctgaagatc
arcctrgaga
ctatgrggey
cactattctc
ggcatgacag
aacttacttc
ggggatcatg
gacgagcgtg
ggcgaactac
gttgcaggac
ggagccggtg
teeegtateg
cagatcgctg
tcatatatac
atccrrtttg
tcagaccccg
tgctgettge
ctaccaactc
ctictagtgt
ctegetetoc
gggtrggact
tcgtgeacac
gagcratgag
ggcagggtcg

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

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
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gaacaggaga
tcggotttcg
gcctatggaa
ttgctcacat
ttgagtgagc
aggaagcgga
aatgcagctg
atgtgagtta
tottgtgtgg
acgccaageg
gtagtcttat
cttacaagga
tgccttatta
gcattgcaga
tagaccagat
aataaagctt
actagagatc
cagggacctg
agcgecgeacg
cggaggctag
atcgcgatgg
tatagtatgg
atcagaaggc
agaacttaga
gataaaagac
caccgcacag
ggagaagtga
ccaaggcaaa
tccttgggtt
tacaggccag
ttgaggcgea
gaatcctggce
ctggaaaact

tggaacagat

gcgcacgagg
ccacctctga
aaacgccage
gtrctttcct
tgataccgct
agagcgecca
gcacgacagg
gctecactcat
aattgtgagc
cgcaattaac
gcaatactct
gagaaaaagc
ggaaggcaac
gatattgtat
ctgagcctgg
gcettgagtg
cctcagacec
aaagcgaaag
gcaagaggcg
aaggagagag
gaaaaaattc
gcaagcaggg
tgtagacaaa
tcattatata
accaaggaag
caagcggecg
attatataaa
gagaagagtg
cttgggagca
acaattattg
acagcatctg
tgtggaaaga
catttgcacc

ttggaatcac
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gagcttccag
cttgagcgtc
aacgcggect
gcgttatecc
cgccgeagec
atacgcaaac
tttecccgact
taggcaccec
ggataacaat
cctcactaaa
tgtagtcttg
accgtgcatg
agacgggtct
ttaagtgcct
gagctctctg
cttcaagtag
ttttagtcag
ggaaaccaga
aggggcggceg
atgggtgcga
ggttaaggcc
agctagaacg
tactgggaca
atacagtagc
ctttagacaa
ctgatcttca
tataaagtag
gtgcagagag
gcaggaagca
tctggtatag
ttgcaactca
tacctaaagg
actgctgtgc

acgacctgga

ggggaaacgc
gatttttgtg
ttttacggtt
ctgattctgt
gaacgaccga
cgectctecc
ggaaagcggg
aggctttaca
ttcacacagg
gggaacaaaa
caacatggta
ccgattggtg
gacatggatt
agctcgatac
gctaactagg
tgtgtgcccg
tgtggaaaat
gctcetetcga
actggtgagt
gagcgtcagt
agggggaaag
attcgcagtt
gctacaacca
aaccctctat
gatagaggaa
gacctggagg
taaaaattga
aaaaaagagc
ctatgggcge
tgcagcagca
cagtctggag
atcaacagct
cttggaatgc
tggagtgaga

ctggratctt
atgctcgtca
cctggecttt
ggataaccgt
gcgcagcgag
cgcgegttgg
cagtgagcgc
ctttatgctt
aaacagctat
gctggagetg
acgatgagtt
gaagtaaggt
ggacgaacca
aataaacggg
gaacccactg
tctgttgtgt
ctctagcagt
cgcaggactc
acgccaaaaa
attaagcggg
aaaaaatata
aatcctggcc
tcccttcaga
tgtgtgcatc
gagcaaaaca
aggagatatg
accattagga
agtgggaata
agcctcaatg
gaacaatttg
catcaagcag
cctggggatt
tagttggagt

cagagaaatt

tatagtcctg
999999cgga
tgctggectt
attaccgect
tcagtgagcg
ccgattcatt
aacgcaatta
ccggetegta
gaccatgatt
caagcttaat
agcaacatgc
ggtacgatcg
ctgaattgcc
tctctctggt
cttaagcctc
gactctggta
ggcgcccgaa
ggcttgctga
ttttgactag
ggagaattag
aattaaaaca
tgttagaaac
caggatcaga
aaaggataga
aaagtaagac
agggacaatt
gtagcaccca
ggagctttgt
acgctgacgg
ctgagggcta
ctccaggeaa
tggggttgct
aataaatcte

aacaattaca

1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
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3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
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caagcttaat
aattattgga
tgtggtatat
ttgctgtact
cccaccteec
agagagacag
ttaaaagaaa
caacagacat
atcacgagac
ttacttgctt
attgttgttg
acaaatttca
atcaatgtat
tggagtgata
cctectgtet
agctcgcagg
tggcctttat
gtacttcgtc
ccacgtaatc
cggcgggaag
tggggtgttg
taatcagaga
tgtctccaga
ttacataacc
ccagcgtttt
cgaccgegec
tgagcccata
ctrcctraga
tgtcaatcag
gaatcttgta
cgactcgaaa
atggaacaac
tggcatgcga

cagtagatcc

acactcctta
attagataaa
aaaattattc
ttctatagtg
aaccccgagg
agacagatcc
aggggggatt
acaaactaaa
tagcctcgag
taaaaaacct
ttaacttgre
caaataaggc
cttatcatgt
catttttatc
taggttagtg
ggaggtggtc
gaggatctct
cacaaacaca
cacgatctct
ttcaccggcg
gagcaagatg
cttcaggcag
atgtagccat
ggacataatc
ccecggtatec
cggtttatca
tcctrgectg
gaggggagcg
agtgcttttg
atcctgaagg
tccacatatc
acttaaaatc
gaatctcacg
agaggagttc.
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attgaagaat
tgggcaagtt
ataatgatag
aatagagtta
ggacccgaca
attcgattag
ggggggtaca
gaattacaaa
agatctgatc
cccacacctc
rattgcagct
atttttttca
ctggatctca
acttttaccc
aaaaatgtca
tggatcctct
ctgatttttc
actcctecge
ttttccgtca
tcatcgtcag
gattccaatt
tcaacgatga
ccatccttgt
ataggacctc
agatccacaa
tcccectegg
atacctggca
ccaccagaag
gcgaagaagg
ctcctcagaa
aaatatccga
gcagtatccg
caggcagttc

atgatcagtg

cgcaaaacca
tgtggaattg
taggaggctt
ggcagggata
ggcccgaagg
tgaacggatc
gtgcagggga
aacaaattac
ataatcagcc
cccctgaacc
tataatggtt
ctgcattcta
aatccctegg
gtctttggat
ctctcttacc
agaattacac
ttgcgtcgag
gcaacttttt
tcgtetttec
gaagacctgc
cagcgggagc
agaagtgttc
caatcaaggc
tcacacacag
ccrtegette
gtgtaatcag
gatggaacct
caatttcgtg
agaatagggt
acagctcttc
gtgtagtaaa
gaatgatttg
tatgaggcag
caattgtctt

gcaagaaaag
gtttaacata
ggtaggttta
ttcaccatta
aatagaagaa
tcgacggtat
aagaatagta
aaaaattcaa
ataccacatt
tgaaacataa
acaaataagg
gttttggttt
aagctgcgec
taggcagtag
cgtcattggc
ggcgatcttt
ttttccggta
cgcggttgtt
gtgctccaaa
gacacctgcg
cacctgatag
gtcttcgtec
gttggtcgct
ttcgectctt
aaaaaatgga
aatagctgat
cttggcaacc
taaattagat
tggcaccagce
ttcaaatcta
cattccaaaa
attgccaaaa
agcgacacct

gtccctatcg

aatgaacaag
acaaattggc
agaatagttt
tcgtttcaga
gaaggtggag
cggttaactt
gacataatag
aattttatcg
tgtagaggtt
aatgaatgca
caatagcatc
gtccaaactc
tgtcttaggt
ctctgacggc
tgtccagett
ccgeecttet
agacctttcg
acttgactgg
acaacaacgg
tcgaagatgt
ccttrgtact
cagtaagcta
tccggattgt
tgattaacgc
acaactttac
gtagtctcag
gctrccccga
aaatcgtatt
agcgcacttt
tacattaaga
ccgtgatgga
ataggatctc
ttaggcagac
aaggactctg

3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
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gcacaaaatc
actgaaatcc
gctrrtittg
gctgcgaaat
caactgcaac
cactgcatac
accgaacgga
taaaagcaat
cagcggttcc
cttccatggt
cagcgtggat
gcctcccacc
gttgcgectt
ttccgggaaa
cgtcacccgg
cctaagtcgg
acgtctcact
gcgatgggcet
aggggcggtyg
gtgttccgea
aatcaccgac
ggagctgttc
caagttcagc
gtrcatctgc
ctacggcgtg
gtccgecatg
ctacaagacc
gaagggcatc
caacagccac
caagatccgc
cacccccatc
cgccctgage
cgcegecggy
tcaacctctg

gtattcatta
ctggtaatcc
cacgttcaaa
gcccatactg
tccgataaat
gacgattctg
catttcgaag
tgttccagga
atcttccage
gaattccgeg
ggcgrcteca
gtacacgcct
ttccaaggcea
cgcagcggeg
atcttcgeeg
gaaggttcct
agtaccctcg
gtggccaata
cgggaggcegg
ttctgcaagc
ctcteteccc
accgggatgg
gtgtccggeg
accaccggea
cagtgcttca
cccgaagget
€gcgccgagy
gacttcaagg
aacgtctata
cacaacatcg
ggcgacggec
aaagaccceca
atcactceeg

gattacaaaa
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aaaccgggag
gttttagaat
attttttgca
ttgagcaatt
aacgcgceeca
tgatttgtat
tactcagegt
accagggegt
ggatagaatg
gaggctggat
ggcgatctga
accctcgaga
gccctgagtt
ccgacccetgg
ctacccttgt
tgcggttege
cagacggaca
gcggetgetc
ggtgtggage
ctccggageg
agggggatcc
tgcccatcect
agggcgagag
agctgeccgt
gccgetaccc
acgtccagga
tgaagttcga
aggacggcaa
tcatggccga
aggacggcag
ccgtgctget
acgagaagcg
gcatggacga
tttgtgaaag

gtagatgaga
ccatgataat
accccttttt
cacgttcatt
acaccggcat
tcagcccata
aagtgatgtc
atctcttcat
gcgecgggec
cggtcccggt
cggttcacta
agcttgatat
tgcgcaggga
gtctcgecaca
gggccccccg
ggcgtgecgg
gcgccaggga
agcggggegce
ggtagtgtgg
cacgtcggca
accggtcgee
ggtcgagctg
cgatgccacc
gccctggecc
cgaccacatg
gcgcaccatc
gggcgacacc
catcctgggg
caagcagaag
cgtgcagetc
gcccgacaac
cgatcacatg
gctgtacaag
attgactggt

tgtgacgaac
aatrttttgg
ggaaacgaac
ataaatgtcg
aaagaattga
tcgrtrtcata
cacctcgata
agccttatge
tttctttatg
gtcttctatg
aacgagctct
cgaattccca
cgcggetget
ttcrtcacgt
gcgacgettc
acgtgacaaa
gcaatggcag
gccgagagea
gcectgetec
gtcggetecc
accatggtga
gacggcgacg
tacggcaagc
accctcgtga
aagcagcacg
ttcttcaagg
ctggtgaacc
cacaagctgg
aacggcatca
gccgaccact
cactacctga
gtcctgctgg
taaagcggec

attcttaact

gtgtacatcg
atgattggga
accacggtag
ttcgegggeg
agagagtttt
gcttctgeca
tgtgcatctg
agttgctctc
tttttogegt
gaggtcaaaa
gcttatatag
cgggottggg
ctgggcgtgg
ccgttegeag
ctgctcecgec
cggaagccge
cgcgeegace
gcggccggga
tgcccgegeg
tcgttgaccg
gcaagggcga
taaacggcca
tgaccctgaa
ccaccctgac
acttcttcaa
acgacggcaa
gcatcgagct
agtacaacta
aggtgaactt
accagcagaa
gcacccagte
agttcgtgac
gcgtcgacaa

atgttgctec

5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
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<210>5
<211> 9380

ttttacgcta
ggctttcatt
gccecgttgtc
ttggggcatt
tgccacggeg
gggcactgac
ctgtgttgcc
tccageggac
ccttegecct
tcggtacctt
gaaaaggggg
tgtactgggt
aacccactgc
crgttgtgtg
tctagcagta
atatcagaga
agcatcacaa
aaactcatca
gttccgeeca
ccgectegge
tttgcgtcga
cgtcgtttta
agcacatccc
ccaacagttg
€gcggcgggt
cgctccttte
tctaaatcgg
aaaacttgat
ccctttgacg
actcaaccct
ttggttaaaa
gtttacaatt

<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> plasmido

<220>

tgtggatacg
ttctcctect
aggcaacgtg
gccaccacct
gaactcatcg
aattccgtgg
acctggattc
ctteccttccc
cagacgagtc
taagaccaat
gactggaagg
ctctctggtt
ttaagcctca
actctggtaa
gtagttcatg
gtgagaggaa
atttcacaaa
atgtatctta
ttctcegece
ctctgageta
gacgtaccca
caacgtcgtg
cctrtegeca
cgcagcctga
gtggiggtta
gctttcttee
gggctccctt
tagggtgatg
ttggagtcca
atctcggtct
aatgagctga

tcc
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ctgctttaat
tgtataaatc
gcgtogtgtg
gtcagctcct
ccgectgect
tgttgtcggg
tgcgcgggac
gcggectget
ggatctccct
gacttacaag
gctaattcac
agaccagatc
ataaagcttg
ctagagatcc
tcatcttatt
cttgtttatt
taaagcattt
tcatgtctgg
catggctgac
ttccagaagt
attcgcccta
actgggaaaa
gctggegtaa
atggcgaatg
cgcgcagegt
cttccttrct
tagggttccg
gttcacgtag
cgttctttaa
attcttttga

tttaacaaaa

gcetttgtat
ctggttgetg
cactgtgttt
ttccgggact
tgcccgeege
gaagctgacg
gtccttctge
gceggetctg
ttgggccgec
gcagctgtag
tcccaacgaa
tgagcctggg
ccttgagtge
ctcagacecct
attcagtatt
gcagcttata
ttttcactge
ctctagetat
taattrtreet
agtgaggagg
tagtgagtcg
ccectggegtt
tagcgaagag
gcgegacgeg
gaccgctaca
cgccacgttc
atttagtgct
tgggccatcg
tagtggactc
tttataaggg

atttaacgcg

catgctattg
tctctttatg
gctgacgcaa
ttcgetttcc
tggacagggg
tcctttccat
tacgtcectt
cggcctcttc
tccccgectg
atcttagcca
gacaagatct
agctctctgg
ttcaagtagt
tttagtcagt
tataacttgc
atggttacaa
attctagttg
cccgececta
tatttatgca
cttttttgga
tattacgcgc
acccaactta
gccegeaceg
ccctgtageg
cttgccageg
gccggetttc
ttacggcacc
ccctgataga
ttgttccaaa
attttgccga

aattttaaca

cttcccgtat
aggagttgtg
cccccactgg
ccctcectat
ctcggctgtt
ggctgctcge
cggccctcaa
cgegtcttcg
gaattcgagc
ctttttaaaa
gctrtttget
ctaactaggg
gtgtgcccgt
gtggaaaatc
aaagaaatga
ataaagcaat
tggtttgtcc
actccgeeca
gaggccgagg
ggcctagget
gctcactggc
atcgecttge
atcgcectte
gcgcattaag
ccctagegec
cccgtcaage
tcgaccccaa
cggttttrtcg
ctggaacaac
tttcggecta

aaatattaac

7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
9000
9060
9120
9180
9240
9300
9360
9420
9480
9540
9600
9613
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<221> misc_feature
<222> (1)..(9380)

<223>
<220>

<221> misc_feature
<222> (1)..(9380)

<223> plasmido que contiene la construccién del vector lentiviral CCL-MA1-GFP/de I[taLNGFR

<400> 5

caggtggcac
attcaaatat
aaaggaagag
tttgecttcc
agttgggtgc
gttrtcgecc
cggtattatc
agaatgactt
taagagaatt
tgacaacgat
taactcgect
acaccacgat
ttactctage
cacttctgcg
agcgtgggtc
tagttatcta

agataggtgc

ttttcgggga
gtatccgetc
tatgagtatt
tgttettgct
acgagtgggt
cgaagaacgt
ccgtatrgac
ggttgagtac
atgcagrgct
cggaggaccg
tgatcgttgg
gcctgtagea
ttcccggcaa
ctcggcectt
tcgeggtatce

Cacgacgggg
ctcactgatt
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aatgtgcgcg
atgagacaat
caacatttcc
cacccagaaa
tacatcgaac
tttccaatga
gccgggeaag
tcaccagtca
gccataacca
aaggagctaa
gaaccggagc
atggcaacaa
caattaatag
ccggctgget
attgcagcac
agtcaggcaa

aagcattggt

gaacccctat
aaccctgata
gtgtcgeect
cgctggtgaa
tggatctcaa
tgagcacttt
agcaactcgg
cagaaaagca
tgagtgataa
ccgettrttt
tgaatgaagc
cgttgcgeaa
actggatgga
ggtttattgc
tggggccaga
ctatggatga

aactgtcaga

ttgtrtattt
aatgcttcaa
tattcccttt
agtaaaagat
cagcggtaag
taaagttctg
tcgecgeata
tcttacggat
cactgeggee
gcacaacatg
cataccaaac
actattaact
ggcggataaa
tgataaatct
tggtaagcecc
acgaaataga

ccaagtttac

ttctaaatac
taatattgaa
tttgcggecat
gctgaagatc
atccttgaga
ctatgtggcg
cactattctc
ggcatgacag
aacttacttc
ggggatcatg
gacgagcgtg
ggcgaactac
gttgcaggac
ggagccggtg
tcccgtatcg
cagatcgctg

tcatatatac

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
300
960
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tttagattga
ataatctcat
tagaaaagat
aaacaaaaaa
tttttccgaa
agccgtaget
taatcctgtt
caagacgata
agcccagctt
aaagcgecac
gaacaggaga
tcgggttteg
gcctatggaa
ttgctcacat
ttgagtgagc
aggaagcgga
aatgcagctg
atgtgagtta
tgttgtgtgg
acgccaageg
cattgcatac
taccgccatg
tagttcatag
gctgaccgec
cgccaatagg
tggcagtaca
aatggcccge
acatctacgt
ggcgtggata
ggagtttgtt
cattgacgca
tagtgaaccg
agggaaccca

ccgtctgttg

tttaaaactt
gaccaaaatc
caaaggatct
accaccgcta
ggtaactggc
aggccaccac
accagtggct
gttaccggat
ggagcgaacg
gcttcccgaa
gcgcacgagg
ccacctctga
aaacgccage
gttctttect
tgataccgct
agagcgcecca
gcacgacagg
gctcactcat
aattgtgagc
cgcaattaac
gttgtatcca
ttgacattga
cccatatatg
caacgaccec
gactttccat
tcaagtgtat
ctggcattat
attagtcatc
gcggtttgac
ttggcaccaa
aatgggcggt
gggtctectct
ctgcttaage
tgtgactctg
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catttttaat
ccttaacgtg
tcttgagatc
ccagcggtag
ttcagcagag
ttcaagaact
gctgccagtg
aaggcgcagce
acctacaccg
ggg9agaaagg
gagcttccag
cttgagcgtc
aacgcggect
gcgttatccc
cgccgeagec
atacgcaaac
tttcccgact
taggcacccc
ggataacaat
cctcactaaa
tatcataata
ttattgacta
gagttccgeg
cgcccattga
tgacgtcaat
catatgccaa
gcccagtaca
gctattacca
tcacggggat
aatcaacggg
aggcgtgtac
ggttagacca
ctcaataaag

gtaactagag

ttaaaaggat
agttttcgtt
ctrrttttce
tttgtttgcc
cgcagatacc
ctgtagcacc
gcgataagtc
ggrcgggetg
aactgagata
cggacaggta
ggggaaacgc
gatttttgtg
ttttacggtt
ctgattctgt
gaacgaccga
cgcetctece
ggaaagcggg
aggctttaca
ttcacacagg
gggaacaaaa
tgtacattta
gttattaata
ttacataact
cgtcaataat
gggtggagta
gtacgccecc
tgaccttatg
tggtgatgcg
ttccaagtct
actttccaaa
ggtgggaggt
gatctgagcc
cttgccttga

atccctcaga

ctaggtgaag
ccactgageg
gcgcgtaatc
ggatcaagag
aaatactgtc
gcctacatac
gtgtcttacc
aacggggogt
cctacagcgt
tccggtaage
ctggtatctt
atgctcgtca
cctggecttt
ggataaccgt
gcgcagegag
cgcgegttag
cagtgagcgc
ctttatgctt
aaacagctat
gctggagetg
tattggctca
gtaatcaatt
tacggtaaat
gacgtatgtt
tttacggtaa
tattgacgtc
ggactttcct
gttttggcag
ccaccccatt
atgtcgtaac
ctatataagc
tgggagctct
gtgcttcaag
cccttttagt

atcctttttg
tcagaccccg
tgctgettge
ctaccaactc
cttctagtgt
ctcgectctge
gggttggact
tcgtgcacac
gagctatgag
ggcagggtcg
tatagtcctg
9g9g99g99cgga
tgctggectt
attaccgect
tcagtgagcg
ccgattcatt
aacgcaatta
ccggctcgta
gaccatgatt
caagcttggc
tgtccaacat
acggggtcat
ggcccgectg
cccatagtaa
actgcccact
aatgacggta
acttggcagt
tacatcaatg
gacgtcaatg
aactccgcecec
agagctcgtt
ctggctaact
tagtgtgtgc
cagtgtggaa

1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
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aatctctagc
cgacgcagga
agtacgccaa
agtattaagc
aagaaaaaat
gttaatcctg
ccatccette
tattgtgtgc
gaagagcaaa
aggaggagat
tgaaccatta
agcagtggga
cgcagectca
gcagaacaat
gggcatcaag
gcecctgggg
tgctagttgg
gacagagaaa
cagcaagaaa
tggtttaaca
ttggtaggtt
tattcaccat
ggaatagaag
tctcgacggt
gaaagaatag
acaaaaattc
ccataccaca
cctgaaacat
ttacaaataa
tagttttggt
ggaagctgeg
attaggcagt
ccegteateg

ggccgettta

agtggegecc
ctcggettge
aaattrtgac
gggggagaat
ataaattaaa
gcctgttaga
agacaggatc
atcaaaggat
acaaaagtaa
atgagggaca
ggagtagcac
ataggagctt
atgacgctga
ttgctgaggg
cagctccagg
atttggggtt
agtaataaat
ttaacaatta
agaatgaaca
taacaaattg
taagaatagt
tatcgtttca
aagaaggtgg
atcggttaac
tagacataat
aaaattttat
tttgtagagg
aaaatgaatg
ggcaatagca
ttgtccaaac
cctgtcttag
agctctgacg
gctgtccage
cttgtacagc
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gaacagggac
tgaagcgege
tagcggagqc
tagatcgcga
acatatagta
aacatcagaa
agaagaactt
agagataaaa
gaccaccgca
attggagaag
ccaccaagge
tgrtccttgg
cggtacaggc
ctattgaggce
caagaatcct
gctctggaaa
ctctggaaca
cacaagctta
agaattattg
gctgtggtat
ttttgctgta
gacccaccte
agagagagac
ttttaaaaga
agcaacagac
cgatcacgag
ttrtacttgce
caattgttgt
tcacaaattt
tcatcaatgt
gttggagtga
gcecetectgt
ttagctcgea

tcgtecatge

ctgaaagcga
acggcaagag
tagaaggaga
tgggaaaaaa
tgggcaagea
ggctgtagac
agatcattat
gacaccaagg
cagcaagegg
tgaattatat
aaagagaaga
gttcttggga
cagacaatta
gcaacagcat
ggctgtggaa
actcatttge
gattggaatc
atacactecct
gaattagata
ataaaattat
ctttctatag
ccaaccccga
agagacagat
aaagggggga
atacaaacta
actagccteg
tttaaaaaac
tgttaacttg
cacaaataag
atcttatcat
tacattttta
cttaggttag
9g999aggatgg
cgagagtgat

aagggaaacc
gcgaggggey
gagatgggtg
ttcggttaag
gggagctaga
aaatactggg
ataatacagt
aagctttaga
ccgetgatct
aaatataaag
gtggtgcaga
gcagcaggaa
ttgtctggta
ctgttgcaac
agatacctaa
accactgcetg
acacgacctg
taattgaaga
aatgggcaag
tcataatgat
tgaatagagt
ggggacccga
ccattcgatt
ttggggggta
aagaattaca
agagatctga
ctcccacacc
tttattgcag
gcattteret
gtctggatct
tcacttttac
tgaaaaatgt
tctggatccg
cceggeggeg

agagctctct
gcgactggtg
cgagagecgtc
gccaggggga
acgattcgea
acagctacaa
agcaaccctc
caagatagag
tcagacctgg
tagtaaaaat
gagaaaaaag
gcactatggg
tagtgcageca
tcacagtctg
aggatcaaca
tgccttggaa
gatggagtgg
atcgcaaaac
tttgtggaat
agtaggaggc
taggcaggga
caggcccgaa
agtgaacgga
cagtgcagygg
aaaacaaatt
tcataatcag
tcecccctgaa
cttataatgg
cactgcattc
caaatcecte
ccgterttgg
cactctcrta
agctcgaatt

grcacgaact

3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
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ccagcaggac
tcaggtagtg
agtggtcgge
tgatgccgtt
ccagcttgtg
ggttcaccag
ccttgaagaa
cgtgctgett
tcacgagggt
gcttgccgta
cgtcgeegtce
tcaccatggt
cagcgtggat
gcetcccace
gtrgcgectt
ttccgggaaa
cgtcacccgg
cctaagtcgg
acgtctcact
gcgatgggct
agaggeggtg
gtgttccgea
aatcaccgac
gctceggegg
gcggaccgag
cggccgegec
aggtgccaag
ctgcaacctg
ctgcetggac
caccgagtgc
gtgccgetge
cgtgtgcgag
cgaggagtgc
ctgcaccgtg

catgtgatcg
gttgtcggac
gagctgcacg
cttctgcttg
ccccaggatg
ggtgtcgeec
gatggtgcgc
catgtggtcg
gggccagggc
ggtggcatcg
cagctcgacc
gaattccgcg
ggcgtctcca
gtacacgcct
ttccaaggca
cgcagcggeg
atcttcgecg
gaaggttcct
agtaccctcg
gtggccaata
€gggaggcag
ttctgcaage
ctectctecce
gcaggggggg
ctggaagtcg
atggacgggc
gaggcatgcc
ggcgagggtg
agcgtgacgt
gtggggctcc
gcctacggct
gcgggctcgg
cccgacggea

tgcgaggaca
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cgcrictegt
agcagcacgg
ctgecgtect
tcggccatga
ttgccgtect
tcgaacttca
tcctggacgt
gggtagcgge
acgggcaget
ccctegeect
aggatgggca
gaggctggat
ggcgatctga
accctcgaga
gccctgggtt
ccgaccctgg
ctacccttgt
tgcggttcge
cagacggaca
gcggetgetc
ggtgtggggc
ctccggageg
agggggatcc
cgctggageg
agcgctgecg
cgcgectget
ccacaggect
tggcccagec
tctccgacgt
agagcatgtc
actaccagga
gcctcgtgtt
cgtattccga

ccgagegeca

tggggtcttt
ggccgtegcec
cgatgttgtg
tatagacgtt
ccttgaagtc
cctcggegeg
agccttcggg
tgaagcactg
tgcecggtggt
cgcecggacac
ccaccceggt
cggtcccggt
cggttcacta
agcttgatat
tgcgcaggga
gtctcgeaca
gggccceccg
ggcgtgcegg
gcgccaggga
agcggggcgc
ggtagtgtgg
cacgtcggca
cccgggetge
cagcgcageg
cgggaggcgg
gctgttgetg
gtacacacac
ttgtggagcc
ggtgagcgcg
ggcgeegtge
tgagacgact
ctcctgecag
cgaggccaac

gctccgegag

10

gctcagggcg
9atggggotg
gcggatcttg
gtggctgttg
gatgeccttc
ggtcttgtag
catggcggac
cacgccgtag
gcagatgaac
gctgaacttg
gaacagctcc
gtcttctatg
aacgagctct
cgaattccca
cgcggctget
ttcttcacgt
gcgacgcttc
acgtgacaaa
gcaatggcag
gccgagagcea
gccctgttec
gtcggctcce
aggaattcgg
cagccccatc
gcgatggggg
ctrctgggag
agcggtgagt
aaccagaccg
accgagecgt
gtggaggccg
gggcgctgceg
gacaagcaga
cacgtggacc

tgcacacgct

gactgggtgc
ttctgctggt
aagttcacct
tagttgtact
agctcgatge
ttgccgtcgt
ttgaagaagt
gtcaggotgg
ttcagggtca
tggccgttta
tcgeccttge
gaggtcaaaa
gcttatatag
€ggggttggg
ctgggeotag
ccgttcgeag
ctgctecgee
cggaageccge
cgcgecgace
gcggecggga
tgcccgegeg
tcgttgaccg
gccgeggeca
agtccgcaaa
caggtgccac
tgtcccttgg
gctgcaaagc
tgtgtgagcc
gcaagcegtg
acgacgecgt
aggcgtgecg
acaccgtgtg
cgtgcctgec

gggccgacgce

5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
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cgagtgegag
cagcacagec
cacggtggca
caccaccgac
tgtggectac
tcgacaatca
ttgctccttt
ccegtatgge
agttgtggcc
cecactggttyg
tcectattge
ggctattggg
tgctcgectg
cectcaatec
gtcttegect
ttcgageteg
tttaaaagaa
ttrtgertgt
actagggaac
tgeccgtctg
gaaaatctct
gaaatgaata
aagcaatagce
tttgtccaaa
ccgeecaget
gccgaggecg
ctaggctttt
cactggccgt
gcettgcage
gccettecca
cattaagcgc
tagcgceecgce
gtcaagctct

accccaaaaa

gagatccctg
cccageacee
ggtgtggtga
aacctcatce
atagccttca
acctctggat
tacgctatgt
ttrcattttc
cgttgtcagg
gggcattgec
cacggcggaa
cactgacaat
tgttgccace
agcggacctt
tcgecctcag
gtacctttaa
aaggggggac
actgggtcte
ccactgctta
ttgtgtgact
agcagtagta
tcagagagtg
atcacaaatt
ctcatcaatg
ccgeecatte
ccteggecte
gcgtcgagac
cgttttacaa
acatccccct
acagttgcge
ggcgggtgtg
tcctttcget
aaatcggggg
acttgattag
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gccgttggat
aggagcctga
ccacagtgat
ctgtctatty
agaggtggaa
tacaaaattt
ggatacgctg
tectecttgt
caacgtggcy
accacctgtc
ctcatcgecy
tccgtggtgt
tggattctge
ccrtecegey
acgagtcgga
gaccaatgac
tggaagggcet
tctggttaga
agcctcaata
ctggtaacta
gttcatgtca
agaggaactt
tcacaaataa
tatcttatca
tcecgecccat
tgagctatte
gtacccaatt
cgtegtgact
ttcgecaget
agcctgaatg
gtggttacge
ttctteccctt
ctcectttag

ggtgatggtt

tacacggtce
ggcaccteca
gggcagctec
ctccatcctg
cagggggatc
gtgaaagatt
ctttaatgce
ataaatccty
tggtgtgcac
agctecttte
cctgeetge
tgtcggggaa
gcgggacgtc
gcetgetgec
tcteectttg
ttacaaggca
aattcactce
ccagatctga
aagcttgect
gagatcccte
tcttattatt
gtrtattgea
agcattette
tgtctggete
ggctgactaa
cagaagtagt
cgccectatag
gggaaaaccc
ggcgraatag
gcgaatggcg
gcagegtgac
ccrttctege
ggttccgatt
cacgtagtgg

11

acacccccag
gaacaagacc
cagccegtyg
geegetgtgy
ctctagagte
gactggtatt
tttgtatcat
gttgctgtct
tgtgtttact
cgggactttc
ccgetgetgg
gctgacgtec
cttctgetac
ggctctgegg
ggcegectec
gctgtagatc
caacgaagac
gcctgggage
tgagtgcttc
agacccrett
cagtatttat
gcttataatg
tcactgcatt
tagctatccec
trrrttttat
gaggaggcett
tgagtcgtat
tggegttacc
€gaagaggcc
cgacgcgecc
cgctacactt
cacgttcgee
tagtgcttta

geeategece

agggctegga
tcatagecag
tgacccgagg
ttgtgggect
gagtctagag
cttaactatg
gctattgett
ctttatgagg
gacgcaaccc
gctttcccce
acaggggete
tttccatgge
gtcccttegg
cctetteege
ccgectggaa
ttagccactt
aagatctgct
tctetggeta
aagtagtgtg
agrcagtgtg
aacttgcaaa
gttacaaata
ctagttgtgg
gcccctaact
ttatgcagag
ttttggagge
tacgcgeget
caacttaatc
cgcaccgatc
tgtagcggeg
gccagegecee
ggcrtrccce
cggcaccteg
tgatagacgg

7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
B280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
9000
9060
9120
9180
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ttrttcgecc tttgacgttg gagtccacgt tctttaatag tggactcttg ttccaaactg 9240
gaacaacacCt caaccctatc tcggtctatt cttttgattt ataagggatt ttgccgattt 9300
cggcctattg gttaaaaaat gagctgattt aacaaaaatt taacgcgaat tttaacaaaa 9360
tattaacgtt tacaatttcc 9380

<210> 6

<211>9718

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> plasmido

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)...(9718)

<223>

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)...(9718)

<223> plasmido que contiene la construccién del vector lentiviral RRL-MA2-lucif/GFP

<400>
caggtggcac ttttcgggga aatgtgcgcg gaacccctat ttgtttattt ttctaaatac 60
attcaaatat gtatccgctc atgagacaat aaccctgata aatgcttcaa taatattgaa 120
aaaggaagag tatgagtatt caacatttcc gtgtcgccct tattcccttt tttgcggcat 180
tttgccttcc tgtrtttgct cacccagaaa cgctggtgaa agtaaaagat gctgaagatc 240
agttgggtgc acgagtgggt tacatcgaac tggatctcaa cagcggtaag atccttgaga 300
gttttcgeccc cgaagaacgt tttccaatga tgagcacttt taaagttctg ctatgtggcg 360
cggtattatc ccgtattgac gccgggcaag agcaactcgg tcgccgcata cactattctc 420
agaatgactt ggttgagtac tcaccagtca cagaaaagca tcttacggat ggcatgacag 480
taagagaatt atgcagtgct gccataacca tgagtgataa cactgcggcc aacttacttc 540
tgacaacgat cggaggaccg aaggagctaa ccgctttttt gcacaacatg ggggatcatg 600
taactcgcct tgatcgttgg gaaccggagc tgaatgaagc cataccaaac gacgagcgtg 660
acaccacgat gcctgtagca atggcaacaa cgttgcgcaa actattaact ggcgaactac 720
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ttactctagc
cacttctgeg
agcgtgggtc
tagttatcta
agataggtgc
tttagattga
ataatctcat
tagaaaagat
aaacaaaaaa
tttttccgaa
agccgtagtt
taatcctgtt
caagacgata
agcccagett
aaagcgccac
gaacaggaga
tcgggtttcg
gcctatggaa
ttgctcacat
ttgagtgagc
aggaagcgga
aatgcagctg
atgtgagtta
tgttgtgtgg
acgccaageg
gtagtcttat
cttacaagga
tgccttatta
gcattgcaga
tagaccagat
aataaagctt
actagagatc
cagggacctg

agcgcgeacg

ttcccggeaa
ctcggeectt
tcgeggtate
cacgacgggg
ctcactgatt
tttaaaactt
gaccaaaatc
caaaggatct
accaccgcta
ggtaactggc
aggccaccac
accagtggct
gttaccggat
ggagcgaacg
gcttcccgaa
gcgcacgagg
ccacctctga
aaacgccage
gttctttect
tgataccget
agagcgccca
gcacgacagg
gctcacteat
aattgtgagc
cgcaattaac
gcaatactct
gagaaaaagc
ggaaggcaac
gatattgtat
ctgagcctgg
gccttgagtg
cctcagacec
aaagcgaaag

gcaagaggcg
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caattaatag
ccggetgget
attgcagcac
agtcaggcaa
aagcattggt
catttttaat
ccttaacgtg
tcttgagatc
ccagcggtgg
ttcagcagag
ttcaagaact
gctgecagtg
aaggcgcagc
acctacaccg
gggagaaagg
gagcttccag
cttgagegtce
aacgcggect
gcgttatccc
cgcegeagee
atacgcaaac
tttccegact
taggcacccc
ggataacaat
cctcactaaa
tgtagtcttg
accgtgcatg
agacgggtct
ttaagtgcct
gagctctctg
cttcaagtag
ttttagtcag
ggaaaccaga

aggggcggcy

actggatgga
ggtttattgc
tggggccaga
ctatggatga
aactgtcaga
ttaaaaggat
agttrtregtt
ctrrttttct
tttgtttgec
cgcagatacc
ctgtagcacc
gcgataagtc
ggtcgggctg
aactgagata
cggacaggta
ggggaaacgc
gatttttgtg
ttttacggtt
ctgattctgt
gaacgaccga
cgcetctecc
ggaaagcggg
aggctttaca
ttcacacagg
gggaacaaaa
caacatggta
ccgattggtg
gacatggatt
agctcgatac
gctaactagg
tgtgtgcccg
tgtggaaaat
gctctetcga
actggtgagt

13

ggcggataaa
tgataaatct
tggtaagccc
acgaaataga
ccaagtttac
ctaggtgaag
ccactgagcg
gcgegtaatce
ggatcaagag
aaatactgtc
gcctacatac
gtgtcttacc
aacggggggt
cctacagegt
tccggtaage
ctggtatctt
atgctcgtca
cctggecttt
ggataaccgt
gcgcagcgag
cgcgegttygg
cagtgagcgc
cttratgctt
aaacagctat
gctggagetg
acgatgagtt
gaagtaaggt
ggacgaacca
aataaacggg
gaacccactg
tctgttgtgt
ctctagcagt
cgcaggactc

acgccaaaaa

gttgcaggac
ggagccggtg
tcccgtateg
cagatcgctg
tcatatatac
atcctttttg
tcagaccceg
tgctgettge
ctaccaactc
cttctagtge
ctcgetetgc
gggttggact
tecgtgeacac
gagctatgag
ggcagggtcg
tatagtcctg
99g9gg9gcgga
tgctggectt
attaccgect
tcagtgagcg
ccgattcatt
aacgcaatta
ccggetcgta
gaccatgatt
caagcttaat
agcaacatgc
ggtacgatcg
ctgaattgec
tctctctggt
cttaagectc
gactctggta

ggcgeccgaa

ggcttgctga’

ttttgactag

780
840
900
960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760
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€ggagactag
atcgcgatgg
tatagtatgg
atcagaaggc
agaacttaga
gataaaagac
caccgcacag
ggagaagtga
ccaaggcaaa
tccttgggtt
tacaggccag
ttgaggcgca
gaatcctggce
ctggaaaact
tggaacagat
aagcttaata
attattggaa
gtggtatata
tgctgtactt
ccacctccca
gagagacaga
taaaagaaaa
aacagacata
tcacgagact
tacttgcttt
ttgttgttgt
caaatttcac
tcaatgtatc
ggagtgatac
ctcctgtctt
gctcgcaggg
ctctagaatt
tttcttgegt

ccgegeaact

aaggagagag
gaaaaaattc
gcaagcaggg
tgtagacaaa
tcattatata
accaaggaag
caagcggecg
attatataaa
gagaagagtg
cttgggagca
acaattattg
acagcatctg
tgtggaaaga
catttgcacc
tggaatcaca
cactccttaa
ttagataaat
aaattattca
tctatagtga
accccgagag
gacagatcca
ggggggattg
caaactaaag
agcctcgaga
aaaaaacctc
taacttgttt
aaataaggca
ttatcatgtc
atttttatca
aggttagtga
gaggtggtct
acacggcgat
cgagttttec
ttttcgeggt
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atgggtgcga
ggttaaggcc
agctagaacg
tactgggaca
atacagtagc
ctttagacaa
ctgatcttca
tataaagtag
gtgcagagag
gcaggaagca
tctggtatag
ttgcaactca
tacctaaagg
actgctgtgc
cgacctggat
ttgaagaatc
gggcaagttt
taatgatagt
atagagttag
gacccgacag
ttcgattagt
gggggtacag
aattacaaaa
gatctgatca
ccacacctcec
attgcagctt
trrtrttcac
tggatctcaa
cttttaccceg
aaaatgtcac
ggatccctgg
ctrrcegece
ggtaagacct
tgttacttga

gagcgtcagt
agggggaaag
attcgcagtt
gctacaacca
aaccctctat
gatagaggaa
gacctggagg
taaaaattga
aaaaaagagc
ctatgggegc
tgcagcagca
cagtctgggg
atcaacagct
cttggaatgc
ggagtgggac
gcaaaaccag
gtggaattgg
aggaggcettg
gcagggatat
gcccgaagga
gaacggatct
tgcaggggaa
acaaattaca
taatcagcca
ccctgaacct
ataatggtta
tgcattctag
atccctcgga
tctttggatt
tctcttacce
atatcaagaa
ttcttggect
ttcggtactt
ctggccacgt

14

attaagcggg
aaaaaatata
aatcctggec
tcccttcaga
tgtgtgcatc
gagcaaaaca
aggagatatg
accattagga
agtgggaata
agcctcaatg
gaacaatttg
catcaagcag
cctggggatt
tagttggagt
agagaaatta
caagaaaaga
tttaacataa
gtaggtttaa
tcaccattat
atagaagaag
cgacggtatc
agaatagtag
aaaattcaaa
taccacattt
gaaacataaa
caaataaggc
ttttggtitg
agctgecgect
aggcagtage
gtcattggct
ttcgtectcg
ttatrgaggat
cgtccacaaa

aatccacgat

ggagaattag
aattaaaaca
tgttagaaac
caggatcaga
aaaggataga
aaagtaagac
agggacaatt
gtagcaccca
ggagctttgt
acgctgacgg
ctgagggcta
ctccaggcaa
tggggttgct
aataaatctc
acaattacac
atgaacaaga
caaattggct
gaatagtttt
cgtttcagac
aaggtggaga
ggttaacttt
acataatagc
attttatcga
gtagaggttt
atgaatgcaa
aatagcatca
tccaaactca
gtcttaggtt
tctgacggec
gtccagctta
agctcagatc
ctctctgatt
cacaactcct

ctcrrrttcc

2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
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gtcatcgtct
tcgggaagac
aattcagcegg
atgaagaagt
ttgtcaatca
cctctcacac
acaaccttcg
tcgggtgtaa
ggcagatgga
gaagcaattt
aaggagaata
agaaacagct
ccgagtgtag
tccggaatga
gttctatgag
agtgcaattg
ggaggtagat
gaatccatga
tgcaacccct
aattcacgtt
cccaacaccg
gtattcagcc
gcgtaagtga
gcgtatctct
aatggcgecg
ggggagagag
gcttgcagaa
ccgecteceg
tattggccac
cgagggtact
aggaaccttc
cggcgaagat
cgecegetgeg
tgccttggaa

ttccgtgcte
ctgcgacace
gagccacctg
gttegtctte
aggcgttggt
acagttcgec
cttcaaaaaa
tcagaatage
acctettggc
cgtgtaaatt
gggttggcac
cttcttcaaa
taaacattcc
tttgattgcec
gcagagcgac
tcttgtecct
gagatgtgac
taataatttt
ttttggaaac
cattataaat
gcataaagaa
catatcgttt
tgtccacctc
tcatagcctt
ggcetttett
gtcggtgatt
tgcggaacac
caccgeecct
agcccatcge
agtgagacgt
ccgacttagg
ccgggtgacg
ttrcccggaa

aaggcgcaac
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caaaacaaca
tgcgtcgaag
atagcectttg
gtcccagtaa
cgcttccgga
tctttgatta
tggaacaact
tgatgtagtc
aaccgcttec
agataaatcg
cagcagcgea
tctatacatt
aaaaccgtga
aaaaatagga
acctttaggc
atcgaaggac
gaacgtgtac
ttggatgatt
gaacaccacg
gtcgttecgeg
ttgaagagag
catagcttct
gatatgtgca
atgcagttgc
tatgtttttg
cggtcaacga
cgcgegggea
tceccggecge
ggtcggegeg
gcggcttecg
ggcggagcag
ctgcgaacgg
ccacgcccag

cccaacccecyg

acggcggegg
atgttggggt
tacttaatca
gctatgtctc
ttgttracat
acgcccageg
ttaccgaccg
tcagtgagec
ccgacttect
tatttgtcaa
ctttgaatct
aagacgactc
tggaatggaa
tctctggeat
agaccagtag
tctggcacaa
atcgactgaa
gggagctttt
gtaggctgeg
ggcgcaactg
trttcactge
gccaaccgaa
tctgtaaaag
tctecagegg
gcgtcttcca
gggagccgac
ggaacagggc
tgecteteggc
ctgccattge
tttgtrcacgt
gaagcgtcgc
acgtgaagaa
agcagccgeg

tgggaattcg

15

gaagttcacc
gttggagcaa
gagacttcag
cagaatgtag
aaccggacat
trrteccggt
cgcccggttt
catatccttg
tagagagggg
tcagagtgcet
tgtaatcctg
gaaatccaca
caacacttaa
gcgagaatct
atccagagga
aatcgtattc
atccctggta
trtgcacgtt
aaatgcccat
caactccgat
atacgacgat
cggacatttc
caattgttcc
ttccatcttc
tggtgaattc
tgccgacgtg
ccacactacc
gcgeeecget
tccctggege
ccggeacgece
€ggggggccc
tgtgcgagac
tccctgegea

atatcaagct

ggcgtcatcg
gatggattcc
gcggtcaacg
ccatccatcc
aatcatagga
atccagatcc
atcatccccce
cctgatacct
agcgecacca
tttggcgaag
aaggctcctc
tatcaaatat
aatcgcagta
cacgcaggca
gttcatgatc
attaaaaccg
atccgtttta
Caaaattrtt
actgttgagce
aaataacgcg
tctgtgattt
gaagtactca
aggaaccagg
cagcggatag
cgatccecct
cgctccggag
gcecccacacce
gagcagcecge
tgtcegtctg
gcgaaccgeca
acaagggtag
ccagggtcgg
aacccagggc

tgcctatgtt

4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
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cttttggaat
ctgatttttt
ttcgecatcc
tcceggteac
cggggtggtyg
gtccggcgag
caccggcaag
gtgcttcage
cgaaggctac
cgccgaggtg
cttcaaggag
cgtctatate
caacatcgag
cgacggeccc
agaccccaac
cactctcgge
caaaatttgt
atacgctgct
ctccttgtat
acgtggcgtg
cacctgtcag
catcgcegec
cgtggtgttg
gattctgege
ttccegegge
gagtcggatc
ccaatgactt
gaagggctaa
tggttagacc
cctcaataaa
ggtaactaga
tcatgtcatc
aggaacttgt

acaaataaag

ctatccaagt
gagtaaactt
cgtctecget
cctcaggteg
cccatcctgg
ggcgagggeg
ctgccegtge
cgctaccccg
gtccaggage
aagttcgagg
gacggcaaca
atggccgaca
gacggcagceg
gtgctgctge
gagaagcgeg
atggacgagc
gaaagattga
ttaatgcctt
aaatcctggt
gtgtgcactg
ctcctttcecg
tgccttgecc
tcggggaage
gggacgtcct
ctgctgecgg
tccctttagg
acaaggcage
ttcactccca
agatctgagc
gcttgecttg
gatccctcag
ttattattca
ttattgcage

cattrrrttc
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cttatgtaaa
gcaacagtcc
cgtcacttat
ggtcgacaac
tcgagctgga
atgccaccta
cctggeccac
accacatgaa
gcaccatctt
gcgacaccct
tcctggggea
agcagaagaa
tgcagctcgc
ccgacaacca
atcacatggt
tgtacaagta
ctggtattct
tgtatcatgc
tgctgtctct
tgtttgctga
ggactttcgc
gctgctggac
tgacgtcctt
tctgctacgt
ctctgcggec
ccgeetecce
tgtagatctt
acgaagacaa
ctgggagctc
agtgcttcaa
acccttttag
gtatttataa
ttataatggt

actgcattct

tgcttatgta
taacattctt
ccttcacttt
catggtgagc
cggcgacgta
cggcaagctg
cctcgtgace
gcagcacgac
cttcaaggac
ggtgaaccgc
caagctggag
cggcatcaag
cgaccactac
ctacctgagc
cctgctggag
aagecggectc
taactatgtt
tattgctrce
ttatgaggag
cgcaaccece
tttcccectc
aggggctcgg
tccatggetg
ccecrteggec
tctrccgegt
gcctggaatt
agccactrtt
gatctgcttt
tctggctaac
gtagtgtgtg
tcagtgtgga
cttgcaaaga
tacaaataaa

agttgtggtt

16

aaccataata
ctctcgtgtg
tcagagggtc
aagggcgagg
aacggccaca
accctgaagt
accctgacct
ttcttcaagt
gacggcaact
atcgagctga
tacaactaca
gtgaacttca
cagcagaaca
acccagtccg
ttcgtgaccg
gacaatcaac
gctectttta
cgtatggctt
ttgtggcccg
actaggttggg
cctattgeca
ctgttgggca
ctcgectgtg
ctcaatccag
cttegecttc
cgagctcggt
taaaagaaaa
ttgcttgtac
tagggaaccc
cccgtctgtt
aaatctctag
aatgaatatc
gcaatagcat

tgtccaaact

taaaagagtg
tttgtgtctg
ccccegeaga
agctgttcac
agttcagcgt
tcatctgeac
acggcgtgca
ccgeeatgee
acaagacccg
agggcatcga
acagccacaa
agatccgeea
cccccatcag
cccrgagcaa
ccgcegggat
ctctggatta
cgctatgtgg
tcatttrctc
ttgtcaggea
gcattgeccac
cggcggaact
ctgacaattc
ttgccacctg
cggaccttce
gccctcagac
acctttaaga
gg9g9g9g9gactg
tgggtctcte
actgcttaag
gtgtgactct
cagtagtagt
agagagtgag
cacaaatttc

catcaatgta

6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
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<210>7

tcttatcatg
cgccccatgg
agctattcca
acccaattcg
tcgtgactgg
cgccagetgg
cctgaatggc
ggttacgcgc
cttcectcc
ccctttaggg
tgatggttca
gtccacgttc
ggtctattct
gctgatttaa

<211> 9490
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> plasmido

<220>

<221> misc_feature
<222> (1)..(9490)

<223>
<220>

<221> misc_feature
<222> (1)..(9490)

<223> plasmido que contiene la construccion del vector lentiviral CCL-MA3-GFP/de ItaLNGFR

<400> 7

tctggetcta
ctgactaatt
gaagtagtga
ccctatagtg
gaaaaccctg
cgtaatagcg
gaatggcgeg
agcgtgaccg
tttctcgeca
ttccgattta
cgtagtgggc
tttaatagtg
tttgatttat

caaaaattta

caggtggcac ttttcgggga aatgtgcgcg gaacccectat ttgtttattt

ttctaaatac 60
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gctatccege
ttrtttattt
ggaggctttt
agtcgtatta
gcgttaccca
aagaggcccg
acgcgeectg
ctacacttgc
cgttcgeegg
gtgctttacg
catcgeectg
gactcttgtt
aagggatttt
acgcgaattt

ccctaactec
atgcagaggc
ttggaggcct
cgcgegctea
acttaatcgc
caccgatcgc
tagcggcgea
cagcgeccta
ctttcccegt
gcacctcgac
atagacggtt
ccaaactgga
gccgattrcg

taacaaaata

17

gcccagttcc
cgaggccgec
aggcttttgc
ctggcegteg
cttgcageac
ccttcccaac
ttaagcgegg
gcgeecgetc
caagctctaa
cccaaaaaac
tttcgeectt
acaacactca
gcctattggt
ttaacgttta

gcccattctc
tcggectctg
gtcgagacgt
ttttacaacg
atccecccttt
agttgcgceag
cgggtgtggt
ctttcgettt
atcgggggct
ttgattaggg
tgacgttgga
accctatcte
taaaaaatga

caatttcc

8940
9000
9060
9120
9180
9240
9300
9360
9420
9480
9540
9600
9660
9718
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attcaaatat
aaaggaagag
tttgecttec
agttgggtgc
gtrttcgece
cggtattatc
agaatgactt
taagagaatt
tgacaacgat
taactcgect
acaccacgat
ttactctage
cacttctgcg
agcgtagatc
tagttatcta
agataggtgc
tttagattga
ataatctcat
tagaaaagat
aaacaaaaaa
tttttccgaa
agccgtagtt
taatcctgtt
caagacgata
agcccagett
aaagcgecac
gaacaggaga
tcgggtttcg
gcctatggaa
ttgctcacat
ttgagtgagc
aggaagcgga
aatgcagctg
atgtgagtta

gtatccgcetc
tatgagtatt
tgttrtrget
acgagtgggt
cgaagaacgt
ccgtattgac
ggttgagtac
atgcagtgct
cggaggaccg
tgatcgttgg
gcctgtagea
ttcccggcaa
ctcggecctt
tcgeggratc
cacgacgggg
ctcactgatt
tttaaaactt
gaccaaaatc
caaaggatct
accaccgcta
ggtaactggc
aggeccaccac
accagtggct
gttaccggat
ggagcgaacg
gcttcccgaa
gcgcacgagg
ccacctctga
aaacgccage
gttctttcct
tgataccgct
agagcgccca
gcacgacagg

gctcactcat
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atgagacaat
caacatttcc
cacccagaaa
tacatcgaac
tttccaatga
gccgggceaag
tcaccagtca
gccataacca
aaggagctaa
gaaccggagc
atggcaacaa
caattaatag
ccggctgget
attgcagcac
agtcaggcaa
aagcattggt
catttttaat
ccttaacgtg
tcttgagatc
ccageggtgg
ttcagcagag
ttcaagaact
gctgeccagtg
aaggcgcagc
acctacaccg
gggagaaagg
gagcttccag
cttgagcgtc
aacgcggcect
gcgttatcce
cgccgcagee
atacgcaaac
tttcccgact

taggcacccc

aaccctgata
gtgtcgcect
cgctggtgaa
tggatctcaa
tgagcacttt
agcaactcgg
cagaaaagca
tgagtgataa
ccgetttttt
tgaatgaagc
cgttgcgcaa
actggatgga
ggtttattgc
tggggccaga
ctatggatga
aactgtcaga
ttaaaaggat
agttrtcgtt
ctrtrrrtct
ttrgtttgec
cgcagatacc
ctgtagcacc
gcgataagtc
ggtcgggetg
aactgagata
cggacaggta
9gggaaacgc
gattrttgtg
ttttacggtt
ctgattctgt
gaacgaccga
cgcctcteec

ggaaagcggg
aggctttaca

18

aatgcttcaa
tattccctet
agtaaaagat
cagcggtaag
taaagttctg
tcgeegeata
tcttacggat
cactgcggec
gcacaacatg
cataccaaac
actattaact
ggcggataaa
tgataaatct
tggtaagccc
acgaaataga
ccaagtttac
ctaggtgaag
ccactgageg
gcgcgtaatc
ggatcaagag
aaatactgtc
gcctacatac
gtgtctracc
aacggggggt
cctacagcgt
tccggtaage
ctggtatctt
atgctcgtca
cctggecttt
ggataaccgt
gcgcagegag
cgcgegttgg
cagtgagcgce
ctttatgctt

taatattgaa
trtgcggcat
gctgaagatc
atccttgaga
ctatgtggcg
cactattctc
ggcatgacag
aacttacttc
ggggatcatg
gacgagcgtg
ggcgaactac
gttgcaggac
ggagccggtg
tcccgtatcg
cagatcgctg
tcatatatac
atcctttttg
tcagaccceg
tgctgettge
ctaccaactc
cttctagtgt
ctecgerctge
gggttggact
tcgtgeacac
gagctatgag
ggcagggtcg
tatagtectg
9g99999cgga
tgctggcctt
attaccgect
tcagtgageg
ccgattcatt
aacgcaatta

ccggctcgta

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
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tgtigtgtgg
acgccaageg
cattgcatac
taccgccatg
tagttcatag
gctgaccgec
cgccaatagg
tggcagtaca
aatggccege
acatctacgt
ggcgtggata
ggagtttgtt
cattgacgca
tagtgaaccg
agggaaccca
ccgtctgttg
aatcrctagc
cgacgcagga
agtacgccaa
agtattaagc
aagaaaaaat
gttaatcctg
ccatcccttc
tattgtgtgc
gaagagcaaa
aggaggagat
tgaaccatta
agcagtggga
cgcagcctca
gcagaacaat
gggcatcaag
gctectgggg
tgctagttgg

ggacagagaa

aattgtgagc
cgcaattaac
gttgtatcca
ttgacattga
cccatatatg
caacgacccc
gactrtccat
tcaagtgtat
ctggcattat
attagtcatc
gcggtttgac
ttggcaccaa
aatgggeggt
gggtctctct
ctgcttaage
tgtgactctg
agtggcgeec
ctcggettge
aaattttgac
gggggagaat
ataaattaaa
gcctgttaga
agacaggatc
atcaaaggat
acaaaagtaa
atgagggaca
ggagtagcac
ataggagctt
atgacgctga
ttgctgaggg
cagctccagg
atttggggtt
agtaataaat

attaacaatt
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ggataacaat
cctcactaaa
tatcataata
ttattgacta
gagttccgeg
cgcccattga
tgacgtcaat
catatgccaa
gcccagtaca
gctattacca
tcacggggat
aatcaacggg
aggcgtgtac
ggttagacca
ctcaataaag
gtaactagag
gaacagggac
tgaagcgege
tagcggaggc
tagatcgcga
acatatagta
aacatcagaa
agaagaactt
agagataaaa
gaccaccgca
attggagaag
ccaccaaggc
tgttcettgg
cggtacaggc
ctattgaggc
caagaatcct
gctctggaaa
ctctggaaca

acacaagctt

ttcacacagg
gggaacaaaa
tgtacattta
gttattaata
ttacataact
cgtcaataat
gggtggagta
gtacgccccc
tgaccttatg
tggtgatgcg
ttccaagtct
actttccaaa
ggtgggaggt
gatctgagcc
cttgccttga
atccctcaga
ctgaaagcga
acggcaagag
tagaaggaga
tgggaaaaaa
tgggcaagca
ggctgtagac
agatcattat
gacaccaagg
cagcaagcgg
tgaattatat
aaagagaaga
gttcttggga
cagacaatta
gcaacagcat
ggctgtggaa
actcatttgc
gatttggaat

aatacactcc

19

aaacagctat
gctggagctg
tattggctca
gtaatcaatt
tacggtaaat
gacgtatgtt
tttacggtaa
tattgacgtc
ggactttect
gttttggcag
ccaccccatt
atgtcgtaac
ctatataagc
tgggagctct
gtgcttcaag
cccttttagt
aagggaaacc
gcgaggggcg
gagatgggtg
ttcggttaag
gggagctaga
aaatactggg
ataatacagt
aagctttaga
ccgctgatct
aaatataaag
gtggtgcaga
gcagcaggaa
ttgtctggta
ctgttgcaac
agatacctaa
accactgctg
cacacgacct

ttaattgaag

gaccatgatt
caagcttggc
tgtccaacat
acggggtcat
ggcccgectg
cccatagtaa
actgcccact
aatgacggta
acttggcagt
tacatcaatg
gacgtcaatg
aactccgecc
agagctcgtt
ctggctaact
tagtgtgtgc
cagtgtggaa
agagctctct
gcgactggtg
cgagagcgtc
gccaggggga
acgattcgca
acagctacaa
agcaaccctc
caagatagag
tcagacctgg
tagtaaaaat
gagaaaaaag
gcactatggg
tagtgcagca
tcacagtctg
aggatcaaca
tgccttggaa
ggatggagtg
aatcgcaaaa

2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
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ccagcaagaa
ttggtttaac
cttggtaggt
atattcacca
aggaatagaa
atctcgacgg
ggaaagaata
tacaaaaatt
agccatacca
aacctgaaac
ggttacaaat
tctagtreg
tcggaagetg
ggattaggca
tacccgtcat
agagaatagg
gccgagagtg
gttggggtct
ggggccgtcg
ctcgatgttg
gatatagacg
cteccttgaag
cacctcggeg
gtagcctteg
gctgaagceac
cttgccggtg
ctecgccggac
caccaccccg
gtgaccggga
ggatggcgaa
aaaaaatcag
attccaaaag

ttccaaggca

€gcagcgqgeg

aagaatgaac
ataacaaatt
ttaagaatag
ttatcgtttc
gaagaaggtg
tatcggttaa
gtagacataa
caaaatttta
catttgtaga
ataaaatgaa
aaggcaatag
gtttgtccaa
cgectgtctt
gtagctctga
tggctgtcca
aacttcggaa
atceccggegg
ttgctcaggg
€cgatggagg
tggcggatct
ttgtggctgt
tcgatgecct
cgggtcttgt
ggcatggcag
tgcacgecgt
gtgcagatga
acgctgaact
gtgaacagct
tctgegaggg
cagacacaaa
cactctttta
aacataggca
gccctgggtt

ccgacectgg
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aagaattatt
ggctgtggta
tttttgctgt
agacccacct
gagagagaga
cttttaaaag
tagcaacaga
tcgatcacga
ggttttactt
tgcaattgtt
catcacaaat
actcatcaat
aggttggagt
cggeccctect
gcttagetcg
taggaacttc
cggtcacgaa
cggactgggt
tgttctgctg
tgaagttcac
tgtagttgta
tcagctcgat
agttrgccgtc
acttgaagaa
aggtcagggt
acttcagggt
tgtggccegtt
cctegeectt
gaccctctga
cacacgagaqg
tattatggtt
agcttgatat
tgcgcaggga
gtctrcgecaca

ggaattagat
tataaaatta
actttctata
cccaaceecg
cagagacaga
aaaagggggg
catacaaact
gactagcctc
gctttaaaaa
gttgttaact
ttcacaaata
gtatcttatc
gatacatttt
gtcttaggtt
caggggaggt
gcggecgett
ctccagcagg
gctcaggtag
gtagtggtcg
cttgatgeeg
ctccagettg
gcggttcacc
gtccttgaag
gtcgtgctge
ggtcacgagg
cagcttgccg
tacgtegecg
gctcaccatg
aaagtgaagg
aagaatgtta
tacataagca
cgaattccca
cgcggetget

ttettcacgt

20

aaatgggcaa
ttcataatga
gtgaatagag
aggggacccg
tccattcgat
attggggggt
aaagaattac
gaggagatct
acctcccaca
tgtttattgce
aggcattttt
atgtctggat
tatcactttt
agtgaaaaat
ggtctggatc
tacttgtaca
accatgtgat
tggttgtcgg
gcgagctgea
ttcttctgct
tgccccagga
agggtgtcge
aagatggtgc
ttcatgtggt
gtgggccagg
taggtggcat
tccagctcga
gttgtcgacc
ataagtgacg
ggactgttgc
tttacataag
€ggggttggg
ctgggcgtygg
ccgttcgeag

gtttgtggaa
tagtaggagg
ttaggcaggg
acaggcccga
tagtgaacgg
acagtgcagg
aaaaacaaat
gatcataatc
ccteccectg
agcttataat
ttcactgcat
ctcaaatccc
acccgtettt
gtcactctct
caccatgtct
gctcgtccat
cgcgettcte
gcagcagcac
cgergecgtce
tgtcggccat
tgttgeegte
cctcgaactt
gctcctggac
cggggtageg
gcacgggcag
cgcectegec
ccaggatggg
cgacctgagg
agcggagacg
aagtttactc
acttggatag
gttgcgectt
ttccgggaaa

cgtcacccgg

4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
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atcttcgecg
gaaggttcct
agtaccctcg
gtggccaata
<gggaggcgg
ttctgeaage
ctcteteccc
gcaggggqyggg
ctggaagtcg
atggacgggc
gaggcatgec
ggcgaggatg
agcgtgacgt
gtggggctcc
gcctacggcet
gcgggetcgg
cccgacggea
tgcgaggaca
gagatccctg
cccageacec
ggtgtagtga
aaccteatcc
atagccttca
acctctggat
tacgctatgt
tttcattttc
cgttgtcagg
gggcattgec
cacggcggaa
cactgacaat
tgttgccacc
agcggacctt
tcgeceteag

gtacctttaa

ctacccttgt
tgcggttcge
cagacggaca
gcggetgetc
99tgtggggc
ctccggageg
agggggatcc
cgctggageg
agcgetgecg
cgcgectget
ccacaggcct
tggcccagec
tctccgacgt
agagcatgtc
actaccagga
gcctcgtgtt
cgtattccga
ccgagegeca
gccgttggat
aggagcctga
ccacagtgat
ctgtctattg
agaggtggaa
tacaaaattt
ggatacgctg
tcctecttgt
caacgtggcg
accacctgtc
ctcatcgecg
tcecgtggtgt
tggattctgc
ccttccegeg
acgagtcgga

gaccaatgac
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gggccccccg
ggcgtgecgg
gcgccaggga
agcggggege
ggragtgtag
cacgtcggca
ccecgggetge
cagcgcageg
cgggaggeag
gctgrtgctg
gtacacacac
ttgtggagec
ggtgagcgcg
ggcgccgtge
tgagacgact
ctcctgecag
cgaggccaac
gctccgegag
tacacggtcc
ggcacctcca
gggcagctcc
ctccatectg
cagggggatc
gtgaaagatt
ctttaatgcc
ataaatcctg
tggtgtgcac
agctecttte
cctgecttge
tgtcggggaa
gcgggacgtc
gcctgetgec
tctcectttg

ttacaaggca

gcgacgctte
acgtgacaaa
gcaatggcag
gccgagagca
gcectgtce
gtcggctecc
aggaattcgg
cagecceate
gcgatggagg
cttctgggag
agcggtgagt
aaccagaccg
accgageegt
gtggaggccg
gggcgctgceg
gacaagcaga
cacgtggacc
tgcacacgct
acacccecag
gaacaagacc
cagcccgtgg
gcrgetggg
ctctagagtc
gactggtatt
tttgtatcat
gttgctgtct
tgtgtttgct
cgggactttc
ccgetgetgg
gctgacgtcc
cttctgctac
ggcrctgegg
ggccgectec

gctgtagatc

21

ctgctcegec
cggaagccgc
cgcgecgace
gcggccggga
tgccegegeg
tcgttgaccg
gccgeggeca
agtccgcaaa
caggtgccac
tgtcecttgg
gctgcaaagc
tgtgtgagcc
gcaagcegtg
acgacgccgt
aggcgtgecg
acaccgtgtg
cgtgectgec
gggccgacgc
agggctcgga
tcatageccag
tgacccgagg
ttgtgggcct
gagtctagag
cttaactatg
gctattgctt
ctttatgagg
gacgcaaccc
gctttcccce
acaggggctce
tttccatgge
gtcccttcgg
cceetteege
ccgectggaa
ttagccactt

cctaagtcgg
acgtctcact
gcgatgggct
aggggcogtg
gtgttccgea
aatcaccgac
gctccggegg
gcggaccgag
cggccgegec
aggtgccaag
crgcaacctg
ctgcctggac
caccgagtgc
gtgccgetge
cgtgtgcgag
cgaggagtgc
ctgcaccgtg
cgagtgcgag
cagcacagcc
cacggtggca
caccaccgac
tgtggcctac
tcgacaatca
ttgctecttt
cccgtatgge
agttgtggec
ccactggttg
tccctattge
ggctattgag
tgctcgectg
ccctcaatcc
gtcttcgect
ttcgagetcg

tttaaaagaa

6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500

7560

7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
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<210> 8

aaggggggac
actgggtctc
ccactgetta
ttgtgtgact
agcagtagta
tcagagagtg
atcacaaatt
ctcatcaatg
ccgeccatte
ccreggecte
gcgtcgagac
cgttttacaa
acatcccect
acagttgcge
ggcgagtgtg
tccttteget
aaatcggggg
acttgattag
tttgacgttg
caaccctatc
gttaaaaaat

tacaatttcc

<211> 10086
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> plasmido

<220>

<221> misc_feature
<222> (1)..(10086)

<223>
<220>

<221> misc_feature
<222> (1)..(10086)

<223> plasmido que contiene la construccién del vector lentiviral CCL-MA4-GFP/de 1taLNGFR

tggaagggct
tctggttaga
agcctcaata
ctggtaacta
gttcatgtca
agaggaactt
tcacaaataa
tatcttatca
tccgecccat
tgagctattc
gtacccaatt
cgtcgtgact
ttcgccaget
agcctgaatg
gtggttacgc
ttctteccet
ctecectttag
ggtgatggtt
gagtccacgt
tcggtctatt

gagctgattt
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aattcactcc
ccagatctga
aagcttgect
gagatccctc
tcrtattatt
gtttattgca
agcatttttt
tgtctggctc
ggctgactaa
cagaagtagt
cgccctatag
gggaaaaccc
ggcgtaatag
gcgaatggeg
gcagcgtgac
cctttetege
ggttccgatt
cacgtagtgg
tctttaatag
cttttgattt

aacaaaaatt

caacgaagac
gcctgggage
tgagtgcttc
agaccctttt
cagtatttat
gcttataatg
tcactgcatt
tagctatcce
14444444 £:14
gaggaggctt
tgagtcgtat
tggcgttace
cgaagaggcc
cgacgegece
cgctacactt
cacgttegec
tagtgcttta
gccatcgeec
tggactcttyg
ataagggatt

taacgcgaat

22

aagatctgcet
tctctggeta
aagtagtgtg
agtcagtgtg
aacttgcaaa
gttacaaata
ctagttgtgg
gcccctaact
ttatgcagag
ttttggaggc
tacgcgeget
caacttaatc
cgcaccgatc
tgtagcggcg
gccagegeec
ggctttcccc
cggcacctcg
tgatagacgg
ttccaaactg
ttgccgattt

tttaacaaaa

ttttgcttgt
actagggaac
tgccegtctg
gaaaatctct
gaaatgaata
aagcaatagc
tttgtccaaa
ccgcccagtt
gccgaggeeg
ctaggctttt
cactggccgt
gcettgeage
gccctteeca
cattaagcgc
tagcgeeege
gtcaagctct
accccaaaaa
trtrtcgece
gaacaacact
cggcctattg
tattaacgtt

8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
9000
9060
9120
9180
9240
9300
9360
9420
9480
9490
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<400> 8

caggtggcac
attcaaatat
aaaggaagag
trrgccttce
agttgggtgc
gtrttcgecc
cggtattatc
agaatgactt
taagagaatt
tgacaacgat
taactcgect
acaccacgat
ttactctage
cacttctgeg
agcgtgggtc
tagttatcta
agataggtgc
tttagattga
ataatctcat
tagaaaagat
aaacaaaaaa
tttttccgaa
agccgtagtt
taatcctgtt
caagacgata
agcccagctt
aaagcgccac

gaacaggaga

ttttcgggga
gtatccgetc
tatgagtatt
tgtttttgct
acgagtgggt
cgaagaacgt
ccgtattgac
ggttgagtac
atgcagtgct
cggaggaccg
tgatcgttgg
gcctgtagea
ttcccggcaa
ctcggeectt
tcgcggtatc
cacgacgggg
ctcactgatt
tttaaaactt
gaccaaaatc
caaaggatct
accaccgcta
ggtaactggc
aggccaccac
accagtggct
gttaccggat
ggagcgaacg
gcttcccgaa

gcgcacgagg
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aatgtgcgeg
atgagacaat
caacatttcc
cacccagaaa
tacatcgaac
tttccaatga
gccgggeaag
tcaccagtca
gccataacca
aaggagctaa
gaaccggagc
atggcaacaa
caattaatag
ccggetgget
attgcagcac
agtcaggcaa
aagcattggt
catttttaat
ccttaacgtg
tcttgagatc
ccagcggtgg
ttcagcagag
ttcaagaact
gctgecagtg
aaggcgcage
acctacaccg
gggagaaagg
gagcttccag

gaacccctat
aaccctgata
gtgtcgeect
cgctggtgaa
tggatctcaa
tgagcacttt
agcaactcgg
cagaaaagca
tgagtgataa
ccgerrtett
tgaatgaagc
cgttgcgcaa
actggatgga
ggtttattgc
tggggccaga
ctatggatga
aactgtcaga
ttaaaaggat
agttttcgtt
ctrtrtrrct
trgtttgec
cgcagatacc
ctgtagcacc
gcgataagtc
ggtcgggactg
aactgagata
cggacaggta
ggggaaacgc

23

ttgtttattt
aatgcttcaa
tattcccttt
agtaaaagat
cagcggtaag
taaagttctg
tcgeccgeata
tcttacggat
cactgcggec
gcacaacatg
cataccaaac
actattaact
ggcggataaa
tgataaatct
tggtaagccc
acgaaataga
ccaagtttac
ctaggtgaag
ccactgagcg
gcgcgtaatc
ggatcaagag
aaatactgtc
gcctacatac
gtgtcttacc
aacggggggt
cctacagegt
tccggtaage
ctggtatctt

ttctaaatac
taatattgaa
tttgcggeat
gctgaagatc
atccttgaga
ctatgtggcg
cactattctc
ggcatgacag
aacttactte
ggggatcatg
gacgagcgtg
ggcgaactac
gttgcaggac
ggagccggtg
tccegtatcg
cagatcgctg
tcatatatac
atcctttttg
tcagaccceg
tgctgcrtge
ctaccaactc
cttctagtgt
ctcgetctge
gggttggact
tcgtgeacac
gagctatgag
ggcagagtcg
tatagtcctg

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

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



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

tcgggttteg
gcctatggaa
ttgctcacat
ttgagtgagc
aggaagcgga
aatgcagctg
atgtgagtta
tgttgtgtgg
acgccaageg
cattgcatac
taccgccatg
tagttcatag
gctgaccgec
cgccaatagg
tggcagtaca
aatggcccge
acatctacgt
ggcgtggata
ggagtttgtt
cattgacgca
tagtgaaccg
agggaaccca
ccgtctgttg
aatctctage
cgacgcagga
agtacgccaa
agtattaagc
aagaaaaaat
gttaatcctg
ccatcccttc
tattgtgtgc
gaagagcaaa
aggaggagat
tgaaccatta

ccacctctga
aaacgccage
gttctttcct
tgataccget
agagcgceca
gcacgacagg
gctcactcat
aattgtgagc
cgcaattaac
gttgtatcca
ttgacattga
cccatatatg
caacgaccce
gactttccat
tcaagtgtat
ctggcattat
attagtcatc
gcggtttgac
ttggcaccaa
aatgggcggt
gggtctctct
ctgcttaage
tgtgactctg
agtggcgecc
ctcggetge
aaattttgac
gggggagaat
ataaattaaa
gccrgttaga
agacaggatc
atcaaaggat
acaaaagtaa
atgagggaca

ggagtagcac
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cttgagcegtc
aacgcggect
gcgtrtatccc
cgcegcagec
atacgcaaac
tttcccgact
taggcacccc
ggataacaat
cctcactaaa
tatcataata
ttattgacta
gagttccgeg
cgceccattga
tgacgtcaat
catatgccaa
gcccagtaca
gctattacca
tcacggggat
aatcaacggg
aggcgtgtac
ggttagacca
ctcaataaag
gtaactagag
gaacagggac
tgaagcgcge
tagcggaggce
tagatcgcga
acatatagta
aacatcagaa
agaagaactt
agagataaaa
gaccaccgea
attggagaag

ccaccaaqggc

gatttttgtg
ttttacggtt
ctgattctgt
gaacgaccga
cgcctctece
ggaaagcggg
aggctttaca
ttcacacagg
gggaacaaaa
tgtacattta
gttattaata
ttacataact
cgtcaataat
gagtggagta
gtacgceccee
tgaccttatg
tggtgatgcg
ttccaagtct
actttccaaa
ggtgggaggt
gatctgagcc
cttgccttga
atccctcaga
ctgaaagcga
acggcaagag
tagaaggaga
tgggaaaaaa
tgggcaagca
ggctgtagac
agatcattat
gacaccaagg
cagcaagcgg
tgaattatat

aaagagaaga

24

atgcrcgtca
cctggeettt
ggataaccgt
gcgcagcegag
cgcgegttgg
cagtgagcgc
ctttatgctt
aaacagctat
gctggagctg
tattggctca
gtaatcaatt
tacggtaaat
gacgtatgtt
tttacggtaa
tattgacgtc
ggactttcct
gttttggcag
ccaccccatt
atgtcgtaac
ctatataagc
tgggagctct
gtgcttcaag
cccttttagt
aagggaaacc
gcgaggggacg
gagatgggtg
ttcggttaag
gggagctaga
aaatractggg
ataatacagt
aagctttaga
ccgctgatct

aaatataaag

gtggtgcaga

g9g999g9cgga
tgcrggectt
attaccgcect
tcagtgagcg
ccgattcatt
aacgcaatta
ccggectcgta
gaccatgatt
caagcttggc
tgtccaacat
acggggtcat
ggcccgectg
cccatagtaa
actgeccact
aatgacggta
acttggcagt
tacatcaatg
gacgtcaatg
aactccgecce
agagctcgtt
ctggctaact
tagtgtgtgc
cagtgtggaa
agagctctct
gcgactggtg
cgagagcgtc
gccaggggga
acgattcgca
acagctacaa
agcaaccctce
caagatagag
tcagacctgg
tagtaaaaat

gagaaaaaag

1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
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agcagtggga
cgcagcctca
gcagaacaat
gggcatcaag
gctcctgggg
tgctagttgg
gacagagaaa
cagcaagaaa
tggtttaaca
ttggtaggtt
tattcaccat
ggaatagaag
tctcgacggt
gaaagaatag
acaaaaattc
ccataccaca
cctgaaacat
ttacaaataa
tagttttggt
ggaagctgeg
attaggcagt
ccegtcattg
ggccgettta
ccagcaggac
tcaggtagtg
agtggtcggc
tgatgccgtt
ccagcttgtg
ggttcaccag
ccttgaagaa
cgtgctgctt
tcacgagggt
gcttgecgta
cgtecgeegtce

ataggagctt
atgacgctga
ttgctgaggg
cagctecagg
atttggggtt
agtaataaat
ttaacaatta
agaatgaaca
taacaaattg
taagaatagt
tatcgtttca
aagaaggtgg
atcggttaac
tagacataat
aaaattttat
tttgtagagg
aaaatgaatg
ggcaatagca
ttgtccaaac
cctgtcttag
agctctgacg
gctgtccagce
cttgtacage
catgtgateg
gttgtcgggc
gagctgcacyg
cttctgettg
ccccaggatg
ggtgtcgecc
gatggtgcge
catgtggtcg
gggccagggc
ggtggcatcg
cagctcgace
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tgttccttgg
cggtacaggc
ctattgaggc
caagaatcct
gctctggaaa
ctctggaaca
cacaagctta
agaattattg
gctgtggtat
ttttgctgta
gacccaccte
agagagagac
ttttaaaaga
agcaacagac
cgatcacgag
ttttacttgc
caattgttgt
tcacaaattt
tcatcaatgt
gttggagtga
gcecctectgt
ttagctcgea
tcgtccatge
cgcttctegt
agcagcacgg
ctgccgtect
tcggccatga
ttgccgtect
tcgaacttca
tcctggacot
gggtagcggc
acgggcagct
ccctegeect

aggatgggca

gttcttggga
cagacaatta
gcaacagcat
ggctgtggaa
actcatttgc
gattggaatc
atacactcct
gaattagata
ataaaattat
ctttctatag
ccaacceccga
agagacagat
aaagggggga
atacaaacta
actagcctcg
tttaaaaaac
tgttaacttg
cacaaataag
atcttatcat
tacattttta
cttaggttag
999g9aggtgg
cgagagtgat
tggggtcttt
ggccgtegec
cgatgttgtg
tatagacgtt
ccttgaagtc
cctecggegeg
agccttcggg
tgaagcactg
tgccggtggt
cgccggacac

ccaccccggt

25

gcagcaggaa
ttgtctggta
ctgttgcaac
agatacctaa
accactgctg
acacgacctg
taattgaaga
aatgggcaag
tcataatgat
tgaatagagt
g9gggacccga
ccattcgatt
ttggggggta
aagaattaca
agagatctga
ctcccacacc
tttattgcag
gcattttttt
gtctggatct
tcacttttac
tgaaaaatgt
tctggatccg
cceggeggeg
gctcagggeg
gatgggggtg
gcggatcttg
gtggctgttg
gatgcccttce
ggtcttgtag
catggcggac
cacgccgtag
gcagatgaac
gctgaacttg

gaacagctec

gcactatggg
tagtgcagca
tcacagtctg
aggatcaaca
tgccttggaa
gatggagtgg
atcgcaaaac
tttgtggaat
agtaggaggc
taggcaggga
caggcccgaa
agtgaacgga
cagtgcaggg
aaaacaaatt
tcataatcag
tcccectgaa
cttataatgg
cactgcattc
caaatccctce
ccgtetttgg
cactctctta
agctcgaatt
gtcacgaact
gactgggtgc
ttctgetggt
aagttcacct
tagttgtact
agctcgatgc
ttgcegtcegt
ttgaagaagt
gtcagggtgg
ttcagggtca’
tggccgttta
tcgeccttge

3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
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tcaccatggt
cagcgtggat
gcecrecccace
tggcctecge
gccacgtcag
gcggcccget
ggacgggact
gaaaagtagt
tgattatata
tcgcggttct
tggccggggc
ccaagggctg
gcacaaaatg
ggtcgttgaa
cgctaatgeg
gacgtgaagt
gttatgcggt
gtgacgtcac
cggtaggctt
cgacaggcge
gttttatgta
ttggcgagtg
atatgtaatt
tttttgttag
ggggggcgct
aagtcgagcg
acgggccgcg
catgccccac
agggtgtggc
tgacgttctc
ggctccagag
acggctacta
gctegggect

acggcacgta

gaattccgeg
ggcgtctcca
gtacacgcct
gcegggtttt
acgaagggcy
gctcataaga
tgggtgactc
cccttctegg
aggacgcegec
tgtttgtgga
tttcgtggee
tagtctgggt
gcggetgttc
acaaggtggg
ggaaagctct
ttgtcactga
gcecgtggge
ccgttctgtt
ttctecgtcg
cggacctctg
cctatcttct
tgttttgtga
ttcagtgtta
acgaagcttg
ggagcgcage
ctgcegagag
cctgctgetg
aggcctgtac
ccagccttgt
cgacgtggtg
catgtcggeg
ccaggatgag
cgtgttctce
ttccgacgag
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gaggctggat
ggcgatctga
accctcgaga
ggcgectecc
cagcgagcgt
ctcggcctta
tagggcactg
cgattctgcg
gggtgtggca
tcgctgtgat
gccgggeege
ccgcgagcaa
ccgagtcttg
gggcatggtg
tattcgggtg
ctggagaact
agtgcacccg
ggcttataat
caggacgcag
gtgaggggag
taagtagctg
agttttttag
gactagtaaa
ggctgcagga
gcagcgcage
aggcgggega
ttgctgettc
acacacagcg
ggagccaacc
agcgcgaccg
ccgtgegtgg
acgactgggc
tgccaggaca

gccaaccacg

cggtcccggt
cggttcacta
agcttgatta
gcgggegecc
cctgatectt
gaaccccagt
gttttctetc
gagggatctc
cagctagttc
cgtcacttgg
tcggtgggac
ggttgccctg
aatggaagac
ggcggcaaga
agatgggctg
cggotttgtc
tacctttgag
gcaggatgag
ggttcgggcc
ggataagtga
aagctceggt
gcaccttrtg
ttgtccgcta
attcgggccg
cccatcagtc
tgggggcagg
tgggggtgtc
gtgagtgctg
agaccgtgtg
agcecgtgeaa
aggccgacga
gcrgegagge
agcagaacac

tggacccgtg

26

gtcttctatg
aacgagctct
acccgtgteg
ccctectcac
ccgeecggac
atcagcagaa
cagagagcgg
<gtggggcag
cgtcgeagec
tgagttgcgg
ggaagcgtgt
aactgggggt
gcttgtaagg
acccaaggtc
gggcaccatc
gtctggttge
agcgcgegec
gccacctgec
tagggtaggc
ggcgtcagtt
tttgaactat
aaatgtaatc
aattctggcc
cggccagetc
cgcaaagcgg
tgccaccgge
ccttggaggt
caaagcctge
tgagccctgc
gcegtgeacc
cgccgtgtge
gtgccgegtg
cgtgtgcgag
cctgceetge

gaggtcaaaa
gcttatatag
gctccagatc
ggcgageget
gctcaggaca
ggacatttta
aacaggcgag
tgaacgccga
gggatttggg
gctgctggac
ggagagaccg
tggggggagc
cgggctgtga
ttgaggcctt
tggggaccct
9ggggcggca
tcgtegtgtc
ggtaggtatg
tctcctgaat
tcrrtggtcg
gcgetcggag
atttgggtca
gttrttggct
cggcgggceag
accgagctgg
cgcgccatgg
gccaaggagg
aacctgggeg
ctggacagcg
gagtgcqrgg
cgctgcgect
tgcgaggegg
gagtgccccg
accgtgtgeg

5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
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aggacaccga
tccctggecg
gcacccagga
tggtgaccac
tcatccctgt
ccttcaagag
ctggattaca
ctatgtggat
attttctcct
gtcaggcaac
attgccacca
gcggaactca
gacaattccg
gccacctgga
gaccttcctt
cctcagacga
ctttaagacc
ggggactgga
ggtctetctg
tgcttaagce
gtgactctgg
gtagtagttc
agagtgagag
caaatttcac
tcaatgtatc
ccattctccg
ggcctctgag
cgagacgtac
ttacaacgtc
cceeetttcg
ttgcgcagee
ggtgtggtag
ttecgctttct

cgggggctcc

gcgccagetc
ttggattaca
gcctgaggea
agtgatgggc
ctatrtgctcc
gtggaacagg
aaatttgtga
acgctgetet
ccttgtataa
gtggcgtagt
cctgtcagct
tcgccgectg
tggtgttgtc
ttctgcgegg
cccgeggect
gtcggatctc
aatgacttac
agggctaatt
gttagaccag
tcaataaagc
taactagaga
atgtcatctt
gaacttgttt
aaataaagca
ttatcatgtc
ccceatgget
ctattccaga
ccaattcgec
gtgactggga
ccagetggeg
tgaatggcga
ttacgcgeag
tcccttectt
ctttagggtt
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cgcgagtgea
cggtccacac
cctecagaac
agctcccage
atcctggctg
gggatcctct
aagattgact
aatgcctttg
atcctggttg
gtgcactgtg
cctttccggo
ccttgeecge
ggggaagctg
gacgtccttc
gctgecgget
cctttgggec
aaggcagctg
cactcccaac
atctgagcct
ttgccttgag
tcectcagac
attattcagt
attgcagctt
ttttrttcac
tggctctage
gactaatttt
agtagtgagg
ctatagtgag
aaaccctgge
taatagcgaa
atggcgcgac
cgtgaccgct
tctegecacg

ccgatttagt

cacgctggge
ccccagaggg
aagacctcat
ccgtggtgac
ctgtggttgt
agagtcgagt
ggtattctta
tatcatgcta
ctgtctcttt
tttgctgacg
actttcgctt
tgctggacag
acgtcctttc
tgctacgtcc
ctgcggectc
gccteeeege
tagatcttag
gaagacaaga
gggagctcte
tgcttcaagt
ccttttagte
atttataact
ataatggtta
tgcattctag
tatccegecc
ttttatttat
aggcrttete
tcgtattacg
gttacccaac
gaggccegea
gcgecctgta
acacttgcca
ttcgeegget
gctttacgge

27

cgacgcegag
ctcggacage
agccagceacg
ccgaggeace
gggccttgtyg
ctagagtcga
actatgttgc
ttgctteccy
atgaggagtt
caacccccac
tceecctece
gggctcggcet
catggctget
cttcggeect
ttccgegtct
ctggaattcg
ccacttttta
tctgettttt
tggctaacta
agtgtgtgcce
agtgtggaaa
tgcaaagaaa
caaataaagc
trgtggretg
ctaactccge
gcagaggceg
ggaggcctag
cgcgetcact
ttaatcgect
ccgatcgece
gcggcgeatt
gcgeectage
trccccgtca

acctcgaccc

tgcgaggaga
acagccccca
gtggcaggtg
accgacaacc
gcctacatag
caatcaacct
tccttttacg
tatggctttc
gtggccegtt
tggttggggc
tattgccacg
gttgggcact
cgcctgtgtt
caatccageg
tcgecttege
agctcggtac
aaagaaaagg
gcttgtactg
gggaacccac
cgtctgttgt
atctctagca
tgaatatcag
aatagcatca
tccaaactca
ccagttecge
aggcegectc
gcttrtgegt
ggccgtcgtt
tgcagcacat
ttcccaacag
aagcgcggeg
gccegetect
agctctaaat

Caaaaaactt

7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
9000
9060
9120
9180
9240
9300
9360
9420
9480
9540
9600
9660
9720
9780
9840
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gattagggtg atggttcacg tagtgggcca tcgccctgat agacggtttt tcgecctttg
acgttggagt ccacgttctt taatagtgga ctcttgttcc aaactggaac aacactcaac
cctatctcgg tctattcttt tgatttataa gggattttgc cgatttcgge ctattggtta
aaaaatgagc tgatttaaca aaaatttaac gcgaatttta acaaaatatt aacgtttaca

atttcc

28

9900
9960
10020
10080
10086
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